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O sonho 

Sonhe com aquilo que você quer ser,  

porque você possui apenas uma vida  

e nela só se tem uma chance  

de fazer aquilo que quer.  

Tenha felicidade bastante para fazê-la doce.  

Dificuldades para fazê-la forte.  

Tristeza para fazê-la humana. 

E esperança suficiente para fazê-la feliz. 

As pessoas mais felizes não tem as melhores coisas.  

Elas sabem fazer o melhor das oportunidades 

que aparecerem em seus caminhos.  

A felicidade aparece para aqueles que choram.  

Para aqueles que se machucam.  

Para aqueles que buscam e tentam sempre.  

E para aqueles que reconhecem a importância  

das pessoas que passaram por suas vidas. 

Clarice Lispector.  



 

RESUMO 
 
Os Produtos Naturais desempenham um papel dominante na descoberta e desenvolvimento de 
novos fármacos para o tratamento de diversas doenças. Com isso, a busca por novas fontes de 
substâncias bioativas tem se intensificado, com destaque para estudos realizados com 
organismos e micro-organismos marinhos. As algas vermelhas marinhas (Rhodophyta) são as 
principais produtoras de metabólitos secundários biologicamente ativos dentre as algas e 
produzem principalmente substâncias halogenadas. Dentre os micro-organismos, podemos 
destacar os fungos endofíticos de algas marinhas, pois apresentam alta diversidade de espécies 
e diversidade estrutural dos metabólitos secundários, os quais têm mostrado potencial 
antitumoral, antimicrobiano e antifúngico. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo 
explorar o potencial das algas vermelhas Asparagopsis taxiformis (estágio Falkenbergia) e 
Pyropia spiralis, bem como de seus fungos endofíticos, como fontes de substâncias bioativas. 
O estudo de A. taxiformis e de P. spiralis levou à identificação de dezesseis substâncias por 
CG-EM, como os ácidos eicosapentaenóico e araquidônico, além de nucleosídeos, como a 
uridina e a timidina, obtidos de A. taxiformis, e a uridina e a inosina, obtidas de P. spiralis. Os 
extratos brutos e frações das algas estudadas foram avaliados frente ao fungo fitopatogênico 
Cladosporium sphaerospermum, frente à enzima acetilcolinesterase e frente a linhagens 
tumorais de carcinoma de ovário (OVCAR-8), adenocarcinoma de cólon humano (HCT-116) 
e glioblastoma - humano (SF-295), sendo que os mesmos não apresentaram atividades 
antifúngica e anticolinesterásica significativas e apenas as frações hexânicas e butanólicas de 
ambas as algas apresentaram atividade citotóxica moderada frente à linhagem SF-295. Em 
relação ao estudo dos micro-organismos associados às algas, foi possível isolar sete linhagens 
de fungos endofíticos da alga A. taxiformis e três linhagens de P. spiralis, que foram 
cultivadas em meio de batata e dextrose (MBD) preparado com água do mar ou água ultra 
pura. Após o período de incubação, foram obtidos os extratos brutos em acetato de etila, que 
foram avaliados quanto ao perfil químico por CLAE e RMN, e perfil biológico por meio dos 
bioensaios in vitro. Após a prospecção inicial, Nemania bipapillata (AT-05), Sarocladium 

strictum (PS-01), Annulohypoxylon stygium (AT-03) e Hypoxylon sp. (AT-06) foram 
selecionados para investigação. O estudo de N. bipapillata, cultivado em água do mar e MBD, 
levou ao isolamento da dicetopiperazina ciclo(Pro-Tir), tirosol e das isocumarinas, (3R)-5-
hidroximetil-meleína e (3R)-5-carbóxi-meleína. Ao cultivar essa linhagem fúngica em água 
ultra pura e MDB, foram isolados dois norsesquiterpenos e três sesquiterpenos do tipo 
botriano inéditos na literatura e um conhecido, 4β-acetoxi-9β,10β,15α-triidroxiprobotridial. A 
análise do extrato bruto de S. strictum, cultivado em água ultra pura e MDB, levou à 
identificação em mistura de duas dicetopiperazinas e ao isolamento da isoflavona daidzeína  e 
de seis ftalatos naturais, dos quais dois ainda não foram descritos na literatura e nem 
sintetizados. A. stygium e Hypoxylon sp. foram cultivados em água do mar e MDB, sendo que 
A. stygium forneceu o pirogalol, que apresentou atividade contra Escherichia coli e 
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, além do tirosol e (˗)-(3R,4R)-3,4,5-triidróxi-
tetralona, enquanto Hypoxylon sp. forneceu (3R)-scytalona, (3R,4R)-4-hidróxi-scytalona e 
daidzeína. Portanto, esses resultados ressaltam a importância da investigação dos organismos 
marinhos, bem como de seus micro-organismos associados, e contribuem para o 
conhecimento da quimiodiversidade de organismos de origem marinha da costa brasileira, 
ainda sub-explorada do ponto de vista químico. 
 
Palavras-chave: Asparagopsis taxiformis. Pyropia spiralis. Alga marinha vermelha. Fungos 
endofíticos. Nemania bipapillata. Sarocladium strictum. Annulohypoxylon stygium. 
Hypoxylon sp. Quimiodiversidade. Prospecção química. Prospecção biológica. 
 



 

ABSTRACT 
 
Natural Products have a major role in the discovery and development of new drugs used for 
diseases treatments. Thus, the search for new sources of bioactive compounds has been 
intensified and studies have increasingly focused on marine organisms and microorganisms. 
Marine red algae (Rhodophyta) are the major producers of biologically active secondary 
metabolites among algae, and biosynthesize mainly halogenated compounds. Among 
microorganisms, we highlight endophytic fungi from marine algae, as they present marked 
species diversity as well as structural diversity of secondary metabolites. Such metabolites 
have shown interesting potential as antitumor, antimicrobial and antifungal agents. Therefore, 
this project aimed to explore the potential of red algae Asparagopsis taxiformis (Falkenbergia 
stage) and Pyropia spiralis and their endophytic fungi, as novel sources of bioactive 
compounds. The study of A. taxiformis and P. spiralis led to identification of sixteen 
compounds by GC-MS, as eicosapentaenoic and arachidonic acids, in addition to nucleosides 
uridine and thymidine, obtained from A. taxiformis, and uridine and inosine, obtained from P. 

spiralis. The crude extracts and fractions from the studied algae were evaluated against 
phytopathogenic fungus Cladosporium sphaerospermum, against acetylcholinesterase enzyme 
and against tumor cell lines of ovarian carcinoma (OVCAR-8), human colon adenocarcinoma 
(HCT-116) and human glioblastoma (SF-295). No significant antifungal or 
acetylcholinesterase activities were observed, whereas the hexane and butanol fractions from 
both algae showed moderate cytotoxicity against SF-295 cell line. As for the study on the 
microorganisms associated to algae, seven endophytic fungi strains were isolated from A. 

taxiformis and three strains from P. spiralis, which were cultivated in potato dextrose broth 
(PDB) prepared with either sea water or ultra pure water. After incubation, the ethyl acetate 
crude extracts were obtained and evaluated for their chemical and biological profiles, by 
HPLC, NMR and in vitro bioassays, respectively. After the preliminary prospection, Nemania 

bipapillata (AT-05), Sarocladium strictum (PS-01), Annulohypoxylon stygium (AT-03) and 
Hypoxylon sp. (AT-06) were selected for further investigation. The study of N. bipapillata, 
cultivated in sea water and PDB, led to isolation of diketopiperazine cyclo(Pro-Tyr), tyrosol 
and isocoumarins, (3R)-5-hydroxymethylmellein and (3R)-5-carboxymellein. Cultivation of 
this fungal strain in ultra pure water and PDB afforded two botryane-type norsesquiterpenes 
and three sesquiterpenes, unprecedent compounds in the literature and one known, 4β-
acetoxy-9β,10β,15α-trihydroxyprobotrydial. Analysis of the crude extract from S. strictum, 
cultivated in ultra pure water and PDB, afforded a mixture of two diketopiperazines, in 
addition to isoflavone daidzein and six natural phthalates, including two novel ones which had 
been neither described in the literature nor synthesized. A. stygium and Hypoxylon sp. were 
cultivated in sea water and PDB, and A. stygium afforded pyrogallol, which was active against  
Escherichia coli and methicilin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), in addition to 
tyrosol and (˗)-(3R,4R)-3,4,5-trihydroxy-1-tetralone. Hypoxylon sp. afforded (3R)-scytalone, 
(3R,4R)-4-hydroxy-scytalone and daidzein. Such results highlight the importance of research 
on marine organisms and their associated microorganisms, and contribute to the knowledge of 
chemodiversity of marine organisms from the still chemically underexplored Brazilian coast. 
 
Keywords: Asparagopsis taxiformis. Pyropia spiralis. Marine red alga. Endophytic fungi. 
Nemania bipapillata. Sarocladium strictum. Annulohypoxylon stygium. Hypoxylon sp. 
Chemodiversity. Chemical prospection. Biological prospection. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 PRODUTOS NATURAIS 

 

Ao longo da História, sabe-se que a Natureza, principalmente as plantas, tem 

fornecido uma gama surpreendente de substâncias para o tratamento de diversas doenças. Os 

estudos relatando o isolamento de Produtos Naturais tiveram início no século XIX, sendo que 

em 1804, o farmacêutico alemão Friedrich Wilhelm Adam, isolou a morfina (1) como 

constituinte majoritário de Papaver somniferum, planta da qual se obtém o ópio e que é 

conhecida por suas propriedades soporíferas e analgésicas. A morfina foi o primeiro 

metabólito secundário a ser comercializado, por E. Merck em 1826, e foi amplamente 

utilizada durante a Segunda Guerra Mundial e é usada até hoje como analgésico 

(BARREIRO; BOLZANI, 2009; CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014). 

Pelletier e Caventou estudaram as cascas secas de espécies de Cinchona, que eram 

utilizadas para o tratamento de alguns tipos de febre e, em 1820, isolaram a quinina (2), que 

por quase trezentos anos foi o único princípio ativo eficaz contra a malária (VIEGAS 

JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em 1899, a empresa farmacêutica Bayer iniciou a comercialização do ácido 

acetilsalicílico (3), a primeira substância terapêutica semi-sintética baseada em um Produto 

Natural, a salicina (4), isolada do salgueiro (Salix alba). Esse fato foi considerado um dos 

marcos mais importantes no desenvolvimento dos fármacos a partir de Produtos Naturais 

(VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006; CRAGG, GROTHAUS; NEWMAN, 

2014). 

 

HO

HO

O

N

CH3
H

1 

NH

N

H
HO

H

H3CO

2 



48 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outro marco importante, foi a descoberta acidental, por Fleming em 1929, do 

antibiótico penicilina G (5), isolada do fungo Penicillium notatum e que é comercializada até 

hoje. Esta descoberta iniciou um período de extensa investigação de micro-organismos, 

principalmente por empresas farmacêuticas, na busca por novos antibióticos, com a descrição 

de cefalosporinas como a cefalosporina C (6), isolada de fungos do gênero Acremonium; 

tetraciclinas como a clortetraciclina (7), aminoglicosídeos como a estreptomicina (8) e 

compostos macrocíclicos como a eritromicina (9), isoladas de actinomicetos do gênero 

Streptomyces (CRAGG, GROTHAUS; NEWMAN, 2014).  
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Os micro-organismos também têm fornecido substâncias com outras atividades, como 

a nistatina (10), que foi isolada de Streptomyces noursei e é utilizada como antifúngico; a 

lovastatina (11), isolada do fungo Aspergillus terreus e usada no tratamento de 

hipercolesterolemia e prevenção de doenças cardiovasculares; e as antraciclinas utilizadas  no 

tratamento de câncer, daunorrubicina (12) isolada de Strepetomyces peucetius e a 

doxorrubicina (13) obtida a partir de uma mutação desse actinomiceto através da adição de N-
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nitroso-N-metil uretano (CONTRERAS HERNÁNDEZ, 2013; CRAGG, GROTHAUS; 

NEWMAN, 2014). 
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De acordo com Newman e Cragg (2016) entre Janeiro de 1981 e Dezembro de 2014, 

1562 substâncias foram aprovadas como fármacos, sendo que destas 31% são Produtos 

Naturais (N - 4%), ou derivados de Produtos Naturais (ND - 21%), ou inspirados em Produtos 

Naturais (S* - 5%; farmacóforo é/foi Produto Natural), ou são Produtos Naturais botânicos 

(definidos como mistura - fitoterápicos; NB - 1%), como pode ser observado na Figura 1.  

 

Figura 1 - Total de novos fármacos aprovados entre Janeiro/1981 e Dezembro/2014. (B - 
macromolécula biológica; N - Produto Natural inalterado; NB - fármaco botânico, definido como 
mistura; ND - derivado de Produto Natural; S - fármaco sintético; S* - fármaco sintético que apresenta 
como farmacóforo um Produto Natural; V - vacinas; /NM - mimetizam Produtos Naturais. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Newman e Cragg (2016) 

 

Apesar dos diversos estudos na área de Produtos Naturais e das muitas substâncias 

aprovadas e comercializadas, a busca por novas substâncias bioativas se tornou ainda mais 

necessária nos últimos anos, já que o número de doenças resistentes aos tratamentos 

atualmente utilizados, como alguns tipos de câncer e infecções fúngicas e bacterianas, 

aumenta cada vez mais. 

Além disso, muitas doenças apresentam poucas opções de tratamento, como é o caso 

do mal de Alzheimer, já que entre os anos de 1981 e 2014, apenas 6 novas substâncias 

sintéticas foram aprovadas para seu tramento, sendo que  algumas dessas apresentam, ainda, 

efeitos colaterais o que restringe seu uso (NEWMAN; CRAGG, 2016; SILVA, J. et al., 2013).  

Nesse contexto, muitos pesquisadores têm buscado novas fontes de substâncias 

bioativas, como os organismos e micro-organismos marinhos. 
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1.2 ORGANISMOS MARINHOS 

 

A investigação sistemática dos organismos marinhos foi impulsionada em meados dos 

anos 70, devido aos avanços das técnicas e equipamentos seguros de mergulho, e tem 

mostrado uma grande diversidade de substâncias bioativas, sendo que muitas pertencem a 

classes químicas totalmente novas ou que não são encontradas em fontes terrestres (PINTO et 

al., 2002). 

Entre os anos de 1963 e 2014 foram descritas cerca de 26000 novas substâncias de 

origem marinha (BLUNT et al., 2015; BLUNT et al., 2016), sendo que no ano de 1984 foram 

descritos apenas 332 novos metabólitos secundários, enquanto que em 2014 foram descritos 

1378 (BLUNT et al., 2016), evidenciando o aumento marcante das pesquisas com organismos 

marinhos.  

Entre estes novos Produtos Naturais Marinhos podemos destacar o ziconotídeo 

(Prialt®) (14), um peptídeo denominado ω-conotoxina, isolado do molusco Conus magnus e 

que é comercializado como agente terapêutico para dores crônicas. E ainda, podemos citar a 

ecteinascidina 743 ou trabectedina (Yondelis®)  (15), isolada do tunicato Ecteinascidia 

turbinata e comercializada para o tratamento de câncer. Atualmente a ecteinascidina 743 é 

produzida por semi-síntese a partir da cianosafracina B (16), um produto natural obtido da 

fermentação da bactéria Pseudomonas fluorescens (GERWICK; MOORE, 2012). 

A citarabina ou Ara-C (17), comercialmente conhecida como Cytosar-U® ou 

Depocyt®, é utilizada no tratamento de câncer, enquanto a vidarabina ou Ara-A (18), 

comercializada como Vira-A®, é utilizada como antiviral. Ambas são derivados sintéticos dos 

nucleosídeos espongouridina (19) e espongotimidina (20), isolados da esponja caribenha 

Tethya cripta (MAYER et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H2N
__CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC__CONH2 

14 



53 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NH

HO

H3CO

O

O
OAc

N

HS

N

O

O OH

HO

OCH3

CH3

CH3

15 

N

NN

N

NH2

O

HOH
HH

HO

OHH

18 

O

HOH
HH

HO

N

NH

O

O

R

H OH

19 - R = H 
20 - R = CH3 

O

N

H

N

CN

HO

OCH3

CH3

CH3

H

H

O

H3C

H3CO

NH

O
NH216 

O

HOH
HH

HO

N

N

NH2

O

OHH

17 



54 
 

1.2.1 Algas vermelhas 

 

Os primeiros trabalhos com organismos marinhos foram realizados com macro-

organismos, como esponjas e macroalgas, encontrados em águas rasas ou em locais que 

ficavam descobertos durante as marés baixas.  

Entre esses macro-organismos estudados, podemos destacar as algas vermelhas 

(Rhodophyta), consideradas as principais produtoras de metabólitos secundários 

biologicamente ativos dentre as algas. Uma das principais características desses organismos é 

a síntese de substâncias halogenadas com grande variedade estrutural, sendo produzidos 

hidrocarbonetos, aldeídos e cetonas halogenadas de 1 a 4 carbonos, ou com 7 a 9 carbonos, 

monoterpenos, alcaloides indólicos, sesquiterpenos e diterpenos halogenados e até mesmo 

triterpenos (TEIXEIRA; KELECOM; GOTTLIEB, 1991). 

 

1.2.1.1 Gênero Asparagopsis 

 

As espécies do gênero Asparagopsis possuem um ciclo de vida heteromórfico, 

alternando entre um tetraesporófito filamentoso (diploide), conhecido como estágio 

Falkenbergia, e um gametófito ereto e plumoso (haploide) (CHUALÁIN et al., 2004).  

A espécie A. armata foi amplamente estudada por McConnel e Fenical (1977) que 

descreveram a presença de haloacetonas, halometanos e derivados halogenados dos ácidos 

acético e acrílico. Esta espécie também apresentou atividade antibacteriana e antifúngica 

(PAUL; NYS; STEINBERG, 2006; SALVADOR et al., 2007) e atividade contra bactérias 

patogênicas de peixes (BANSEMIR et al., 2006).  

A espécie A. taxiformis é conhecida no Havaí como “Limu kohu” e apresenta um 

aroma pungente, uma vez que seu óleo essencial é composto por bromofórmio e por pequenas 

quantidades de derivados halogenados de metano, etano, etanol, acetaldeído, acetona, 2-

acetoxi-propano, propeno, epoxi-propano, acroleína e butenona (BURRESON; MOORE; 

ROLLER, 1975; 1976). Outros estudos indicaram a presença de isopropanóis, but-3-en-2-óis 

e acetamidas halogenados (WOOLARD; MOORE; ROLLER, 1976), além de derivados 

halogenados dos ácidos acrílico e acético e o composto não-halogenado conhecido como 

óxido de mesitila (4-metil-3-penten-2-ona) (21) (WOOLARD; MOORE; ROLLER, 1979; 

McCONNEL; FENICAL, 1977). Já o estudo realizado por Manilal et al. (2010) demonstrou 

as atividades anti-incrustante e anticianobacteriana, bem como a toxicidade para peixes e 

crustáceos do extrato e frações dessa alga, e ainda, descreveram a presença do éster etílico do 
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Br
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Br

ácido 4,5-dimetil-1H-pirrol-2-carboxílico (22), clorobenzeno (23), éster metílico dos ácidos 

14-metil-pentadecanóico, 9-octadecenóico e octadecanóico e o éster 2,3-diidroxi-propílico do 

ácido octadec-9-enóico. 

Outros estudos mostraram que extratos de A. taxiformis representam fonte relevante de 

produtos naturais com atividade leishmanicida (atividade in vitro) (GENOVESE et al., 2009), 

atividades antibacteriana, antifúngica, antiviral e antioxidante (EL-BAROTY et al., 2007). 

Já um estudo mais recente (GREFF et al., 2014) revelou a presença de ciclopentenonas 

altamente bromadas, descritas como mahorona (24) e 5-bromo-mahorona (25), as quais 

apresentaram atividade antibacteriana contra o patógeno humano Acinetobacter baumannii e 

alta atividade ecotoxicológica contra a bactéria bioluminescente Vibrio fischeri.  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.1.2 Gênero Pyropia  

 

O gênero Pyropia foi inserido na ordem Bangiales após uma revisão da mesma, na 

qual foram realizados estudos detalhados de diferentes populações de algas, bem como 

análises moleculares (SUTHERLAND et al., 2011). A maioria das espécies do gênero 

Pyropia era incluída no gênero Porphyra, que passou a ser sinônimo de Pyropia. 
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O gênero Pyropia contém mais de 75 espécies, com grande variedade morfológica e 

que estão amplamente distribuídas, podendo ser encontradas em águas tropicais a temperadas 

(SUTHERLAND et al., 2011).   

As espécies Pyropia yezoensis e Pyropia tenera, conhecidas como Susabi-nori e 

Asakusa-nori, respectivamente, são utilizadas na culinária japonesa para o preparo do sushi 

(MIYAMOTO et al., 2009). São algas com alto valor nutritivo, já que possuem proteínas, 

polissacarídeos, vitaminas e minerais, além de serem utilizadas na Medicina Tradicional 

Chinesa nos últimos 1000 anos (ZHANG, Q. et al., 2004). 

Estudos realizados com as espécies P. yezoensis e P. haitanensis indicaram a presença 

de polissacarídeos lineares sulfatados do tipo porfiranos (26), extraídos da parede celular com 

o uso de água quente, e que podem atuar como componentes estruturais, materiais de 

armazenamento ou como substâncias protetoras. Estruturalmente, possuem um esqueleto 

linear, alternando unidades de β-D-galactopiranosil ligados na posição 3 e de α-L-

galactopiranosil-6-sulfato ligados em 4 ou unidades de 3,6-anidro-α-L-galactopiranosil 

(ZHANG, Z. et al., 2010). Os porfiranos têm demonstrado diversas atividades biológicas 

como antiviral, antitumoral, anticoagulante, imunorregulatória e antioxidante in vitro e in vivo 

(ZHANG, Q. et al., 2004; ZHOU et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tamura et al. (1998) examinaram a ocorrência de peptídeos e aminoácidos em P. 

yezoensis e, detectaram a presença de lisina (27), ornitina (28), arginina (29), histidina (30), 3-

metil-histidina (31), carnosina (32) e anserina (33), sendo que as substâncias 30 a 33 

apresentaram forte atividade antioxidante pelo método de tiocianato férrico e do ácido 

tiobarbitúrico (TBARS). 
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Já Takano et al. (1979) relataram a presença do aminoácido do tipo micosporina 

porphyra-334 (34) em P. tenera, enquanto Yoshiki et al (2009) relataram o mesmo composto 

em P. yezoensis e avaliaram sua atividade antioxidante. Um estudo mais recente indicou o 

efeito protetor do porphyra-334 contra o fotoenvelhecimento induzido por radiação UVA em 

fibroplastos de pele humana (RYU, 2014). 
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1.3 MICRO-ORGANISMOS MARINHOS 

 

Nos últimos anos houve um crescimento significativo nos estudos realizados com 

micro-organismos marinhos, como cianobactérias, fungos e bactérias marinhas, sendo que em 

2002 foram descritas 117 novas substâncias isoladas desses organismos (BLUNT et al., 

2004), em 2007 cerca de 200 (BLUNT et al., 2009), já em 2010 foram descritas cerca de 300 

substâncias, enquanto em 2013 foram descritas 493, e em 2014 foram descritas 677 novas 

substâncias isoladas desses organismos (BLUNT et al., 2016).  

Esses estudos mostraram que muitos compostos anteriormente isolados de macro-

organismos, como esponjas e tunicatos, são na verdade produtos metabólicos associados aos 

micro-organismos, como por exemplo, a dolastatina 10 (35) que foi isolada pela primeira vez 

do molusco Dolabella auricularia e posteriormente foi encontrada como metabólito da 

cianobactéria Symploca sp., que faz parte da cadeia alimentar do molusco. Atualmente, um 

derivado da dolastatina 10, conhecido como brentuximab vedotin (36), é comercializado para 

o tratamento de linfomas raros (GERWICK; MOORE, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

Além disso, um levantamento realizado por Hu, Y. et al. (2015) mostrou que o número 

de compostos que apresentam alguma atividade biológica e que são provenientes de micro-

organismos marinhos é maior que o número de compostos bioativos isolados de invertebrados 

e algas. 

Sendo assim, grupos de pesquisa ao redor do mundo têm voltado grande atenção aos 

micro-organismos marinhos. Além disso, nichos ecológicos, como gelo polar, fontes 

hidrotermais, algas, esponjas e corais, fornecem diferentes habitats para o crescimento de 
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micro-organismos específicos (KJER et al., 2010), o que contribui para maior 

quimiodiversidade.  

 

1.3.1 Fungos marinhos 

 

Os estudos com fungos marinhos têm provado que estes são fontes ricas e promissoras 

de novos agentes antivirais, antibacterianos, antiplasmódicos, anti-inflamatórios e 

anticancerígenos (DUARTE et al., 2012). 

Entre 2006 e meados de 2010, 690 metabólitos de fungos marinhos foram relatados 

(DUARTE et al., 2012), enquanto nos anos de 2013 e 2014 foram isoladas 223 e 318 novas 

substâncias de fungos de habitats marinhos, respectivamente (BLUNT et al., 2016). A maioria 

destas substâncias (aproximadamente 50%) são policetídeos e seus híbridos isoprênicos, 

seguidos pelos alcaloides (20%), terpenos (15%) e peptídeos (15%) (RATEB; EBEL, 2011). 

Assim como os demais micro-organismos, as linhagens de fungos marinhos podem ser 

obtidas de diversos habitats marinhos, incluindo material inorgânico (solo, sedimentos, 

substratos artificiais e coluna d’água), comunidades microbianas marinhas, plantas marinhas, 

algas, plantas de mangues, invertebrados marinhos (esponjas, corais, acídias, bivalves, 

crustáceos) e vertebrados (principalmente peixes) (RATEB; EBEL, 2011). 

 

1.3.2 Fungos associados a algas  

 

Estudos realizados com fungos associados a algas têm revelado a diversidade 

estrutural dos metabólitos secundários, os quais têm mostrado atividades antimicrobianas, 

antiparasitárias, antioxidantes e, principalmente, anticancerígenas (RATEB e EBEL, 2011).  

A halimida (37), uma dicetopiperazina isolada do fungo Aspergillus sp. obtido a partir 

da alga verde Halimeda copiosa, apresentou potente atividade citotóxica contra células de 

carcinoma de ovário e cólon (UNIVERSITY OF CALIFORNIA, 2000b) e, seu análogo 

sintético, a plinabulina (38), encontra-se em fase III de testes clínicos para o tratamento de 

câncer de pulmão de células não pequenas, aliado ao quimioterápico docetaxel 

(BEYONDSPRING PHARMACEUTICALS, 2015).  
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O estudo de Aspergillus sp., isolado da alga verde Avrainvillea sp., levou ao 

isolamento e caracterização da substância avrainvilamida (39), a qual apresentou atividade 

antiproliferativa contra uma grande variedade de células tumorais (UNIVERSITY OF 

CALIFORNIA, 2000a).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ding et al. (2008) relataram o isolamento dos ácidos fenil-acético (40), L-β-fenil-lático 

(41) e do álcool p-hidroxi-fenil-etílico ou tirosol (42) a partir do fungo Cladosporium sp., 

associado a alga P. yezoensis. Estes compostos apresentaram forte atividade antimicrobiana.  
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O estudo do fungo Penicillium thomii, associado à alga parda Sargassum miyabei 

levou ao isolamento do éster etílico do austalídeo H (43), que apresentou atividade inibitória 

significativa frente à enzima endo-1,3-β-D-Glucanase, isolada do molusco marinho 

Pseudocardium sachalinensis, indicando assim, que o fungo protege seu próprio substrato, já 

que essa enzima está relacionada a degradação celular de fungos (SOBOLEVSKAYA et al., 

2016). 

            

    

 

 

 

 

 

 

 

1.3.2.1 Fungos endofíticos de algas 

 

Entre os fungos associados a algas, devemos destacar os fungos endofíticos, que 

vivem no interior de tecidos e que exercem uma relação mutualística com seu hospedeiro 

durante uma parte ou toda sua vida (KJER et al., 2010). A complexidade e a importância da 

relação ecológica entre endófitos e macro-organismos reflete um potencial químico e 

biológico desses micro-organismos na Química de Produtos Naturais (OLIVEIRA; FELICIO; 

DEBONSI, 2012).  

Muitos estudos foram realizados com fungos endofíticos de plantas terrestres, os quais 

exibiram resultados significativos, incluindo relatos de que substâncias bioativas, como o 

paclitaxel (44) (quimioterápico) e a huperzina A (45) (tratamento do mal de Alzheimer), 

foram detectadas em linhagens de fungos endofíticos obtidos das plantas originalmente 

produtoras dessas substâncias (NEWMAN; CRAGG, 2015). 
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Sendo assim, os fungos endofíticos de plantas marinhas (principalmente plantas de 

mangue) e macroalgas têm se destacado, uma vez que além da relação ecológica, os mesmos 

habitam ecossistemas distintos, com variações de temperatura, fornecimento de luz, salinidade 

e estresse osmótico. Estudos realizados com estes micro-organismos têm mostrado seu 

potencial como fonte de agentes antitumorais, antimicrobianos e antifúngicos (FLEWILLING 

et al., 2015).  

Su et al. (2013) descreveram o isolamento de três novos derivados de xantona, yicatina 

A-C (46-48), e de três novos derivados de antraquinonas - alatinona (49), 1,5-diidroxi-3-

metoxi-7-metil-antraquinona (50) e 5-hidroxi-1,3-dimetoxi-7-metil-antraquinona (51) - a 

partir do fungo endofítico Aspergillus wentii pt-1, isolado da alga vermelha Gymnogongrus 

flabeliformis. A yicatina B foi ativa contra Escherichia coli, enquanto a yicatina C inibiu E. 

coli, Staphylococcus aureus e Colletotrichum lagenarium. 
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O estudo do fungo endofítico Penicillium citrinum, isolado da alga vermelha 

Dichotomaria marginata coletada no litoral norte do estado de São Paulo, levou à 

identificação de alcaloides quinolizidínicos como a citrinidina A (52), de alcaloides 

quinolactínicos como a quinolactina A (53) e B (54) e derivados de policetídeos como a 

citrinina (55) e a esclerotinina A (56), sendo que a substância citrinina apresentou atividade 

anti-inflamatória, inibindo a produção de óxido nítrico, em culturas de células de macrófagos 

da linhagem RAW 264.7 de camundongos, de forma dose-dependente (ANDRADE, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir da cultura do fungo endofítico Aspergillus nidulans EN-330, isolado da alga 

vermelha Polysiphonia scopulorum var. villum, foi possível isolar dois novos indol-

terpenoides, 19-hidroxi-penitrem A (57) e 19-hidroxi-penitrem E (58), sendo que o primeiro 

mostrou atividade antimicrobiana contra patógenos humanos (E. coli e S. aureus) e aqua-

patógenos  (Edwardsiella tarda e Vibrio anguillarum) (ZHANG, P. et al., 2015).  
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1.4 FUNGOS DA FAMÍLIA XYLARIACEAE 

 

Xylariaceae é uma das maiores famílias do filo Ascomycota, com cerca de 70 gêneros  

e 1300 espécies descritas (KUHNERT et al., 2015b), sendo que muitas são degradadoras de 

madeira e são encontradas principalmente nos trópicos. Além disso, muitas espécies dessa 

família são encontradas como fungos endofíticos de plantas (STADLER et al., 2013). 

Os principais metabólitos secundários isolados de espécies de fungos dessa família são 

isocumarinas e seus derivados, butirolactonas, citocalasinas, derivados do ácido succínico e 

do naftaleno, álcoois sesquiterpênicos, ácidos graxos de cadeia longa e derivados da 

griseofulvina (WHALLEY; EDWARDS, 1995). 

 

1.4.1 Gênero Hypoxylon 

 

Hypoxylon é o gênero que apresenta o maior número de espécies (cerca de 150) dentro 

da família Xylariaceae, sendo encontrado principalmente em climas quentes. A maioria das 

espécies desse gênero produz corpo de frutificação na madeira, se alimentando de matéria 

orgânica morta. No entanto, podem ser encontrados como endófitos durante seu estado 

vegetativo (KUHNERT et al., 2014). 

Estudos realizados com o corpo de frutificação de algumas espécies têm revelado o 

isolamento de pigmentos, como as lenormandinas A-C (59-61), isoladas da espécie 

Hypoxylon lenormandii.  
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Já os estudos realizados com culturas de espécies endofíticas ou derivadas de 

ascósporos têm mostrado uma grande diversidade de substâncias bioativas. Daferner et al. 

(1999) isolaram a hypoxysordarina (62), que apresentou atividade antifúngica, e a 

hypoxylactona (63), de culturas micelares derivadas do ascósporo de Hypoxylon croceum, 

sendo que seu corpo de frutificação foi encontrado em um tronco de mangue em Everglades - 

Flórida. 

 

O

O

O

O
OH

O

O

O

O

O
OH

O

H
H

O

O

O

O
OH

O

59 

60 

61 



66 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O estudo das culturas do fungo Hypoxylon rickii levou ao isolamento de 3 novos 

sesquiterpenoides com esqueletos do tipo botriano, (1S)-7-[(2E)-but-2-enoil]-1,3,3,6-

tetrametil-2,3-diidro-1H-indeno-1-carbaldeído (64), (3aS)-6-hidroxi-3a,5,5,8-tetrametil-

3,3a,4,5-tetraidro-1H-ciclopenta[de]isocromen1-ona (65), (3aS)-7-hidroxi-3a,5,5,8-tetrametil-

3,3a,4,5-tetraidro-1H-ciclopenta[de]isocromen-1-ona (66), 3 novos sesquiterpenoides com 

esqueletos do tipo 14-noreudesmano que foram nomeados como hypoxylanos A-C (67-69) e o 

diterpenoide rickitina A (70), que foi isolado pela primeira vez como um produto natural. Os 

metabólitos 64-67 e 70 apresentaram atividade citotóxica moderada frente a linhagem de 

células de fibroblastos de rato L929 (KUHNERT et al., 2015a). 
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Chang, C. et al. (2014) estudaram o fungo endofítico Hypoxylon investiens, isolado da 

planta Litsea akoensis var. chitouchiaoensis, do qual foi possível isolar 29 substâncias, sendo 

3 inéditas, hypoxyloamida (71), hypoxylonol (72) e 1,7-diol-8-metoxi-naftaleno (73). E o 

último apresentou atividade inibitória na produção de óxido nítrico e de interleucina 6 em 

macrófagos RAW 264.7. 
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O fungo endofítico Hypoxylon sp. 12F 0687, isolado da planta Ilex formosana, foi 

estudado por Chen, Y. et al. (2015) e foram descritas 16 substâncias, sendo 2 inéditas, 

hypoxyfenona (74) e hypoillexidiol (75), e a última apresentou alta atividade inibitória de 

produção de óxido nítrico e moderada inibição de interleucina 6 em macrófagos RAW 264.7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recentemente, o estudo do fungo endofítico Hypoxylon investiens, isolado da alga 

marinha Asparagopsis taxiformis coletada no litoral norte do estado de São Paulo, levou ao 

isolamento das substâncias inéditas 5’-metoxi-1,2,3,4-tetraidro-1,1’-binaftaleno-2,4,4’,8-tetrol 

(76) e 8'-metoxi-1,2,3,4-tetraidro-1,1'-binaftaleno-2,2',4,8-tetrol (77), sendo que suas 

configurações absolutas ainda não foram determinadas (SILVA, A., 2016). 
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1.4.2 Gênero Annulohypoxylon 

 

Após extensas avaliações morfológicas, bem como análises de sequenciamento 

genômico, foi criado o gênero Annulohypoxylon a fim de abrigar espécies que apresentavam 

características morfológicas distintas de outras espécies do gênero Hypoxylon, mas que eram 

classificadas como pertencentes ao gênero  Hypoxylon e tratadas como Hypoxylon sect 

Annulata (HSIEH; JU; ROGERS, 2005).  

Estudos químicos realizados com as espécies desse novo gênero têm ajudado na 

classificação taxonômica, sendo que muitas substâncias foram isoladas de uma única espécie 

como é o caso das azafilonas do tipo cohaerinas, isoladas do corpo de frutificação da espécie 

Annulohypoxylon cohaerens (QUANG et al., 2006; SURUP et al., 2013) . Destas podemos 

destacar as cohaerinas D (78), F (79) e I (80) que apresentaram potente atividade citotóxica 

frente a linhagens de câncer de fibroblastos de ratos (L-929) (SURUP et al., 2013).  

Os estudos dos fungos endofíticos da planta medicinal Cinnamomum sp. levou ao 

isolamento dos derivados de diidrobenzofuran-2,4-diona, annulohypoxyboverina (81), 

annulohypoxylina (82), obtidas das culturas de Annulohypoxylon boveri var. microspora 

BCRC 34012 (CHENG et al., 2011a; 2011c) e annulosquamulina (83), obtida de 

Annulohypoxylon squamulosum BCRC 34022. Sendo que a última substância apresentou 

moderada atividade citotóxica frente as linhagens das células cancerígenas MCF-7 

(adenocarcinoma de mama humano), NCI-H460 (células não pequenas de câncer de pulmão) 

e SF-268 (glioblastoma) (CHENG et al., 2012). 
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Wu et al. (2013) estudaram o fungo endofítico Annulohypoxylon ilanense, também 

isolado da planta medicinal Cinnamomun sp., e descreveram 3 novas substâncias, 

ilanefuranona (84), ilanepirrolal (85) e ilanenoide (86), sendo que a primeira apresentou forte 

atividade, enquanto a segunda mostrou atividade moderada contra Mycobacterium 

tuberculosis. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Já o estudo do fungo endofítico Annulohypoxylon stygium BCRC 34024 levou ao 

isolamento de uma nova γ-butirolactona, a annulostygilactona (87), e de outros 9 metabólitos 

já descritos na literatura, como por exemplo, o ácido ursólico (88) e o siringaldeído (89). A 

nova substância mostrou potente inibição da produção de óxido nítrico em macrófagos 

ativados por lipopolissacarídeos (CHENG et al., 2014). 
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1.4.3 Gênero Nemania 

 

Até o presente momento não foram encontrados estudos de isolamento de Produtos 

Naturais de espécies do gênero Nemania.  

Bussey et al. (2015) isolaram 13 linhagens de fungos endofíticos das raízes de 

Anemopsis californica, planta medicinal usada no tramento de infecções, que foi coletada em 

campo, e verificaram a atividade antibacteriana dos extratos das linhagens. A espécie 

Nemania serpens foi identificada entre os fungos endofíticos, sendo que seu extrato 

apresentou fraca atividade antibacteriana frente a Staphylococcus aureus e Pseudomonas 

aeruginosa.  

O estudo realizado por Zeng et al. (2011) levou ao isolamento de 49 linhagens de 

fungos endofíticos da planta Scapania verrucosa. Os extratos das linhagens foram preparados 

e testados pelo ensaio de descoloração do ABTS para verificar sua atividade antioxidante. 

Foram identificadas 3 linhagens de Nemania diffusa (T14, T15 e T16) e 2 linhagens de 

Nemania sp. (T20 e T47), sendo que os extratos de T14 e T20 apresentaram moderada 

atividade antioxidante. 

Um estudo de biocatálise utilizou a espécie Nemania aenea SF 10099-1 para sintetizar 

o óxido de (˗)-β-cariofileno a partir de uma epoxidação endocíclica regio e estereoseletiva do  

β-cariofileno usando um biorreator de interface líquido-líquido (ODA et al., 2011), 

representado na Figura 2. O óxido de (˗)-β-cariofileno é um Produto Natural encontrado em 
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poucas plantas e que apresenta atividades biológicas como antibacteriana, antifúngica e anti-

inflamatória (ODA et al., 2011). 

 

Figura 2 - Princípio da epoxidação do β-cariofileno (Car) para óxido de (˗)-β-cariofileno (Car-Ox) 
usando a espécie Nemania aenea em um biorreator de interface líquido-líquido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ODA et al. (2011); adaptado pelo autor. 

 

1.5 FUNGOS DO GÊNERO Sarocladium 

 

O gênero Sarocladium pertence ao Filo Ascomycota, porém a família a qual pertence 

permanece incerta. 

Uma das espécies mais conhecidas desse gênero é a Sarocladium orizae, já que é 

fitopatogênica, causando a doença da "capa podre do arroz". Estudos químicos realizados com 

essa espécie revelaram as substâncias cerulenina (90) e o ácido helvólico (91), sendo que estas 

também causaram lesões no arroz, indicando que são fitotóxicas (SAKTHIVEL; AMUDHA e 

MUTHUKRISHNAN, 2002). Além disso, a cerulenina apresentou atividade antifúngica 

contra Candida albicans (SAKTHIVEL; GNANAMANICKAM, 1986). 
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Após análises morfológicas e de sequenciamento genômico, espécies que eram 

classificadas como sendo do gênero Acremonium passaram a ser incluídas no gênero 

Sarocladium, como é o caso das espécies Sarocladium kiliense e Sarocladium strictum, que 

antes eram conhecidas como Acremonium kiliense e Acremonium strictum, respectivamente 

(SUMMERBELL et al., 2011). 

A espécie Sarocladium kiliense é um fungo saprófito e pode causar infecções em 

humanos, como micoses de unha, queratite (inflamação da córnea) e micetomas 

(FERNÁNDEZ-SILVA et al., 2014). O estudo com essa espécie, que foi isolada das vísceras 

do besouro Apronia germari, levou a identificação de um novo derivado da lasiodiplodina, a 

(3S),(6R)-6-hidroxi-lasiodiplodina (92) (YUAN, W. et al., 2013). 
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1.5.1 Espécie Sarocladium strictum 

 

Um dos primeiros estudos realizados com uma linhagem de Sarocladium strictum 

levou ao isolamento da bisvertinolona (93), isolada anteriormente do fungo Verticillium 

intertextum, e mostrou que a mesma pode inibir a biossíntese de β-1,6-glicanas (KONTANI, 

SAKAGAMI, MARUMO, 1994). 

O estudo de Sarocladium strictum realizado por Ainsworth et al. (1995) levou ao 

isolamento do xenovuleno A (94), que apresentou atividade tranquilizante e anticonvulsiva. Já 

o estudo realizado por Clough et al. (2000) descreveu a obtenção de uma nova γ-lactona, a 

(4S,5S,6Z,8E)-5-hidroxi-deca-6,8-dien-4-olídeo (95). Enquanto o estudo realizado por Sugiura 

et al. (2012) identificou a substância acremomanolipina A (96), que se mostrou um potente 

modulador do sinal de Ca2+. 
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Sarocladium strictum também já foi encontrado em ambientes marinhos. Julianti et al. 

(2011) isolaram uma linhagem desse fungo de uma esponja não identificada da ordem 

Choristida e, após seu cultivo (37,4 g meio marinho 2216 e 20,0 g de glicerol em 1 L de H2O 

pura), preparo e fracionamento do extrato bruto, obtiveram a substância acremostrictina (97), 

que apresentou fraca atividade antibacteriana contra Micrococus luteus, Salmonella 

typhimurium e Proteus vulgaris e moderada atividade antioxidante determinada pelo ensaio 

de sequestro do radical DPPH.  

Ao variar o meio de cultivo (2,0 g de extrato de levedura, 2,0 g de peptona, 4,0 g de 

manitol em 1 L de água do mar artificial) dessa mesma linhagem de Sarocladium strictum foi 

possível isolar a substância acremolina (98), que apresentou fraca atividade citotóxica frente a 

linhagem celular A549 (carcinoma de pulmão humano) (JULIANTI et al., 2012; BANERT, 

2012).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O estudo de uma linhagem endofítica de Sarocladium strictum, isolado da árvore de 

mangue Rhyzophora apiculata, levou ao isolamento de 5 novos policetídeos, 6'-hidroxi-

pestalotiopsona C (99), acropirona (100), bicytosporona D (101), ácido waol (102) e 

pestalotiopeno C (103). Essas substâncias foram avaliados quanto ao seu potencial citotóxico 

frente à linhagem celular de linfoma de camundongo (L5178Y) e antibacteriano frente a 

linhagens de S. aureus e P. aeruginosa, porém as mesmas se mostram inativas 

(HAMMERSCHIMIDT et al., 2014). 
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2 OBJETIVOS 

 

Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivos isolar e/ou identificar 

substâncias presentes nos extratos e frações de Asparagopsis taxiformis e Pyropia spiralis e 

dos seus fungos endofíticos, elucidar  as estruturas químicas das substâncias isoladas por 

métodos espectroscópicos (dados de RMN uni e bidimensionais e UV) e espectrométricos 

(EM e CG-EM) e avaliar o potencial antimicrobiano, anticolinesterásico e citotóxico dos 

extratos e frações obtidos e das substâncias puras isoladas. 
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3 PARTE EXPERIMENTAL 

 

3.1 MATERIAIS 

 

3.1.1 Solventes e equipamentos gerais 

 

Foram utilizados solventes padrões analíticos (PA) ou destilados como diclorometano, 

clorofórmio, metanol, acetato de etila, hexano e butanol das marcas Synth, Dinâmica, Vetec e 

Merck. Estes foram usados para extração, fracionamento e obtenção de perfil por 

cromatografia de camada delgada (CCD). 

Os extratos e frações foram concentrados em evaporador rotatório da Buchi R-114 

(banho de aquecimento B-480), sob pressão reduzida com auxílio de bombas de vácuo D-

91126 Schwabach da Heidolph Instruments e refrigeração Marconi BTC-9090. E foram secas 

em liofilizador da marca Christ, modelo Alpha 1-2 LD plus, equipado com bomba de vácuo 

Vacuubrand, modelo RZ 2.5. 

Para esterilização de material foi usada uma autoclave vertical da marca Phoenix 

Luferco, e para os trabalhos com micro-organismos foi utilizada uma câmara de fluxo laminar 

vertical da marca Pachane. 

As amostras foram pesadas em balanças Mettler Toledo AG245 e AG204 (analíticas) e 

Marconi BG2000 (semi-analítica). 

Nas análises por CCD foram utilizadas placas comerciais (marca Whatman) de sílica 

gel 60 com indicador de fluorescência (UV254), 0,20 mm de espessura.  

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em colunas de vidro, empregando 

como fase estacionária sílica de fase reversa do tipo octadesil silano (C-18), da marca Sorbent 

Technologies, com porosidade de 60 Å e tamanho de partículas de 40-75 µm (200-400 mesh). 

As dimensões das colunas variaram de acordo com a quantidade de material adsorvido. 

As análises de rotação óptica foram feitas na Universidade Federal de São Carlos, sob 

a supervisão do Prof. Dr. Márcio Weber Paixão. Foi utilizado um espectrômetro Polartronic H 

da marca Schmidt + Haensch e as amostras foram solubilizadas em diferentes solventes, de 

acordo com os dados da literatura. 

Já as análises por dicroísmo circular foram realizadas no Instituto de Química - 

UNESP-Araraquara, em um espectrômetro JASCO J-815 e as amostras foram solubilizadas 

em metanol.  
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3.1.2 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE)  

 

As análises por CLAE foram realizadas em dois equipamentos Shimadzu com detector 

ultravioleta em arranjo de diodos (DAD):  

- Analítico: duas bombas LC-20AT, degaseificador DGU-20A3, comunicadora CBM-20A, 

injetor automático SIL-20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A, forno modelo CTO-

20A.  

- Analítico e Preparativo: duas bombas LC-6AD, comunicadora CBM-20A, injetor 

automático (modo analítico) SIL-10AF, detector de arranjos de diodos SPD-M20A.  

O tratamento dos dados foi realizado através do software Shimadzu LC solution 

(versão 1.23 SP1). 

Foram utilizadas colunas C-18 Phenomenex Gemini e Luna (250 x 4,60 mm; 5 μm; 

110Å) no modo analítico; coluna C-18 (2) Phenomenex Luna (250 x 10 mm; 5µm; 100Å) no 

modo semi-preparativo; e coluna C-18 Phenomenex Luna (150 x 21,20 mm; 5 μm; 100Å)   no 

modo preparativo. 

Para as análises em modo analítico, as amostras (3,5 mg) foram solubilizadas em 1 mL 

de solução MeOH:H2O (95:05) e submetidas a um “clean up” utilizando cartuchos de sílica 

C-18 (Mackerey-Nagel Chomabond® ou Phenomenex StrataTM - 3mL/500mg) acoplados em 

membrana Millipore® (0,2 µm). Cada injeção foi de 30 µL. 

Para as análises em modo semi-preparativo e preparativo, as amostras também foram 

solubilizadas em solução MeOH:H2O (95:05) e submetidas ao “clean up” utilizando cartuchos 

de sílica C-18. Em seguida, foram secas e diluídas em solução de MeOH:H2O de mesma 

polaridade que o início da corrida, até concentração de 20 mg.mL-1. Antes da injeção as 

amostras foram devidamente filtradas em membranas PTFE (0,22 µm). Cada injeção foi de 

200 µL. 

Em todas as análises por CLAE foram utilizados solventes de grau CLAE (Merck 

Millipore Lichrosolv® ou J. T. Baker Solusorb®) e água ultra pura (MilliQ). 

 

3.1.3 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram realizados em dois espectrômetros, 

Bruker Fourier 300 com campo magnético de 7,0 T e Bruker Avance III HD 600 com campo 

magnético de 14,1 T e criosonda TCI (Triple Chanel Inverse) de 5 mm. Deslocamentos 

químicos de 1H foram referenciados de acordo com o pico dos solventes, CDCl3 (δH 7,26 - 
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Cambridge Isotope Laboratories, Inc.), DMSO-d6 (δH 2,50 - Sigma-Aldrich;) ou CD3OD (δH 

3,31 - Sigma-Aldrich), utilizados para solubilizar as amostras. Os deslocamentos químicos de 
13C também foram referenciados de acordo com o pico dos solventes, CDCl3, DMSO-d6 ou 

CD3OD (δC 77,2; 39,5; 49,0 respectivamente).  

 

3.1.4 Cromatografia Gasosa  

 

As análises de cromatografia gasosa foram realizadas em um cromatógrafo a gás 

Varian CP - 3800, equipado com injetor automático Varian 8200 e detector de ionização em 

chama (CG-FID), ou em um cromatógrafo a gás Shimadzu, modelo GC-MS-QP2010 com 

autoinjetor AOC-20i (CG-EM). Tanto em CG-FID como em CG-EM foi utilizada uma coluna 

Supelco SPB-5 (5% fenil polimetilsiloxano) de 30 m x 0,25 mm x 0,25 μm.  

 

Condições Cromatográficas: 

Temperatura do injetor: 260 ºC. 

Modo de injeção: splitless/split (modo de Grob) início splitless, 0,75 min. split 

(1/50) e 2 min. split 1/20. 

Temperatura do detector: 310 °C 

Vazão do gás de arraste (N2): 1,0 mL.min-1, gás auxiliar: 29 mL.min-1, ar 

sintético: 10 mL.min-1 e hidrogênio: 1 mL.min-1. 

Coluna: 

140°C (3 min)   3 °C / min     320 °C (10 min) 

 

As condições cromatográficas otimizadas no CG-FID foram utilizadas para a análise 

por CG-EM, onde a ionização por impacto eletrônico (EI) foi realizada a 70 eV e a faixa da 

massas de aquisição foi m/z 50-500, sendo os demais parâmetros cromatográficos iguais aos 

usados no CG-FID. 

 

3.1.5 Espectrometria de Massas 

 

Para as análises de Espectrometria de Massas (EM) de alta resolução foi utilizado um 

espectrômetro da Bruker, modelo Maxix Impact, equipado com eletrospray (ESI) como fonte 

de ionização e analisador quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF). 
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3.1.6 Materiais e equipamentos utilizados durante estágio PDSE-CAPES na University 

of British Columbia - Department of Chemistry 

 

3.1.6.1 Solventes e equipamentos gerais 

 

As frações foram concentradas em evaporador rotatório da Buchi R-114 (banho de 

aquecimento B-480), sob pressão reduzida com auxílio de bombas de vácuo e refrigeração de 

gelo seco. 

As amostras foram pesadas em balança analítica Sartorius ED1245. 

Nas análises por CCD foram utilizadas placas comerciais (Merck) de sílica gel 60 com 

indicador de fluorescência (UV254), 0,20 mm de espessura e solventes grau CLAE (Sigma-

Aldrich ou Fisher). 

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em colunas de vidro, empregando 

como fase estacionária Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich) e foram utilizados solventes grau 

CLAE (Sigma-Aldrich ou Fisher). 

 

3.1.6.2 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

As análises por CLAE foram realizadas em dois equipamentos: 

- equipamento Waters equipado com uma bomba Waters 1525 (binary HPLC pump) e um 

detector de duplo comprimento de onda Waters 2487 (Dual λ absorbance detector). O 

tratamento dos dados foi obtido utilizando o software Breeze. 

- equipamento Waters equipado com um sistema controlador Waters 600E (System 

Controller) e um detector de arranjos de diodos Waters 991 (Photodiode Array Detector - 

operando entre 200 a 400 nm). O tratamento dos dados foi obtido utilizando o software 

Millenium32. 

Foram utilizadas colunas C-18 semi-preparativas, InertSustain C-18 (250 x 4.60 mm; 

5 μm) e CSC - Inertsil (250 x 9,4 mm; 5 μm; 150Å/ODS2). 

Para a injeção das amostras, as mesmas foram solubilizadas em metanol numa 

concentração de 40 mg.mL-1. Cada injeção foi, de no máximo, 12 µL. 

Em todas as análises por CLAE foram utilizados solventes grau CLAE e água ultra 

pura.  

 

 



82 
 

3.1.6.3 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram obtidos em um espectrômetro 

Bruker Avance 600 com criosonda 5 mm TCI e campo magnético de 14,1 T. Deslocamentos 

químicos de 1H foram referenciados de acordo com o pico dos solventes, DMSO-d6, CD3OD 

(δH 2,49; 3,31, respectivamente - Cambridge Isotope Laboratories, Inc.), utilizados para 

solubilizar as amostras. Os deslocamentos químicos de 13C também foram referenciados de 

acordo com o pico dos solventes, DMSO-d6, CD3OD (δC 39,5; 49,0 respectivamente).  

 

3.1.6.4 Espectrometria de Massas 

 

Para as análises de Espectrometria de Massas (EM) de baixa resolução foram 

utilizados: um espectrômetro da marca Bruker, modelo Esquire (Ion Trap), equipado com ESI 

como fonte de ionização; ou um espectrômetro da marca Kratos, modelo MS-50, que opera 

por impacto eletrônico (EI) e possui um analisador magnético. Já para as análises de EM de 

alta resolução foi utilizado um espectrômetro Waters/Micromass, modelo LCT com 

analisador por tempo de voo (TOF), também equipado com ESI como fonte de ionização. 

 

3.2 MÉTODOS 

 

3.2.1 Estudo das Algas 

 

3.2.1.1 Coleta e Preparo do extrato bruto de Asparagopsis taxiformis 

 

A fase diploide (estado Falkenbergia) de Asparagopsis taxiformis foi coletada, em 

setembro de 2011, no litoral norte do estado de São Paulo, no costão direito da praia da 

Fortaleza, pertencente ao município de Ubatuba. A mesma foi identificada pela Drª Nair 

Yokoya do Instituto de Botânica- Secretaria do Meio Ambiente do Estado de São Paulo e uma 

exsicata (SP 401.747) foi depositada no Herbário do Instituto de Botânica - São Paulo. O 

material foi lavado em água do mar para eliminação de fragmentos e outros organismos, em 

seguida, foi armazenada em freezer e transportado em caixa térmica. 

Já no laboratório, a alga foi retirada do freezer e colocada na geladeira durante uma 

noite e, posteriormente, mantida em temperatura ambiente, lavada rapidamente com água 
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doce e seca com papel toalha, para em seguida ser pesada. A massa do material fresco foi de 

511,3 g.  

Este foi, então, retalhado e extraído com metanol a frio, seguido de extração com 

diclorometano. Após a eliminação do solvente em evaporador rotatório a pressão reduzida foi 

possível separar um precipitado (1,95 g), possivelmente um sal inorgânico, do extrato bruto. E 

após secagem em liofilizador, foi obtido 4, 22 g de extrato bruto (AT-EB).  

 

3.2.1.2 Coleta e preparo de diferentes extratos brutos de Pyropia spiralis em escala reduzida 

 

A espécie Pyropia spiralis foi coletada em junho de 2012, em um paredão rochoso no 

costão direito da praia da Fortaleza, Ubatuba, São Paulo. Esta foi identificada pela Drª Nair 

Yokoya do Instituto de Botânica e uma exsicata (SP 427.981) foi depositada no Herbário do 

Instituto de Botânica - São Paulo. O material algal foi transportado em caixa térmica e foi 

lavado com água doce para a retirada de organismos incrustados no mesmo e, posteriormente, 

lavado com água do mar esterilizada, seco com papel toalha, pesado e armazenado em freezer. 

A massa da macroalga fresca foi de 473,7 g.  

A fim de se escolher o melhor método de extração, principalmente, um método que 

garantisse maior rendimento, optou-se por utilizar três diferentes metodologias para o preparo 

do extrato bruto de P. spiralis. 

Sendo assim, para cada metodologia foram utilizados 19 g do material algal. Este foi 

retirado do freezer e mantido na geladeira por uma noite. Posteriormente foi mantido em 

temperatura ambiente e seco com papel toalha.  

Na primeira metodologia a amostra foi triturada no liquidificador com metanol (PS-

EBL). Na segunda, a amostra foi apenas retalhada e extraída com metanol (PS-EBM) e, na 

terceira metodologia a amostra foi congelada com nitrogênio líquido e moída, e também foi 

extraída com metanol (PS-EBN). Em todas as metodologias foi feita a extração com metanol 

(3 vezes), seguida de extração com  diclorometano (3 vezes). As soluções foram filtradas e 

concentradas a vácuo. E novamente foi possível separar um sal inorgânico na etapa de 

concentração. A Tabela 1 apresenta os rendimentos para as diferentes metodologias de 

extração. 
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Tabela 1 - Rendimentos obtidos para as diferentes metodologias de extração de P. spiralis. 
Metodologia Massa obtida (g) 

 Extrato Bruto Precipitado 

PS-EBL 1,17 0,39 

PS-EBM 0,63 0,17 

PS-EBN 0,81 0,10 

Fonte: o autor.  

 

Foram realizados os perfis dos extratos brutos obtidos pelas diferentes metodologias, 

tanto por CLAE-DAD como por RMN de 1H. 

 

3.2.1.3 Obtenção do extrato bruto de P. spiralis em escala ampliada 

 

O material algal (416 g) foi retirado do freezer onde estava armazenado e foi colocado 

na geladeira durante uma noite. No dia seguinte, o mesmo foi retirado da geladeira e mantido 

em temperatura ambiente. As algas foram secas com papel toalha, congeladas com nitrogênio 

líquido e trituradas em moinho. Assim que o material pulverizado foi colocado em um frasco 

de vidro foi adicionado metanol e, após sucessivas filtrações e adições de metanol (6 vezes; 

durante 1 mês), o solvente orgânico foi removido sob vácuo em evaporador rotatório em 

temperatura inferior a 40ºC. Fez-se também a adição de diclorometano como etapa final de 

obtenção do extrato bruto, porém após a evaporação do solvente obteve-se pouca quantidade 

desse extrato e, portanto, não foram realizadas novas extrações com este solvente.  

Após liofilizado, obteve-se 13,42 g de extrato bruto de P. spiralis (PS-EB). 

 

3.2.1.4 Fracionamento dos extratos brutos de A. taxiformis e P. spiralis em escala reduzida 

 

O fracionamento dos extratos brutos das algas foi realizado, inicialmente, em pequena 

escala e foram utilizadas duas diferentes metodologias, a fim de se comparar os perfis 

cromatográficos e espectrométricos e escolher o melhor método de fracionamento. 

Na primeira metodologia, 347,5 mg e 308,5 mg do extrato bruto de A. taxiformis (AT) 

e P. spiralis (PS), respectivamente, foram solubilizados em metanol:água 1:1 (v/v) e 

submetidos a partição líquido-líquido com solventes orgânicos em ordem crescente de 

polaridade, obtendo-se as frações hexânicas (AT-FH1 e PS-FH1), acetato de etila (AT-FAc e 
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PS-FAc), n-butanólicas (AT-FBu1 e PS-FBu1) e as frações remanescentes hidrometanólicas 

(AT-FHm1 e PS-FHm1), conforme mostra o Esquema 1 e a Tabela 2. 

 

Esquema 1 - Fracionamento dos extratos brutos de A. taxiformis e P. spiralis pela metodologia 1. 
 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Tabela 2 - Rendimento das frações obtidas pela metodologia 1. 
Alga Massa obtida (mg) 

 FH1 FAc FBu1 FHm1 

A. taxiformis 171,6 25,0 63,1 72,6 

P. spiralis 95,0 23,9 92,1 69,4 

Fonte: o autor. 

 

Na segunda metodologia (RATEB et al., 2009), foi adicionado água em 345,0 mg e 

301,4 mg do extrato bruto de AT e PS, respectivamente, que foram então submetidos a 

partição com diclorometano, obtendo-se uma fase aquosa e outra fase orgânica.  A fase 

orgânica foi evaporada e, posteriormente, dissolvida em metanol:água 9:1 (v/v) (FDM) e 

extraída com hexano (AT-FH2 e PS-FH2). A fase FDM foi ajustada para metanol:água 1:1 e 

extraída com diclorometano, obtendo-se as frações diclorometânicas (AT-FD e PS-FD) e as 

frações hidrometanólicas remanescentes (AT-FHm2 e PS-FHm2). A fase aquosa foi 

submetida a uma partição líquido-líquido com n-butanol e foram obtidas as frações 

butanólicas (AT-FBu2 e PS-FBu2) e as frações aquosas remanescentes (AT-FAq e PS-FAq), 

conforme apresentado na Tabela 3 e Esquema 2. 

 

 

 

 

 

 

Extrato bruto

F. Hexânica
FH1

F.AcOEt
FAc

F. Butanólica
FBu1

F. Hidrometanólica
FHm1

MeOH:H2O 1:1
Partição em ordem crescente de polaridade
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Tabela 3 - Rendimento das frações obtidas pela metodologia 2. 
Alga Massa obtida (mg) 

 FH2 FD FHm2 FBu2 FAq 

A. taxiformis 90,2 90,8 18,2 107,5 23,8 

P. spiralis 30,9 37,6 14,4 67,2 125,2 

Fonte: o autor. 

 
Esquema 2 - Fracionamento dos extratos brutos de A. taxiformis e P. spiralis pela metodologia 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Após a obtenção destas frações, foram realizados experimentos para a determinação de 

seus perfis químicos por CCD, CLAE-DAD e RMN de 1H.  

 

3.2.1.5 Fracionamento dos extratos brutos de A. taxiformis e P. spiralis em escala ampliada 

 

Após as análises dos perfis químicos das frações obtidas em escala reduzida, optou-se 

por utilizar a metodologia 1 para o fracionamento em escala ampliada dos extratos brutos das 

algas A. taxiformis e P. spiralis. 

Parte do extrato bruto de cada espécie de alga (AT – 2,98 g; PS – 10,01 g) foi 

fracionado como demonstrado no Esquema 1, descrito anteriormente. A Tabela 4 mostra o 

rendimento obtido para cada fração a partir de cada alga. 

Extrato bruto

F.Aquosa

F. Aquosa
FAq

F. Butanólica
FBu2

F. CH2Cl2

H2O
Extração com CH2Cl2

F. Hexânica
FH2

F. Hidrometanólica (FDM)

Extração com n-BuOH
Evaporar
Solubilizar em MeOH:H2O 9:1
Extrair com Hexano

Ajustar para MeOH:H2O 1:1
Extrair com CH2Cl2

F. CH2Cl2
FD

F. Hidrometanólica
FHm2
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Tabela 4 - Rendimento das frações obtidas pelo fracionamento em escala ampliada dos extratos brutos 
de A. taxiformis e P. spiralis.  

 Massa obtida (g) / Rendimento Parcial (%) Rendimento 

Total (%) Alga FH FAc FBu FHm 

A. taxiformis 2,009 / 71,0  0,172 / 6,0 0,285 / 10,1 0,364 / 12,9 95 

P. spiralis 1,710 / 25,5 0,404 / 6,0 0,587 / 8,7 4,010 / 59,8 67 

Fonte: o autor. 

 

Amostras destas frações foram analisadas por CLAE-DAD e RMN de 1H e, também 

foram enviadas para avaliação das atividades antifúngica, anticolinesterásica e citotóxica. A 

partir dos resultados obtidos, optou-se por estudar as frações AT-FH e PS-FH, bem como as 

frações AT-FAc e PS-FHm. 

 

3.2.1.6 Estudo das frações AT-FH e PS-FH 

 

Optou-se em analisar as frações AT-FH e PS-FH por cromatografia gasosa, tanto por 

CG-FID como por CG-EM, a fim de identificar as substâncias presentes nas mesmas.  

Para garantir uma maior estabilidade térmica e maior volatilidade dos constituintes, 

bem como uma melhor resolução cromatográfica (PELLATTI; BENVENUTI, 2007) foi 

realizada uma etapa de derivação (sililação), durante o preparo das amostras. Sendo assim, 3 

mg das frações foram solubilizadas com 200 μL de N-metil-N-(trimetilsilil)- 

trifluoroacetamida (MSTFA - Sigma) em 100 μL de piridina, e em seguida, foram mantidas a 

37° C por 30 minutos. Após 24 horas de repouso, as amostras foram filtradas em membranas 

PTFE (0,22 µm) e foram analisadas (TOMAZ, 2011). 

 

3.2.1.7 Estudo da fração AT-FAc 

 

A partir do perfil obtido por CLAE-DAD da fração AT-FAc (Figura 3), optou-se por 

submetê-la (105,0 mg) a um fracionamento em coluna de sílica de fase reversa do tipo 

octadecil silano (C-18) (10,0 g, Φ = 2 cm), eluída com diferentes proporções de MeOH:H2O 

(determinadas a partir do cromatograma do perfil químico). Foram obtidas 5 frações de 24 mL 

cada (Tabela 5). 
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Figura 3 - Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini C-
18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v à 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) de AT-FAc (254 nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 
Tabela 5 - Fracionamento de AT-FAc em coluna cromatográfica com sílica derivatizada C-18. 

Fração Proporção de MeOH:H2O Massa (mg) 

AT-FAc-F1 35:65 62,4 

AT-FAc-F2 1:1 8,3 

AT-FAc-F3 65:35 7,8 

AT-FAc-F4 80:20 13,6 

AT-FAc-F5 100:0 9,2 

Fonte: o autor. 

 

Após a análise destas frações por RMN de 1H e CLAE-DAD (frações AT-FAc-F1 e 

AT-FAc-F4) optou-se por realizar o estudo da fração AT-FAc-F1.  

 

3.2.1.7.1 Estudo da fração AT-FAc-F1 

 

Parte da fração AT-FAc-F1 (39,6 mg) foi submetida à análise por CLAE-DAD em 

escala preparativa. Foi utilizada uma coluna C-18 Phenomenex Luna (150 x 21.20 mm; 5 μm; 

100Å), gradiente linear de 5 a 100% MeOH:H2O por 40 minutos e vazão de 10 mL.min-1. 

Foram coletadas 12 frações (Tabela 6) de acordo com os picos do cromatograma (Figura 4) e 

intervalos entre os mesmos.  
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Tabela 6 - Frações obtidas por CLAE-DAD preparativo de AT-FAc-F1. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

AT-FAc-F1-1 0 - 8,0 15,0  

AT-FAc-F1-2 8,4 1,3 S01 

AT-FAc-F1-3 8,5 - 12,0 2,1  

AT-FAc-F1-4 12,9 1,6 S02 

AT-FAc-F1-5 14,6 0,9  

AT-FAc-F1-6 15,0 - 20,0 2,5  

AT-FAc-F1-7 20,8 1,5  

AT-FAc-F1-8 21,0 - 24,9 2,6  

AT-FAc-F1-9 25,2 1,1  

AT-FAc-F1-10 26,6 1,1  

AT-FAc-F1-11 28,1 1,1  

AT-FAc-F1-12 28,2 - 40,0 6,7  

Fonte: o autor. 

 

Figura 4 - Cromatograma em escala preparativa por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna C-18; 
gradiente 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 10 mL.min-1; 40 minutos) de AT-FAc-F1 (254 nm). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Todas as frações foram analisadas por RMN de 1H, sendo que as frações AT-FAc-F1-

2 e -4 forneceram as substâncias S01 e S02.  

O Esquema 3 representa o estudo da fração AT-FAc, bem como da fração AT-FAc-

F1. 
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Esquema 3 - Estudo da fração AT-FAc. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

3.2.1.8 Estudo da fração PS-FHm 

 

Após a análise do perfil químico, obtido por CLAE-DAD (Figura 5), da fração PS-

FHm, a mesma (1,0 g) foi submetida a um fracionamento em coluna de C-18 (100,0 g, Φ = 

3,5 cm), utilizando como eluente diferentes proporções de MeOH:H2O. Foram obtidas 3 

frações de 225 mL cada (Tabela 7). 

 

Figura 5 - Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini C-
18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) de PS-FHm (254 nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Tabela 7 - Fracionamento de PS-FHm em coluna cromatográfica com sílica derivatizada C-18. 
Fração Proporção de MeOH:H2O Massa (mg) 

PS-FHm-F1 20:80 920,2 

PS-FHm-F2 75:25 12,1 

PS-FHm-F3 100:0 64,5 

Fonte: o autor. 

 

Após a análise destas frações por RMN de 1H e CLAE-DAD optou-se por realizar o 

estudo da fração PS-FHm-F1.  

 

3.2.1.8.1 Estudo da fração PS-FHm-F1 

 

Parte desta fração (50 mg) foi submetida à CLAE-DAD preparativo, utilizando uma 

coluna C-18 Phenomenex Luna (150 x 21.20 mm; 5 μm; 100Å), vazão de 10 mL.min-1 e 

gradiente linear de 5 a 50% MeOH:H2O por 20 minutos. Em seguida, aumentou-se a 

concentração de MeOH até 100%  e esta condição foi mantida por mais 10 minutos. Foram 

coletadas 12 frações (Tabela 8) de acordo com os picos do cromatograma (Figura 6) e 

intervalos entre os mesmos.  

 

Tabela 8 - Frações obtidas por CLAE-DAD preparativo de PS-FHm-F1. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

PS-FHm-F1-1 0 - 4,0   

PS-FHm-F1-2 4,2 6,4  

PS-FHm-F1-3 4,3 - 5,9 3,3  

PS-FHm-F1-4 6,10 - 6,3 1,8  

PS-FHm-F1-5 6,4 - 8,0 1,9  

PS-FHm-F1-6 8,4 1,3 S01 

PS-FHm-F1-7 8,6 - 9,8 2,1  

PS-FHm-F1-8 10,0 1,8  

PS-FHm-F1-9 10,6 1,6 S03 

PS-FHm-F1-10 11,2 1,3  

PS-FHm-F1-111 11,7 - 23,0   

PS-FHm-F1-12 23,1 - 33,0   

 Fonte: o autor. 
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Figura 6 - Cromatograma em escala preparativa por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna C-18; 
gradiente 5 a 50% MeOH:H2O v/v a 10 mL.min-1; 20 minutos) de PS-FHm-F1 (254 nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Todas as frações foram analisadas por RMN de 1H. As frações PS-FHm-F1-6 e -9 

forneceram as substâncias S01 e S03. O Esquema 4 representa o estudo da fração PS-FHm. 

  

Esquema 4 - Estudo da fração PS-FHm. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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3.2.2 Estudo dos fungos endofíticos isolados das algas A. taxiformis e P. spiralis 

 

3.2.2.1 Obtenção das linhagens fúngicas 

 

Em junho de 2013 foram coletadas no costão direito da praia da Ponta da Fortaleza, 

Ubatuba - São Paulo, pequenas quantidades das algas Asparagopsis taxiformis (AT), estágio 

Falkenbergia, e Pyropia spiralis (PS) para o isolamento de fungos endofíticos. As algas 

foram lavadas cuidadosamente em água do mar e armazenadas em frascos (3 para cada 

espécie) contendo água do mar esterilizada por autoclavagem e o antibiótico cloranfenicol 

(200 mg.L-1), para evitar a contaminação por bactérias. Estes frascos foram acondicionados 

em caixas térmicas e transportados ao Instituto de Química de Araraquara-UNESP. 

Já no laboratório, as algas foram esterilizadas superficialmente utilizando diferentes 

métodos: 

- Método 1 – imersão em etanol 70% por 10 segundos (PS) e por 12 segundos (AT); 

- Método 2 – imersão em solução de NaOCl 1% por 6 segundos e em etanol 70% por 2 

segundos (AT e PS). 

Seguidos de lavagem com água do mar (coletada na praia da Fortaleza, Ubatuba, SP) 

esterilizada, por 10 minutos. 

 

Após o processo de esterilização as algas foram fragmentadas com uso de pinças e 

bisturis cirúrgicos esterilizados e transferidas para placas de Petri contendo meio de cultivo de 

batata-dextrose-ágar (BDA), água do mar ou água ultra pura esterilizadas e o antibiótico 

cloranfenicol (200 mg L-1), sendo que em cada placa foram colocados 4 fragmentos de algas e 

para cada método foram usadas 2 placas preparadas com água ultra pura e duas placas com 

água do mar. Para controle da eficácia do método de esterilização, uma alíquota de água de 

lavagem foi inoculada em BDA/água ultra pura e BDA/água do mar (Esquema 5). 
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Esquema 5 - Processo realizado para o isolamento dos fundos endofíticos de A. taxiformis e P. 

spiralis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Acredita-se que os métodos 1 e 2 foram muito drásticos para a esterilização da alga P. 

spiralis, e possivelmente, causaram a morte da mesma ou dos micro-organismos associados, 

impedindo assim o crescimento de fungos. Sendo assim, foram preparados 4 métodos mais 

brandos de esterilização para essa alga:  

- Método 3 - rápida imersão (1 a 2 segundos) em solução de NaOCl 1% e em etanol 70% (PS) 

- Método 4 - imersão em solução de NaOCl 1% por 5 segundos (PS). 

- Método 5 - imersão em solução de NaOCl 1% por 5 segundos e em etanol 70% (PS). 

- Método 6 - imersão em etanol 70% por 5 segundos (PS). 

Seguidos de lavagem com água do mar esterilizada por 10 minutos. 

 

Nas placas provenientes dos métodos 3, 5 e 6 houve o crescimento de fungos e 

bactérias, inclusive nas placas contendo a água do mar de lavagem, evidenciando que a 

esterilização não foi adequada para esses casos, e portanto, essas foram descartadas. Já nas 

placas contendo fragmentos de algas esterilizadas pelo método 4 foi observado apenas o 

Algas armazenadas em 
água do mar + antibiótico

Fragmentação da alga

Esterilização:
1) Imersão em solução de 

NaOCl 1% e/ou
2) Imersão em etanol 70%
3) Lavagem com água do mar 

estéril (10 min)

Fragmentos de alga em meio 
de BDA com antibiótico

Coleta da alga
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crescimento de fungos, e portanto, esse método foi adotado para esterilização da alga P. 

spiralis. 

O crescimento dos fungos foi monitorado e repiques sucessivos foram realizados até a 

obtenção das linhagens puras, que foram preservadas em “slants” (frascos contendo água do 

mar ou água ultra pura esterilizada e o fungo em meio sólido BDA), que foram lacrados e 

mantidos em temperatura ambiente. 

A partir da alga AT foi possível isolar sete linhagens de fungos endofíticos (AT-01 – 

AT-07) (Figura 7) e da alga PS foram isolados três linhagens (PS-01 – PS-03) (Figura 8). 

Vale ressaltar que as linhagens AT-02, AT-07 e PS-01 foram isoladas de placas de Petri 

preparadas com água ultra pura. 

 

Figura 7 - Fungos endofíticos isolados de Asparagopsis taxiformis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 8 - Fungos endofíticos isolados de Pyropia spiralis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

3.2.2.2 Identificação das linhagens fúngicas 

 

 A identificação das linhagens dos fungos endofíticos isolados de A. taxiformis e P. 

spiralis  foi realizada pela empresa Genotyping (Botucatu-SP).  

A identificação foi feita através do sequenciamento Sanger de regiões específicas do 

DNA (ITS) do micro-organismo. Inicialmente foi feita a extração do material genético kit (ZR 

Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™), seguido do preparo das reações para o sequenciamento. 

O sequenciamento das amostras foi feito automaticamente por eletroforese capilar no 

equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e, em seguida, o alinhamento 

das sequências de nucleotídeos produzidas foi comparado com as sequências de referência 

depositadas no GenBank (banco de dados genômicos).  

A Tabela 9 apresenta as linhagens fúngicas com suas respectivas identificações. 

 

 

 

 

 

Pyropia spiralis

PS* - 01 PS - 02 PS - 03
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Tabela 9 - Identificação das linhagens fúngicas isoladas de A. taxiformis (AT) e P. spiralis (PS). 

Linhagem fúngica Identificação (Porcentagem de identidade) 

AT-01 Hypoxylon investiens (98%) 

AT-02 Nodulisporium sp. (99%) 

AT-03 Annulohypoxylon stygium (99%) 

AT-04 Microascus sp. (98%) 

AT-05 Nemania bipapillata (99%) 

AT-06 Hypoxylon sp. (86%) 

AT-07 Microascus sp. (99%) 

PS-01 Sarocladium strictum (99%) 

PS-02 Sarocladium strictum (99%) 

PS-03 Coniothyrium sp. (99%) 

Fonte: o autor. 

 

3.2.2.3 Obtenção dos extratos brutos das linhagens fúngicas em escala reduzida 

 

Os fungos isolados e preservados foram repicados em placas de Petri contendo BDA. 

Após o crescimento desses fungos, aproximadamente, um terço de micélio de cada placa de 

Petri foi inoculado em meio líquido de batata-dextrose (MBD) contendo água do mar ou água 

ultra pura esterilizada (3 frascos de Erlenmeyer contendo 300 mL de meio líquido) por 28 dias 

a 25 ºC, em modo estático. 

Após o período de incubação, o caldo foi separado do micélio por filtração e o filtrado 

foi submetido à partição líquido-líquido com acetato de etila. Após evaporação do solvente 

orgânico, foi obtido o extrato bruto de cada fungo (Esquema 6). 
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Esquema 6 - Processo para obtenção do extrato bruto dos fungos endofíticos isolados. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

A Tabela 10 mostra a massa obtida do extrato bruto de cada fungo endofítico 

preparado em escala reduzida. 

 

Tabela 10 - Massa obtida do extrato bruto de cada fungo endofítico isolado das algas A. taxiformis e 
P. spiralis. 

Fungo Massa obtida do extrato (mg) 

AT-01 96,7 

AT-02* 85,5 

AT-03 117,2 

AT-04 50,3 

AT-05 216,2 

AT-06 62,7 

AT-07* 50,8 

PS-01* 61,8 

PS-02 70,7 

PS-03 34,5 

* Fungos inoculados em meio líquido preparado com água ultra pura. 

Fonte: o autor. 

 

Os extratos foram então analisados por CCD, CLAE-DAD e RMN de 1H e foram 

submetidos a bioensaios para avaliação da atividade antifúngica, anticolinesterásica e 

citotóxica. 

 

 

Cultura em escala reduzida em 
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2) 3x AcOEt
3) Evaporação
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3.2.2.4 Estudo químico do fungo Nemania bipapillata (AT-05) 

 

Parte do extrato bruto (escala reduzida) de AT-05 (126,4 mg) foi submetido à 

separação em CLAE-DAD preparativo (coluna C-18 Phenomenex Luna - 150 x 21.20 mm; 5 

μm; 100Å), com gradiente linear de 40 a 100% MeOH:H2O por 40 minutos e vazão de 10 

mL.min-1. Foram coletadas 16 frações (Tabela 11) de acordo com os picos do cromatograma 

(Figura 7). 

 

Tabela 11 - Frações obtidas por CLAE-DAD preparativo de AT-05. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

AT-05-F1 3,7 1,4  

AT-05-F2 4,2 6,2  

AT-05-F3 4,8 1,7  

AT-05-F4 5,6 3,5 S05 

AT-05-F5 6,1 - 6,3 2,2  

AT-05-F6 6,7 3,6 S06 

AT-05-F7 8,5 - 9,2 3,4  

AT-05-F8 9,5 - 11,2 30,6  

AT-05-F9 11,6 0,9 S07 

AT-05-F10 11,7 0,5  

AT-05-F11 12,2 1,6  

AT-05-F12 12,5 - 17,0 43,5  

AT-05-F13 17,4 1,8  

AT-05-F14 19,1 1,5 S08 

AT-05-F15 19,4 - 22,0 3,9 S08 

AT-05-F16 24,2 1,0  

Fonte: o autor. 
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Figura 9 - Cromatograma em escala preparativa por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna C-18; 
gradiente 40 a 100% MeOH:H2O v/v a 10 mL .min-1; 40 minutos) de AT-05 (254 nm).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Todas as frações foram analisadas por RMN de 1H. As frações AT-05-F4, -F6 e -F9,  

forneceram as substâncias S05, S06 e S07, respectivamente, e as frações AT-05-F14 e -F15 

forneceram a substância S08. O Esquema 7 mostra o estudo do extrato bruto de AT-05. 

 

Esquema 7 - Estudo do extrato bruto do fungo endofítico AT-05. 
 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

3.2.2.5 Variações do meio de cultivo e/ou preservação de Nemania bipapillata (AT-05) 

 
Após o estudo do extrato bruto da linhagem fúngica codificada como AT-05, foram 

realizadas variações do seu meio de cultivo.  

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

mAU (x100)

254nm,4nm (1.00)

CLAE-DAD prep. (C-18)
Massa utilizada: 126,4 mg

S05
(3,5 mg)

S06
(3,6 mg)

AT – 05
216,2 mg

S07
(0,9 mg)

S08
(1,5 mg)

S05 
S06 

S07 

S08 



101 
 

Esta linhagem, que foi preservada em slants preparados com água do mar e slants 

preparados com água ultra pura, foi cultivada em placas de Petri preparadas com meio BDA e 

água do mar ou água ultra pura. Após seu crescimento, aproximadamente, um terço de 

micélio de cada placa de Petri foi inoculado em meio líquido MBD ou Czapeck preparados 

com água do mar ou água ultra pura esterilizada (3 frascos de Erlenmeyer contendo 300 mL 

de meio líquido) por 28 dias a 25 ºC. Após esse período de incubação fez-se o processo 

descrito no Esquema 6 para a obtenção dos extratos brutos descritos abaixo e na Tabela 12: 

- BM-M - extrato bruto obtido da linhagem do fungo preservado em slant contendo água do 

mar esterilizada (M) e inoculado em meio MBD (B) preparado com água do mar esterilizada 

(M); 

- BM-Mi - extrato bruto obtido da linhagem preservada em slant contendo água do mar 

esterilizada (M) e inoculado em meio MBD (B) preparado com água ultra pura (Mi); 

- BMi-M - extrato bruto obtido da linhagem preservada em slant contendo água ultra pura 

(Mi) e inoculado em meio MBD (B) preparado com água do mar esterilizada (M); 

- BMi-Mi - extrato bruto obtido da linhagem preservada em slant contendo água ultra pura 

(Mi) e inoculado em meio MBD (B) preparado com água ultra pura (Mi). 

- CM-M - extrato bruto obtido da linhagem preservada em slant contendo água do mar 

esterilizada (M) e inoculado em meio Czapeck (C) preparado com água do mar esterilizada 

(M); 

- CM-Mi - extrato bruto obtido da linhagem do fungo preservado em slant contendo água do 

mar esterilizada (M) e inoculado em meio Czapeck (C) preparado com água ultra pura (Mi). 

 

Tabela 12 - Extratos brutos de AT-05 obtidos após variação do seu meio de cultivo. 
Extrato bruto Massa obtida (mg) 

BM-M 238,3 

BM-Mi 284,0 

BMi-M 249,7 

BMi-Mi 272,6 

CM-M 10,2 

CM-Mi 29,5 

Fonte: o autor. 

 

Estes novos extratos brutos também foram avaliados por CCD, CLAE-DAD e RMN 

de ¹H e foram submetidos a bioensaios para avaliação da atividade antifúngica, 
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anticolinesterásica e citotóxica. Após a análise dos resultados obtidos, optou-se por realizar o 

estudo do extrato BM-Mi. 

 

3.2.2.6 Estudo químico do extrato bruto BM-Mi de Nemania bipapillata (AT-05) 

 
Após a análise do perfil obtido por CLAE-DAD do extrato bruto BM-Mi da linhagem 

fúngica AT-05 (Figura 10), parte do mesmo (172 mg) foi submetida a fracionamento por 

cromatografia em coluna de sílica derivatizada C-18 (36,9 g, Φ = 2,5 cm), utilizando como 

eluente diferentes proporções de MeOH:H2O. Foram obtidas 4 frações de 225 mL cada 

(Tabela 13). 

 
Figura 10 - Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna C-
18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) do extrato bruto BM-Mi de 

AT-05 (254 nm). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Tabela 13 - Fracionamento do extrato bruto BM-Mi de AT-05 por cromatografia em coluna com 
sílica derivatizada C-18 

Fração Proporção de MeOH:H2O Massa (mg) 

BM-Mi-F1 1:1 97,1 

BM-Mi-F2 60:40 31,0 

BM-Mi-F3 75:25 17,2 

BM-Mi-F4 100:0 24,7 

Fonte: o autor. 

 

As frações foram analisadas por RMN de 1H e por CLAE-DAD. E a partir dos 

resultados obtidos, optou-se por estudar a fração BM-Mi-F2. 
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3.2.2.6.1 Estudo da fração BM-Mi-F2 

 
A fração BM-Mi-F2 (30 mg) foi submetida à CLAE-DAD em escala semi-preparativa, 

no qual foi usado uma coluna C-18 Phenomenex Luna (250 x 4.6 mm; 5 μm; 100Å), 

gradiente linear de 30 a 80% MeOH:H2O por 40 minutos e vazão de 4,5 mL.min-1. Foram 

coletadas 19 frações (Tabela 14) de acordo com os picos do cromatograma (Figura 11) e os 

intervalos entre os mesmos. 

 

Tabela 14 - Frações obtidas por CLAE-DAD semi-preparativo de BM-Mi-F2. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

BM-Mi-F2-1 0 - 18,4 2,3  

BM-Mi-F2-2 18,7 0,6  

BM-Mi-F2-3 19,3 1,0  

BM-Mi-F2-4 19,7 1,1  

BM-Mi-F2-5 21,1 0,6  

BM-Mi-F2-6 21,8 1,4 S09 

BM-Mi-F2-7 23,5 1,9 S10 

BM-Mi-F2-8 24,1 0,7  

BM-Mi-F2-9 24,6 1,6  

BM-Mi-F2-10 25,0 1,7  

BM-Mi-F2-11 26,0 1,3  

BM-Mi-F2-12 26,4 3,6  

BM-Mi-F2-13 26,9 1,5  

BM-Mi-F2-14 27,3 1,2  

BM-Mi-F2-15 27,9 1,4  

BM-Mi-F2-16 28,2 - 29,6 2,1  

BM-Mi-F2-17 31,0 1,1  

BM-Mi-F2-18 31,6 0,8  

BM-Mi-F2-19 32,0 - 47,0 3,8  

Fonte: o autor. 
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Figura  11 - Cromatograma em escala semi-preparativa por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna 
C-18; gradiente 30 a 80% MeOH:H2O v/v a 4,5 mL.min-1; 40 minutos) de BM-Mi-F2 (254 nm).  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

         

Todas as frações foram analisadas por RMN de 1H, sendo que as frações BM-Mi-F2-6 

e -7 forneceram as substâncias S09 e S10, respectivamente. O Esquema 8 representa o estudo 

do extrato bruo BM-Mi da linhagem fúngica AT-05.  

 

Esquema 8 - Estudo do extrato bruto BM-Mi de AT-05. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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3.2.2.7 Obtenção dos extratos brutos de Annulohypoxylon stygium (AT-03), Hypoxylon sp. 

(AT-06) e Sarocladium strictum (PS-01) e do extrato bruto BM-Mi de Nemania bipapillata 

(AT-05) em escala ampliada 

 

Após a análise dos resultados obtidos por CLAE-DAD, RMN de 1H e pelos ensaios 

biológicos, as linhagens fúngicas AT-03, AT-06 e PS-01 foram selecionadas para estudo, 

sendo cultivadas em escala ampliada.  

A linhagem fúngica AT-05 também foi cultivada em escala ampliada usando água 

ultra pura para o preparo dos meios BDA e MDB a fim de se obter mais massa do extrato 

BM-Mi, para repetir o isolamento das substâncias S09 e S10 e de outras substâncias que no 

estudo anterior  foram isoladas em pouca quantidade e/ou em mistura.  

Após o crescimento dos fungos em placas contendo BDA, o micélio foi inoculado em 

meio líquido MBD, contendo água do mar (linhagens AT-03 e AT-06) ou água ultra pura 

(linhagens AT-05 e PS-01) esterilizada, por 28 dias a 25 ºC. Foram utilizados 30 frascos de 

Erlenmeyer contendo 300 mL de meio líquido para AT-03, 45 frascos de Erlenmeyer paras 

AT-06 e PS-01 e 15 frascos de Erlenmeyer para AT-05. Essas quantidades de frascos de 

Erlenmeyer foram calculadas a fim de se obter 1 g de extrato bruto de cada linhagem de 

fungo, de acordo com a quantidade de extrato bruto obtido em escala reduzida para as 

mesmas. 

Após o período de incubação, o caldo foi separado do micélio por filtração e o filtrado 

foi submetido à partição líquido-líquido com acetato de etila. Após evaporação do solvente 

orgânico, foram obtidos os extratos brutos (Tabela 15). 

 

Tabela 15 - Massa obtida dos extratos brutos de AT-03, AT-06 e PS-01 e do extrato bruto BM-Mi de 
AT-05 preparados em escala ampliada. 

Fungo Massa obtida do extrato (g) 

AT-03 0,731 

AT-06 1,273 

PS-01* 1,286 

BM-Mi de AT-05* 1,737 

* linhagem inoculada em meio líquido preparado com água ultra pura. 

Fonte: o autor. 

 

Para o fungo AT-03 foi obtida massa inferior a 1 g e, portanto, optou-se por preparar 

mais extrato bruto. Foram, novamente, preparados 30 frascos de Erlenmeyer contendo 300 
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mL de meio líquido. Nesta segunda etapa foi obtido 0,914 g de extrato, totalizando 1,645 g de 

extrato bruto de AT-03.  

 

3.2.2.8 Re-estudo do extrato bruto BM-Mi de Nemania bipapillata (AT-05) 

 

Após a análise por CLAE-DAD do extrato bruto BM-Mi do fungo AT-05 obtido em 

escala ampliada (Figura 12), foi possível notar que seu perfil era igual ao perfil obtido para o 

o extrato BM-Mi em escala reduzida. Sendo assim, o mesmo foi submetido ao mesmo 

processo de fracionamento realizado anteriormente. Parte de BM-Mi (1,509 g) foi fracionado 

por cromatografia em coluna com sílica derivatizada C-18 (150 g, Φ = 3,5 cm), utilizando 

como eluente diferentes proporções de MeOH:H2O. Foram obtidas 6 frações de 360 mL cada 

(Tabela 16). 

 

Figura 12 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna C-
18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) do extrato bruto BM-Mi de 

AT-05 obtido em escala reduzida (preto) e em escala ampliada (vermelho) (254 nm). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 
Tabela 16 - Fracionamento do extrato bruto BM-Mi do fungo AT-05 por cromatografia em coluna 
com sílica derivatizada C-18. 

Fração Proporção de MeOH:H2O Massa (g) 

BM-Mi-F1 1:1 1,054 

BM-Mi-F2 60:40 0,240 

BM-Mi-F3 75:25 0,193 

BM-Mi-F4 100:0 0,005 

Fonte: o autor. 
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Após a obtenção dos perfis por CLAE-DAD dessas frações e comparações com as 

frações obtidas anteriormente em escala reduzida repetiu-se o fracionamento da fração BM-

Mi-F2. 

 

3.2.2.8.1 Estudo da fração BM-Mi-F2 

 

A fração BM-Mi-F2 (200 mg) foi submetida à CLAE-DAD em escala semi-

preparativa, usando uma coluna C-18 Phenomenex Luna (250 x 4.6 mm; 5 μm; 100Å), 

gradiente linear de 30 a 80% MeOH:H2O por 40 minutos e vazão de 4,5 mL.min-1. Foram 

coletadas 9 frações (Tabela 17) de acordo com os picos do cromatograma (Figura 13) e 

intervalos entre os mesmos. 

 

Tabela 17 - Frações obtidas por CLAE-DAD semi-preparativa de BM-Mi-F2. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

BM-Mi-F2-1 21,1 1,0 S11 

BM-Mi-F2-2 21,9 1,4 S09 

BM-Mi-F2-3 23,5 5,8 S10 

BM-Mi-F2-4 25,0 3,0 S12 

BM-Mi-F2-5 26,4 13,8 S13 

BM-Mi-F2-6 27,3 3,6 S14 

BM-Mi-F2-7 28,5 2,6  

BM-Mi-F2-8 35,8 1,1  

BM-Mi-F2-9 Meios e limpeza 166,8  

Fonte: o autor. 
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Figura 13 - Cromatograma em escala semi-preparativa por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna 
C-18; gradiente 30 a 80% MeOH:H2O v/v a 4,5 mL.min-1; 40 minutos) de BM-Mi-F2 (254 nm).  

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Todas as frações foram analisadas por RMN de 1H, sendo que as frações BM-Mi-F2-1, 

-4, -5 e BM-Mi-F2-6 forneceram as substâncias S11, S12, S13 e S14, respectivamente, 

enquanto as frações BM-Mi-F2-2 e -3 forneceram novamente as substâncias S09 e S10. O 

Esquema 9 representa o re-estudo do extrato bruto BM-Mi da linhagem fúngica AT-05.  

 

Esquema 9 - Re-estudo do extrato bruto BM-Mi de AT-05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: o autor. 
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3.2.2.9 Estudo químico do fungo Sarocladium strictum (PS-01) 

 

A partir do perfil obtido por CLAE-DAD do extrato bruto de PS-01 (Figura 14), 

optou-se por submeter parte do extrato (1,00 g) a um fracionamento em coluna de C-18 (100,0 

g, Φ = 3,5 cm), utilizando como eluente diferentes proporções de MeOH:H2O. Foram obtidas 

6 frações de 225 mL cada (Tabela 18). 

 

Figura 14 - Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna C-
18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) do extrato bruto de PS-01 

(254 nm). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Tabela 18 - Fracionamento do extrato bruto de PS-01 por cromatografia em coluna com sílica 
derivatizada C-18. 

Fração Proporção de MeOH:H2O Massa (mg) 

PS-01-F1 31:69 381,2 

PS-01-F2 43:57 156,6 

PS-01-F3 53:47 57,6 

PS-01-F4 64:36 20,2 

PS-01-F5 76:24 7,8 

PS-01-F6 100:0 59,0 

Fonte: o autor. 

 

As frações foram analisadas por RMN de 1H e por CLAE-DAD. A partir dos 

resultados obtidos, optou-se por estudar as frações PS-01-F1, PS-01-F2 e PS-01-F6. 
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3.2.2.9.1 Estudo da fração PS-01-F1 

 

Parte da fração PS-01-F1 (148,1 mg) foi submetida à CLAE-DAD em escala 

preparativa, utilizando uma coluna C-18 Phenomenex Luna (150 x 21.20 mm; 5 μm; 100Å), 

gradiente linear de 10 a 75% MeOH:H2O por 40 minutos e vazão de 10 mL.min-1. Foram 

coletadas 13 frações (Tabela 19) de acordo com os picos do cromatograma (Figura 15). 

 

Tabela 19 - Frações obtidas por CLAE-DAD preparativo de PS-01-F1. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

PS-01-F1-1 0 - 4,8 58,2  

PS-01-F1-2 5,1 7,2  

PS-01-F1-3 6,6 6,6 S01 

PS-01-F1-4 7,0 - 10,7 9,1  

PS-01-F1-5 11,1 7,4  

PS-01-F1-6 11,5 - 13,5 3,0  

PS-01-F1-7 13,8 5,3  

PS-01-F1-8 14,0 - 17,0 2,9  

PS-01-F1-9 17,5 - 21,0 21,9  

PS-01-F1-10 21,3 2,0  

PS-01-F1-11 21,9 3,6  

PS-01-F1-12 22,7 2,4 S15 + S16 

PS-01-F1-13 23,0 - 47,0 15,1  

Fonte: o autor. 
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Figura 15 - Cromatograma em escala preparativa por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna C-18; 
gradiente 10 a 75% MeOH:H2O v/v a 10 mL.min-1; 40 minutos) de PS-01-F1 (preto - 254 nm; azul - 

230 nm).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Todas as frações foram analisadas por RMN de 1H, sendo que a fração PS-01-F1-3 

forneceu novamente a substância S01, enquanto a fração PS-01-F1-12 forneceu uma mistura 

de compostos, entre os quais foi possível identificar as substâncias S15 e S16. 

 

3.2.2.9.2 Estudo da fração PS-01-F2 

 

Parte da fração PS-01-F2 (130 mg) foi submetida à CLAE-DAD preparativo, usando 

uma coluna C-18 Phenomenex Luna (150 x 21.20 mm; 5 μm; 100Å), gradiente linear de 30 a 

80% MeOH:H2O por 40 minutos e vazão de 10 mL.min-1. Foram coletadas 10 frações 

(Tabela 20) de acordo com os picos do cromatograma (Figura 16). 
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Tabela 20 - Frações obtidas por CLAE-DAD preparativo de PS-01-F2. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

PS-01-F2-1 0 - 7,0 20,2  

PS-01-F2-2 7,0 - 19,0 67,3  

PS-01-F2-3 19,7 3,3  

PS-01-F2-4 20,0 - 23,2 1,4  

PS-01-F2-5 23,5 1,8  

PS-01-F2-6 24,0 - 25,0 0,4  

PS-01-F2-7 26,0 1,9 S17 

PS-01-F2-8 26,5 - 29,5 1,2  

PS-01-F2-9 29,9 1,8  

PS-01-F2-10 30,5 - 47,0 6,4  

Fonte: o autor. 

 

Figura 16 - Cromatograma em escala preparativa por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna C-18; 
gradiente 30 a 80% MeOH:H2O v/v a 10 mL.min-1; 40 minutos) de PS-01-F2 (254 nm).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Todas as frações foram analisadas por RMN de 1H, sendo que a fração PS-01-F2-7 

forneceu a substância S17.  
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3.2.2.9.3 Estudo da fração PS-01-F6 

 

Parte da fração PS-01-F6 (34,8 mg) foi submetida à CLAE-DAD em escala semi-

preparativa, utilizando uma coluna C-18 Phenomenex Luna (250 x 4.6 mm; 5 μm; 100Å), 

gradiente linear de 70 a 100% MeOH:H2O por 40 minutos e vazão de 4,5 mL.min-1. Foram 

coletadas 10 frações (Tabela 21) de acordo com os picos do cromatograma (Figura 17) e os 

intervalos entre os mesmos. 

 

Tabela 21 - Frações obtidas por CLAE-DAD semi-preparativo de PS-01-F6. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

PS-01-F6-1 0 - 13,0 9,5  

PS-01-F6-2 13,2 0,7  

PS-01-F6-3 13,6 - 18,0 3,4  

PS-01-F6-4 18,1 2,5 S18 

PS-01-F6-5 18,8 0,9 S19 

PS-01-F6-6 20,8 1,4 S20 

PS-01-F6-7 21,1 0,9 S21 

PS-01-F6-8 23,3 2,4 S22 

PS-01-F6-9 23,8 - 33,2 5,4  

PS-01-F6-10 33,6 1,2 S23 

PS-01-F6-11 34,0 - 40,0 5,1  

Fonte: o autor. 
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Figura 17 - Cromatograma em escala semi-preparativa por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna 
C-18; gradiente 70 a 100% MeOH:H2O v/v a 4,5 mL.min-1; 40 minutos) de PS-01-F6 (254 nm).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Todas as frações foram analisadas por RMN de 1H. As frações PS-01-F6-4, -5, -6, -7, -

8 e -10 forneceram as substâncias S18, S19, S20, S21, S22 e S23, respectivamente. 

O Esquema 10 evidencia o estudo realizado com o extrato bruto de PS-01 e suas 

frações. 
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Esquema 10 - Estudo do extrato bruto e frações do fungo endofítico PS-01. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

   

3.2.3 Métodos desenvolvidos durante estágio PDSE-CAPES na University of British 

Columbia - Department of Chemistry 

 

3.2.3.1 Estudo químico do fungo Annulohypoxylon stygium (AT-03) 

 

Parte do extrato bruto de AT-03 (370 mg) foi submetida a um fracionamento por 

cromatografia em coluna com Sephadex LH-20 (h = 1,30 m, Φ = 3,8 cm), utilizando como 

eluente uma solução de MeOH:CH2Cl2 8:2 v/v. Foram obtidas 114 subfrações de, 

aproximadamente, 10 mL cada, e estas foram agrupadas de acordo com suas semelhanças 

cromatográficas em 11 frações (Tabela 22). 
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Tabela 22 - Fracionamento em coluna de Sephadex LH-20 do extrato bruto de AT-03. 
Fração Subfrações Agrupadas Massa (mg) 

AT-03-F1 1 - 25 59,6 

AT-03-F2 26 - 32 35,2 

AT-03-F3 33 - 37 60,4 

AT-03-F4 38 - 43 95,2 

AT-03-F5 44 - 47 33,3 

AT-03-F6 48 - 49 8,7 

AT-03-F7 50 - 57 22,3 

AT-03-F8 58 - 67 15,2 

AT-03-F9 68 - 81 8,6 

AT-03-F10 82 - 95 5,9 

AT-03-F11 96 - 114 11,4 

Fonte: o autor. 

 

As frações foram analisadas por RMN de 1H e foram avaliadas frente à atividade 

antimicrobiana. A partir dos resultados obtidos, optou-se por estudar as frações AT-03-F8 e 

AT-03-F5. 

 

3.2.3.1.1 Estudo da fração AT-03-F8 

 

A fração AT-03-F8 (12 mg) foi submetida a um fracionamento em CLAE-DAD semi-

preparativo, no aparelho Waters com detector de arranjos de diodos (operando entre 200 a 400 

nm). Foi utilizada uma coluna C-18 InertSustain (250 x 10 mm; 5 μm), modo isocrático 

(acetonitrila:H2O 12:88 v/v) por 65 minutos e vazão de 2,0 mL.min-1. Foram coletadas 5 

frações (Tabela 23) de acordo com os picos do cromatograma (Figura 18), intervalos entre os 

mesmos e a limpeza da coluna. 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 
 

Tabela 23 - Frações obtidas por CLAE-DAD semi-preparativo de AT-03-F8. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

AT-03-F8-1 0 - 17,0 + entre picos 2,2  

AT-03-F8-2 17,3 0,9 S24 

AT-03-F8-3 33,4 1,3  

AT-03-F8-4 60,3 0,8  

AT-03-F8-5 limpeza 2,4  

Fonte: o autor. 

 

Figura 18 - Cromatograma em escala semi-preparativa por CLAE-DAD (coluna InertSustain C-18; 
ACN:H2O 12:88 v/v a 2,0 mL.min-1; 65 minutos) de AT-03-F8 (vermelho - 254 nm; azul - 210 nm e 

verde - 310 nm).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Todas as frações foram analisadas por RMN de 1H, sendo que a fração AT-03-F8-2 

forneceu a substância S24. 

 

3.2.3.1.2 Estudo da fração AT-03-F5 

 

A fração AT-03-F5 (8,0 mg) foi submetida a um fracionamento em CLAE-DAD semi-

preparativo, no equipamento Waters com detector de duplo comprimento de onda. Foi 

utilizada uma coluna C-18 CSC - Inertsil (250 x 9,4 mm; 5 μm; 150Å/ODS2), gradiente linear 
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de 10 a 30% ACN:H2O por 50 minutos e vazão de 2 mL.min-1. Foram coletadas 7 frações 

(Tabela 24) de acordo com os picos do cromatograma (Figura 19), intervalos entre os 

mesmos e a limpeza da coluna. 

 

Tabela 24 - Frações obtidas por CLAE-DAD semi-preparativo de AT-03-F5. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

AT-03-F5-1 0 - 14,0 1,0  

AT-03-F5-2 14,4 0,9 S25 

AT-03-F5-3 15,0 - 21,0 0,9  

AT-03-F5-4 21,4 1,2 S06 

AT-03-F5-5 22,0 - 32,0 0,8  

AT-03-F5-6 32,5 0,9  

AT-03-F5-7 33,0 - 62,0 1,1  

Fonte: o autor. 

 

Figura 19 - Cromatograma em escala semi-preparativa por CLAE-DAD (coluna C-18 CSC - Inertsil; 
gradiente 10 a 30% ACN:H2O v/v a 2 mL.min-1; 50 minutos) de AT-03-F5 (preto - 254 nm e cinza - 

210 nm).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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As frações foram analisadas por RMN de 1H, sendo que a fração AT-03-F5-2 forneceu 

a substância S25, enquanto a fração AT-03-F5-4 forneceu novamente a substância S06. 

 

O Esquema 11 representa o estudo realizado com o extrato bruto do fungo AT-03. 

 

Esquema 11 - Estudo do extrato bruto e frações do fungo endofítico AT-03. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

3.2.3.2 Estudo químico do fungo Hypoxylon sp. (AT-06) 

 

Parte do extrato bruto de AT-06 (470 mg) foi submetida a um fracionamento em 

coluna cromatográfica com Sephadex LH-20 (h = 1,30 m, Φ = 3,8 cm), utilizando como 

eluente uma solução de MeOH:CH2Cl2 8:2 v/v. Foram obtidas 110 subfrações de, 

aproximadamente, 10 mL cada, e estas foram agrupadas de acordo com suas semelhanças 

cromatográficas em 11 frações (Tabela 25). 
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Tabela 25 - Fracionamento em coluna de Sephadex LH-20 do extrato bruto de AT-06. 
Fração Subfrações Agrupadas Massa (mg) 

AT-06-F1 1 - 25 15,6 

AT-06-F2 26 - 28 9,1 

AT-06-F3 29 - 34 70,4 

AT-06-F4 35 - 36 44,3 

AT-06-F5 37 - 43 162,2 

AT-06-F6 44 - 48 71,5 

AT-06-F7 49 - 51 15,3 

AT-06-F8 52 - 57 22,3 

AT-06-F9 58 - 67 33,0 

AT-06-F10 68 - 80 7,1 

AT-06-F11 81 - 110 9,8 

Fonte: o autor. 

 

As frações foram analisadas por RMN de 1H e foram avaliadas frente à atividade 

antimicrobiana. A partir dos resultados obtidos, as frações AT-06-F8 e AT-06-F9 foram 

selecionadas para estudo. 

 

3.2.3.2.1 Estudo da fração AT-06-F8 

 

A fração AT-06-F8 ( 19 mg) foi submetida a uma separação por CLAE-DAD semi-

preparativo, no equipamento Waters com detector de duplo comprimento de onda.  Foi 

utilizada uma coluna C-18 InertSustain (250 x 10 mm; 5 μm), modo isocrático 

(acetonitrila:H2O 12:88 v/v) por  75 minutos e vazão de 2,0 mL.min-1. Foram coletadas 5 

frações (Tabela 26) de acordo com os picos do cromatograma (Figura 20), intervalos entre os 

mesmos e a limpeza da coluna. 
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Tabela 26 - Frações obtidas por CLAE-DAD semi-preparativo de AT-06-F8. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

AT-06-F8-1 0 - 61,0 6,5  

AT-06-F8-2 61,8 0,8  

AT-06-F8-3 65,1 1,9  

AT-06-F8-4 70,0 4,5 S26 

AT-06-F8-5 limpeza 4,0  

Fonte: o autor. 

 

Figura 20 - Cromatograma em escala semi-preparativa por CLAE-DAD (coluna InertSustain C-18; 
ACN:H2O 12:88 v/v a 2,0 mL.min-1; 75 minutos) de AT-06-F8 (preto - 210 nm; cinza - 254 nm).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

As frações foram analisadas por RMN de 1H, sendo que a fração AT-06-F8-4 forneceu 

forneceu a substância S26. 

 

 

 

S26 
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3.2.3.2.2 Estudo da fração AT-06-F9 

 

A fração AT-06-F9 (28 mg) foi submetida à CLAE-DAD semi-preparativo, no 

equipamento Waters com detector de duplo comprimento de onda. Foi utilizada uma coluna 

C-18 CSC - Inertsil (250 x 9,4 mm; 5 μm; 150Å/ODS2), gradiente linear de 5 a 50% 

ACN:H2O por 60 minutos e vazão de 2 mL.min-1. Foram coletadas 6 frações (Tabela 27) de 

acordo com os picos do cromatograma (Figura 21), intervalos entre os mesmos e a limpeza 

da coluna. 

 

Tabela 27 - Frações obtidas por CLAE-DAD semi-preparativo de AT-06-F9. 
Fração tR (min.) Massa (mg) Substância isolada 

AT-06-F9-1 0 - 9,0 4,0  

AT-06-F9-2 9,5 1,0  

AT-06-F9-3 23,7 1,4 S27 

AT-06-F9-4 29,9 8,3  

AT-06-F9-5 47,5 1,2 S17 

AT-06-F9-6 meios e limpeza 6,8  

Fonte: o autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



123 
 

Figura 21 - Cromatograma em escala semi-preparativa por CLAE-DAD (coluna C-18 CSC - Inertsil; 
gradiente 5 a 50% ACN:H2O  v/v a 2,0 mL.min-1; 60 minutos) de AT-06-F9 (preto - 254 nm; cinza - 

210 nm).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

As frações foram analisadas por RMN de 1H, sendo que a fração AT-06-F9-3 forneceu 

forneceu a substância S27, enquanto a fração AT-06-F9-5 forneceu novamente a substância 

S17. 

O Esquema 12 representa o estudo realizado com o extrato bruto e frações do fungo 

endofítico AT-06. 
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Esquema 12 - Estudo do extrato bruto e frações do fungo endofítico AT-06. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

  

3.2.4 Atividades Biológicas 

 

3.2.4.1 Avaliação da atividade antifúngica 

 

Estes ensaios foram realizados sob a supervisão da Drª. Maria Claudia Marx Young do 

Instituto de Botânica, SP. 

Os extratos brutos (40μg μL-1) e as frações (20 μg μL-1) foram eluídos em CCDC, 

utilizando como fase móvel CHCl3:MeOH em diferentes proporções:  

- AT-EB, AT-FH, PS-EB e PS-FH - CHCl3:MeOH 90:10; 

- AT-FAc e PS-FAc - CHCl3:MeOH 85:15; 

- AT-FBu, AT-FHm, PS-FBu e PS-FHm - CHCl3:MeOH 80:20; 

- extratos brutos dos fungos endofíticos em escala reduzida - CHCl3:MeOH 88:12; 

- extratos obtidos a partir da variação do meio de cultivo de AT-05  - CHCl3:MeOH 90:10; 

- extratos dos fungos AT-03, AT-06 e PS-01 obtidos em escala ampliada - CHCl3:MeOH 

90:10 

As cromatoplacas foram nebulizadas com solução de esporos do fungo fitopatogênico 

Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides (concentração de 5x107 

esporos mL-1, em solução de glicose e sais) (HOMANS; FUCHS, 1970; RAHALISON et al., 
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(15,3 mg)
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(162,2 mg)

AT-06-F10
(7,1 mg)

AT-06-F6
(71,5 mg)

AT-06-F4
(44,3 mg)

CC (Sephadex LH 20 – MeOH : DCM 8:2)
Massa utilizada: 470 mg

CLAE – DAD semi-prep. (C18)
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S27
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S17
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CLAE – DAD semi-prep. (C18)
Massa utilizada: 19 mg
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1994). As placas foram incubadas a 25º C por 48 horas, na ausência de luz. O padrão positivo 

utilizado para comparação foi a nistatina (1 μg). 

 

3.2.4.2 Avaliação da atividade anticolinesterásica 

 

A atividade anticolinesterásica foi detectada a partir da eluição dos extratos brutos 

(20μg.μL-1) e das frações (10μg.μL-1) em placas de sílica gel, utilizando as mesmas fases 

móveis descritas acima. Nestas cromatoplacas foram borrifadas uma solução da enzima 

acetilcolinesterase, e estas foram incubadas em câmara úmida fechada a 37ºC por 20 minutos. 

Após este período foi borrifada uma solução C (com 10 mL da solução A e 40 mL da solução 

B. Solução A: 250mg de acetato de 1-naftila em 100 mL de etanol. Solução B: 400mg do sal 

Fast Blue B em 160 mL de água destilada). Como padrão positivo foi utilizado o composto 

fisostigmina (0,05 μg mL-1) (MARSTON; KISSLING; HOSTETTMANN, 2002). Este ensaio 

também foi realizado sob a supervisão da Drª. Maria Claudia Marx Young do Instituto de 

Botânica, SP. 

 

3.2.4.3 Avaliação do potencial citotóxico 

 

O estudo citotóxico foi realizado pelo método do MTT (MOSMANN, 1983), que 

também é utilizado no programa de screening do National Cancer Institute dos Estados 

Unidos (NCI). As linhagens tumorais utilizadas, OVCAR-8 (carcinoma de ovário), HCT-116 

(adenocarcinoma de cólon humano), SF-295 (glioblastoma - humano) e MCF-7 

(adenocarcinoma de mama), foram cedidas pelo NCI e cultivadas em meio RPMI 1640, 

suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibióticos, mantidas em estufa a 37 

°C e atmosfera contendo 5% de CO2. 

As amostras foram diluídas em DMSO puro estéril. Os extratos foram testados na 

concentração única de 50µg.mL-1.  

As células foram plaqueadas na concentração de 0,1 x 106 cél.mL-1 para as linhagens 

OVCAR-8 e SF-295 e 0,7 x 105 cél.mL-1 para a linhagem HCT-116. As placas foram 

incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram 

centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados 150 µL da solução 

de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbância foi lida após 

dissolução do precipitado com 150 µL de DMSO puro em espectrofotômetro de placa a 595 
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nm. Os experimentos foram analisados segundo a média ± desvio padrão da média (DPM) da 

porcentagem de inibição do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism. 

 

3.2.4.4 Avaliação da atividade antimicrobiana (realizada durante estágio PDSE-CAPES na 

University of British Columbia - Department of Chemistry)  

 

A avaliação da atividade antimicrobiana foi realizada pelo ensaio de difusão em disco 

de papel (ANTONIO; MOLINSKI, 1993; DALISAY; SALUDES; MOLINSKI, 2011), sendo 

que os extratos brutos e frações de AT-03 e AT-06 foram testados frente aos patógenos 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); Escherichia coli (UBC 8161); Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina - MRSA (ATCC 33591); Bacillus subtilis (H344) e Candida 

albicans (ATCC 90028).  

5 mL de meio líquido Muller Hinton (MHB - Muller Hinton Broth) foi colocado em 

um tubo Falcon de 15 mL juntamente com um repique da placa de ágar Muller Hinton (MHA 

- Muller Hinton Agar) de cada patógeno. Estes foram incubados a 37ºC (ou 30ºC para B. 

subtilis) por 18 a 24 horas. Após o período de incubação, a suspensão celular de cada 

patógeno foi diluída (usando MHB) para uma concentração final de 1 x105 células/mL e 2,8 

x105 células/mL para C. albicans. Para verificar a concentração final foi feita a medida de 

densidade óptica (DO) a 600 nm de cada suspensão, sendo que um valor de DO de 0,0001 

equivale a 1 x105 células/mL. Em seguida, 5 a 7 mL da suspensão celular de cada patógeno 

foram distribuídos na superfície de placa de MHA seca, sendo que ao final o excesso de 

suspensão foi retirado.  

As amostras foram diluídas com metanol a uma concentração de 2 mg/mL. 20 uL de 

cada amostra foram colocados em um disco estéril (e poço da placa de 96 poços), tendo ao 

final uma concentração de 40 µg/disco. Após a completa secagem das amostras nos discos, 20 

uL de DMSO foi colocado em cada disco contendo as amostras, bem como em um disco 

limpo, como controle negativo. Como controle positivo foram utilizados os antibióticos 

polimixina B (30 ug/disco) para P. aeruginosa, E. coli, B. subtilis, rifamicina (10 ug/disco) 

para MRSA e o antifúngico anfotericina B (20 ug/disco) para C. albicans. 

Os discos contendo amostras, DMSO, antibióticos e antifúngico foram colocados na 

superfície da placa de cada patógeno, em seguida, as mesmas foram lacradas e incubadas a 

37ºC (ou 30ºC para B. subtilis) durante 18 a 24 horas. Após o período de incubação das 

placas, foi feita a medida do diâmetro (em mm) das zonas de inibição ao redor das amostras 

e/ou controles positivos e negativos. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 ESTUDO DAS ALGAS 

 

4.1.1 Avaliação do perfil químico do extrato bruto de Asparagospis taxiformis (AT-EB) 

 

O cromatograma de AT-EB (Figura 22) mostrou picos ao longo de todo o gradiente 

exploratório, indicando assim a presença de substâncias com diferentes polaridades no 

extrato.  O espectro de RMN de 1H (Figura 23) indicou diversidade estrutural das substâncias 

presentes, uma vez que é possível verificar sinais entre δH 0,8 e 7,5, sendo que os sinais na 

região de hidrogênios aromáticos (δH 6,0 e 7,4) foram pouco intensos, ao contrário dos sinais 

na região entre δH 3,4 e 4,4, região esta considerada característica de hidrogênios carbinólicos.  

 

Figura 22 - Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini 
C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos) de AT-EB (254 nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 20 30 40 min

0.0

1.0

2.0

3.0

mAU(x10)



128 
 

Figura 23 - Espectro de RMN de 1H de AT-EB (CD3OD, 300 MHz) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

4.1.2 Avaliação dos perfis químicos dos extratos brutos de P. spiralis em escala reduzida 

 

Os cromatogramas (Figura 24) de PS-EBL, PS-EBM e PS-EBN indicaram a presença 

de picos ao longo de todo o gradiente exploratório. Além disso, é possível verificar a 

semelhança entre os mesmos, ou seja, mesmo usando técnicas diferentes para a obtenção do 

extrato bruto, não houve variação significativa nos perfis.  

Os espectros de RMN de 1H (Figura 25) dos extratos brutos de P. spiralis 

evidenciaram, novamente, a semelhança entre os mesmos, com destaque para a presença dos 

sinais de hidrogênios carbinólicos (entre δH 3,4 e 4,0). 

Sendo assim, optou-se em obter o extrato bruto de P. spiralis em escala ampliada 

utilizando a terceira metodologia, na qual a amostra é congelada com nitrogênio líquido e 

moída, e posteriormente, extraída com metanol, pois esta apresentou bom rendimento, além 

de fácil manuseio e amplo uso em nosso grupo de pesquisa para trabalhos, principalmente 

com plantas. 
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Figura 24 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini 
C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1; 40 min.; 254 nm) de PS-EBL (azul), PS-EBM (verde) e 

PS-EBN (vermelho) 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fonte: o autor. 

 

Figura 25 - Espectros de RMN de 1H de PS-EBL (azul), PS-EBM (verde), PS-EBN (vermelho) 
(CD3OD, 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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A Figura 26 mostra o espectro de RMN de 1H do extrato bruto de P. spiralis em 

escala ampliada, no qual foi possível verificar maior quantidade de sinais do que no perfil do 

extrato bruto em escala reduzida, como por exemplo os sinais  entre δH 7,4 e 10,0. 

 

Figura 26 - Espectro e expansões de RMN de 1H do extrato bruto de P. spiralis em escala ampliada 
(DMSO-d6, 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

    

4.1.3 Avaliação dos perfis químicos das frações de A. taxiformis e P. spiralis em escala 

reduzida 

 

As Figuras 27 e 28 mostram os cromatogramas das frações de A. taxiformis obtidas 

pelas duas metodologias em escala reduzida. Ao comparar as frações AT-FH1 e AT-FH2, 

obtidas pelas metodologias 1 e 2 (Figura 27 - a), respectivamente, foi possível observar a 

semelhança de picos entre as mesmas, o mesmo ocorre quando comparamos as frações AT-

FAc e AT-FD (Figura 27 - b).  

Ao comparar as frações de maior polaridade, AT-FBu1 e AT-FBu2 (Figura 28 - a) e 

AT-FHm1, AT-FHm2 e AT-FAq (Figura 28 - b) também observamos que tratam-se de picos 

com tempos de retenção semelhantes, evidenciando a similaridade dos perfis químicos.  
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Figura 27 - Cromatogramas das frações de A. taxiformis (escala reduzida) em gradiente exploratório 
por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1, 40 min.; 254 

nm): 
 

a) Frações AT-FH1 (preto) e AT-FH2 (azul)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

Fonte: o autor. 

 

b) Frações AT-FAc (preto) e AT-FD (azul) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 28 - Cromatogramas das frações de A. taxiformis (escala reduzida) em gradiente exploratório 
por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1, 40 min.; 254 

nm): 
 

a) Frações AT-FBu1 (preto) e AT-FBu2 (azul) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

b) Frações AT-FHm1 (preto), AT-FHm2 (azul) e AT-FAq (vermelho) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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destacar a presença de sinais na região entre δH 6,0 e 6,8 na fração AT-FAc, sendo que estes 

não foram observados nas demais frações. 

 

Figura 29 - Espectros de RMN de 1H de AT-FH1 (roxo), AT-FH2 (azul), AT-FD (verde) (CDCl3, 
300 MHz) e AT-FAc (vermelho) (DMSO-d6, 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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A Figura 30 mostra os espectros de RMN de 1H das frações AT-FBu1 e AT-FBu2, 

obtidas pelas metodologias 1 e 2, respectivamente, sendo que estes apresentaram alta 

similaridade. Já os espectros das frações AT-Fm1, AT-FHm2 e AT-FAq (Figura 31) 

mostraram algumas diferenças, sendo que a fração AT-FHm1 apresentou sinais presentes 

tanto na fração AT-FHm2 quanto os presentes na fração AT-FAq.   

 

Figura 30 - Espectros de RMN de 1H de AT-FBu1 (azul) e AT-FBu2 (vermelho) (DMSO-d6, 300 
MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 31 - Espectros de RMN de 1H de AT-FHm1 (azul), AT-FHm2 (verde) e AT-FAq (vermelho) 
(DMSO-d6, 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

A partir da comparação dos cromatogramas (Figura 32 e 33) e espectros de RMN de 
1H (Figura 34, 35 e 36) das frações de P. spiralis obtidas pela metodologia 1, com as frações 

obtidas pela metodologia 2 e de polaridade similar foi possível verificar a semelhança entre as 

mesmas, assim como observado para as frações de A. taxiformis. Novamente, as frações PS-

FH1 e PS-FH2 se apresentaram muito semelhantes (Figura 32 - a e Figura 34), assim como 

as frações PS-FBu1 e PS-FBu2 (Figura 33 - a e Figura 35).  
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Figura 32 - Cromatogramas das frações de P. spiralis (escala reduzida) em gradiente exploratório por 
CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1, 40 min.; 254 

nm): 
 

a) Frações PS-FH1 (preto) e PS-FH2 (azul) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

b) Frações PS-FAc (preto) e PS-FD (azul) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 33 - Cromatogramas das frações de P. spiralis (escala reduzida) em gradiente exploratório por 
CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1, 40 min.; 254 

nm): 
 

a) Frações PS-FBu1 (preto) e PS-FBu2 (azul) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

b) Frações PS-FHm1 (preto), PS-FHm2 (vermelho) e PS-FAq (azul)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Além disso, foi possível verificar a semelhança da fração PS-FD com a fração PS-

FH1, como mostram seus espectros de RMN de 1H  (Figura 34), bem como da fração PS-

FHm1 com a fração PS-FAq (Figura 36). 
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Figura 34 - Espectros de RMN de 1H de PS-FH1 (roxo), PS-FH2 (azul), PS-FD (verde) (CDCl3, 300 
MHz) e PS-FAc (vermelho) (DMSO-d6, 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Figura 35 - Espectros de RMN de 1H de PS-FBu1 (azul) e PS-FBu2 (vermelho) (DMSO-d6, 300 MHz) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 36 - Espectros de RMN de 1H de PS-FHm1 (azul), PS-FHm2 (verde) e PS-FAq (vermelho) 
(DMSO-d6, 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Sendo assim, podemos afirmar que a metodologia 2 não modificou, melhorou ou 

aprimorou o fracionamento dos extrato brutos de A. taxiformis e de P. spiralis. Além disso, 

acrescentou etapas ao processo e utilizou solvente clorado (diclorometano), confirmando sua 

menor eficiência. 

Portanto, optou-se por realizar o fracionamento, em escala ampliada, dos extratos 

brutos das algas em estudo utilizando a metologia 1. 

 

4.1.4 Estudo das frações, em escala ampliada, de A. taxiformis e P. spiralis 

 

Após a obtenção das frações de A. taxiformis e P. spiralis em escala ampliada, as 

mesmas foram analisadas por CLAE-DAD, RMN de 1H e foram submetidas a ensaios 

biológicos. Os resultados obtidos orientaram a seleção das frações a serem estudadas, para as 

quais foram estabelecidas diferentes estratégias.  

 

 

 



140 
 

4.1.4.1 Estudo das frações AT-FH e PS-FH 

 

Como foi observado pelos cromatogramas das frações AT-FH (Figura 37) e PS-FH 

(Figura 38) as mesmas apresentaram compostos de menor polaridade, sendo que muitos 

picos cromatográficos foram observados ao final da corrida, após o gradiente linear utilizado, 

já na limpeza da coluna (entre 40 e 50 minutos).  

 

Figura 37 - Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini 
C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) de AT-FH (254 nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Figura 38 - Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini 
C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) de PS-FH (254 nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Estes resultados orientaram o uso de cromatografia gasosa para o estudo dessas 

frações. Durante o preparo das amostras foi realizada uma etapa de derivação (sililação), que 

consiste na substituição dos hidrogênios ativos presentes nos grupos –OH, -SH, –NH e –
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COOH dos metabólitos por grupos trimetilsilil (TMS) (Figura 39), de forma a obter-se 

derivados com menor polaridade, maior volatilidade e estabilidade térmica (PELLATTI; 

BENVENUTI, 2007).  

 

Figura 39 - Mecanismo para a reação de sililação (exemplificada para um álcool). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

As Figuras 40 e 41 apresentam os cromatogramas obtidos por CG-EM para as frações 

AT-FH e PS-FH, respectivamente.  

Os resultados das análises por CG-EM permitiram a identificação dos constituintes de 

AT-FH e PS-FH por meio de análise e comparação dos espectros de massas com dados das 

bibliotecas Wiley7 e Nist através do software GCMS solutions Ver. 2.5. Além disso, foram 

calculados os índices de retenção (IRcalc.) de acordo com a equação de Van den Dool and 

Kratz (1), utilizada em análises com variação de temperatura (rampa de temperatura ou 

temperatura programada), e que leva em consideração o tempo de retenção da substância de 

interesse (tRx) e os tempos de retenção de hidrocarbonetos de referência (C8-C20; n=2) que 

eluem antes (tRz) e após (tR(z+1)) esta substância (TOMAZ, 2011). Estes foram comparados 

com os índices de retenção descritos na literatura (IRlit.) (Tabelas 28 e 29).  
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Para a comparação dos índices de retenção é necessário verificar ainda as colunas e 

variações de temperatura utilizadas, sendo que para as análises das frações AT-FH e PS-FH 

foi utilizada uma coluna Supelco SPB-5 (5% fenil polimetilsiloxano) de 30 m x 0,25 mm x 

0,25 μm e uma rampa de temperatura de 3ºC.min-1, iniciando em 140ºC e terminando em 

320ºC (60 minutos).  
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Figura 40 - Cromatograma, obtido por CG-EM, de AT-FH. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: o autor. 

 
Figura 41 - Cromatograma, obtido por CG-EM, de PS-FH. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: o autor. 
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Tabela 28 - Identificação das substâncias presentes em AT-FH por CG-EM e comparação dos índices de retenção calculados com os da literatura*. 

Pico tR (min) IR calc. IR lit. Substância Similaridade 

3 12,15 1695 - heptadecano 96% 

4 12,86 1719 1726 Tetradecanoato de metila 95% 

5 16,26 1832 1837 Neofitadieno 89% 

6 16,63 1844 1844 Ácido tetradecanóico (TMS) 94% 

7 18,32 1899 1912 (Z)-9-hexadecenoato de metila 90% 

8 19,02 1922 1926 Hexadecanoato de metila 95% 

11 21,99 2019 2022 Ácido palmitoléico (TMS) 95% 

13 22,70 2042 2047 Ácido hexadecanóico (TMS) 96% 

14 24,26 2094 2104 (Z)-6-octadecenoato de metila 85% 

17 26,43 2169 2181 Fitol (TMS) 88% 

18 27,65 2211 2215 Ácido trans-9-octadecenóico (TMS) 92% 

20 28,48 2240 2248/2243 Ácido octadecanóico (TMS) 88% 

25 31,71 2356 2359 Ácido araquidônico (TMS) 88% 

26 31,88 2362 2380 Ácido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenóico (TMS) 91% 

27 37,7 2585 2606 1-Monopalmitin (TMS) ou palmitato de α-glicerila (TMS) 90% 

28 49,72 3108 3120 Colesterol (TMS) 97% 

*Literatura: Web Nist: http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html; TMS - grupo trimetilsilil. 

Fonte: o autor. 
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Tabela 29 - Identificação das substâncias encontradas em PS-FH por CG-EM e comparação dos índices de retenção calculados com os da literatura*. 

Pico TR (min) IRcalc. IR lit. Substância Similaridade 

1 8,12 1544 1546** Ácido 2,3,4-triiidroxi-butírico (TMS) ou ácido treônico (TMS) 93% 

3 11,79 1682 1682 1-heptadeceno 95% 

4 12,17 1696 - n-hexadecano 93% 

5 13,99 1757 1744 Ácido α-glicerofosfórico (TMS) 89% 

7 15,70 1814 1814 Ácido cítrico - TMS 90% 

8 19,04 1923 1926 Hexadecanoato de metila  94% 

11 22,01 2020 - Scyllo inositol (TMS) 94% 

12 22,72 2043 2047 Ácido hexadecanóico (TMS) 96% 

13 26,46 2170 2181 Fitol (TMS) 91% 

14 27,67 2211 2215 Ácido trans-9-Octadecenóico (TMS) 89% 

18 28,59 2244 - 2-O-Glicerol-α-D-galactopiranosídeo (TMS) 90% 

19 31,74 2357 2359 Ácido araquidônico (TMS) 91% 

20 31,91 2364 2380 Ácido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenóico (TMS) 91% 

25 37,74 2587 2606 1-Monopalmitin (TMS) ou palmitato de α-glicerila (TMS) 85% 

30 49,75 3110 3120 Colesterol (TMS) 96% 

42 64,29 3875 3894 1,2-dipalmitato de glicerila 86% 

*Literatura: Web Nist: http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html; **Literatura: Golm Metabolome Database: http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ 

TMS - grupo trimetilsilil. 

Fonte: o autor. 
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Foram identificadas 16 substâncias para AT-FH e 16 para PS-FH, sendo que ambas 

apresentaram ácido graxos como ácido hexadecanóico, ácido trans-9-octadecenóico ou 

elaídico (18:1, n-9), ácido araquidônico (20:4, n-6) e o ácido eicosapentaenóico (20:5, n-3) e, 

ainda, fitol, colesterol e palmitato de α-glicerila. AT-FH apresentou também os ácidos 

tetradecanóico (C-14:0) e octadecanóico (C-18:0). Já PS-FH apresentou os ácidos treônico e 

cítrico. 

O estudo realizado por Kumari et al. (2013) evidenciou que as macroalgas apresentam 

baixa concentração de ácidos graxos. No entanto, ácidos graxos poli-insaturados (AGPI), 

incluindo os ácidos graxos poli-insaturados ω3 estavam presentes em quantidades 

significativas. Os  AGPIs ω3 apresentam atividades anti-inflamatória, anti-trombótica e anti-

arritmia e apresentam uma importância particular, pois não podem ser sintetizados pelos 

humanos, sendo então, obtidos pela dieta.  

Sendo assim, as algas A. taxiformis e P. spiralis destacam-se como possíveis fontes de 

AGPIs, com destaque para o ácido eicosapentaenóico, por ser um AGPI ω3, que apresenta 

benefícios relevantes para a saúde humana. 

 

4.1.4.2 Estudo da fração AT-FAc 

 

Após a análise do perfil químico obtido por CLAE-DAD da fração AT-FAc, optou-se 

por fracioná-la em coluna de C-18, utilizando como eluente diferentes proporções de 

MeOH:H2O. Em seguida, as frações foram analisadas por CLAE-DAD e RMN de 1H e a 

fração AT-FAc-F1 foi selecionada para fracionamento por CLAE-DAD preparativa, obtendo-

se as substâncias S01 e S02. Seus espectros no UV-Vis estão apresentados na Figura 42. 

As comparações dos seus espectros no UV-Vis e dos dados de RMN com os dados 

descritos na literatura (YUAN, J. et al., 2008; YUAN, Z. et al., 2008;  GATLIN; DAVIS, 

1962;  JONES et al., 1970) permitiram a elucidação estrutural de S01 e S02 como sendo os 

nucleosídeos uridina e timidina, respectivamente. 
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Figura 42 - Espectros no UV-Vis das substâncias: a) S01(25% MeOH:75% H2O) e b) S02 (35,6% 
MeOH:64,4% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.4.2.1 Elucidação estrutural de S01 

 

O espectro no UV-Vis de S01 (Figura 42 - a) apresentou banda de absorção máxima 

em 261 nm e, de acordo, com Yuan, J. et al. (2008) essa é compatível com a estrutura da 

uridina (λmáx. 261,5 nm).  

O espectro de RMN de 1H de S01 (Figura 43) apresentou dubletos em δH 8,00 (1H) e 

δH 5,72 (1H), com constantes de acoplamento de 8,4 Hz, pois acoplam entre si e são 

referentes aos hidrogênios nas posições 6 e 5, respectivamente, e um dubleto em δH 5,90 (1H) 

referente ao hidrogênio 1' da unidade de ribose com constante de acoplamento de 4,8 Hz, uma 

vez que acopla com H-2' (δH 4,19; dd; J2'-1' = 4,8 e J2'-3' = 4,8 Hz; 1H) da unidade de ribose.  
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O mapa de contornos COSY (Figura 44) mostrou correlações entre H-5 e H-6, bem 

como correlações entre os hidrogênios da unidade de ribose, H-1' com H-2' e H-3' (δH 4,15; 

dd; J3'-2' = 4,8 e J3'-4' = 4,8 Hz; 1H); H-4' (δH 4,02; m; 1H) com H-3', H-5'a (δH 3,84; dd; J5'a-4' 

= 2,4 e J5'a-5'b = 12,3 Hz; 1H) e H-5'b (δH 3,74; dd; J5'b- 4' = 3,0 e J5'b-5'a = 12,3 Hz; 1H).  

A partir do mapa de contornos HSQC (Figura 45) foi possível verificar sinais de 

carbonos metínicos (representados em azul) em δC 142,6 (C-6), 102,4 (C-5), 90,4 (C-1'), 86,1 

(C-4'), 75,4 (C-2') e 71,0 (C-3') e um sinal de carbono metilênico (representado em vermelho) 

em δC 61,9 (C-5'). 

No mapa de contornos HMBC (Figura 46) destacam-se as correlações do H-1' com o 

sinal de carbono quaternário em δC 152,6, referente ao C-2 e com o sinal de carbono metínico 

em δC 142,8 atribuído ao C-6, confirmando assim a ligação da unidade glicosídica à base 

nitrogenada. E ainda, foi observada a correlação do H-6 com o sinal de carbono quaternário 

em δC 166,4, referente ao C-4. 

 



149 
 

NH

O

ON

O

OHOH

HH

HH

HO

1
2

4

6

1'4'

H

H

Figura 43 - Espectro de RMN de 1H de S01 (CD3OD; 600 MHz) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Fonte: o autor. 
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Figura 45 - Mapa de contornos HSQC de S01 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 46 - Mapa de contornos HMBC de S01 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Os dados espectrais da substância S01 e sua comparação com os dados da literatura 

para a uridina (YUAN, Z. et al., 2008; JONES et al., 1970) estão descritos  na Tabela 30. 

 

Tabela 30 - Dados de RMN de 1H e 13C para S01 e para a uridina. 
 S01a Uridina 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH
b 

δC
c 

2 - 152,6 - 151,9 

4 - 166,4 - 164,3 

5 5,72 (d; 8,4) 102,4 5,63 (d; 8,0) 102,7 

6 8,00 (d; 8,4) 142,6 7,87 (d; 8,0) 141,7 

1' 5,90 (d; 4,8) 90,4 5,76 (d; 5,5) 88,7 

2' 4,19 (dd; 4,8; 4,8) 75,4 4,0 (m) 70,7 

3' 4,15 (dd; 4,8; 4,8) 71,0 3,95 (m) 74,5 

4' 4,02 (m) 86,1 3,82 (m) 85,6 

5' 3,84 (dd; 2,4; 12,3) 
61,9 

3,61 (d; 11,5) 
61,8 

 3,74 (dd; 3,0; 12,3) 3,53 (d; 11,0) 
a δ-ppm; 600 e 125 MHz; CD3OD; b δ-ppm; 500 MHz; DMSO-d6 (YUAN, Z. et al., 2008); c δ-ppm; 
15,1 MHz; DMSO-d6 (JONES et al., 1970). 

Fonte: o autor. 

 

Os sinais de carbono para C-2' e C-3' descritos na literatura são δC 70,7 e 74,5, 

respectivamente, ou seja, estão invertidos quando comparados com os valores observados 

para S01. Porém, é fácil comprovar que os valores de C-2' e C-3' corretos são aqueles 

apresentados para S01, já que o sinal de H-3' apresentou correlação com o sinal C-5' no mapa 

de contornos HMBC. 

 

4.1.4.2.2 Elucidação estrutural de S02 

 

A partir do espectro no UV-Vis de S02 (Figura 42 - b) foi possível observar banda de 

absorção máxima em 266 nm, sendo que na literatura (YUAN, J. et al., 2008) o valor descrito 

para a banda de absorção da timidina é λmáx. 267,4 nm. 

O espectro de RMN de 1H de S02 ( Figura 47) apresentou algumas diferenças quando 

comparado ao espectro de RMN de 1H de S01, como a presença de singletos em δH 7,81 (1H, 

H-6) e em δH 1,88 (3H, 5-CH3) e de um multipleto em δH 2,22 (2H; H-2'). O último 

apresentou correlação no mapa de contornos COSY (Figura 48) com o multipleto em δH 4,41 
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(1H; H-3') e com o tripleto em δH 6,28 (J2'-1' = 6,6 Hz; 1H; H-1'), indicando a presença de uma 

unidade de desoxirribose. 

No mapa de contornos HSQC (Figura 49) foi possível verificar sinais de carbonos 

metínicos (representados em azul) em δC 138,0 (C-6), 88,4 (C-4'), 85,9 (C-1') e 71,8 (C-3'), 

sinais de carbono metilênicos (representado em vermelho) em δC 62,4 (C-5') e em δC 40,7 (C-

2'), e ainda, um sinal de carbono metílico (também representado em azul) em δC 12,2 (5-CH3). 

No mapa de contornos HMBC (Figura 50) foram observadas as correlações do 5-CH3 

com os sinais de carbonos quaternários em δC 166,4 (C-4) e 111,5 (C-5) e, ainda, correlações 

que confirmaram a ligação da unidade de ribose à base nitrogenada, como aquelas entre os 

sinais de H-1' e os sinais em δC 152,2 (C-2) e 138,0 (C-6). 
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Figura 47 - Espectro de RMN de 1H de S02 (CD3OD; 600 MHz) 
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Figura 48 - Mapa de contornos COSY de S02 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

S02 



157 
 

Figura 49 - Mapa de contornos HSQC de S02 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 
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Figura 50 - Mapa de contornos HMBC de S02 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Os dados espectrais de S02 e da timidina (GATLIN; DAVIS, 1962; JONES et al., 

1970) estão descritos na Tabela 31. 

 

Tabela 31 - Dados de RMN de 1H e 13C para S02 e para a timidina. 
 S02a Timidina 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz)b 
δC

c 

2 - 152,2 - 151,1 

4 - 166,4 - 164,4 

5 - 111,5 - 110,1 

6 7,81 (s) 138,0 8,07 136,9 

1' 6,28 (t; 6,6) 85,9 6,55 84,7 

2' 2,22 (m) 40,7 2,46 40,0 

3' 4,41 (m) 71,8 4,66 71,8 

4' 3,91 (m) 88,4 4,16 88,0 

5' 3,73 (dd; 3,0; 12,0) 
62,4 

4,06 
62,0 

 3,84 (dd; 3,0; 12,0)  

5-CH3 1,88 (s) 12,2 2,14 12,9 
a δ-ppm; 600 e 125 MHz; CD3OD; b δ-ppm; 60 MHz; DMSO-d6 (GATLIN; DAVIS, 1962); c δ-ppm; 
15,1 MHz; DMSO-d6 (JONES et al., 1970) 

Fonte: o autor. 

 

4.1.4.3 Estudo da fração PS-FHm 

 

Após a análise do perfil químico obtido por CLAE-DAD da fração PS-FHm, a mesma 

foi submetida a um fracionamento em coluna de C-18, utilizando como eluente diferentes 

proporções de MeOH:H2O, obtendo-se 3 novas frações. 

A partir da análise dos perfis químicos obtidos para estas novas frações, a fração PS-

FHm-F1 foi selecionada para purificação por CLAE-DAD preparativa, obtendo-se, 

novamente a substância S01 e a substância S03. Seus espectros no UV-Vis estão apresentados 

na Figura 51 e, é possível verificar a presença de uma banda em 334 nm, indicando que as 

substâncias se encontram em mistura, já que no espectro no UV-Vis da substância S01 isolada 

da fração AT-FAc-F1, não existia tal banda. 
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Figura 51 - Espectros no UV-Vis das substâncias: a) S01 (23,9% MeOH:76,1% H2O) e b) S03 
(28,9% MeOH:71,1% H2O).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

A Figura 52 apresenta o espectro de RMN de 1H da fração PS-FHm1-F1, no qual foi 

possível identificar sinais em δH 7,88 (d; J6-5 = 7,8Hz; 1H; H-6),  5,77 (d; J1'-2' = 5,4 Hz; 1H; 

H-1') e 5,64 (d; J5-6 = 7,8 Hz; 1H; H-5), sendo que estes são característicos da uridina (S01 -

Tabela 30) (YUAN, Z. et al., 2008; JONES et al., 1970). 
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Figura 52 - Espectro de RMN de 1H da subfração PS-FHm-F1-6 e identificação de S01 (DMSO-d6; 600 MHz) 
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4.1.4.3.1 Elucidação Estrutural de S03 

 

As análises dos dados de RMN e comparações com dados da literatura (STOLARSKI; 

DUDYCZ; SHUGAR, 1980; JONES et al., 1970), bem como comparações com as 

substâncias anteriormente isoladas, permitiram a identificação da substância S03 como outro 

nucleosídeo, a inosina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Seu espectro no UV-Vis apresentou a banda de absorção máxima em 248 nm que é 

característica da inosina (λmáx. 248,5 nm - YUAN, J. et al., 2008a). 

O espectro de RMN de 1H (Figura 53) de S03 apresentou singletos em δH 7,98 (1H) e 

em δH 8,18 (1H), que foram atribuídos aos hidrogênios H-2 e H-8, respectivamente. 

Verificou-se também a presença de um dubleto em δH 5,81 (J1'-2' = 6,6 Hz; 1H), referente ao 

hidrogênio 1' da unidade de ribose, que foi confirmada pelo mapa de contornos COSY 

(Figura 54), já que foram observadas correlações entre os hidrogênios H-1' e H-2' (δH 4,54; tl; 

1H), H-2' e H-3' (δH 4,12; tl; 1H), e entre H-4' (δH 3,94; dd; J4'-3' = 3,6 e J4'-5' = 6,6 Hz; 1H), e 

H-5'a (δH 3,65;  m; 1H),  e H-5'b (δH 3,55; m; 1H).  

No mapa de contornos HSQC (Figura 55) foi possível verificar sinais de carbonos 

metínicos (representados em azul) em δC 146,7 (C-2), 137,6 (C-8), 87,5 (C-1'), 85,6 (C-4'), 

73,7 (C-2') e 70,3 (C-3') e um sinal de carbono metilênico (representado em vermelho) em δC 

61,3 (C-5'). 

No mapa de contornos HMBC (Figura 56) foram observadas as correlações entre H-2 

e os sinais de carbonos quaternários em δC 148,5 e 158,2, referentes a C-4 e C-6, 

respectivamente, e  correlações entre H-8 e C-4 e com o sinal em δC 124,8, atribuído ao C-5, 

confirmando que a base nitrogenada deste nucleosídeo é a timina. Já a ligação desta base com 

a unidade glicosídica foi confirmada através das correlações de H-1' com C-4 e C-8. 
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Figura 53 - Espectro de RMN de 1H da subfração PS-FHm-F1-9 e identificação de S03 (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 54 - Mapa de contornos COSY da subfração PS-FHm-F1-9 e identificação de S03 (DMSO-d6; 600 MHz) 
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Figura 55 - Mapa de contornos HSQC da subfração PS-FHm-F1-9 e identificação de S03 (DMSO-d6; 600 MHz) 
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Figura 56 - Mapa de contornos HMBC da subfração PS-FHm-F1-9 e identificação de S03 (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Os dados espectrais da substância S03 e sua comparação com a inosina (STOLARSKI; 

DUDYCZ; SHUGAR, 1980; JONES et al., 1970) estão descritos  na Tabela 32. 

 

Tabela 32 - Dados de RMN de 1H e 13C para S03 e para a inosina. 
 S03a Inosina 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (J em Hz)b 
δC

c 

2 7,98 (s) 146,7 8,05 (s) 148,7 

4 - 148,5 - 146,5 

5 - 124,8 - 125,0 

6 - 158,2 - 157,2 

8 8,18 (s) 137,6 8,31 139,4 

1' 5,81 (d; 6,6) 87,5 5,88 (5,7) 88,4 

2' 4,54 (tl) 73,7 4,49 (5,0) 70,9 

3' 4,12 (tl) 70,3 4,14 (3,3) 74,8 

4' 3,94 (dd; 3,6; 6,6) 85,6 3,86 (3,3; 4,0) 86,3 

5' 3,65 (m) 
61,3 

3,61 (12,0) 
61,9 

 3,55 (m) 3,53 (12,0) 
a δ-ppm; 600 e 125 MHz; DMSO-d6; 

b δ-ppm; DMSO-d6 (STOLARSKI, 1980); c δ-ppm; 15,1 MHz; 
DMSO-d6 (JONES, 1970). 

Fonte: o autor. 

 

Assim como em S01, os sinais de carbono para C-2' e C-3' descritos na literatura 

estão invertidos quando comparados com os valores observados para S03. Provavelmente a 

atribuição dos sinais ficou comprometida, uma vez que foi utilizado um equipamento pouco 

sensível (15,1 MHz para 13C) quando comparado com o equipamento utilizado para obtenção 

dos espectros de S01 e S03 (150 MHz para 13C). 

 

Os nucleosídeos e nucleotídeos já foram isolados e/ou identificados em algas, 

principalmente em algas pardas (CAO et al., 2014) e em algumas algas vermelhas, como 

Gymnogongrus flabelliformis Harv. (YUAN, Z. et al., 2008) e Pyropia perforata (SU; 

HASSID, 1962). 

Os nucleosídeos e seus análogos possuem diversas atividades biológicas, como 

anticancerígena, anti-agregação plaquetária e antioxidante, além de desempenharem funções 

de regulação e modulação de processos fisiológicos em nosso organismo (CAO et al., 2014; 

IYÚ et al., 2011; SENANAYAKE; WARREN; VINOGRADOV, 2011; SPANOU et al., 
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2007). Chen, T. et al. (2000) revelaram, ainda, que a ingestão da mistura nucleosídeo-

nucleotídeo pode prevenir a perda de memória. 

  

4.1.4.4 Estudo das demais frações 

 

As demais frações (AT-FBu; AT-FHm, PS-FAc e PS-FBu) não foram estudadas mais 

detalhadamente como as frações AT-FAc e PS-FHm, pois as análises dos seus cromatogramas 

indicaram a presença de nucleosídeos, como podemos observar a seguir.  

A Figura 57 mostra o cromatograma em gradiente exploratório da fração AT-FBu e 

os espectros no UV-Vis das substâncias associadas aos picos cromatográficos em 6,7 e 10,4 

min., evidenciando a semelhança com os espectros no UV-Vis das substâncias S01 e S02 

(uridina e timidina, respectivamente).  
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Figura 57 - a) Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex 
Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) de AT-FBu (254 
nm); b) Espectro no UV-Vis da substância associada ao pico cromatográfico em 6,7 min; c) Espectro 

no UV-Vis da substância associada ao pico cromatográfico em 10,4 min. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

A Figura 58 mostra o cromatograma em gradiente exploratório da fração AT-FHm e 

os espectros no UV-Vis das substâncias associadas aos picos cromatográficos em 6,7 e 8,9 

min., sendo que é possível observar a semelhança com os espectros no UV-Vis das 

substâncias S01 e S03 (uridina e inosina, respectivamente).  
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Figura 58 - Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini 
C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) de AT-FHm (254 nm);  b) 
Espectro no UV-Vis da substância associada ao pico cromatográfico em 6,7 min; c) Espectro no UV-

Vis da substância associada ao pico cromatográfico em 8,9 min. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

A partir do cromatograma da fração PS-FAc foi possível verificar um pico 

cromatográfico em 6,6 min. e que apresentou uma banda de absorção máxima no espectro no 

UV-Vis em 259 nm (Figura 59) que, de acordo com Yuan, J. et al. (2008), é característica 

tanto da uracila (λmáx. 259,1 nm) como da adenosina (259,1 nm). Já a substância associada ao 

pico cromatográfico em 8,8 min. apresentou um espectro no UV-Vis semelhante a substância 

S03 (inosina).  
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Figura 59 - Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini 
C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) de PS-FAc (254 nm);  b) 

Espectro no UV-Vis da substância associada ao pico cromatográfico em 6,6 min; c) Espectro no UV-
Vis da substância associada ao pico cromatográfico em 8,8 min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

A Figura 60 apresenta o cromatograma em gradiente exploratório da fração PS-FBu e 

os espectros no UV-Vis das substâncias associadas aos picos cromatográficos em 6,5 e 8,6 

min., sendo que é possível verificar as semelhanças com os espectros no UV-Vis obtidos para 

as substâncias associadas aos picos cromatográficos da fração PS-FAc e da substância S03.  
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Figura 60 - Cromatograma em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini 
C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) de PS-FBu (254 nm);  b) 
Espectro no UV-Vis da substância associada ao pico cromatográfico em 6,5 min; c) Espectro no UV-

Vis da substância associada ao do pico cromatográfico em 8,6 min. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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4.1.5 Avaliação das atividades biológicas dos extratos e frações das algas A. taxiformis e 

P. spiralis  

 

4.1.5.1 Atividades antifúngica e anticolinesterásica 

 

A Tabela 33 mostra os resultados obtidos para a atividade antifúngica e 

anticolinesterásica dos extratos brutos e frações das algas A. taxiformis e P. spiralis. Podemos 

observar que apenas a fração AT-FAc apresentou fraca atividade antifúngica, enquanto a 

fração PS-FH apresentou fraca atividade anticolinesterásica. 

 

Tabela 33 - Atividade antifúngica e anticolinesterásica dos extratos brutos e frações de A. taxiformis e 

P. spiralis
a. 

 Atividade antifúngica Atividade anticolinesterásica 

Amostra Atividade Rf Atividade Rf 

AT-EB - - - - 

AT-FH - - - - 

AT-FAc - - - - 

AT-FBu - - - - 

AT-FHm - - - - 

PS- EB - - - - 

PS- FH - - * 0,28 

PS-FAc * 0,95 - - 

PS- FBu - - - - 

PS-FHm - - - - 

Padrão *** Origem *** 0,80 
a os valores indicam os fatores de retenção em CCD; *atividade fraca/ **atividade moderada/ 

***atividade forte 

Fonte: o autor. 

 

4.1.5.2 Potencial citotóxico 

 

O potencial citotóxico in vitro dos extratos e frações das algas foi realizado pelo 

método do MTT contra três linhagens de células tumorais: OVCAR-8 (carcinoma de ovário), 

HCT-116 (adenocarcinoma de cólon humano) e SF-295 (glioblastoma - humano).  
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O método do MTT é um método rápido, sensível, barato e tem a capacidade de 

analisar a viabilidade e o estado metabólico da célula. É uma análise colorimétrica baseada na 

conversão do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em 

azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células 

metabolicamente ativas. O estudo citotóxico pelo método do MTT permite definir facilmente 

a citotoxicidade, mas não o mecanismo de ação (BERRIDGE, 1996). 

A Tabela 34 apresenta os resultados obtidos para as amostras testadas. Uma escala de 

intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotóxico: amostras sem atividade (SA), com 

pouca atividade (PA, inibição de crescimento celular variando de 1 a 50%), com atividade 

moderada (MO, inibição de crescimento celular variando de 50 a 75%) e com muita atividade 

(MA, inibição de crescimento variando de 75 a 100%) (ALMEIDA, 2014). 

 

Tabela 34 - Potencial citotóxico dos extratos brutos e frações de A. taxiformis e P. spiralis. 

Amostra HCT-116 OVCAR-8 SF-295 

 GI% (média) SD (%) GI% (média) SD (%) GI% (média) SD (%) 

AT-EB 2,3 1,38 15,2 7,84 37,4 2,28 

AT-FH 6,7 17,98 51,2 17,01 52,9 19,02 

AT-FAc 47,4 25,79 34,7 18,27 47,3 10,77 

AT-FBu 19,6 30,42 31,5 13,35 62,9 3,50 

AT-FHm 9,9 42,80 4,4 8,17 48,0 1,03 

PS- EB 31,5 15,83 45,3 10,70 46,4 13,10 

PS- FH 13,5 5,60 47,1 1,40 59,8 8,30 

PS-FAc 5,8 26,07 18,5 3,45 44,5 0,28 

PS- FBu 16,2 4,36 45,1 10,10 70,7 2,52 

PS-FHm 43,4 14,38 15,5 16,08 55,9 18,42 

Fonte: o autor. 

 

Sendo assim, os extratos e frações de A. taxiformis e P. spiralis apresentaram atividade 

citotóxica de moderada a fraca. Os melhores resultados foram obtidos para as frações AT-FH, 

AT-FBu, PS-FH e PS-FBu, que apresentaram atividade moderada frente à linhagem de 

glioblastoma humano, sendo que a porcentagem de inibição da PS-FBu foi de 70,7%. 
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4.2 ESTUDO DOS FUNGOS ENDOFÍTICOS ISOLADOS DAS ALGAS A. taxiformis E P. 

spiralis 

 

Como descrito na seção 3.2.2.1, foi possível isolar 7 linhagens de fungos endofíticos 

(AT-01 – AT-07) da alga A. taxiformis e 3 linhagens (PS-01 – PS-03) da alga P. spiralis. Os 

extratos brutos obtidos a partir do crescimento dessas linhagens em meio líquido foram 

avaliados quanto ao seus perfis químicos e biológicos. 

 

4.2.1 Avaliação dos perfis químicos dos extratos brutos dos fungos endofíticos de A. 

taxiformis e P. spiralis 

 

Os perfis químicos, obtidos por CLAE-DAD, dos extratos dos fungos endofíticos de 

A. taxiformis estão apresentados nas Figuras 61 e 62 e dos fungos endofíticos de P. spiralis 

na Figura 63. Vale destacar os perfis dos extratos dos fungos AT-03 (Figura 61 - c) e AT-06 

(Figura 62 - b), que apresentaram um número maior de picos intensos, enquanto os demais 

apresentaram poucos picos intensos, como é o caso do perfil químico dos fungos AT-05 

(Figura 62 - a), PS-01, PS-02 e PS-03 (Figura 63 - a, b e c). A presença de poucos picos 

intensos pode estar relacionado a pouca massa obtida dos extratos, já que se trata de uma 

produção em escala reduzida, ou ainda, ser uma característica da produção metabólica do 

fungo. 
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Figura 61 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1; 40 min; 254 
nm) dos extratos brutos dos fungos endofíticos isolados de A. taxiformis: a) AT-01; b) AT-02; c) AT-03 e d) AT-04. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 62 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1; 40 min; 254 
nm) dos extratos brutos dos fungos endofíticos isolados de A. taxiformis: a) AT-05; b) AT-06 e c) AT-07. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 63 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1; 40 min; 254 
nm) dos extratos brutos dos fungos endofíticos isolados de P. spiralis: a) PS-01; b) PS-02 e c) PS-03. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Ao analisar os espectros de RMN de 1H dos extratos dos fungos (Figura 64, 65 e 66) é 

possível verificar a presença de sinais na região entre 6 e 8 ppm em todos os espectros, assim 

como a presença de sinais na região de hidrogênios metílicos (entre 0,8 a 1,5 ppm).  

Além disso, o espectro de RMN de 1H do extrato bruto de AT-01 (Figura 64) mostrou 

a presença do ácido 3-nitropropiônico (S04) como constituinte majoritário. Esta substância 

apresenta sinais característicos em δH 2,88 (t, J2-3 = 6,0 Hz; H-2) e δH 4,70 (t, J3-2 = 6,0 Hz; H-

3) (FLORES et al., 2013) e é encontrada em diversos fungos endofíticos de plantas 

(CHOMCHEON et al., 2005), enquanto de fungos de origem marinha, já foi isolada de 

Humicola fuscoatra, associado a uma colônia de ascídias coletadas no arquipélago de Kuril 

(SMETANINA et al., 2004). E ainda, estudos mostraram que este composto apresenta 

atividade antibacteriana (FLORES et al., 2013; CHOMCHEON et al., 2005; SMETANINA et 

al., 2004). 
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Figura 64 - Espectros de RMN de 1H de AT-01 (roxo), AT-02 (azul), AT-03 (verde) e AT-04 (vermelho) (DMSO-d6, 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 65 - Espectros de RMN de 1H de AT-05 (azul), AT-06 (verde) e AT-07 (vermelho) (DMSO-d6, 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 66 - Espectros de RMN de 1H de PS-01 (azul), PS-02 (verde) e PS-03 (vermelho) (DMSO-d6, 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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4.2.2 Avaliação das atividades biológicas dos extratos brutos dos fungos endofíticos de A. 

taxiformis e P. spiralis  

 

4.2.2.1 Atividades antifúngica e anticolinesterásica 

 

Os resultados das atividades antifúngica e anticolinesterásica dos extratos brutos dos 

fungos endofíticos estão descritos na Tabela 35. Pode-se verificar que todos os extratos 

apresentaram potencial antifúngico frente ao fungo fitopatogênico Cladosporium 

sphaerospermum, sendo que os fungos AT-01, AT-07, PS-01, PS-02 e PS-03 mostraram forte 

atividade. No entanto, estes mesmos extratos não demonstraram resultados significativos para 

o ensaio anticolinesterásico, sendo que apenas o fungo AT-05 mostrou fraca atividade. 

 

Tabela 35 - Atividade antifúngica e anticolinesterásica dos extratos brutos dos fungos endofíticos de 
A. taxiformis e P. spiralis

a. 
 Atividade antifúngica Atividade anticolinesterásica 

Amostra Atividade Rf Atividade Rf 

AT-01 ***/*** 0,47/0,92 - - 

AT-02 *** 0,53 - - 

AT-03 **/** 0,51/0,74 - - 

AT-04 *  - - 

AT-05 * 0,4 * RASTRO 

AT-06 ** 0,51 - - 

AT-07 *** 0,49 - - 

PS-01 *** 0,51 - - 

PS-02 *** 0,51 - - 

PS-03 *** 0,55 - - 

Padrão *** Origem *** 0,50 
a os valores indicam os fatores de retenção em CCD; *atividade fraca/ **atividade moderada/ 

***atividade forte 

Fonte: o autor. 

 

4.2.2.2 Potencial citotóxico  

 

O potencial citotóxico in vitro dos extratos brutos dos fungos endofíticos de A. 

taxiformis e P. spiralis também foi realizado pelo método do MTT contra três linhagens de 
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células tumorais: OVCAR-8 (carcinoma de ovário), HCT-116 (adenocarcinoma de cólon 

humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), e os resultados estão apresentados na Tabela 36.  

 
Tabela 36 - Potencial citotóxico dos extratos brutos dos fungos endofíticos de A. taxiformis e P. 

spiralis. 
Amostra HCT-116 OVCAR-8 SF-295 

 GI% (média) SD (%) GI% (média) SD (%) GI% (média) SD (%) 

AT-01 66,6 2,77 55,4 34,88 70,8 1,45 

AT-02 5,3 16,18 45,0 19,86 54,7 10,26 

AT-03 36,9 5,46 91,6 0,20 44,1 5,46 

AT-04 17,8 10,65 31,0 8,44 41,1 6,53 

AT-05 0,4 13,90 23,5 1,99 21,5 2,42 

AT-06 32,2 16,39 96,2 0,66 78,8 1,40 

AT-07 2,0 8,02 24,5 21,66 48,5 2,89 

PS -01 8,2 21,02 68,5 37,34 43,1 3,31 

PS-02 19,7 14,38 20,1 34,41 43,6 1,59 

PS-03 7,0 5,39 61,6 9,04 58,5 2,94 

Fonte: o autor. 

 

Podemos destacar as linhagens fúngicas AT-01 que mostrou atividade moderada frente 

às três linhagens testadas, AT-03 que apresentou forte atividade (91,6%) frente à linhagem de 

carcinoma de ovário e AT-06 que mostrou forte atividade frente às linhagens de carcinoma de 

ovário e atividade moderada frente à linhagem de glioblastoma humano, com porcentagens de 

inibição de 96,2 e 78,8%, respectivamente. 

 

Os resultados de perfis químicos e de bioatividade orientaram a seleção das linhagens 

fúngicas AT-03, AT-05, AT-06 e PS-01 para estudos mais detalhados. 

 

4.2.3 Estudo químico do fungo Nemania bipapillata (AT-05) 

 

A linhagem fúngica AT-05 apresentou maior produção de extrato bruto em escala 

reduzida (216 mg) e foi o único extrato que apresentou atividade anticolinesterásica, sendo 

assim, foi a primeira linhagem a ser estudada.  

Parte do extrato bruto foi submetido a CLAE-DAD preparativo, levando ao isolamento 

de 4 compostos que, após as análises de RMN uni e bidimensionais e comparações com dados 
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da literatura, foram identificados como a 2,5-dicetopiperazina ciclo-(Pro-Tir) (S05), tirosol 

(S06), e as isocumarinas (-)-5-hidroximetil-meleína [(-)-(3R)-3,4-diidro-8-hidroxi-5-

hidroximetil-3-metil-isocumarina] (S07) e (-)-5-carboxi-meleína [(-)-(3R)-5-carboxi-3,4-

diidro-8-hidroxi-3-metil-isocumarina] (S08).  

 

4.2.3.1 Elucidação Estrutural de S05 

 

A substância S05 (3,5 mg) foi obtida como um sólido amarelo. Após as análises dos 

seus dados espectroscópicos e espectrométricos, a mesma foi identificada como a 2,5-

dicetopiperazina ciclo-(Pro-Tir).  

A Figura 67 mostra seu espectro no UV-Vis, no qual é possível verificar bandas de 

absorção em 275 e 204 nm. Sugiyama et al. (2009) descreveram que o espectro no UV da 

ciclo(L-Pro-L-Tir) apresentava bandas de absorção em 277,5, 251,0, 225,0, 218,5 e 205,0 nm 

(MeOH). 

 

Figura 67 - Espectro no UV-Vis da substância S05 (48,4% MeOH:51,6% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Sua fórmula molecular foi determinada como C14H16N2O3, através da análise dos 

dados de RMN, bem como do seu espectro de massas de alta resolução (ESI-Q-TOF) no 

modo positivo (Figura 68), o qual apresentou o pico base em m/z 261,1230 e que se refere ao 

[M + H]+ (calculado 261,1234 - erro de 1,5 ppm).  

O espectro de RMN de 1H (Figura 69) de S05 mostrou um singleto em δH 7,88 (4-NH, 

1H), dois dubletos em δH 7,03 (J12-13 = 8,6 Hz; H-12 e H-16, 2H) e δH 6,63 (J13-12 = 8,6 Hz; H-

13 e H-15, 2H), um tripleto em δH 4,24 (J3-10 = 5,0 Hz; H-3, 1H) e um dubleto em δH 2,91 (J10-

3 = 4,8 Hz; H-10, 1H), indicando o aminoácido tirosina. 

 Já no mapa de contornos COSY (Figura 70) foram observadas as correlações entre 

H-12/-16 e H-13/-15 e entre H-3 e H-10. Além das correlações entre o duplo dubleto em δH 

4,03 (J6-7a = 7,2 Hz e J6-7b = 10,1 Hz; H-6, 1H) com os multipletos em δH 2,00 (H-7a, 1H) e δH 

1,31 (H-7b, 1H), sendo que o último se correlaciona com o multipleto em δH 1,71 (H-8, 2H), 

que por sua vez se correlaciona com os multipletos em δH 3,37 (H-9a, 1H) e δH 3,24 (H-9b, 

1H), indicando assim o aminoácido prolina. 

A partir do mapa de contornos HSQC (Figura 71), juntamente com os valores das 

integrações no espectro de 1H, foi possível identificar 4 carbonos metilênicos em δC 44,7 (C-

9), 34,9 (C-10), 28,1 (C-7) e δC 21,9 (C-8), além dos carbonos metínicos em δC 131,1 (C-12/-

16), 115,1 (C-13/-15), 58,4 (C-6) e em δC 56,1 (C-3), sendo estes dois últimos característicos 

de carbonos ligados a nitrogênio. O nitrogênio é um elemento eletronegativo e atrai a carga do 

carbono diretamente ligado a ele, desblindando os mesmos, que então apresentam 

deslocamentos químicos próximos a 55 ppm.  

No mapa de contornos HMBC (Figura 72) foram observadas as correlações do 4-NH 

com o carbono quaternário em δC 165,4 (C-2) e com o sinal referente ao C-6; a correlação 

entre H-12/-16 e o carbono quaternário em δC 156,2 (C-14) e entre H-6 e o carbono 

quaternário em δC 169,2 (C-5) e, ainda, as correlações do H-10 com C-2 e C-12/-16 e com o 

carbono quaternário em δC 127,3 (C-11). 
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Figura 68 - Espectro de Massas de alta resolução de S05 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 69 - Espectro de RMN de 1H de S05 (DMSO - d6; 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 70 - Mapa de contornos COSY de S05 (DMSO - d6; 300 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 71 - Mapa de contornos HSQC de S05 (DMSO - d6; 300 e 75 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 72 - Mapa de contornos HMBC de S05 (DMSO - d6; 300 e 75 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Pelo espectro de NOESY-1D (Figura 73) de S05, não foi observada a correlação 

espacial entre H-3 e H-6 ao irradiar o sinal de H-3 (δH 4,24), indicando que, possivelmente, 

esses hidrogênios se encontram em lados opostos da molécula e que a substância S05 é um 

diastereoisômero da ciclo(L-Pro-L-Tir) (SUGIYAMA et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O valor obtido para a rotação óptica específica de S05 foi de [α]23 = - 23,5º (c 0,31 em 

CH3OH), enquanto o valor descrito na literatura para a ciclo(L-Pro-L-Tir) é de [α]23 = - 66,7º 

(c 0,3 em CH3OH) (SUGIYAMA et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S05 

N

N
OH

O

O

1

3

6

5

9 10

14

2

8

12

15
H

H

H

16

D 

D 



193 
 

Figura 73 - Espectros d e RMN de 1H de S05 (azul claro) e NOESY 1D - irradiado em δH 4,24 (vermelho) (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

δH 4,24 

H-3 

δH 2,91 4-NH 

δH 7,03 

H-10 

H-12 
δH 7,88 

S05 



194 
 

Os dados espectrais da substância S05 e sua comparação com a 2,5-dicetopiperazina 

ciclo(L-Pro-L-Tir) (SUGIYAMA et al., 2009) estão descritos  na Tabela 37. 

 

Tabela 37 - Dados de RMN de 1H e 13C para S05 e para a 2,5-dicetopiperazina ciclo(L-Pro-L-Tir). 
 S05a Ciclo(L-Pro-L-Tir)b 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz) 
δC

 

2  165,4  166,9 

3 4,24 (t; 5,0) 56,1 4,36 (m) 57,9 

4 7,88 (s; NH) - * - 

5 - 169,2  170,8 

6 4,03 (dd; 7,2; 10,1) 58,4 4,04 (m) 60,0 

7 
2,00 (m) 

28,1 
2,09 (m) 

29,4 
1,31 (m) 1,21 (m) 

8 1,71 (m) 21,9 1,80 (m) 22,7 

9 
3,37 (m) 

44,7 
3,54 (m) 

45,9 
3,24 (m) 3,35 (m) 

10 2,91 (d; 4,8) 34,9 
3,08 (dd; 4,6; 9,8) 

37,6 
3,02 (dd; 4,6; 9,8) 

11 - 127,3 - 127,6 

12 e 16 7,03 (d; 8,4) 131,1 7,04 (d; 8,0) 132,1 

13 e 15 6,63 (d; 8,7) 115,1 6,70 (d; 8,0) 116,2 

14 - 156,1 - 157,7 
a δ-ppm; 300 e 75 MHz; DMSO-d6; 

b δ-ppm; 500 e 125 MHz; CD3OD (SUGIYAMA et al., 2009); 
*sinal não citado pelo autor. 

Fonte: o autor. 

 

A 2,5-dicetopiperazina ciclo(L-Pro-L-Tir) foi anteriormente isolada da bactéria 

Pseudomonas aeruginosa, associada a esponja antártica  Isodictya setifera Topsent (família 

Esperiopsidae) (JAYATILAKE et al., 1996) e da levedura Pichia membranifaciens derivada 

da esponja Halichondria okadai (SUGIYAMA et al., 2009). Também já foi isolada da esponja 

Callyspongia sp. (HUANG, R. et al., 2010) e do fungo endofítico Hypoxylon investiens, 

isolado da planta Litsea akoensis HAYATA var. chitouchiaoensis LIAO (CHANG, C. et al., 

2014). 

O estudo realizado por Puopolo et al. (2014) mostrou que a cyclo(L-Pro-L-Tyr) isolada 

da bactéria Lysobacter capsici AZ78, foi efetiva contra  os esporos de Phytophthora infestans, 
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patógeno que causa a ferrugem tardia na batata e tomate, e contra os esporos de  Plasmopara 

viticola, patógeno que causa o bolor felpudo da videira. E ainda, impediu o surgimento de 

lesões de ferrugem tardia quando aplicada nas folhas de tomate.  

Já o estudo realizado por Kumar et al. (2013) levou ao isolamento da cyclo(L-Pro-L-

Tyr) e cyclo(L-Pro-D-Tyr) a partir de Bacillus sp. linhagem N, isolado do nematodo 

entopatogênico Rhabditis sp, sendo que ambas apresentaram forte atividade antifúngica. 

 

4.2.3.2 Elucidação estrutural de S06 

 

A substância S06 (3,6 mg) foi isolada como um óleo amarelado. Após as análises dos 

seus dados espectroscópicos e espectrométricos, a mesma foi identificada como o tirosol. 

 Seu espectro no UV-Vis está apresentado na Figura 74 e pode-se observar uma banda 

de absorção máxima em 276 nm. Já o espectro no UV-Vis do tirosol descrito na literatura 

apresenta bandas de absorção em 263 e 223 nm (MeOH) (CHU et al., 2014). 

 

Figura 74 - Espectro no UV-Vis da substância S06 (50% MeOH:50% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

A fórmula molecular de S06 foi determinada através das análises dos dados de RMN e 

do seu espectro de massas de alta resolução (ESI-Q-TOF) no modo negativo (Figura 75), no 

qual foi possível verificar o pico base em m/z 137,0593 e que se refere ao [M - H]- (calculado 

137,0603 - erro de 7,3 ppm), indicando a fórmula C8H10O2 para a substância S06.  
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Figura 75 - Espectro de Massas de alta resolução de S06 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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O espectro de RMN de 1H (Figura 76) do composto S06 mostrou dois dubletos, na 

região de hidrogênios aromáticos, em δH 7,02 (2H; H-2/H-6) e 6,69 (2H; H-3/H-5), com 

constantes de acoplamento J2-3 ou 3-2 = 9,0 Hz, indicando acoplamento orto entre os mesmos, 

que foi confirmado pelo mapa de contornos COSY (Figura 77) através da correlação entre 

esses hidrogênios. O sinal em δH 6,69 indica a presença de um substituinte doador de elétrons 

(como uma hidroxila) na posição orto a esse hidrogênio, o que causa um aumento da nuvem 

eletrônica ao redor do mesmo, tornando-o blindado e deslocando o sinal para a direita no 

espectro. 

Além disso, foi possível observar no espectro de RMN de 1H dois tripletos em δH 3,68 

(J8-7 = 7,2 Hz; 2H) e 2,71 (J7-8 = 7,2 Hz; 2H), que também mostraram correlação entre si no 

mapa de contornos COSY e foram atribuídos ao H-8 e H-7, respectivamente. 

O mapa de contornos HSQC (Figura 78) mostrou sinais de carbonos metínicos 

(representados em azul) em δC 130,9 (C-2 e C-6) e 116,2 (C-3 e C-5) e de carbonos 

metilênicos (representados em vermelho) em δC 64,6 (C-8) e 39,4 (C-7), sendo que o valor do 

deslocamento químico de C-8 indica um carbono carbinólico, ou seja, um carbono ligado a 

oxigênio, já que o mesmo é eletronegativo e desblinda o carbono ligado diretamente a ele.  

Já o mapa de contornos HMBC (Figura 79) indicou as correlações do H-2/-6 com o 

carbono quaternário em δC 156,8 (C-4) e com o sinal referente ao C-7, assim como a 

correlação entre H-8 e o carbono quaternário δC 131,0 (C-1). 
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Figura 76 - Espectro de RMN de 1H de S06 (CD3OD; 600 MHz)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 77 - Mapa de contornos COSY de S06 (CD3OD; 600 MHz)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 78 - Mapa de contornos HSQC de S06 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 
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Figura 79 - Mapa de contornos HMBC de S06 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 
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Os dados espectrais para a substância S06, bem como sua comparação com o tirosol 

(CHU et al., 2014) estão descritos na Tabela 38. 

 

 Tabela 38 - Dados de RMN de 1H e 13C para S06 e para o tirosol. 

 S06a Tirosolb 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz) δC 

1 - 131,0 - 131,1 

2 e 6 7,02 (d; 9,0) 130,6 7,04 (d; 8,6) 131,2 

3 e 5 6,69 (d; 9,0) 115,9 6,71 (d; 8,6) 116,3 

4 - 156,9 - 154,9 

7 2,71 (t; 7,2) 39,1 2,73 (t) 39,6 

8 3,68 (t; 7,2) 64,3 3,70 (t) 64,8 
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; CD3OD; b δ-ppm; 500 e 125 MHz; CDCl3 (CHU et al., 2014). 

Fonte: o autor. 

 

O tirosol é produzido a partir do aminoácido tirosina, e é uma substância 

biologicamente ativa, que se destaca como antioxidante presente em nossa dieta. Sua principal 

fonte na dieta humana é o azeite de oliva, mas pode ser encontrado em muitos outros 

alimentos (DEWAPRIYA et al., 2013). Também já foi isolado de fungos associados a plantas 

(IÓCA; ALLARD; BERLINCK, 2014) e de fungos marinhos como de Nigrospora sp., 

isolado da gorgônia leque (Annela sp.) (RUKACHAISIRIKUL et al., 2010; TRISUWAN et 

al., 2009). 

Tirosol foi identificado como uma substância reguladora com importante implicação na 

dinâmica de crescimento e morfogênese em Candida albicans (CHEN, H. et al., 2004). Além 

disso, seu isolamento a partir de fungos endofíticos de plantas da família Asteraceae indicou 

que, possivelmente, é uma molécula sinalizadora (quorum sensing) (GUIMARÃES, 2009). 

Estudos revelaram ainda, que este metabólito secundário possui efeito sequestrador de 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, que estão relacionadas a patologias humanas, como 

doenças cardiovasculares e trombóticas (GUIMARÃES et al., 2009), e também possui efeito 

protetor contra a morte de células neuronais dopaminérgicas em um modelo in vitro da 

doença de Parkinson (DEWAPRIYA et al., 2013). 
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4.2.3.3 Elucidação estrutural de S07 

 

A substância S07 (0,9 mg) foi obtida como um sólido amarelo. A partir dos seus dados 

espectroscópicos e espectrométricos, foi possível identificá-la como a 5-hidroximetil-meleína.  

A Figura 80 mostra seu espectro UV-Vis, no qual podem ser observadas bandas de 

absorção em 317, 248 e 207 nm. Para a 5-hidroximetil-meleína descrita na literatura 

(OKUNO et al., 1986), seu espectro no UV-Vis apresentou bandas de absorção em 319, 246 e 

216 nm (EtOH).  

 

Figura 80 - Espectro no UV-Vis da substância S07 (57,4% MeOH:42,6% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

A fórmula molecular de S07, C11H12O4, foi determinada através das análises dos dados 

de RMN e do seu espectro de massas de alta resolução (ESI-Q-TOF) no modo negativo 

(Figura 81), no qual foi possível observar o pico base em m/z 207,0662 e que se refere ao [M 

- H]-, (calculado 207,0663 - erro de 0,5 ppm).  
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Figura 81 - Espectro de Massas de alta resolução de S07 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 
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Seu espectro de RMN de 1H (Figura 82) revelou dois dubletos em δH 7,52 (J6-7 = 8,4 

Hz; 1H) e 6,84 (J7-6 = 8,4 Hz; 1H), que foram atribuídos aos hidrogênios do sistema 

aromático H-6 e H-7, respectivamente; um multipleto em δH 4,72 (H-3, 1H) e um dubleto em 

δH 4,55 (JCH2-OH = 3,0 Hz, 5-CH2OH, 2H); dois duplos dubletos em δH 3,21 (J4a-3 = 3,6; J4a-4b 

= 16,8 Hz, H-4a, 1H) e 2,84 (J4b-3 = 12,0; J4b-4a = 16,8 Hz, H-4b) e um dubleto em δH 1,51 

(JCH3-3 = 6,6 Hz, 3H) que foi associado ao grupo metílico ligado ao C-3.  

O mapa de contornos COSY (Figura 83) mostrou correlações entre os hidrogênios do 

sistema aromático H-6 e H-7, e correlações entre o sinal de H-3 com os sinais referentes a H-

4b e 3-CH3.  

A partir do mapa de contornos HSQC (Figura 84) foi possível verificar a presença de 

carbonos metínicos (representados em vermelho) em δC 138,0 (C-6), 116,1 (C-7) e em δC 77,1 

(C-3), carbonos metilênicos (representados em azul) em δC 61,9 (5-CH2OH) e 31,7 (C-4), 

além de um carbono metílico (também representado em vermelho) em δC 20,8 (3-CH3). 

O mapa de contornos HMBC (Figura 85) mostrou as correlações entre H-6 e os 

carbonos quaternários em δC 162,3 (C-8), 139,7 (C-4a) e, com o carbono metilênico em  δC 

61,9 (5-CH2OH), evidenciando assim  a ligação desta unidade ao anel aromático. Foram 

observadas, ainda, a correlação do H-7 com os carbonos quaternários em δC 108,9 (C-8a) e 

em δC 129,7 (C-5) e as correlações entre os hidrogênios metílicos (3-CH3) e os carbonos C-3 

(δC 77,0) e C-4 (δC 31,6). 
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Figura 82 - Espectro de RMN de 1H de S07 (CD3OD; 600 MHz) 
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Figura 83 - Mapa de contornos COSY de S07 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 84 - Mapa de contornos HSQC de S07 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 85 - Mapa de contornos HMBC de S07 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 
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A Figura 86 apresenta o espectro de dicroísmo circular de S07, no qual podem ser 

verificados efeitos Cotton negativos em 257 (Δε = -1,72) e 214 nm (Δε = -2,17) e efeito 

Cotton positivo em 244 nm (Δε = 0,29). Esses resultados em comparação com os dados 

descritos na literatura (258 nm - Δε = -2,30; 243 nm - Δε = 0,72; 220 nm - Δε = -2,42) 

(OKUNO et al., 1986), indicam a configuração R para C-3. Além disso, sua rotação específica 

foi de [α]23 = - 42º (c 0,09 em EtOH), enquanto na literatura o valor descrito é de [α]20 = - 

97,9º (c 0,56 em EtOH) (OKUNO et al., 1986). Portanto a substância S07 é nomeada como: (-

)-(3R)-3,4-diidro-8-hidroxi-5-hidroximetil-3-metil-isocumarina. 

  

Figura 86 - Espectro de dicroísmo circular de S07 (200-400 nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Os dados de RMN de 1H e 13C para a substância S07 e para a 5-hidroxi-metilmeleína 

(OKUNO et al., 1986) estão descritos na Tabela 39. 

 

Tabela 39 - Dados de RMN de 1H e 13C para S07 e para a 5-hidroximetil-meleína. 
 S07a 5-hidroximetil-meleínab 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz) δC 

1 - N/Oc - 170,1 

3 4,72 (m) 77,1 4,69 (m) 75,6 

4 3,21 (dd; 3,6; 16,8) 

2,84 (dd; 12,0; 16,8) 
31,7 

3,20 (dd; 3,5; 16,5) 

2,76 (dd; 10,5; 16,5) 
31,1 

4a - 139,7 - 138,4 

5 - 129,7 - 127,9 

6 7,52 (d; 8,4) 138,0 7,43 (d; 8,5) 136,6 

7 6,84 (d; 8,4) 116,1 6,81 (d; 8,5) 115,7 

8 - 162,3 - 161,6 

8a - 108,9 - 108,3 

3-CH3 1,51 (d; 6,6) 20,8 1,52 (d; 6,0) 20,7 

5-CH2OH 4,55 (d; 3,0) 61,9 4,57 (s) 62,3 
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; CD3OD; b δ-ppm; 60 e 15 MHz; CDCl3 (OKUNO et al., 1986); c sinal não 
observado. 

Fonte: o autor. 

 

Este composto é normalmente encontrado em fungos terrestres (CHENG et al., 2011b; 

KOKUBUN et al., 2003; OKUNO et al., 1986), porém já foi isolado de fungos de origem 

marinha, como de Xylaria sp., isolado da gorgônia leque Annella sp. (RUKACHAISIRIKUL 

et al., 2009), e também de uma espécie desconhecida de fungo que foi isolado da alga verde 

Codium fragile (Suringar) Hariot (EL-BEIH et al., 2007).  

Outros estudos indicaram que a 5-hidroximetil-meleína  apresenta moderada atividade 

contra a praga agrícola Spodoptera littoralis (curuquerê africano) (KOKUBUN et al., 2003) e 

moderada atividade antibacteriana contra uma linhagem de Staphylococcus aureus resistente a 

meticilina (RUKACHAISIRIKUL et al., 2009). 
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4.2.3.4 Elucidação estrutural de S08 

 

Após as análises dos dados espectroscópicos e espectrométricos, a substância S08 (3,9 

mg) foi identificada como a 5-carboxi-meleína. Seu espectro no UV-Vis (Figura 87) 

apresentou bandas de absorção em 321 e 248 nm, similares  às da substância S07. OKUNO et 

al. (1986) descreveram que o espectro no UV da 5-carboxi-meleína apresentava bandas de 

absorção com máximos em 315, 246 e 228 nm (EtOH). 

 

Figura 87 - Espectros no UV-Vis da substância S08 (68,7% MeOH:31,3% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Sua fórmula molecular foi determinada como C11H10O5, através da análise dos dados 

de RMN, bem como do seu espectro de massas de alta resolução (ESI-Q-TOF) no modo 

negativo (Figura 88), o qual apresentou o pico em m/z 221,0455 e que se refere ao [M - H]- 

(calculado 221,0455- erro de 0 ppm).  
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Figura 88 - Espectro de Massas de alta resolução de S07 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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A partir do espectro de RMN de 1H (Figura 89) foi possível verificar que a substância 

S08 apresentava sinais semelhantes à substância S07, como por exemplo, a presença de sinais 

de hidrogênios do sistema aromático em δH 8,11 (d, J6-7 =  9,0 Hz, H-6, 1H)  e em δH 6,92 (d, 

J7-6 =  9,0 Hz, H-7, 1H), um multipleto em δH 4,70 (H-3, 1H), dois duplos dubletos em δH 

3,88 (J4a-3 = 3,0; J4a-4b = 17,7; H4a, 1H) e 3,02 (J4b-3 = 12,0; J4b-4a = 17,7; H-4b; 1H) e um 

dubleto em  δH 1,51 (JCH3-3 = 6,6 Hz, 3-CH3, 3H). O sinal em δH 8,11, indica que o anel 

aromático apresenta um substituinte retirador de elétrons, desblindando assim o hidrogênio 

próximo a ele.   

No mapa de contornos COSY (Figura 90) foi possível verificar a correlação entre H-6 e 

H-7, bem como as correlações entre H-3 e H-4b e o sinal referente ao grupo metílico na 

posição 3.  

O mapa de contornos HSQC (Figura 91) indicou a presença de um carbono metilênico 

(representado em vermelho) em  δC 33,5 (C-4), carbonos metínicos (representados em azul) 

em δC 139,4 (C-6), 116,3 (C-7) e em δC 76,9 (C-3) e um carbono metílico (também 

representado em azul) em  δC 20,7 (3-CH3). 

No mapa de contornos HMBC (Figura 92) foi possível confirmar a presença de um 

grupo retirador de elétrons como substituinte no anel aromático, devido a correlação entre H-6 

com o carbono quaternário em δC 169,7 (5-COOH). Além disso, foram observadas as 

correlações do H-6 com outros dois carbonos quaternários em δC 165,7 (C-8) e 143,9 (C-4a), 

além de outras correlações observadas anteriormente para a substância S07.  
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Figura 89 - Espectro de RMN de 1H de S08 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 90 - Mapa de contornos COSY de S08 (CD3OD; 600 MHz) 
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Figura 91 - Mapa de contornos HSQC de S08 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 92 - Mapa de contornos HMBC de S08 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 
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O espectro de dicroísmo circular de S08 (Figura 93) apresentou efeitos Cotton 

negativos em 253 (Δε = -1,55) e 238 nm (Δε = -1,80) e efeito Cotton positivo em 205 nm (Δε 

= 0,86). Novamente, a comparação com os dados descritos na literatura (255 nm - Δε = -5,12; 

240 nm - Δε = -5,69; 208 nm - Δε = 2,48) (OKUNO et al., 1986), indicaram a configuração R 

para C-3. Sendo assim, a substância S08 é nomeada como: (3R)-5-carboxi-3,4-diidro-8-

hidroxi-3-metil-isocumarina. 

 

Figura 93 - Espectro de dicroísmo circular de S08 (200-400 nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados espectrais para a substância S08, bem como sua comparação com a 5-carboxi-

meleína (OKUNO et al., 1986) estão descritos na Tabela 40. 
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Tabela 40 - Dados de RMN de 1H e 13C para S08 e para a 5-carboxi-meleína. 
 S08a 5-carboxi-meleínab 

Nº δH (mult., J, Hz) δC δH (mult.; J, Hz) δC 

1 - N/Oc - N/Oc 

3 4,70 (m) 76,9 4,72 (m) 75,1 

4 3,88 (dd; 3,0; 17,7) 

3,02 (dd; 12,0; 17,7) 
33,5 

3,82 (dd; 3,0; 18,0) 

2,96 (dd; 12,0; 18,0) 
32,0 

4a - 143,9 - 143,2 

5 - 122,4 - 119,4 

6 8,11 (d; 9,0) 139,4 8,15 (d; 9,6) 138,6 

7 6,92 (d; 9,0) 116,3 6,94 (d; 9,6) 115,3 

8 - 165,7 - 163,7 

8a - 109,4 - 108,8 

3-CH3 1,51 (d; 6,6) 20,7 1,44 (d; 6,0) 20,1 

5-COOH - 169,7 - 169,2 
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; CD3OD; b δ-ppm; 60 e 15 MHz; DMSO-d6 (OKUNO et al., 1986); c sinal 
não observado. 

Fonte: o autor. 

 

Esta substância foi isolada do extrato de Valsa ceratosperma, um fungo patogênico 

associado ao cancro da maçã (OKUNO et al., 1986) e, também do extrato de fungos marinhos 

como Halorosellinia oceanica, que apresentou moderada atividade anti-malárica 

(CHINWORRUNGSEE et al., 2001). Foi também isolada do fungo Xylaria sp., obtido da 

gorgônia leque Annella sp. e apresentou moderada atividade antibacteriana contra uma 

linhagem de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (RUKACHAISIRIKUL et al., 

2009). 

As isocumarinas são derivados de policetídeos e, portanto, são biossintetizadas a partir 

de Acetil-CoA e 4 unidades de Malonil-CoA, como representado na Figura 94. Após reações 

de Claisen, ocorre uma metilação na presença de S-adenosilmetionina (SAM), seguida de uma 

condensação aldólica, redução e enolização com perda de água. Em seguida, ocorre outra 

redução e uma reação de substituição, formando a 5-metil-meleína. Esta pode então sofrer 

duas oxidações sequenciais, gerando  a 5-hidroximetil-meleína (S07). e a 5-carboxi-meleína 

(S08) (DEWICK, 2002; CHAPLA, 2014). 
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Figura 94 - Proposta biossintética para as isocumarinas isoladas.  
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4.2.4 Avaliação da produção metabólica através de variações do meio de cultivo e/ou 

preservação de Nemania bipapilatta (AT-05) 

 

Após o estudo do extrato bruto do fungo codificado como AT-05, foram realizadas 

variações do seu meio de cultivo, sendo obtidos 6 novos extratos (BM-M; BM-Mi; BMi-M; 

BMi-Mi; CM-M; CM-Mi) como descrito na seção 3.2.2.5. 

A fim de se verificar se houve mudança no perfil metabólico ao preservar a linhagem 

fúngica na água do mar (BM) ou água ultra pura (BMi), fez-se uma comparação entre os 

cromatogramas dos extratos BM-M e BMi-M, obtidos das linhagens preservadas nos dois 

tipos de água (Figura 95). Observou-se perfil cromatográfico similar para ambos os extratos, 

sendo possível detectar, através de análise dos espectros no UV-Vis (Figura 96), as 

substâncias S07 (tR = 21,8 min) e S08 (tR = 29,3 min), assim como no extrato original de AT-

05. A partir dos espectros de RMN de 1H dos extratos BMi-M e BM-M (Figura 97) foi 

possível, novamente, notar a semelhança entre os perfis dos dois extratos. Portanto, podemos 

dizer que a linhagem fúngica AT-05 pode ser preservada tanto em slants preparados com água 

do mar ou em slants preparados com água ultra pura que sua produção metabólica será 

majoritariamente mantida. 

 

Figura 95 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini 
C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1; 40 min; 254 nm) dos extratos BMi-M (preto) e BM-M 

(vermelho) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 96 - Espectros no UV-Vis das substâncias: a) S07 (tR = 21,8 min.) e b) S08 (tR = 29,3 
min.) nos cromatogramas de BMi-M e BM-M 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Figura 97 - Espectros de RMN de 1H dos extratos BMi-M (azul) e BM-M (vermelho) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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quase todo o cromatograma. Vale ressaltar, ainda, que no cromatograma de BM-Mi 

(vermelho) o pico com tempo de retenção de 21,7 min. apresentou espectro de UV (Figura 

99) diferente daquele observado para a substância S07 (tR = 21,8 min)  no cromatograma de 

BM-M (preto).  

 

Figura 98 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Gemini 
C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1; 40 min; 254 nm) dos extratos BM-M (preto) e BM-Mi 

(vermelho), obtidos em água do mar e água ultra pura, respectivamente 
 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Figura 99 - Espectro no UV-Vis associado ao pico em 21,7 min. no cromatograma de BM-

Mi. 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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8,5 ppm), como observado na ampliação do espectro. Além disso, o espectro de BM-Mi 

apresentou sinais acima de 9,5 ppm, que não foram observados no espectro de BM-M.  

 

Figura 100 - Espectros de RMN de 1H dos extratos BM-M (azul) e BM-Mi (vermelho) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Fez-se também a comparação dos extratos preparados com água do mar e meio líquido 

de MDB (BM-M) e Czapeck (CM-M)  (Figura 101), que evidenciou diferenças na produção 

metabólica ao variar o meio de cultivo utilizado para o crescimento do fungo. O 

cromatograma de CM-M apresentou de 3 picos mais intensos na região entre 25 a 30 minutos, 

enquanto o cromatograma de BM-M mostrou dois picos mais intensos (tR = 11,2 e 21,7 min.). 
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Figura 101 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex 
Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1; 40 min; 254 nm) dos extratos CM-M (preto) e 

BM-M (vermelho). 
 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Novamente podemos verificar diferenças na produção metabólica entre os extratos 

BM-M e CM-M ao comparar seus espectros de RMN de 1H (Figura 102), com destaque para 

as regiões entre 3,5 e 4 ppm e entre 5 e 8 ppm. 

 

Figura 102 - Espectros de RMN de 1H dos extratos BM-M (azul) e CM-M (vermelho) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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E por último, foram comparados os extratos preparados com meio de Czapeck e 

diferentes tipos de água (água do mar - CM-M; água ultra pura - CM-Mi) (Figura 103). E, 

novamente, é possível verificar diferenças entre os dois extratos, com destaque para o pico 

majoritário em 29,2 min., presente em ambos os cromatogramas e que apresenta espectros no 

UV-Vis (Figura 104) similares e característicos de isocumarinas, como apresentado para as 

substâncias S07 e S08.  

 

Figura 103 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex 
Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O a 1 mL.min-1; 40 min; 254 nm) dos extratos CM-M (preto) e 

CM-Mi (vermelho). 
 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Figura 104 - Espectros no UV-Vis associados ao pico em 29,2 min. no cromatograma de: a) CM-M; 

b) CM-Mi.  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Os espectros de RMN de 1H (Figura 105) evidenciam que o extrato CM-Mi não 

apresentou os sinais entre 5 e 6 ppm, observados para o extrato de CM-M, além de diferenças 

marcantes na região entre 0,5 e 1,5 ppm. 

 
Figura 105 - Espectros de RMN de 1H dos extratos CM-M (azul) e CM-Mi (vermelho) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Ao comparar a quantidade de extrato obtido para cada variação estudada (Tabela 11 - 

seção 3.2.2.5), verificou-se que os extratos obtidos a partir do crescimento do fungo em meios 

preparados com água ultra pura renderam maior massa, enquanto aqueles obtidos a partir dos 
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CM-Mi foi cerca de 10% daquela obtida para o extrato BM-Mi. 
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4.2.4.1 Avaliação das atividades biológicas dos extratos brutos obtidos a partir da variação 

do meio de cultivo e/ou preservação de Nemania bipapillata (AT-05) 

 
4.2.4.1.1 Atividades antifúngica e anticolinesterásica 

 

Os resultados das atividades antifúngica e anticolinesterásica dos extratos brutos 

obtidos a partir da variação do meio de cultivo de AT-05 estão descritos na Tabela 41. Vale 

ressaltar que para a atividade antifúngica foram usadas duas linhagens de fitopatógenos, C. 

sphaerospermum e C. cladosporioides. 

 

Tabela 41 - Atividade antifúngica e anticolinesterásica dos extratos brutos obtidos a partir da variação 
do meio de cultivo de AT-05a. 

 Atividade antifúngica Atividade 

Anticolinesterásica  C. cladosporioides C. sphaerospermum 

Amostra Atividade Rf Atividade Rf Atividade Rf 

CM-M * 0,69 - 0,81 
*** 069 - 0,78 ** 

Origem - 

0,47 

CM-Mi ** 0,64 - 0,78 ** 0,65 - 0,79 *** origem 

BM-M * 0,71 * 0,68 *** 0,47 

BM-Mi ** 0,60 - 0,75 ** 0,54 - 0,74 *** 0,15 

BMi-M * 0,71 * 0,67 *** 0,39 - 0,53 

BMi-Mi ** 0,64 - 0,78 ** 0,62 - 0,72 i  

padrão *** origem *** origem *** 0,36 
a os valores indicam os fatores de retenção em CCD; * atividade fraca / ** atividade moderada / *** 

atividade forte / i = inativo. 

Fonte: o autor. 

 

Foi possível verificar que todos os extratos apresentaram potencial antifúngico frente 

aos dois fitopatógenos testados, sendo que CM-M apresentou forte atividade frente a C. 

sphaerospermum, enquanto BM-Mi apresentou atividade moderada frente aos dois fungos. 

Em relação a atividade anticolinesterásica, todos os extratos foram ativos, com exceção do 

extrato BMi-Mi.  
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4.2.4.1.2 Potencial citotóxico 

 
O potencial citotóxico in vitro dos extratos brutos obtidos a partir da variação do meio 

de cultivo de AT-05 também foi avaliado pelo método do MTT, sendo utilizadas apenas duas 

linhagens de células tumorais, HCT-116 (adenocarcinoma de cólon humano), usada 

anteriormente para avaliar outras amostras, e MCF-7 (adenocarcinoma de mama). Os 

resultados estão apresentados na Figura 106.  

 

Figura 106 - Potencial citotóxico dos extratos brutos obtidos a partir da variação do meio de cultivo 
de AT-05 frente às linhagens tumorais HCT-116 e MCF-7. 
. 

 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Podemos verificar que o extrato BMi-Mi apresentou porcentagem de inibição superior 

a 75% frente às duas linhagens testadas (concentração de 50 µg mL-1), enquanto, o extrato 

BM-Mi apresentou atividade citotóxica moderada. O valor de CI50 (concentração que inibe 

50% do crescimento da linhagem de célula tumoral) de BMi-Mi foi calculado por regressão 

não linear utilizando o GraphPadPrism 4.0 (Intuitive Software for Science), e apresentou-se 

superior a 50 µg mL-1. 

 

Considerando os resultados de perfil químico por CLAE-DAD e RMN de 1H, bem 

como de bioatividade, obtidos com a variação dos meios de cultivo da linhagem AT-05, o 

extrato BM-Mi foi selecionado para estudos cromatográficos ainda em escala reduzida por ter 

apresentado boa produção metabólica e pelo perfil químico diferente dos demais, além de ter 

apresentado atividade antifúngica e anticolinesterásica relevante e moderada atividade 

citotóxica.  
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4.2.5 Estudo químico do extrato bruto BM-Mi de Nemania bipapillata (AT-05)  

 
Após a análise do perfil químico obtido por CLAE-DAD do extrato bruto de BM-Mi, 

fez-se o fracionamento do mesmo em coluna de C-18, utilizando como eluente diferentes 

proporções de MeOH:H2O. As frações obtidas foram analisadas por CLAE-DAD e RMN de 
1H e optou-se por fracionar a fração BM-Mi-F2 por CLAE-DAD em escala semi-preparativa, 

obtendo-se as substâncias S09 e S10, que foram identificadas como sesquiterpenos do tipo 

botriano inéditos na literatura. 

 

4.2.5.1 Elucidação estrutural de S09 

 

A substância S09 (1,3 mg) foi obtida como um óleo amarelado. Seu espectro no UV-

Vis (Figura 107) apresentou uma banda de absorção em 248 nm. A rotação específica 

determinada para esta substância foi de [α]23 = + 6,86º (c 0,14 em CH3OH). 

 

Figura 107 - Espectro no UV-Vis da substância S09 (57,3% MeOH:42,7% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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verificar a presença de hidrogênios lábeis, ou seja, hidrogênios que podem ser facilmente 

trocados por deutério, como os presentes em hidroxilas ou aminas. Este apresentou, então, o 

pico base em m/z 263,2 ([M-2H+2D+Na]+), indicando assim a presença de dois hidrogênios 

lábeis. 

A Figura 110 mostra o espectro de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-

TOF) de S09, no qual é possível verificar o pico em m/z 261,1466 referente ao [M+Na]+ 

(calculado 261,1467 - erro de 0,4 ppm), indicando a fórmula molecular de S09 como 

C14H22O3. 

Os espectros de massas da substância S09 foram obtidos no Department of Chemistry, 

University of British Columbia, durantes estágio PDSE-CAPES. 
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Figura 108 - Espectro de Massas de baixa resolução de S09 (Bruker - Esquire - ESI-Ion Trap) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor.
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Figura 109 - Espectro de Massas de baixa resolução de S09 com CD3OD (Bruker - Esquire - ESI-Ion Trap) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 110 - Espectro de Massas de alta resolução de S09 (Waters/Micromass - LCT - ESI-TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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O espectro de RMN de 1H (Figura 111) de S09 mostrou um dubleto em δH 1,10 (J10-2 

= 7,2 Hz; 3H) e singletos em δH 1,32 (3H), 1,20 (3H) e δH 1,19 (3H), que foram atribuídos aos 

hidrogênios metílicos de C-10, C-11, C-12 e C-13, respectivamente. Além disso, foi 

observado um tripleto em δH 4,43 (t, J4-3 = 3.0 Hz, 1H), que foi atribuído ao hidrogênio 

metínico H-4. 

No mapa de contornos COSY (Figura 112) o sinal de H-10 mostrou correlação com o 

sinal em δH 2,78 (m; H-2), que por sua vez mostrou correlação com o sinal em δH 1,95 (m; H-

3b, 1H). Já o sinal de H-4 mostrou correlação com os sinais de H-3a em δH 2,09 (m; 1H) e H-

3b. Além disso, foram observadas as correlações entre H-3a e H-3b, entre H-7a (δH 1,97; m; 

1H) e H-7b (δH 1,53; d; J7b-7a = 13,8 Hz; 1H) e entre H-14a (δH 3,63; d; J14a-14b = 10,8 Hz; 1H) 

e H-14b (δH 3,41; d; J14ba-14a = 10,8 Hz; 1H). 

A partir do espectro de RMN de 13C (Figura 113), juntamente com o mapa de 

contornos HSQC (Figura 114) foi possível observar sinais de 5 carbonos quaternários (não 

hidrogenados) em δC 203,9 (C-1), 170,3 (C-5), 140,5 (C-9), 50,2 (C-8) e em δC 46,0 (C-6), 2 

carbonos metínicos em  δC 62,4 (C-4) e 38,3 (C-2), 3 metilênicos em δC 69,6 (C-14), 51,8 (C-

7) e em δC 42,1 (C-3) e sinais de 4 carbonos metílicos em δC 30,1 (C-11), 28,5 (C-12), 23,7 

(C-13) e em δC 15,1 (C-10).  

O mapa de contornos HMBC (Figuras 115 e 116) mostrou diversas correlações, das 

quais vale destacar: a correlação entre H-10 e o sinal de C-1; entre o sinal de H-7b e os sinais 

de C-9 e C-5; entre os sinais de H-14a e H-14b e o sinal de C-7; entre os sinais de H-11 e H-

12 com os sinais de C-6 e C-7, e entre o sinal de H-13 e os sinais de C-8 e C-9. As demais 

correlações observadas nesse mapa de contornos estão descritas na Tabela 42. 
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Figura 111 - Espectro de RMN de 1H de S09 (CD3OD; 600 MHz) 
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Figura 112 - Mapa de contornos COSY de S09 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 113 - Espectro de 13C de S09 (CD3OD; 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 114 - Mapa de contornos HSQC de S09 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 115 - Mapa de contornos HMBC de S09 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 116 - Ampliação do mapa de contornos HMBC de S09 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Para verificar a configuração relativa de S09 foram obtidos alguns espectros de 

NOESY-1D (Figura 117). Ao irradiar o sinal de H-4 (δH 4,43) foi possível verificar a 

correlação espacial com os hidrogênios metílicos das posições 12 (sinal intenso) e 11, porém 

não foi observada correlação com H-2. Como o sinal dos hidrogênios do grupo metila da 

posição12 se apresentou mais intenso que o sinal dos hidrogênios do grupo metila da posição 

11 é possível propor que H-4 e H-12 estão do mesmo lado do plano médio da molécula, 

enquanto H-4 e H-2 (que não apresentou correlação) e H-4 e H-11 (sinal pouco intenso) estão 

em lados opostos. Ao irradiar o sinal dos hidrogênios metílicos da posição 11 (δH 1,32) foi 

observada sua correlação espacial com H-7b, enquanto a correlação de H-11 com os 

hidrogênios metílicos da posição 13 não foi verificada, indicando que H-11 e H-7b estão do 

mesmo lado da molécula, enquanto H-11 e H-13 estão em lados opostos. Ao irradiar os 

hidrogênios metílicos H-10 (δH 1,10) verificou-se a correlação espacial com H-4, confirmando 

que estão do mesmo lado do plano médio da molécula.  
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Figura 117 - Espectros d e RMN de 1H de S09 (roxo); NOESY 1D - irradiado em δH 4,43 (azul claro); NOESY 1D - irradiado em δH 1,32 (verde); NOESY 
1D - irradiado em δH 1,10 (vermelho); (CD3OD; 600 MHz)  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Esses resultados indicaram que a substância S09 se tratava de um norsesquiterpeno 

com esqueleto botriano inédito na literatura. Os dados de RMN da substância S09 estão 

descritos na Tabela 42. 

 

Tabela 42 - Dados de RMN da substância S09 (600 e 150 MHz; CD3OD) 
Nº δH (mult., J em Hz) δC COSY HMBC 

1  203,9   

2 2,78 (m) 38,3 10-CH3; H-3b  

3 
2,09 (m) 

42,1 
H-3b  

1,95 (m)   

4 4,43 (t; 3,0) 62,4 H-3a; H-3b  

5  170,3   

6  46,0   

7 
1,97 (m) 

51,8 
H-7b C-14; C-8; C-6; C-11; C-12; C-13 

1,53 (d; 13,8)  C-5; C-9; C-8; C-6; C-11; C-13  

8  50,2   

9  140,5   

10 1,10 (d; 7,2) 15,1  C-1; C-3; C-2  

11 1,32 (s) 30,1  C-5; C-7; C-6; C-12  

12 1,20 (s) 28,5  C-5; C-7; C-6; C-13  

13 1,19 (s) 23,7  C-9; C-8; C-14 

14 
3,63 (d; 10,8) 

69,7 
H-14b C-7 

3,41 (d; 10,8)  C-9; C-7 

Fonte: o autor. 

 

4.2.5.2 Elucidação estrutural de S10 

 

A substância S10 (1,7 mg) foi obtida como um óleo amarelado. Seu espectro no UV-

Vis (Figura 118) apresentou uma banda de absorção em 246 nm. Sua rotação específica foi 

determinada como [α]23 = +55,9º (c 0,2 em CH3OH). 
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Figura 118 - Espectro no UV-Vis da substância S10 (59,4% MeOH:40,6% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

A fórmula molecular de S10 foi determinada após as análises dos dados de RMN, bem 

como dos seus espectros de massas. A  Figura 119 mostra o espectro de massas de baixa 

resolução (ESI-Ion Trap) no modo positivo, no qual é possível observar o pico base em m/z 

291,2, referente ao íon [M+Na]+. A Figura 120 apresenta o espectro de massas (de baixa 

resolução e no modo positivo / ESI-Ion Trap) quando a amostra foi preparada utilizando 

metanol deuterado, e é possível verificar o pico base em m/z 294,2 ([M-3H+3D+Na]+), 

indicando assim a presença de três hidrogênios lábeis. 

A Figura 121 mostra o espectro de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-

TOF) de S10, no qual é possível verificar o pico em m/z 291,1576 referente ao íon [M+Na]+ 

(calculado 291,1572 - erro de 1,4 ppm), indicando a fórmula molecular de S10 como 

C15H24O4. 

Os espectros de massas da substância S10 também foram obtidos no Department of 

Chemistry, University of British Columbia, durantes estágio PDSE-CAPES. 
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Figura 119 - Espectro de massas de baixa resolução de S10 (Bruker - Esquire - ESI-Ion Trap) 
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Figura 120 - Espectro de massas de baixa resolução de S10 com CD3OD (Bruker - Esquire - ESI-Ion Trap) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 121 - Espectro de massas de alta resolução de S10 (Waters/Micromass - LCT - ESI-TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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A partir do espectro de RMN de 1H (Figura 122) de S10 foi possível notar 

semelhanças com o espectro de RMN de 1H de S09, como os singletos em δH 1,40 (3H), 1,20 

(3H) e δH 1,00 (3H) e o dubleto em δH 1,03 (J11-2 = 6,6 Hz; 3H) que foram atribuídos aos 

hidrogênios metílicos de C-14, C-12, C-13 e C-11, respectivamente. Além do duplo dubleto 

em δH 3,73 (J4-3a = 4,2 Hz; J4-3b = 12,0 Hz 1H) e dos dubletos em 3,71 (J15a-15b = 10,2 Hz, 1H) 

e 3,57 (J15b-15a = 10,2 Hz, 1H) atribuídos ao H-4, H-15a e H-15b, respectivamente. 

Adicionalmente, verificou-se um singleto em δH 10,28 (1H), característico de hidrogênio de 

aldeído e que foi atribuído ao H-10.  

O mapa de contornos COSY (Figura 123) mostrou as correlações entre o sinal de H-4 

com o sinal de H-3b em δH 1,67 (m; 1H), e entre o multipleto em δH 2,73 (H-2; 1H) e o sinal 

de H-11, além de outras correlações também observadas no mapa de contornos COSY de S09 e 

que estão descritas na Tabela 43. 

A partir do espectro de RMN de 13C (Figura 124) e do mapa de contornos HSQC 

(Figura 125) foi possível identificar, assim como para S09, sinais para 5 carbonos 

quaternários (não hidrogenados) em δC 164,7 (C-9), 141,7 (C-1), 83,0 (C-5), 47,9 (C-8) e em 

δC 44,6 (C-6); 3 metilênicos em δC 71,7 (C-15), 53,4 (C-7) e em δC 36,5 (C-3), além de sinais 

para 4 carbonos metílicos em δC 30,4 (C-14), 26,6 (C-13), 23,6 (C-12) e em δC 20,9 (C-11). 

Por outro lado, para S10 foi observado um sinal para carbono metínico em δC 197,1, 

característico de aldeído e que foi atribuído ao C-10, além de outros 2 sinais para carbono 

metínico em δC 69,9 (C-4) e 31,5 (C-2). 

No mapa de contornos HMBC (Figura 126 e 127) foi possível verificar as correlações 

entre H-10 e os sinais de C-1 e C-2, entre o multipleto em δH 1,81 (H-3a, 1H) e C-1 e C-5, 

além de correlações do sinal de H-14 com os sinais de C-7, C-8 e C-9, de H-15a e H-15b com 

os sinais de C-7 e C-9, e ainda dos sinais de H-12 e H-13 com C-5, C-6 e C-7. As demais 

correlações observadas no mapa de contornos HMBC estão descritas na Tabela 43. 
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Figura 122 - Espectro de RMN de 1H de S10 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 123 - Mapa de contornos COSY de S10 (CD3OD; 600 MHz)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 124 - Espectro de 13C de S10 (CD3OD; 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 125 - Mapa de contornos HSQC de S10 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 126 - Mapa de contornos HMBC de S10 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 127 - Ampliação do mapa de contornos HMBC de S10 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Durante o estágio PDSE-CAPES no Department of Chemistry, University of British 

Columbia, foram adquiridos espectros de RMN de 1H e mapa de contornos ROESY para S10. 

A amostra foi inicialmente solubilizada em metanol (grau CLAE) e colocada no tubo de 

RMN. Após a completa secagem em evaporador rotatório e liofilizador, a amostra foi 

solubilizada em DMSO deuterado (d6)  e foram realizados os experimentos.  

A partir do espectro de RMN de 1H (Figura 128) foi possível verificar os sinais 

característicos das hidroxilas presentes na molécula em δH 5,40 (t; JOH-15 = 4,8 Hz; 15-OH; 

1H), 4,33 (s; 5-OH; 1H) e em δH 4,23 (d; JOH-4 = 7,2 Hz, 4-OH; 1H). Já pelo mapa de contornos 

ROESY (Figura 129) foram observadas as correlações espaciais dos sinais das hidroxilas nas 

posições 4 e 5 com o sinal dos hidrogênios metílicos H-12 (δH 1,09), bem como as correlações 

do sinal de H-4 (δH 3,52) com os sinais de H-13 (δH 0,89) e H-2 (δH 2,60), e ainda, entre os 

hidrogênios metílicos H-13 e H-14 (δH 1,32), indicando que esses hidrogênios estão do 

mesmo lado do plano médio da molécula e assim, confirmando a configuração relativa de 

S10.  
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Figura 128 - Espectro de RMN de 1H de S10 (DMSO-d6; 600 MHz) 
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Figura 129 - Mapa de contornos ROESY de S10 (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Esses resultados indicaram que a substância S10 se tratava de um sesquiterpeno do 

tipo botriano, também inédito na literatura. Seus dados de RMN estão descritos na Tabela 43. 

 

Tabela 43 - Dados de RMN da substância S10 (600 e 150 MHz; CD3OD) 
Nº δH (mult., J em Hz) δC COSY HMBC 

1  141,7   

2 2,73 (m) 31,5 11-CH3; H-3a 

e H-3b 

 

3 
1,81 (m) 

36,5 
H-3b C-1; C-5; C-4 

1,67 (m)  C-4; C-2; C-11 

4 3,73 (dd; 4,2; 12,0) 69,9 H-3b  

5  83,0   

6  44,6   

7 
2,23 (d; 13,2) 

53,4 
H-7b C-8; C-6; C-15; C-14; C-13; C-12 

1,24 (d; 12,6)  C-9; C-5; C-6; C-14; C-13  

8  47,9   

9  164,7   

10 10,28 (s) 197,1  C-1; C-2 

11 1,03 (d; 6,6) 20,9  C-1; C-3; C-2  

12 1,20 (s) 23,6  C-5; C-7; C-6; C-13  

13 1,00 (s) 26,6  C-5; C-6; C-7; C-12 

14 1,40 (s) 30,4  C-9; C-7; C-8; C-15 

15 
3,71 (d; 10,2) 

71,7 
H-15b C-9; C-7; C-8; C-14 

3,57 (d; 10,2)  C-9; C-7; C-8; C-14 

Fonte: o autor. 

 

4.2.6 Re-estudo do extrato bruto BM-Mi de Nemania bipapillata (AT-05) 

 
Após o isolamento das substâncias S09 e S10, optou-se por re-estudar o extrato bruto 

BM-Mi do fungo endofítico AT-05, a fim de se obter maior quantidade dessas substâncias e 

também isolar outras, que foram detectadas juntamente com S09 e S10, porém em mistura ou 

em pouca quantidade.   

Sendo assim o fungo AT-05 foi cultivado em escala ampliada utilizando água ultra 

pura para o preparo dos meios de cultivo, obtendo-se uma maior quantidade do extrato BM-
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Mi, que apresentou mesmo perfil cromatográfico do extrato obtido em escala reduzida (seção 

3.2.2.8 - Figura 11). Este extrato foi então novamente fracionado por cromatografia em 

coluna utilizando sílica derivatizada C-18 eluída com diferentes proporções de  MeOH:H2O. 

Em seguida, foi realizado o fracionamento da fração BM-Mi-F2 por CLAE-DAD em escala 

semi-preparativa, obtendo-se novamente as substâncias S09 e S10 e ainda, as substâncias S11, 

S12, S13 e S14, pertencentes a mesma classe dos sesquiterpenos botrianos.  

 

4.2.6.1 Elucidação estrutural de S11 

 

A substância S11 (1,3 mg) foi obtida como um óleo amarelado. A Figura 130 

apresenta seu espectro UV-Vis, no qual é possível verificar uma banda de absorção em 251 

nm. Sua rotação específica foi determinada como [α]23 = +33,7º (c 0,13 em CH3OH). 

 

Figura 130 - Espectro no UV-Vis da substância S11 (56,4% MeOH:43,6% H2O).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Seu espectro de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-Q-TOF) (Figura 131) 

apresentou o pico base em m/z 291,1563, referente ao íon [M+Na]+ (calculado 291,1572 - erro 

de 3,1 ppm), indicando a fórmula molecular de S11 como C15H24O4.  
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Figura 131 - Espectro de Massas de alta resolução de S11 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 
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A partir do espectro de RMN de 1H (Figura 132) de S11 foi possível notar 

semelhanças com o espectro de RMN de 1H de S10. No entanto, alguns sinais apresentaram 

valores de deslocamentos químicos maiores, como por exemplo, o sinal de H-4 que foi 

observado em δH 4,10 (J4-3a = 3,3; J4-3b = 6,9 Hz; 1H) e o sinal de H-2 em δH 2,91 (m; 1H).  

O mapa de contornos COSY (Figura 133) mostrou mais uma vez as correlações entre 

o sinal de H-4 e H-3 em δH 1,80 (m; 2H) e entre o sinal de H-2 com os sinais de H-11 (δH 

1,05; d; J11-2 = 7,2 Hz; 3H) e H-3. 

A partir dos mapa de contornos HSQC (Figura 134) e HMBC (Figura 135 e 136) foi 

possível identificar, assim como para S10, 5 carbonos quaternários (não hidrogenados) em δC 

166,0 (C-9), 141,8 (C-1), 83,6 (C-5), 47,2 (C-8) e em δC 44,8 (C-6); 3 metínicos em δC 197,1 

(C-10), 71,7 (C-4) e 26,9 (C-2), 3 metilênicos em δC 71,5 (C-15), 53,8 (C-7) e em δC 37,6 (C-

3) e, ainda, 4 carbonos metílicos em δC 30,3 (C-14), 27,2 (C-13), 22,6 (C-12) e em δC 19,6 (C-

11).  

No mapa de contornos HMBC foi possível verificar, ainda, as correlações entre H-10 e 

os sinais de C-1 e C-2, bem como entre o H-3 e C-1,  C-5 e C-4, entre o sinal de H-14 e os 

sinais de C-7, C-8 e C-9 e, ainda, entre H-12 e C-5, C-6, C-7 e C-13. As demais correlações 

observadas estão descritas na Tabela 44. 
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Figura 132 - Espectro de RMN de 1H de S11 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 133 - Mapa de contornos COSY de S11 (CD3OD; 600 MHz)  
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Figura 134 - Mapa de contornos HSQC de S11 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 135 - Mapa de contornos HMBC de S11 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 136 - Ampliação do mapa de contornos HMBC de S11 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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A partir dos espectros de NOESY-1D (Figura 137) foi possível verificar que S11 é 

um diastereoisômero de S10, uma vez que ao irradiar o sinal de H-4 (δH 4,10) foi observado 

sua correlação espacial com o sinal dos hidrogênios metílidos da posição 11, correlação esta 

não observada para S10. Além disso, verificou-se a correlação espacial entre H-4 e os 

hidrogênios metílidos da posição 12 e, ao irradiar o sinal dos hidrogênios metílicos da posição 

14 (δH 1,48)  foi possível observar sua correlação espacial com H-13, indicando que esses 

hidrogênios estão do mesmo lado do plano médio da molécula.   
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Figura 137 - Espectros de RMN de 1H de S11 (azul); NOESY 1D - irradiado em δH 4,10 (verde); NOESY 1D irradiado em δH 1,48 (vermelho) (CD3OD; 600 
MHz) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Esses resultados indicaram que a substância S11 também é inédita na literatura. Seus 

dados de RMN estão descritos na Tabela 44. 

 

Tabela 44 - Dados de RMN da substância S11 (600 e 150 MHz; CD3OD). 
Nº δH (mult., J em Hz) δC COSY HMBC 

1  141,8   

2 2,91 (m) 26,9 11-CH3; H-3 C-1 

3 1,80 (m) 37,6  C-1; C-5; C-4 

4 4,10 (dd; 3,6; 6,9) 71,7 H-3  

5  83,6   

6  44,8   

7 
2,26 (d; 12,6) 

53,8 
H-7b C-15; C-14; C-13; C-12 

1,19 (d; 12,6)  C-9; C-14 

8  47,2   

9  166,0   

10 10,26 (s) 195,1  C-1; C-2 

11 1,05 (d; 7,2) 19,6  C-1; C-3; C-2 

12 1,15 (s) 22,6  C-7; C-6; C-13 

13 1,16 (s) 27,2  C-12 

14 1,48 (s) 30,3  C-9; C-15; C-7; C-8 

15 
3,71 (d; 10,2) 

71,5 
H-15b C-7 

3,57 (d; 10,2)  C-9 

Fonte: o autor. 

 

4.2.6.2 Elucidação estrutural de S12 

 

A substância S12 (3,0 mg) foi obtida como um óleo amarelado. Seu espectro no UV-

Vis (Figura 138) apresentou uma banda de absorção com máximo em 253 nm e sua rotação 

específica foi determinada como [α]23 = +22,2º (c 0,2 em CH3OH). 
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Figura 138 - Espectro no UV-Vis da substância S12 (61,3% MeOH:38,7% H2O). 
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Após a análise dos dados de RMN e de Espectrometria de Massas, a fórmula 

molecular de S12 foi determinada como C15H24O3. Seu espectro de massas de alta resolução 

no modo positivo (ESI-Q-TOF) (Figura 139) mostrou o pico base em m/z 275,1613, referente 

ao íon [M+Na]+ (calculado 275,1623 - erro de 3,6 ppm). 
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Figura 139 - Espectro de Massas de alta resolução de S12 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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O espectro de RMN de 1H (Figura 140) de S12 mostrou-se semelhante ao espectro de 

RMN de 1H de S10 e S11. No entanto, apresentou um duplo dubleto em δH 2,33 (J5-2 = 3,3; J5-

4 = 8,7 Hz; 1H), não observado para S10 e S11, e que foi atribuído ao H-5. Além disso, no 

mapa de contornos COSY (Figura 141), o mesmo apresentou correlação com o duplo duplo 

dubleto em δH 3,62 (J4-3a = 3,9; J4-5 = 8,7; J4-3b = 11,1 Hz; 1H), que foi atribuído ao H-4,  e no 

mapa de contornos HSQC (Figura 142), mostrou correlação com o carbono metínico em δC 

62,6 (C-5). Já no mapa de contornos HMBC (Figuras 143 e 144), foram observadas as 

correlações desse sinal de carbono (δC 62,6) com os sinais de H-3, H-12 e H-13.  

O mapa de contornos COSY mostrou ainda as correlações entre o sinal de H-4 e H-3b 

(δH 1,29; m; 1H) e entre o sinal de H-2 com os sinais de H-11 (δH 1,06; d; J11-2 = 7,2 Hz; 3H) e 

H-3a (δH 2,00; ddd; J3a-4 = 3,9; J3a-2 = 6,5; J3a-3b = 12,8 Hz; 1H). 

A partir dos mapas de contornos HSQC e HMBC foi possível identificar os demais 

sinais dos carbonos, sendo 4 carbonos quaternários (não hidrogenados) em δC 169,3 (C-9), 

139,4 (C-1), 48,9 (C-8) e em δC 40,0 (C-6); outros 3 carbonos metínicos em δC 195,8 (C-10), 

69,1 (C-4) e 31,1 (C-2), 3 metilênicos em δC 71,7 (C-15), 55,8 (C-7) e em δC 42,4 (C-3) e, 

ainda, 4 carbonos metílicos em δC 30,2 (C-13), 30,1 (C-14), 23,9 (C-12) e em δC 21,0 (C-11).  

Outras correlações observadas no mapa de contornos HMBC foram: entre H-10 e os 

sinais de C-1 e C-2, entre o sinal de H-14 e os sinais de C-7, C-8 e  C-9 e, ainda, de H-12 e H-

13 com os sinais de C-6 e C-7. As demais correlações observadas estão descritas na Tabela 

45.  

Ao comparar os dados de RMN de S12 com dados descritos na literatura, foi possível 

verificar sua semelhança com a substância conhecida como botrienalol (COLLADO et al., 

1996), que apresenta um grupo acetil na posição 4, diferentemente de S12. No espectro de 

RMN de 1H (CDCl3) do botrienalol, o sinal de H-4 foi observado em δH 4,90 (ddd; J4-3a = 4,1; 

J4-5 = 8,2; J4-3b = 9,4 Hz; 1H), de H-5 em δH 2,50 (dd; J5-2 = 3,1; J5-4 = 8,2 Hz; 1H) e de H-2 

em δH 2,94 (m; 1H), e também foi observado um singleto em δH 2,04 (3H), referente aos 

hidrogênios metílicos do grupo acetil. No espectro de 13C do botrienalol foi observado o sinal 

do carbono da carbonila do grupo acetil em δC 179,5, enquanto os sinais de C-5 e C-3 foram 

observados em δC 58,4 e 36,7, respectivamente. 
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Figura 140 - Espectro de RMN de 1H de S12 (CD3OD; 600 MHz) 
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Figura 141 - Mapa de contornos COSY de S12 (CD3OD; 600 MHz)  
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Figura 142 - Mapa de contornos HSQC de S12 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 143 - Mapa de contornos HMBC de S12 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 144 - Ampliação do mapa de contornos HMBC de S12 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 
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Para confirmar as constantes de acoplamento do sinal de H-5 em δH 2,33 foram 

obtidos espectros de HOMODEC da substância S12. Portanto, foi possível verificar que o 

sinal (H-5) se apresentava como um duplo dubleto (J5-2 = 3,3; J5-4 = 8,7 Hz), pois acoplava a 

longa distância com H-2 (δH 2,79), já que ao irradiar o sinal de H-2 (Figura 145) o sinal de 

H-5 se apresentou como um dubleto com constante de acoplamento de 9 Hz (J5-4). E ao 

irradiar o sinal em δH 1,06 (Figura 146), referente aos hidrogênios metílicos na posição 11, 

foi possível verificar algumas constantes de acoplamento do sinal de H-2 (ddd; J2-5 = 3,3; J2-3a 

= 6,6; J2-3b = 9,9 Hz), confirmando assim o acoplamento a longa distância entre H-2 e H-5. 
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Figura 145 - Espectro de HOMODEC de S12 - irradiado em δH 2,79. 
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Figura 146 - Espectro de HOMODEC de S12 - irradiado em δH 1,06. 
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Os espectros de NOESY-1D (Figura 147) de S12 mostraram as correlações espaciais 

entre H-5 e H-4, H-2 e H-13 ao irradiar o sinal de H-5 (δH 2,33), e a correlação espacial dos 

hidrogênios metílicos das posições 14 e 12, ao irradiar o sinal de H-14 (δH 1,44), indicando 

que esses hidrogênios estão do mesmo lado da molécula. Ao irradiar o sinal de H-11 (δH 

1,06), foi possível confirmar que o mesmo se encontra em lado oposto da molécula relativo a 

H-4 e H-5, já que não foram observadas correlações espaciais de H-11 com os mesmos. 
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Figura 147 - Espectros de RMN de 1H de S12 (roxo); NOESY 1D - irradiado em δH 2,33 (azul claro); NOESY 1D irradiado em δH 1,44 (verde); NOESY 1D 
irradiado em δH 1,06 (vermelho) (CD3OD; 600 MHz) 
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A substância S12 também é inédita na literatura e seus dados de RMN estão descritos 

na Tabela 45. 

 

Tabela 45 - Dados de RMN da substância S12 (600 e 150 MHz; CD3OD) 
Nº δH (mult., J em Hz) δC COSY HMBC 

1  139,4   

2 2,79 (m) 31,1 11-CH3; H-3a  

3 

2,02 (ddd; 3,9; 6,5; 

12,8) 42,4 

H-3b  

1,29 (m)   

4 3,62 (ddd; 3,9; 8,7; 

11,1) 

69,1 H-3b; H-5  

5 2,33 (dd; 3,3; 8,7) 62,6   

6  40,0   

7 
1,88 (d; 13,2) 

55,8 
H-7b C-15; C-14; C-12 

1,40 (m)  C-5 

8  48,9   

9  169,3   

10 10,21 (s) 195,8  C-1; C-2 

11 1,06 (d; 7,2) 21,0  C-1; C-3; C-2 

12 0,98 (s) 23,9  C-5; C-7; C-6; C-13 

13 1,25 (s) 30,2  C-5; C-7; C-6; C-12 

14 1,44 (s) 30,1  C-9; C-15; C-7; C-8 

15 
3,58 (d; 10,8) 

71,7 
  

3,52 (d; 10,8)   

Fonte: o autor. 

 

4.2.6.3 Elucidação estrutural de S13 

 

A substância S13 (13,8 mg) foi obtida como um óleo amarelado. A análise dos dados 

de RMN e espectrometria de massas e sua comparação com dados da literatura (COLLADO 

et al., 1995) permitiram sua identificação como o sesquiterpeno 4β-acetoxi-9β,10β,15α-tri-

hidroxiprobotridial. 
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Seu espectro no UV-Vis (Figura 148) não apresentou banda de absorção no intervalo 

entre 200 a 700 nm. A rotação específica determinada para esta substância foi de [α]23 = + 

12,2º (c 0,2 em CH3OH). 

 

Figura 148 - Espectro no UV-Vis da substância S13 (63% MeOH:37% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

O espectro de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-Q-TOF) de S13 

(Figura 149) apresentou o pico em m/z 335,1828, referente ao íon [M+Na]+ (calculado 

335,1834 - erro de 1,8 ppm), indicando sua fórmula molecular como C17H28O5.  
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 Figura 149 - Espectro de Massas de alta resolução de S13 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 
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O espectro de RMN de 1H (Figura 150) de S13  mostrou um duplo duplo dubleto em 

δH 5,12 (J4-3a = 3,9; J4-3b = 11,0 Hz, J4-5 = 11,0 Hz; 1H), um dubleto em  δH 4,38 (J15-10 = 5,7 

Hz; 1H) e um duplo dubleto em δH 4,02 (J10-1 = 3,2; J10-15 = 5,7 Hz; 1H), que foram atribuídos 

a H-4, H-15 e H-10, respectivamente. Além disso, verificou-se um dubleto largo em δH 1,75 

(1H) e um duplo dubleto em δH 1,31 (J1-10 = 3,2; J1-2 = 11,7 Hz) referentes a H-5 e H-1, 

respectivamente.  

No mapa de contornos COSY (Figura 151) o sinal de H-4 mostrou correlação com os 

sinais de H-3a (δH 1,83; m; 1H), H-3b (δH 1,18; dl; 1H) e H-5. Já o sinal de H-15 mostrou 

correlação com H-10, enquanto H-2 (δH 1,71; m; 1H) mostrou correlação com H-1 e H-3b. 

A partir do mapa de contornos HSQC (Figura 152), juntamente com o mapa de 

contornos HMBC (Figura 153 e 154), foram observados sinais de 4 carbonos quaternários 

(não hidrogenados) em δC 172,1 (C-16), 95,2 (C-9), 57,9 (C-8) e em δC 47,1 (C-6), 6 

metínicos em  δC 88,9 (C-10), 83,7 (C-15), 74,0 (C-4), 60,0 (C-1), 58,7 (C-5) e 34,9 (C-2), 2 

metilênicos em δC 49,5 (C-7) e 40,6 (C-3), além de sinais de 5 carbonos metílicos em δC 36,4 

(C-12), 27,8 (C-13), 22,6 (C-14), 21,6 (C-11) e em δC 21,0 (C-17).  

O mapa de contornos HMBC mostrou as correlações entre H-4 e H-17 e o sinal de C-

16, entre H-15 e C-8 e C-14, entre o sinal de H-7a (δH 2,04; d; J7a-7b = 11,4 Hz; 1H) e o sinal 

de C-14 e, ainda, entre o sinal de H-12 (δH 1,28; s; 3H) e os sinais de C-5, C-6 e C-7, entre H-

13 (δH 1,14; s; 3H) e C-6, e entre H-14 (δH 1,13; s; 3H) e C-9. 
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Figura 150 - Espectro de RMN de 1H de S13 (CD3OD; 600 MHz) 
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Figura 151 - Mapa de contornos COSY de S13 (CD3OD; 600 MHz) 
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Figura 152 - Mapa de contornos HSQC de S13 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 
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Figura 153 - Mapa de contornos HMBC de S13 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

S13 

HO OH

1

6
5

4
3

2

14

9
8

7

OH

12

11

1510

13

16

17

H O
H

O

H H



293 
 

Figura 154 - Ampliação do mapa de contornos HMBC de S13 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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A partir dos espectros de NOESY-1D (Figura 155) foi possível verificar a 

configuração relativa de S13.  Ao irradiar o sinal de H-10 (δH 4,02) foram observadas as 

correlações espaciais do mesmo com H-2 e H-14, indicando que esses hidrogênios estão do 

mesmo lado do plano médio da molécula e não foi verificada a correlação com H-15, 

mostrando assim que H-10 e H-15 estão em lados opostos da molécula. Ao irradiar o sinal dos 

hidrogênios metílicos da posição 12 (δH 1,28) verificou-se apenas a correlação com o sinal de 

H-5 e como não foi observada a correlação com H-4, podemos dizer que H-12 e H-4 

encontram-se em lados opostos da molécula. A correlação entre H-11 e H-1 foi evidenciada 

ao irradiar o sinal de H-11 (δH 1,02). Então, concluímos que H-2, H-4, H-10, H-13 e H-14 

estão de um mesmo lado do plano médio da molécula, enquanto H-5, H-11, H-12 e H-15 

estão do outro lado.  
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Figura 155 - Espectros d e RMN de 1H de S13 (roxo); NOESY 1D - irradiado em δH 4,02 (azul claro); NOESY 1D irradiado em δH 1,28 (verde); NOESY 1D 
irradiado em δH 1,02 (vermelho) (CD3OD; 600 MHz) 
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Os dados de RMN de 1H e 13C da substância S13 e da substância  4β-acetoxi-

9β,10β,15α-triidroxiprobotridial (COLLADO et al., 1995) estão descritos na Tabela 46. 

 

Tabela 46 - Dados de RMN de 1H e 13C para S13 e para a 4β-acetoxi-9β,10β,15α-triidroxiprobotridial. 
 S13a 4β-acetoxi-9β,10β,15α-triidroxiprobotridialb 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz) δC 

1 1,31 (dd; 3,2; 11,7) 60,0 1,25 (m) 58,1 

2 1,71 (m) 34,9 1,73 (m) 22,2 

3 
1,83 (m) 

40,6 
1,95 (ddd; 3,4; 3,8; 10,7) 39,6 

1,18 (dl) 1,10 (m)  

4 5,12 (ddd; 3,9; 11,0; 11,0) 74,0 5,09 (ddd; 3,8; 10,7; 10,7) 72,7 

5 1,75 (dl) 58,7 1,70 (d; 10,7) 59,7 

6  47,1  46,6 

7 
2,04 (d; 11,4) 

49,5 
2,00 (d; 11,7) 

48,5 
1,10 (d; 11,4) 1,20 (d; 11,7) 

8  57,9  57,2 

9  95,2  95,9 

10 4,02 (dd; 3,2; 5,7) 88,9 4,12 (dd; 2,9; 5,2) 89,1 

11 1,02 (d; 6,6) 21,6 1,02 (d; 6,4) 20,9 

12 1,28 (s) 36,4 1,29 (s) 36,4 

13 1,14 (s) 27,8 1,16 (s) 27,5 

14 1,13 (s) 22,6 1,17 (s) 33,5 

15 4,38 (d; 5,7) 83,7 4,43 (d; 5,2) 84,1 

16  172,1  170,5 

17 2,00 (s) 21,0 2,02 (s) 21,4 
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; CD3OD; b δ-ppm; 400 e 200 MHz; CDCl3 (COLLADO et al., 1995).  

Fonte: o autor. 

 

Os sinais de C-2 (δC 22,2) e C-14 (δC 33,5) descritos na literatura para a 4β-acetoxi-

9β,10β,15α-triidroxiprobotridial foram atribuídos erroneamente, pois ao analisar o mapa de 

contornos HMBC de S13, é possível verificar a correlação do sinal dos hidrogênios metílicos 

da posição 11 (δH 1,02) com o sinal de C-2 (δC 34,9) e a correlação do sinal de H-15 (δH 4,38) 

com o sinal de C-14 (δC 22,6). 
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4.2.6.4 Elucidação estrutural de S14 

 

A substância S14 (3,6 mg) foi obtida como um óleo amarelado. A Figura 156 

apresenta seu espectro no UV-Vis, em que é possível observar uma banda de absorção com 

máximo em 248 nm. Já sua rotação específica apresentou um valor de [α]23 = + 8,6º (c 0,2 em 

CH3OH). 

 

Figura 156 - Espectro no UV-Vis da substância S14 (64,1% MeOH:35,9% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

A fórmula molecular de S14 foi determinada após as análises dos dados de RMN e do 

seu espectro de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-Q-TOF) (Figura 157), no 

qual foi observado o pico base em m/z 239,1648, referente ao íon [M+H]+ (calculado 

239,1642 - erro de 2,5 ppm), indicando a fórmula molecular de S14 como C14H22O3. 

200 300 400 500 600 700 nm

0

250

500

750

1000

1250

1500
mAU
 27.34/ 1.00

2
1
4

4
8
5

7
3
4

7
7
2

6
5
6

2
4
8

5
8
3

6
7
3

7
5
2

S14 

D 



298 
 

 Figura 157 - Espectro de Massas de alta resolução de S14 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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O espectro de RMN de 1H (Figura 158) de S14  mostrou-se semelhante ao de S09, 

sendo que as principais diferenças notadas foram o sinal de H-4 mais desprotegido e com 

multiplicidade diferente (δH 4,69; dd; J4-3a = 4,8; J4-3b = 10,2 Hz, 1H) e o sinal de H-2, mais 

protegido, em δH 2,43 (m; 1H).  

No mapa de contornos COSY (Figura 159) o sinal de H-4 mostrou correlação com os 

sinais de H-3a (δH 2,27; m; 1H) e H-3b (δH 1,76; m; 1H), e o sinal de H-2 mostrou correlação 

com H-3b e com os hidrogênios metílicos de C-10 em δH 1,10 (d; J10-2 = 6,6 Hz; 3H). 

A partir do mapa de contornos HSQC (Figura 160), juntamente com o mapa de 

contornos HMBC (Figura 161 e 162), foi possível observar, assim como para S09, sinais de 5 

carbonos quaternários (não hidrogenados) em δC 203,2 (C-1), 174,5 (C-5), 140,1 (C-9), 49,8 

(C-8) e em δC 46,9 (C-6), 2 carbonos metínicos em  δC 67,8 (C-4) e 43,3 (C-2), 3 metilênicos 

em δC 69,8 (C-14), 52,7 (C-7) e em δC 43,4 (C-3), e sinais de 4 carbonos metílicos em δC 30,5 

(C-11), 28,8 (C-12), 23,5 (C-13) e em δC 15,0 (C-10).  

O mapa de contornos HMBC mostrou, ainda, a correlação entre H-10 e o sinal de C-1; 

entre o sinal de H-7a (δH 1,93; d; J7a-7b = 13,8 Hz; 1H) e os sinais de C-5 e C-9; entre os sinais 

de H-14a (δH 3,57; d; J14a-14b = 10,8 Hz; 1H) e H-14b (δH 3,54; d; J14b-14a = 10,8 Hz; 1H) e o 

sinal de C-7; entre o sinal de H-13 (δH 1,13; s; 3H) e os sinais de C-8 e C-9 e entre os sinais 

de H-11 (δH 1,38; s; 3H) e H-12 (δH 1,31; s; 3H) com os sinais de C-6 e C-7. As demais 

correlações observadas nesse mapa de contornos estão descritas na Tabela 47. 
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Figura 158 - Espectro de RMN de 1H de S14 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 159 - Mapa de contornos COSY de S14 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 160 - Mapa de contornos HSQC de S14 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 
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Figura 161 - Mapa de contornos HMBC de S14 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 162 - Ampliação do mapa de contornos HMBC de S14 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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A partir dos espectros de NOESY-1D (Figura 163), juntamente com as diferenças de 

multiplicidade observadas para H-4, foi possível verificar que S14 tratava-se de um 

diastereoisômero de S09, já que ao irradiar o sinal dos hidrogênios metílicos da posição 10 

(δH 1,10) não foi observada a correlação espacial com H-4, indicando assim que H-10 e H-4 

estão em lados opostos da molécula. Além disso, ao irradiar o sinal dos hidrogênios metílicos 

da posição 12 (δH 1,31) foi observada sua correlação espacial com H-4 e com H-13, sendo que 

a última foi confirmada ao irradiar o sinal de H-13.  Sendo assim, podemos dizer que  H-2, H-

4, H-12 e H-13 estão do mesmo lado do plano médio da molécula.  
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Figura 163 - Espectros de RMN de 1H de S14 (roxo); NOESY 1D - irradiado em δH 1,31 (azul claro) NOESY 1D - irradiado em δH 1,13 (verde); NOESY 1D 
- irradiado em δH 1,10 (vermelho) (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Esses resultados indicaram que a substância S14 também é inédita na literatura. Seus 

dados de RMN estão descritos na Tabela 47. 

 

Tabela 47 - Dados de RMN da substância S14 (600 e 150 MHz; CD3OD) 
Nº δH (mult., J em Hz) δC COSY HMBC 

1  203,2   

2 2,43 (m) 43,3 10-CH3; H-3b  

3 
2,27 (m) 

43,4 
H-3b  

1,75 (m)  C-4 

4 4,69 (dd; 4,8; 10,2) 67,8 H-3a; H-3b  

5  174,5   

6  46,9   

7 
1,93 (d; 13,8) 

52,7 
H-7b C-5; C-9; C-14; C-8; C-6 C-13; C-11 

1,53 (d; 13,8)  C-14; C-8; C-6; C-12; C-11 

8  49,8   

9  140,1   

10 1,10 (d; 6,6) 15,0  C-1; C-2 

11 1,38 (s) 30,5  C-5; C-7; C-6; C-12 

12 1,31 (s) 28,8  C-5; C-7; C-6; C-11;  

13 1,13 (s) 23,5  C-9; C-14; C-7; C-8  

14 
3,57 (d; 10,8) 

69,8 
 

C-9; C-7; C-11 
3,54 (d; 10,8)  

Fonte: o autor. 

 

Os sesquiterpenos com esqueleto botriano foram isolados pela primeira vez do  fungo 

fitopatogênico Botrytis cinerea, por isso apresentam essa denominação. Estudos revelaram 

que alguns botrianos apresentaram atividade fitotóxica, como o botridial (COLLADO et al., 

1995), além de atividade antibacteriana e citotóxica frente a diferentes linhagens de células 

(COLLADO; SÁNCHEZ; HANSON, 2007; KUHNERT et al., 2015a). 

O fungo marinho Diaporthaceae sp. PSU-SP2/4, associado a uma esponja marinha, foi 

estudado por Khamthong et al. (2014), sendo isolada a substância 4β-acetoxi-9β,10β,15α-

triidroxiprobotridial (S13), que não apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus 

aureus e uma linhagem de S. aureus resistente a meticilina, e também não apresentou 

citotoxicidade frente a uma linhagem de células não cancerígenas (células Vero). 
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Já o estudo do fungo endofítico Geniculosporium sp., isolado da alga vermelha 

Polysiphonia sp., levou a obtenção e caracterização de 11 novas substâncias com esqueleto 

botriano (KROHN et al., 2005).  

Foram obtidos os espectros de dicroísmo circular das substâncias S09, S10, S11, S12, 

S13 e S14 (Figura 164). Porém, não foram encontrados modelos na literatura com estruturas 

semelhantes e espectros de dicroísmo circular que auxiliassem na comparação e determinação 

das configurações absolutas das substâncias isoladas. No entanto, foi possível verificar que 

S09 e S14 são diastereoisômeros, assim como S10 e S11, como proposto anteriormente. A 

substância S09 apresentou efeito Cotton positivo em 254 nm (Δε = +1,69), enquanto S14 

apresentou efeito Cotton negativo em 250 nm (Δε = -4,06). Já S10 apresentou efeito Cotton 

negativo em 246 nm (Δε = -2,87), enquanto S11 apresentou efeito Cotton positivo em 264 nm 

(Δε = 0,72). A substância S12 apresentou  efeitos Cotton positivos em 330 (Δε = +0,91), 270 

(Δε = +0,29) e 214 nm (Δε = -2,42) e efeito Cotton negativo em 237 nm (Δε = -0,93). Já a 

substância S13 apresentou efeitos Cotton negativos em 293 (Δε = -0,37) e 210 nm (Δε = -

1,44) e efeito Cotton positivo em 239 nm (Δε = +0,23). 

 

Figura 164 - Espectros de dicroísmo circular (200-400 nm) de: a) S09 (vermelho) e S14 (preto); b) 
S10 (preto) e S11 (vermelho); c) S12 e d) S13. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Vale ressaltar que até o momento não foram realizados estudos a fim de se determinar 

a configuração absoluta dos sesquiterpenos do tipo botriano. As discussões são sempre 

baseadas em configurações relativas, principalmente associadas aos espectros de NOESY 1D, 

e propostas biogenéticas ou estudos de biossíntese. 

Esses sesquiterpenoides são biossintetizados pela via do mevalonato. O farnesil 

pirofostato é ciclizado por um mecanismo via carbocátion e, após sucessivos rearranjos e uma 

reação de hidroxilação, o  presilfiperfolan-8β-ol é formado. Esse, por sua vez, é hidroxilado e 

passa por uma reação de acetilação, seguida de outras reações de hidroxilação, formando o 

4β-acetoxi-9β,10β,15α-triidroxiprobotridial (S13), que é então oxidado, formando o botridial 

(Figura 165). 

O botridial é então reduzido e passa por uma reação de desidratação, formando o 

botrienalol, que por sua vez é desacetilado, resultando na formação da substância S12. Essa, 

pode passar por uma desidratação, seguida de hidroxilação, formando as substâncias S10  e 

S11. Ou ainda, pode passar por uma desidratação, seguida de redução e posterior oxidação, 

formando as substâncias S9 e S14 (Figura 166) (COLLADO; SÁNCHEZ; HANSON, 2007). 
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Figura 165 - Rota biossintética para a formação do botridial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Collado, Sánchez e Hanson (2007); adaptado pelo autor. 
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Figura 166 - Proposta biossintética para a formação dos derivados do botridial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Collado, Sánchez e Hanson, 2007; adaptado pelo autor. 
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4.2.7 Avaliação dos perfis químicos e biológicos dos extratos brutos de Annulohypoxylon 

stygium (AT-03), Hypoxylon sp. (AT-06) e Sarocladium strictum (PS-01) obtidos em 

escala ampliada 

 
As linhagens dos fungos AT-03 e AT-06 foram cultivadas em escala ampliada 

utilizando água do mar para o preparos dos meios de cultivo. Os extratos brutos obtidos foram 

então comparados com os extratos obtidos em escala reduzida (Figuras 167 e 168), e foi 

possível observar que os extratos em escala ampliada apresentaram perfis metabólicos 

similares aos perfis em escala reduzida.  

No cromatograma do extrato em escala ampliada de AT-06 (azul - Figura 168 alguns 

picos tiveram seus tempos de retenção deslocados em relação aos picos do extrato em escala 

reduzida, e a partir da comparação dos seus espectros no UV-Vis foi possível confirmar que 

se tratavam das mesmas substâncias. Por exemplo, em escala reduzida virificou-se um pico 

em 21,4 min., enquanto em escala ampliada, o pico com mesmo espectro no UV-Vis foi 

observado em 21,9 min. O mesmo ocorre com o pico em 29 min. em escala reduzida, que em 

escala ampliada foi observado em 28,5 min (Figura 169).  

 

Figura 167 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex 
Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) do extrato bruto de 

AT-03 obtido em escala reduzida (azul) e em escala ampliada (vermelho) (254 nm). 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 168 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex 
Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v à 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) do extrato bruto de 

AT-06 obtido em escala reduzida (preto) e em escala ampliada (azul) (254 nm). 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Figura 169 - Espectros no UV-Vis das susbtâncias associadas aos picos cromatográficos em: a) 21,4 
min. e b) 29 min. no cromatograma de AT-06 em escala reduzida; c) 21,9 min. e d) 28,5 min.  no 

cromatograma de AT-06 em escala ampliada. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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O fungo PS-01 foi cultivado em escala ampliada utilizando água ultra pura para o 

preparo dos meios de cultivo. Após a obtenção do extrato, o mesmo foi comparado com o 

extrato PS-01 obtido em escala reduzida (Figura 170). Podemos observar que houve variação 

na produção metabólica, sendo que em escala reduzida o cromatograma do extrato 

apresentava um pico cromatográfico em 21,3 min., enquanto para o extrato obtido em escala 

ampliada esse pico cromatográfico não foi observado.  

 

Figura 170 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex 
Gemini C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico) do extrato bruto de 

PS-01 obtido em escala reduzida (azul) e em escala ampliada (vermelho) (254 nm). 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

4.2.7.1 Avaliação das atividades antifúngica e anticolinesterásica 

 

Os resultados das atividades antifúngica e anticolinesterásica dos extratos brutos de 

AT-03, AT-06 e PS-01 obtidos em escala ampliada estão descritos na Tabela 48. Vale 

ressaltar que para a atividade antifúngica foram usadas duas linhagens de fitopatógenos, C. 

sphaerospermum e C. cladosporioides. 

Todos os extratos apresentaram potencial antifúngico frente a C. sphaerospermum, 

assim como observado anteriormente para escala reduzida, e também foram ativos contra a C. 

cladosporioides. Em relação a atividade anticolinesterásica, todos os extratos foram inativos, 

assim como observado para os extratos em escala reduzida.  
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Tabela 48 - Atividade antifúngica e anticolinesterásica dos extratos brutos de AT-03, AT-06 e PS-01 
obtidos em escala ampliadaa. 

 Atividade antifúngica Atividade 

Anticolinesterásica  C. cladosporioides C. sphaerospermum 

Amostra Atividade Rf Atividade Rf Atividade Rf 

AT-03 

** 0,11 - 017 

*** 

*** 

0,35 - 0,40 

0,71 - 0,77 
i  

*** 0,33 - 0,43 

*** 0,52 - 0,58 

*** 0,68 - 0,75 

AT-06 

** 0,17 - 0,28 *** 0,36 - 0,45 

i  *** 0,31 - 0,45 ** 0,60 - 0,66 

*** 0,58 - 0,62 * 0,74 

PS-01 
** 0,37 - 0,46 

** 0,39 - 0,48 i  
* 0,59 - 0,63 

padrão *** origem *** origem *** origem 
a os valores indicam os fatores de retenção em CCD; * atividade fraca / ** atividade moderada / *** 

atividade forte / i = inativo. 

Fonte: o autor. 

 

4.2.7.2 Avaliação do potencial citotóxico 

 
O potencial citotóxico in vitro dos extratos brutos de AT-03, AT-06 e PS-01 obtidos 

em escala ampliada foi avaliado pelo método do MTT, sendo testadas apenas duas linhagens 

de células tumorais, HCT-116 (adenocarcinoma de cólon humano), usada anteriormente para 

avaliar outras amostras, e MCF-7 (adenocarcinoma de mama). Os resultados estão 

apresentados na Figura 171.  
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Figura 171 - Potencial citotóxico dos extratos brutos de AT-03, AT-06 e PS-01 obtidos em escala 
ampliada frente às linhagens tumorais HCT-116 e MCF-7. 

 

 
  

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Pode-se verificar que os extratos AT-03 e AT-06 apresentaram porcentagem de 

inibição superior a 75% (forte atividade citotóxica) frente a linhagem HCT-116 (concentração 

de 50 µg mL-1), enquanto o extrato PS-01 apresentou pouca atividade (porcentagem de 

inibição inferior a 50%) frente a essa linhagem. Já para MCF-7 todos os extratos testados 

foram pouco ativos. O valor de CI50 (concentração que inibe 50% do crescimento da célula 

tumoral) dos extratos AT-03 e AT-06 para a linhagem HCT-116 foi calculado por regressão 

não linear utilizando o GraphPadPrism 4.0 (Intuitive Software for Science), no entanto, foi 

superior a 50 µg mL-1 para ambos. 

Em escala reduzida, os extratos de AT-03 e AT-06 mostraram forte atividade frente à 

linhagem de carcinoma de ovário, que não foi utilizada nesse segundo teste. Já para a 

linhagem HCT-116 (adenocarcinoma de cólon humano) os mesmos tinham apresentado pouca 

atividade citotóxica. O extrato de PS-01 em escala reduzida apresentou pouca atividade 

citotóxica para todas as linhagens testadas, assim como em escala ampliada.  

 

4.2.8 Estudo químico do fungo Sarocladium strictum (PS-01)  

 

Apesar das diferenças apontadas nos perfis químicos dos extratos de PS-01 optou-se 

por estudar seu extrato bruto em escala ampliada, já que o mesmo também apresentou 

potencial antifúngico contra fitopatógenos. 

O extrato bruto de PS-01 foi fracionado por cromatografia em coluna utilizando C-18 

e diferentes proporções de  MeOH:H2O. Em seguida, fez-se o fracionamento das frações PS-

01-F1 e PS-01-F2 por CLAE-DAD em escala preparativa, sendo que a primeira forneceu 

novamente a substância S01 (uridina) e uma subfração na qual foram identificadas duas 2,5-

dicetopiperazinas, a ciclo(Ala-Leu) (S15) e a ciclo(Leu-Tir) (S16), enquanto da segunda 
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fração foi isolada a substância S17, identificada como a isoflavona daidzeína. A fração PS-01-

F6 foi fracionada por CLAE-DAD em escala semi-preparativa, sendo isolados 6 ftalatos: 

ftalato de diisobutila (S18), ftalato de dibutila (S19), ftalato de isobutil-isopentila (S20), 

ftalato de butil-isopentila (S21), ftalato de diisopentila (S22) e o ftalato de bis-(2-etil-hexila) 

(S23). 

 

4.2.8.1 Elucidação estrutural de S15 e S16 

 

As substâncias S15 [ciclo(Ala-Leu)] e S16 [ciclo(Leu-Tir)] foram identificadas em 

mistura na subfração PS-01-F1-12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir do espectro de RMN de 1H (Figura 172), bem como do mapa de contornos 

HSQC (Figura 173) dessa subfração foi possível verificar os sinais característicos da 

substância S15 em δH 8,15 (s; 4-NH; 1H); δH 8,12 (s; 1-NH; 1H), δH 3,86 (m; H-3; 1H) / δC 

49,9 (C-3); δH 3,76 (m; H-6; 1H) / δC 52,6 (C-6); δH 1,26 (d; J7-3 = 7,2 Hz; 3H) / δC 19,7 (C-

7); δH 0,87 (d; J11-9 = 7,2 Hz; H-11; 3H) / δC 23,0 (C-11) e δH 0,85 (d; J10-9 = 7,2 Hz; H-10; 

3H) / δC 21,9 (C-10). Já para a substância S16 foi possível observar os sinais em δH 8,06 (s; 1-

NH; 1H); δH 8,05 (s; 4-NH; 1H); δH 6,89 (d; J9-10 = 8,4 Hz; H-9/H-13; 2H) / δC 131,4 (C-9/C-

13);  δH 6,64 (d; J10-9 = 8,4 Hz; H-10/H-12; 2H) / δC 115,0 (C-10/C-12); δH 4,06 (m; H-6; 1H) 

/ δC 55,7 (C-6); δH 3,44 (m; H-3; 1H) / δC 52,6 (C-3); δH 0,73 (m; H-14a; 1H) e 0,09 (m; H-

14b; 1H) / δC 43,8 (C-14); δH 0,64 (d; J17-15 = 7,8 Hz; H-17; 3H) / δC 22,8 (C-17) e δH 0,62 (d; 

J16-15 = 7,2 Hz; H-16; 3H) / δC 21,5 (C-16). 
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Pelo mapa de contornos COSY (Figura 174) foi possível verificar, para a substância 

S15, as correlações de H-3 com 4-NH e H-7, bem como as correlações entre H-6 e H-8a (δH 

1,60; m; 1H) e H-8b (δH 1,47; m; 1H), e entre H-9 (δH 1,80; m; 1H) e H-10 (Figura 175 - a). 

Para a substância S16 observaram-se as correlações de H-3 com 4-NH, H-14a e H-14b, entre 

H-6 e 1-NH, H-7a (δH 3,01; dd; J7a-6 = 3,6; J7a-7b = 13,5 Hz; 1H) e H-7b (δH 2,69; dd; J7a-6 = 

4,2; J7a-7b = 13,5 Hz; 1H) e, ainda, entre H-15 (δH 1,37; m; 1H) e H-16 (Figura 175 - b). 



319 
 

 Figura 172 - Espectro de RMN de 1H de PS-01-F1-12 (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 173 - Mapa de contornos HSQC de PS-01-F1-12 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 174 - Mapa de contornos COSY de PS-01-F1-12 (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 175 - Correlações observadas no mapa de contornos COSY para as substâncias: a) S15; b) 
S16. 

a) 
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Fonte: o autor. 

 

Já pelo mapa de contornos HMBC (Figura 176) foi possível observar, para a 

substância S15, as correlações entre 1-NH e H-7 e o sinal de C-2 (δC 169,1), bem como as 

correlações de 4-NH e H-6 com C-5 (δC 169,1) e entre H-10 e os sinais de C-11 e C-8 (Figura 

177 - a). Para a substância S16 foi possível verificar as correlações entre 1-NH e C-2 (δC 

167,0), entre H-4 e C-5 (δC 166,7), entre H-7a e C-5 e C-9 (δC 131,4) e, ainda, entre H-10 e os 

sinais de C-8 (δC 126,0) e C-11 (δC 156,6) e entre H-16 e C-14 (Figura 177 - b). 
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Figura 176 - Mapa de contornos HMBC de PS-01-F1-12 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 177 - Correlações observadas no mapa de contornos HMBC para as substâncias: a) S15; b) 

S16. 

a) 
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Fonte: o autor. 

 

Como se trata de uma mistura, não foi possível verificar a rotação óptica específica 

dos constituintes, e optou-se por não obter espectros de NOESY-1D para verificar a 

configuração relativa, já que os mesmos seriam de difícil interpretação, devido a sobreposição 

de sinais.  

Os dados de RMN de 1H e 13C para S15 e para a ciclo(L-Ala-L-Leu) (STARK; 

HOFMANN, 2005) estão descritos na Tabela 49, e os dados para S16 e para a ciclo(L-Leu-L-

Tir) (LIU et al., 2014) estão descritos na Tabela 50. 
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Tabela 49 - Dados de RMN de 1H e 13C para S15 e para a dicetopiperazina ciclo(L-Ala-L-Leu). 
 S15a ciclo(L-Ala-L-Leu)b 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz) 
δC

 

1 8,15 (s; NH) - 8,07 (s; NH) - 

2 - 169,1 - 169,0 

3 3,85 (m) 49,9 3,86 (m) 50,1 

4 8,12 (s; NH) - 8,06 (s; NH) - 

5 - 168,6 - 168,5 

6 3,76 (m) 52,6 3,77 (m) 52,8 

7 1,26 (d; 7,2) 19,7 1,27 (d; 7,0) 19,7 

8 
1,60 (m) 

42,7 
1,62 (m) 

42,7 
1,47 (m) 1,47 (m) 

9 1,80 (m) 23,7 1,83 (m) 23,8 

10 0,85 (d; 7,2) 21,9 0,88 (d; 6,6) 22,0 

11 0,87 (d; 7,2) 23,0 0,86 (d; 6,6) 23,1 
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; DMSO-d6; 

b δ-ppm; 400 e 100 MHz; DMSO-d6 (STARK; HOFMANN, 
2005). 

Fonte: o autor. 

 

A 2,5-dicetopiperazina ciclo(L-Ala-L-Leu) já foi isolada da bactéria Psychrobacter sp., 

obtida da esponja marinha Stelletta sp. (LI, H. et al., 2008) e também do fungo Penicillium sp. 

obtido do mar (ZHUANG et al., 2012). O estudo feito por Cho et al. (2012) descreveu seu 

isolamento da bactéria Streptomyces praecox 291-11, associada a alga Undaria pinnatifida, e 

sua atividade anti-incrustrante contra a alga Ulva pertusa e contra a diatomácea Naviculla 

anexa. Além disso, Stark e Hofmann (2005) mostraram que essa dicetopiperazina pode ser 

encontrada em cacau torrado e moído e está relacionada ao seu sabor metálico. 
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Tabela 50 - Dados de RMN de 1H e 13C para S16 e para a dicetopiperazina ciclo(L-Leu-L-Tir). 
 S16a ciclo(L-Leu-L-Tir)b 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz) 
δC

 

1 8,06 (m; NH) - 7,84 (s; NH) - 

2 - 167,0 - 166,3 

3 3,44 (m) 52,6 4,11 (m) 58,3 

4 8,05 (m; NH) - 8,00 (s; NH) - 

5  166,7 - 167,4 

6 4,06 (m) 55,7 3,58 (m) 55,6 

7 3,01 (dd; 3,6; 13,5) 37,5 3,05 (dd; 4,2; 13,2) 37,8 

 2,69 (dd; 4,2; 13,5)  2,73 (dd; 4,2; 13,2)  

8 - 126,0 - 125,8 

9 e 13 6,89 (d; 8,4) 131,4 6,91 (d; 7,8) 114,8 

10 e 12 6,64 (d; 8,4) 115,0 6,62 (d; 7,8) 131,2 

11 - 156,6 - 156,3 

14 0,73 (m) 43,8 0,69 (m) 43,6 

 0,10 (m)  0,14 (m)  

15 1,37 (m) 23,0 1,41 (m) 23,1 

16 0,62 (d; 7,2) 21,3 0,62 (d; 6,0) 22,7 

17 0,64 (d; 7,8) 22,8 0,60 (d; 6,0) 21,3 
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; DMSO-d6; 

b δ-ppm; 300 e 75 MHz; DMSO-d6 (LIU et al., 2014). 

Fonte: o autor. 

 

A ciclo(L-Leu-L-Tir) foi anteriormente isolada de um fungo endofítico, obtido de uma 

folha de Kandelia candel (mangue estuário) (HUANG, H. et al., 2007), e também da bactéria 

Bacillus subtilis, isolada de uma amostra de solo da Tunísia (ELKAHOUI et al., 2013). Já o 

estudo realizado por MITSUI-SAITOH et al. (2011) mostrou os efeitos cardioprotetores dessa 

dicetopiperazina em corações de porquinhos da Índia que sofreram isquemia e reperfusão, 

sendo que o pre-tratamento com a ciclo(L-Leu-L-Tir) promoveu ótima recuperação após o 

dano. 

As 2,5-dicetopiperazinas são biossintetizadas a partir da junção de dois aminoácidos, 

através de reações de substituição nucleofílica. O grupo amina do primeiro aminoácido 

promove um ataque nucleofílico à carboxila do segundo aminoácido, liberando água e, em 

seguida, o grupo amina do segundo aminoácido promove o mesmo tipo de ataque à carboxila 
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do primeiro aminoácido, formando assim um dipeptídeo conhecido como 2,5-dicetopiperazina 

(Figura 178) (THOMASI, 2014). 

 

Figura 178 - Biogênese das 2,5-dicetopiperazinas 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

4.2.8.2 Elucidação estrutural de S17 

 

A substância S17 (1,9 mg) foi obtida como um sólido amarelo. Após as análises dos 

dados espectroscópicos e espectrométricos, bem como comparações com dados da literatura, 

S17 foi identificada como a isoflavona daidzeína.  

Seu espectro no UV-Vis (Figura 179) apresentou bandas de absorção com máximos 

em 302 e 248 nm, enquanto o espectro no UV-Vis da daidzeína descrita na literatura 

apresentou bandas de absorção em 300 e 255 nm (MeOH) (KALE; LADDHA, 2014), 

consistentes com nossos dados experimentais. 

 

Figura 179 - Espectro de UV da substância S17 (62,5% MeOH:37,5% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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A fórmula molecular de S17, C15H10O4, foi determinada após as análises dos dados de 

RMN e do seu espectro de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-Q-TOF) (Figura 

180), no qual foi observado o pico base em m/z 255,0649, referente a [M+H]+ (calculado 

255,0652 - erro de 1,2 ppm). 

O espectro de RMN de 1H (Figura 181) de S17 apresentou sinais apenas na região de 

hidrogênios aromáticos e olefínicos, como os singletos em  δH 8,24 (H-2; 1H) e em δH 6,77 

(H-8; 1H); os dubletos em δH 7,91 (J5-6 = 8,4 Hz; H-5, 1H),  δH 7,37 (J2'-3' = 8,4 Hz; H-2'/H-6'; 

2H) e em  δH 6,80 (J3'-2' = 8,4 Hz; H-3'/H-5'; 2H), sendo esses dois últimos característicos de 

um anel para-dissubstituído; e o duplo dubleto em δH 6,86 (J6-8 = 1,8; J6-5 = 8,4 Hz; H-6; 1H), 

sendo que o mapa de contornos COSY (Figura 182) mostrou as correlações entre os sinais 

em δH 7,91 e δH 6,86  e entre δH 7,37 e 6,80.  

Os sinais em δH 6,86, 6,80 e 6,77 indicaram a substituição do anel em orto a esses 

hidrogênios por um grupo doador de elétrons, como hidroxilas (confirmado pelo espectro de 

massas). Já o sinal em δH 7,91, indicou a substituição do anel em orto a esse hidrogênio por 

um grupo retirador de elétrons, como a carbonila em C-4. O sinal de H-2, hidrogênio de uma 

dupla ligação, apresentou valor de deslocamento químico em δH 8,24, indicando forte 

desproteção, já que está ligado a um oxigênio, retirador de elétrons por efeito indutivo, e 

devido a presença da carbonila em β, que por efeito de ressonância, também exerce efeito 

desprotetor. 

A partir do espectro de 13C (Figura 183) e do mapa de contornos HSQC (Figura 184), 

foi possível verificar sinais de 7 carbonos quaternários (não hidrogenados) em δC 174,8 (C-4), 

164,7 (C-7), 157,8 (C-9), 157,2 (C-4'), 123,4 (C-3), 122,6 (C-1') e em δC 116,2 (C-10) e 6 

sinais de carbonos metínicos em  δC 152,7 (C-2), 130,2 (C-2'/C-6'), 127,2 (C-5), 115,9 (C-6), 

115,0 (C-3'/C-5') e em δC 102,1 (C-8). Os sinais em δC 130,2 e 115,0 apresentavam-se 

intensos, indicando que os mesmos estavam relacionados a 2 carbonos equivalentes, 

confirmando assim o anel para dissubstituído.  

O mapa de contornos HMBC (Figura 185) mostrou as correlações entre H-2 e C-3, C-

4 e C-9, entre H-5 e C-4, C-7 e C-9, entre H-6 e C-8 e C-10, entre H-2'/H-6' e C-3 e entre H-

3'/H-5' e C-1' e C-4'. 
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 Figura 180 - Espectro de Massas de alta resolução de S17 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 181 - Espectro de RMN de 1H de S17 (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 182 - Mapa de contornos COSY de S17 (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 183 - Espectro de 13C de S17 (DMSO-d6; 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 184 - Mapa de contornos HSQC de S17 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 185 - Mapa de contornos de HMBC de S17 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Os dados de RMN de 1H e de 13C de S17 e da daidzeína (HUANG, R. et al., 2013) 

estão descritos na Tabela 51.  

 

Tabela 51 - Dados de RMN de 1H e 13C para S17 e para a daidzeína. 
 S17a Daidzeínab 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz) 
δC

 

2 8,24 (s) 152,7 8,28 (s) 152,8 

3 - 123,4 - 123,5 

4 - 174,8 - 174,7 

5 7,91 (d; 8,4) 127,2 7,95 (d; 8,8) 127,3 

6 6,86 (dd; 1,8; 8,4) 115,9 6,92 (d; 8,8) 115,1 

7 - 164,7 - 162,6 

8 6,77 (s) 102,1 6,85 (s) 102,1 

9 - 157,8 - 157,4 

10 - 116,2 - 116,6 

1' - 122,6 - 122,6 

2' e 6' 7,37 (d; 8,4) 130,2 7,37 (d; 7,3) 130,0 

3' e 5'  6,80 (d; 8,4) 115,0 6,80 (d; 7,3) 114,9 

4' - 157,2 - 157,1 
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; DMSO-d6; 

b δ-ppm; 500 e 125 MHz; DMSO-d6 (HUANG, R. et al., 2013). 

Fonte: o autor. 

 
A daidzeína é normalmente encontrada em plantas, principalmente em espécies da 

família Fabaceae, como a soja (Glycine max) (MURAKAMI et al., 2014), e apresenta efeito 

inibitório contra linhagens de células tumorais, incluindo células de câncer de mama (GUO et 

al., 2004a; 2004b; CHOI; KIM, 2008).   

Estudos demonstraram que espécies de bactérias do gênero Streptomyces são capazes de 

produzir isoflavonas, como a daidzeína, a partir da biotransformação de componentes do meio 

de cultivo provenientes de soja (HUANG, R. et al., 2013; DONG et al., 2005; HU, J. et al., 

2003). Já o estudo realizado por Chang, T. et al. (2007) mostrou que fungos usados no 

preparo de alimentos fermentados de soja são capazes de metabolizar a daidzeína e a 

genisteína (outra isoflavona) e produzir 8-hidroxi-daidzeína e 8-hidroxi-genisteína. Por outro 

lado, o extrato acetato de etila do fungo endofítico Ascochyta salicorniae, obtido da alga 
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verde Ulva sp. e cultivado em um meio sólido de biomalte e sal artificial do mar, forneceu a 

genisteína (OSTERHAGE et al., 2000). 

Vale ressaltar que para a cultura de PS-01 foi utilizado meio líquido de batata-dextrose 

(MDB) e portanto, para verificar se a daidzeína estava presente no meio de cultura utilizado 

foi preparado um extrato acetato de etila do meio. Um frasco de Erlenmeyer contendo MDB, 

do mesmo lote usado para o preparo do meio de cultura de PS-01, e 300 mL de água ultra 

pura foi mantido incubado a 25ºC e 28 dias, da mesma forma que aqueles preparados para o 

cultivo de PS-01. O processo de extração foi o mesmo utilizado para a obtenção dos extratos 

dos fungos, sendo que foi eliminada a etapa de filtração, já que não havia a presença de 

micélios. Foi obtido 20,8 mg de extrato do meio de cultura, que foi então analisado, 

juntamente com o extrato de PS-01, por CLAE-DAD no modo analítico usando gradiente 

exploratório. Os cromatogramas estão apresentados na Figura 186 e mostram  o pico 

referente a daidzeína (tR = 27,2 min.) está presente apenas no extrato de PS-01. 

 

Figura 186 - a) Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex 
Luna C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico; 254 nm) do extrato 
bruto de PS-01 obtido em escala ampliada (vermelho) e do extrato do meio de cultura (azul); b) 
Espectro no UV-Vis da substância associada ao pico em  27,2 min. (daidzeína) no cromatograma do 
extrato de PS-01 (vermelho); c) Espectro no UV-Vis da substância associada ao pico em  27,3 min. no 
cromatograma do extrato do meio de cultura (azul). 
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4.2.8.3 Elucidação estrutural de S18 e S19 

 

A substância S18 (2,5 mg) foi obtida como um óleo incolor. Após as análises dos 

dados de Espectrometria de Massas e de RMN, S18 foi identificada como o ftalato de 

diisobutila. 

A Figura 187 apresenta seu espectro no UV-Vis, no qual foram observadas bandas de 

absorção com máximos em 274 e 235 nm. Sua fórmula molecular foi determinada como 

C16H22O4, a partir do seu espectro de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-Q-TOF) 

(Figura 188) que mostrou o pico base em m/z 301,1416, referente ao íon [M+Na]+ (calculado 

301,1416 - erro de 0 ppm).  

O espectro de RMN de 1H (Figura 189) e o mapa de contornos HSQC (Figura 190) 

mostrou os sinais em δH 7,73 (m; H-3/H-6; 2H) / δC 128,7 (C-3/C-6);  δH 7,67 (m; H-4/H-5; 

2H) / δC 131,6 (C-4/C-5);  δH 4,00 (d; J1'-2' = 6,6 Hz; H-1'/H-1''; 2H) / δC 71,0 (C-1'/C-1''); δH 

1,95 (m; H-2'/H-2''; 2H) / δC 27,1 (C-2'/C-2'') e em δH 0,92 (d; J3'-2' = 7,2 Hz; H-3'/H-3''/H-

4'/H-4''; 12H) / δC 18,7 (C-3'/C-3''/C-4'/C-4'').  

O mapa de contornos HMBC (Figura 191) mostrou as correlações entre H-3/H-6 e os 

sinais de C-1/C-8 (δC 167,2) e de C-4/C-5, entre H-1'/H-1'' e C-1/C-8 e, ainda, entre o sinal de 

H-3'/H-3''/H-4'/H-4'' e os sinais de C-1'/C-1'' e de C-2'/C-2'', comprovando assim que se 

tratava do ftalato de diisobutila. 

 

Figura 187 - Espectro no UV-Vis da substância S18 (83,6% MeOH:16,4% H2O). 
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 Figura 188 - Espectro de Massas de alta resolução de S18 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 
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Figura 189 - Espectro de RMN de 1H de S18 (DMSO-d6; 600 MHz) 
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Figura 190 - Mapa de contornos HSQC de S18 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 
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Figura 191 - Mapa de contornos HMBC de S18 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 
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A substância S19 (0,9 mg) também foi obtida como um óleo incolor. Após as análises 

dos dados espectrométricos, S19 foi identificada como o ftalato de dibutila.  

Seu espectro no UV-Vis (Figura 192) apresentou bandas de absorção com máximos 

em 274 e 223 nm.  

 

Figura 192 - Espectro no UV-Vis da substância S19 (84,1% MeOH:15,9% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Seu espectro de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-Q-TOF) (Figura 193) 

mostrou o pico base em m/z 301,1407, referente ao íon [M+Na]+ (calculado 301,1416 - erro 

de 3 ppm). Portanto, a fórmula molecular de S19 é igual a de S18, C16H22O4.  

No entanto, seu espectro de RMN de 1H (Figura 194) e mapa de contornos HSQC 

(Figura 195) apresentaram sinais diferentes daqueles observados para S18, como o sinal 

referente a H-1'/H-1'' que se apresentou como um tripleto em δH 4,21 (J1'-2' = 6,6 Hz; 4H) e o 

sinal de  C-1'/C-1'', observado  em δC 64,9. Além disso, foi observado um sinal de carbono 

metilênico adicional em δC 18,5, atribuiído a C-3'/C-3'', que mostrou correlação com o sinal 

em  δH 1,37 (sex; J = 7,2 Hz; H-3'/H-3''; 4H) no mapa de contornos HSQC. O tripleto em δH 

0,90  teve integração para 6 hidrogênios (J4'-3' = 7,2 Hz; 6H) e portanto foi atribuído a H-4'/H-

4'', e mostrou correlação com o sinal em δC 13,4 (C-4'/C-4''), confirmando assim que a 

substância S19 é o ftalato de dibutila.  

O mapa de contornos HMBC (Figura 196) mostrou as correlações entre H-1'/H-1'' e 

C-1/C-8 (δC 167,2) e, ainda, do sinal de H-4'/H-4'' com os sinais de C-2'/C-2'' e de C-3'/C-3''.  
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 Figura 193 - Espectro de Massas de alta resolução de S19 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 
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Figura 194 - Espectro de RMN de 1H de S19 (DMSO-d6; 600 MHz) 
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Figura 195 - Mapa de contornos HSQC de S19 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 
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Figura 196 - Mapa de contornos HMBC de S19 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 
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Os dados de RMN de 1H e de 13C para S18, S19 e a comparação com o ftalato de 

dibutila descrito na literatura (HOANG et al., 2008) estão mostrados na Tabela 52. 

 

Tabela 52 - Dados de RMN de 1H e 13C para S18, S19 e para o ftalato de dibutila. 
 S18a S19a Ftalato de dibutilab 

Nº δH (mult., J em 

Hz) 

δC δH (mult., J em 

Hz) 

δC δH (mult., J em 

Hz) 

δC 

1 e 8  167,2 - 167,2 - 166,4 

2 e 7  N/O* - N/O* - 131,7 

3 e 6 7,73 (m) 128,7 7,71 (m) 128,6 7,47 (dd; 2,6; 9,2) 127,9 

4 e 5 7,67 (m) 131,6 7,66 (m) 131,5 7,25 (dd; 2,6; 8,8) 130,0 

1' e 1'' 4,00 (d; 6,6) 71,0 4,21 (t; 6,6) 64,9 4,06 (t; 6,6) 64,3 

2' e 2'' 1,95 (m) 27,1 1,64 (qui; 6,6) 29,9 1,45 (tt; 6,6; 8,3) 29,7 

3' e 3'' 
0,92 (d; 7,2) 18,7 

1,37 (sex; 7,2) 18,5 1,19 (q; 7,5) 18,4 

4' e 4'' 0,90 (t; 7,2) 13,4 0,70 (t; 7,5) 12,7 
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; DMSO-d6; 

b δ-ppm; 400 e 100 MHz; CDCl3 (HOANG et al., 2008). 

Fonte: o autor. 

 

4.2.8.4 Elucidação estrutural de S20 e S21 

 

A substância S20 (1,4 mg) foi obtida como um óleo incolor. Após as análises dos 

dados de RMN e de Espectrometria de Massas, S20 foi identificada como o ftalato de 

isobutil-isopentila.  

Seu espectro no UV-Vis (Figura 197) apresentou bandas de absorção com máximos 

em 274, 223 e 211 nm. Sua fórmula molecular, C17H24O4, foi determinada a partir do espectro 

de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-Q-TOF) (Figura 198), que mostrou o pico 

base em m/z 315,1568, referente ao íon [M+Na]+ (calculado 315,1572 - erro de 1,3 ppm). 

De acordo com os valores das integrais e valores de deslocamentos químicos no 

espectro de RMN de 1H (Figura 199) e no mapa de contornos HSQC (Figura 200), foi 

possível propor a estrutura de um ftalato misto, composto pelos grupos isobutila e isopentila. 

Foram observados os sinais em δH 7,71 (m; H-3/H-6; 2H) / δC 128,7 (C-3/C-6);  δH 7,67 (m; 

H-4/H-5; 2H) / δC 131,6 (C-4/C-5);  δH 4,24 (t; J1''-2'' = 7,2 Hz; H-1''; 2H) / δC 63,7 (C-1''); δH 

4,00 (d; J1'-2' = 6,6 Hz; H-1'; 2H) / δC 71,1 (C-1'); δH 1,96 (m; H-2'; 1H) / δC 27,1 (C-2'); δH 

1,66 (m; H-3''; 1H) / δC 24,4 (C-3''); δH 1,55 (q; J = 6,6 Hz; H-2''; 2H) / δC 36,5 (C-2''); δH 0,92 
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(d; J3'-2' = 6,6 Hz; H-3'/H-4'; 6H) / δC 18,8 (C-3'/C-4') e em δH 0,89 (d; J4''-3'' = 6,6 Hz; H-4''/H-

5''; 6H) / δC 22,1 (C-4''/C-5'').  

As correlações observadas no mapa de contornos HMBC (Figura 201) entre H-1' e C-

1/C-8 (δC 167,0), entre H-1'' e os sinais de C-1/C-8 e C-3'', entre o sinal de H-3'/H-4' e os 

sinais de C-1' e C-2' e, ainda, entre o sinal de H-4''/H-5'' e o sinal de C-2'' confirmaram a 

proposta de ftalato misto. 

 

Figura 197 - Espectro no UV-Vis da substância S20 (85,6% MeOH:14,4% H2O). 
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Figura 198 - Espectro de Massas de alta resolução de S20 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 
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Figura 199 - Espectro de RMN de 1H de S20 (DMSO-d6; 600 MHz) 
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Figura 200 - Mapa de contornos HSQC de S20 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 
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Figura 201 - Mapa de contornos HMBC de S20 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 
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A substância S21 (0,9 mg) apresentou um espectro no UV-Vis (Figura 202) similar ao 

espectro de S20, com bandas de absorção com máximos em 274, 224 e 211 nm. Seu espectro 

de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-Q-TOF) (Figura 203) mostrou-se idêntico 

ao espectro de S20 (pico base em m/z 315,1568, referente ao íon [M+Na]+).  

 

Figura 202 - Espectro no UV-Vis da substância S21 (85,9% MeOH:14,1% H2O).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

O espectro de RMN de 1H (Figura 204) e mapa de contornos HSQC (Figura 205) de 

S21 apresentaram valores de integrais e de deslocamentos químicos que indicaram também se 

tratar de um ftalato misto, no entanto, com sinais e correlações diferentes de S20, como em δH 

4,21 (t; J1'-2' = 6,6 Hz; H-1'; 2H) / δC 64,9 (C-1'); δH 1,63 (m; H-2'; 2H) / δC 29,9 (C-2') e em δH 

1,37 (m; H-3'; 2H) / δC 18,5 (C-3'), que são característicos do grupo butila, como mostrado na 

substância S19. 

O mapa de contornos HMBC (Figura 206) mostrou as correlações entre H-1' e C-1/C-

8 (δC 167,1), entre H-1'' e os sinais de C-1/C-8 e C-3'', entre H-4' e C-2' e C-3' e, ainda, entre o 

sinal de H-4''/H-5'' e o sinal de C-2'', confirmando que S21 é resultante da esterificação pelos 

grupos butila e isopentila. 
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Figura 203 - Espectro de Massas de alta resolução de S21 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 
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Figura 204 - Espectro de RMN de 1H de S21 (DMSO-d6; 600 MHz) 
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Figura 205 - Mapa de contornos HSQC de S21 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 
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Figura 206 - Mapa de contornos HMBC de S21 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 
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Os dados de RMN de 1H e de 13C para S20 e S21 estão descritos na Tabela 53. 

 

Tabela 53 - Dados de RMN de 1H e 13C para S20 e S21 (600 e 150 MHz; DMSO-d6). 
 S20a S21a 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz) 
δC

 

1 e 8  167,0  167,1 

2 e 7  N/O*  N/O* 

3 e 6 7,71 (m) 128,7 7,71 (m) 128,6 

4 e 5 7,67 (m) 131,6 7,67 (m) 131,5 

1' 4,00 (d; 6,6) 71,1 4,21 (t; 6,6) 64,9 

2' 1,96 (m) 27,1 1,63 (m) 29,9 

3' 
0,92 (d; 6,6) 18,8 

1,37 (m) 18,5 

4' 0,90 (t; 7,2) 13,4 

1'' 4,24 (t; 7,2) 63,7 4,23 (t; 6,6) 63,7 

2'' 1,55 (q; 6,6) 36,5 1,55 (q; 6,6) 36,5 

3'' 1,66 (m) 24,4 1,67 (m) 24,3 

4'' 
0,89 (d; 6,6) 22,1 0,90 (d; 6,6) 22,1 

5'' 

Fonte: o autor. 

 

4.2.8.5 Elucidação estrutural de S22 e S23 

 

A substância S22 (2,4 mg) foi obtida como um óleo incolor. Após as análises dos 

dados de Espectrometria de Massas e de RMN, S22 foi identificada como o ftalato de 

diisopentila.  

Seu espectro no UV-Vis (Figura 207) apresentou bandas de absorção com máximos 

em 274 e 231 nm. Sua fórmula molecular foi determinada como C18H26O4, já que seu espectro 

de massas de alta resolução no modo positivo (ESI-Q-TOF) (Figura 208) mostrou um pico 

em m/z 307,1902, referente ao íon [M+H]+ (calculado 307,1909 - erro de 2,3 ppm). 

Seu espectro de RMN de 1H (Figura 209) e o mapa de contornos HSQC (Figura 210) 

mostraram sinais similares aos observados anteriormente para a unidade isopentila nas 

substâncias S20 e S22, porém os valores das integrais no espectro de RMN de 1H, bem como 

o espectro de massas, indicaram se tratar de duas unidades isopentila.  
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O mapa de contornos HMBC (Figura 211) mostrou as correlações entre H-1'/H-1'' e 

os sinais de C-1/C-8 (δC 167,2) e C-3'/C-3'', entre o sinal de H-4'/H-4''/H-5'/H-5'' e os sinais de 

C-2'/C-2'' e de C-4'/C-4''/C-5'/C-5''.  

 

Figura 207 - Espectro no UV-Vis da substância S22 (87,5% MeOH:12,5% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 208 - Espectro de Massas de alta resolução de S22 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 
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Figura 209 - Espectro de RMN de 1H de S22 (DMSO-d6; 600 MHz) 
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Figura 210 - Mapa de contornos de S22 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 
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Figura 211 - Mapa de contornos HMBC de S22 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

S22 



364 
 

A substância S23 (1,2 mg) foi identificada como o ftalato de bis-(2-etil-hexila). Seu 

espectro no UV-Vis (Figura 212) apresentou bandas de absorção com máximos em 274 e 222 

nm.  

 

Figura 212 - Espectro no UV-Vis da substância S23 (95,3% MeOH:4,7% H2O). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir do seu espectro de RMN de 1H (Figura 213) e do mapa de contornos HSQC 

(Figura 214) foi possível verificar os sinais e correlações em δH 7,71 (m; H-3/H-6; 2H) / δC 

128,6 (C-3/C-6);  δH 7,68 (m; H-4/H-5; 2H) / δC 131,6 (C-4/C-5);  δH 4,13 (t; J1'-2' = 6,6 Hz; H-

1'/H-1''; 4H) / δC 67,3 (C-1'/C-1''); δH 1,62 (m; H-2'/H-2''; 2H) / δC 37,9 (C-2'/C-2''); δH 1,35 

(m; H-7'/H-7''; 4H) / δC 23,0 (C-7'/C-7'') δH 1,29 (m; H-3'/H-3''; 4H) / δC 29,6 (C-3'/C-3''); δH 

1,27 (m; H-4'/H-4''; 4H) / δC 22,1 (C-4'/C-4''); δH 1,27 (m; H-5'/H-5''; 4H) / δC 28,3 (C-5'/C-

5''); δH 0,87 (t; J8'-7' = 7,5 Hz; H-8'/H-8''; 6H) / δC 10,6 (C-8'/C-8'') e em δH 0,86 (t; J6'-5' = 6,9 

Hz; H-6'/H-6''; 6H) / δC 13,7 (C-6'/C-6'').  

O mapa de contornos HMBC (Figura 215) mostrou as correlações entre H-1'/H-1'' e 

C-1/C-8 (δC 167,2) bem como do sinal de H-4'/H-4'' com os sinais de C-2'/C-2'' e de C-3'/C-

3''.  
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Figura 213 - Espectro de RMN de 1H de S23 (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 214 - Mapa de contornos HSQC de S23 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 215 - Mapa de contornos HMBC de S23 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

S23 



368 
 

Os dados de RMN de 1H e de 13C para S22, S23 e para o ftalato de bis-(2-etil-hexila) 

descritos na literatura (HOANG et al.; 2008) estão mostrados na Tabela 54. 

 

Tabela 54 - Dados de RMN de 1H e 13C para S22, S23 e para ftalato de bis-(2-etil-hexila). 
 S22a S23a Ftalato de bis-(2-etil-

hexila)b 

Nº δH (mult., J em 

Hz) 

δC δH (mult., J em 

Hz) 

δC δH (mult., J em 

Hz) 

δC 

1 e 8 - 167,2 - 167,1 - 167,5 

2 e 7 -  -  - 132,3 

3 e 6 7,71 (m) 128,7 7,71 (m) 128,6 7,67 (dd; 2,6; 9,2) 128,5 

4 e 5 7,67 (m) 131,6 7,68 (m) 131,6 7,47 (dd; 2,2; 8,8) 130,7 

1' e 1'' 4,24 (t; 6,6) 63,8 4,13 (t; 6,6) 67,3 4,20 (t; 5,9) 67,8 

2' e 2'' 1,55 (m) 36,6 1,62 (m) 37,9 1,65 (m) 38,6 

3' e 3'' 1,67 (m) 24,5 1,29 (m) 29,6 1,28 (m) 30,2 

4' e 4'' 
0,90 (d; 6,6) 22,3 

1,27 (m) 28,3 1,28 (m) 28,7 

5' e 5'' 1,27 (m) 22,1 1,28 (m) 22,8 

6' e 6''   0,86 (t; 6,9) 13,7 0,86 (m) 13,8 

7' e 7''   1,35 (m) 23,0 1,39 (m) 23,6 

8' e 8''   0,87 (t; 7,5)  10,6 0,90 (m) 10,7 
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; DMSO-d6; 

b δ-ppm; 400 e 100 MHz; CDCl3 (HOANG et al., 2008) 

Fonte: o autor. 

 

Os ftalatos são usados na indústria como aditivos em plásticos para melhorar a 

flexibilidade, como solventes na produção de tintas, colas e lubrificantes, ou ainda na 

produção de medicamentos, cosméticos ou pesticidas (ROSLEV et al., 2007). O ftalato de 

dibutila e o ftalato de bis-(2-etil-hexila) podem causar alterações no sistema reprodutor e no 

desenvolvimento em humanos por um distúrbio endócrino (FOSTER et al. 2001). São, 

portanto, classificados como poluentes, sendo determinadas algumas restrições quanto ao seu 

uso, principalmente na produção de brinquedos e cosméticos.  

Alguns ftalatos já foram isolados de plantas, como de Aloe vera (LEE et al. 2000), de 

algas marinhas (NAMIKOSHI et al., 2006), da bactéria marinha Pseudomonas sp. (HOANG; 

LIB; KIMA, 2008) e do fungo marinho Penicillium olsonii (AMADE; MALLEA; 

BOUAÏCHA, 1994).  
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Apesar do seu extenso uso na indústria e de terem sido isolados de diversos 

organismos, não foram encontrados estudos, até mesmo estudos de determinação de ftalatos 

como contaminantes de efluentes, que relatassem os ftalatos de isobutil-isopentila (S20) e de 

butil-isopentila (S21) , indicando assim que são inéditos na literatura. 

Recentemente, Tian et al. (2016) mostraram que o ftalato de dibutila pode ser 

biossintetizado por culturas de fungos filamentosos, tanto em meio de água destilada como 

em meio de água natural coletada em três diferentes regiões na China, e que o mesmo é 

produzido a partir da glicose pela via do ácido chiquímico (Figura 216) A importância dos 

ftalatos como Produtos Naturais ainda é inconclusiva, no entanto, acredita-se que possam 

fazer parte da membrana celular e garantir flexibilidade para a célula (CHEN, C., 2004). 

 

Figura 216 - Proposta biossintética para ftalato de dibutila. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Tian et al. (2016); adaptado pelo autor. 
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do meio de cultivo (Figura 217). Essa análise indicou que os picos referentes aos ftalatos  

estão presente apenas no extrato de PS-01. 

 

Figura 217 - a) Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex 
Luna C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico; 254 nm) do extrato 
bruto de PS-01 obtido em escala ampliada (vermelho) e do extrato do meio de cultura (azul); b) 
Espectro no UV-Vis da substância associada ao pico em  38,2 min. (ftalato) no cromatograma do 
extrato de PS-01 (vermelho); c) Espectro no UV-Vis da substância associada ao pico em  38,3 min. no 
cromatograma do extrato do meio de cultura (azul). 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Além disso, fez-se a comparação dos extratos ACOEt, obtidos em escala ampliada, 

das linhagens fúngicas AT-03 e AT-06 com o extrato AcOEt de PS-01, também obtido em 

escala ampliada (Figura 218), já que esses foram obtidos durante o mesmo período. E 

novamente ficou evidente que os picos dos ftalatos (tempos de retenção entre 38 e 41 min.) 

estão presentes apenas no extrato de PS-01, sugerindo que sejam Produtos Naturais e de 

ocorrência restrita, neste estudo, à linhagem PS-01. 
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Figura 218 - Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex Luna 
C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico; 254 nm) dos extratos 
brutos, obtidos em escala ampliada, de PS-01 (preto), AT-03 (azul) e AT-06 (vermelho).  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

                     

4.2.9 Resultados obtidos durante estágio PDSE-CAPES na University of British 

Columbia - Department of Chemistry 

 

Os extratos obtidos em escala ampliada das linhagens fúngicas AT-03 e AT-06 foram 

selecionados para estudo durante o estágio PDSE, desenvolvido na University of British 

Columbia sob a supervisão do Prof. Dr. Raymond Andersen. 

Após o fracionamento desses extratos por cromatografia em coluna de Sephadex LH-

20, eluída com uma solução de MeOH:CH2Cl2 8:2 v/v, as frações obtidas foram testadas 

quanto a sua atividade antimicrobiana. 

 

4.2.9.1 Avaliação da atividade antimicrobiana das frações obtidas a partir dos extratos 

brutos de Annulohypoxylon stygium (AT-03) e Hypoxylon sp. (AT-06) 

 

Os extratos brutos e frações de AT-03 e AT-06 foram testados pelo ensaio de difusão 

em disco de papel e frente aos patógenos Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina - MRSA, Bacillus subtilis e Candida albicans.  

Dos resultados obtidos (Tabela 55), podemos destacar as frações AT-03-F8 e AT-06-F9, que 

foram ativas contra MRSA e a linhagem de E. coli, enquanto a fração AT-06-F8 foi ativa 

apenas contra E. coli. A fração AT-06-F9 apresentou uma zona de inibição (6 mm) maior que 

o  controle positivo (3 mm) contra E. coli. Portanto, essas frações foram selecionadas para 

fracionamento e estudo químico subsequente. 
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Tabela 55 - Atividade antimicrobiana do extrato bruto e frações das linhagens AT-03 e AT-06. 
  Zona de inibição - 40 µg/disco (mm) 

Amostra B. subtilis MRSA C. albicans E. coli P. aeruginosa 

AT-03 0 0 0 0 0 

AT-03-F1 0 0 0 0 0 

AT-03-F2 0 0 0 0 0 

AT-03-F3 0 0 0 0 0 

AT-03-F4 0 0 0 0 0 

AT-03-F5 0 0 0 0 0 

AT-03-F6 0 0 0 0 0 

AT-03-F7 0 0 0 0 0 

AT-03-F8 0 2 0 2 0 

AT-03-F9 0 0 0 0 0 

AT-03-F10 0 0 0 0 0 

AT-03-F11 0 0 0 0 0 

AT-06 0 0 0 0 0 

AT-06-F1 0 0 0 0 0 

AT-06-F2 0 0 0 0 0 

AT-06-F3 0 0 0 0 0 

AT-06-F4 0 0 0 0 0 

AT-06-F5 0 0 0 0 0 

AT-06-F6 0 0 0 0 0 

AT-06-F7 0 0 0 0 0 

AT-06-F8 0 0 0 2 0 

AT-06-F9 0 3 0 6 0 

AT-06-F10 0 0 0 1 0 

AT-06-F11 0 1 0 0 0 

Controle 

Positivo 
4 15 3 3 2 

Fonte: o autor. 
 

 

 

 



 

4.2.9.2 Estudo químico do fungo 
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Figura 219 - Espectro de RMN de 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

.2 Estudo químico do fungo Annulohypoxylon stygium (AT-03) 

F8 obtida a partir do extrato de AT-03 foi selecionada para 

-DAD em escala semi-preparativa, já que apresentou a

obtida a substância S24, identificada como o piro

Apesar da fração AT-03-F5 não ter apresentado atividade antimicrobiana, a mesma 

também foi fracionada por CLAE-DAD em escala semi-preparativa, devido ao perfil químico  

apresentado no espectro de RMN de 1H (Figura 219), que mostrou 

, com sinais em δH 7,05, 6,65, 3,65 e em δH 2,70. A substância 

a substância S25, identificada como  3,4,5-triidr

Espectro de RMN de 1H da fração AT-03-F5 (CD3

Fonte: o autor. 
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4.2.9.2.1 Elucidação estrutural de S24 

 

A substância S24 (0,9 mg) foi obtida como um sólido amarelo e foi identificada como 

o pirogalol. Seu espectro no UV (Figura 220) apresentou bandas de absorção com máximos 

em 267 e 212 nm.  

 

Figura 220 - Espectro no UV da substância S24. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Seu espectro de massas de baixa resolução por impacto eletrônico (EI) mostrou o pico 

base em m/z 126 (Figura 221), referente ao íon [M]֗•+, indicando a fórmula molecular de S24 

como C6H6O3. 
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 Figura 221 - Espectro de Massas de baixa resolução de S24 (Kratos MS-50 - EI) 
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O espectro de RMN de 1H (Figura 222) de S24 apresentou um duplo dubleto em δH 

6,40 (J5-4 = 7,8; J5-6 = 7,8 Hz; 1H) e um dubleto em δH 6,23 (J4-5 = 7,8 Hz; 2H), referentes a 

H-5 e H-4/H-6, respectivamente. Além dos singletos em  δH 8,72 (2H) e em δH 8,00 (1H) 

atribuídos aos sinais de hidrogênios das hidroxilas 1-OH/3-OH e 2-OH, respectivamente.  

O espectro de 13C (Figura 223) mostrou os sinais em δC 146,3, 118,4 e em δC 107,0, 

que foram atribuídos a C-1/C-3, C-5 e C-4/C-6, respectivamente. O sinal referente a C-2 não 

foi observado. Os dados de RMN de 1H e de 13C de S24 estão descritos na Tabela 56.  

 

Tabela 56 - Dados de RMN de 1H e 13C para S24 (δ-ppm; 600 e 150 MHz; DMSO-d6). 
Nº δH (mult., J em Hz) δC 

1 e 3  146,3 

2  N/O* 

4 e 6 6,23 (d; 7,8) 107,0 

5 6,40 (dd; 7,8; 7,8) 118,4 

1- e 3-OH 8,72 (s)  

2-OH 8,00 (s)  
*N/O - sinal não observado. 

Fonte: o autor. 
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Figura 222 - Espectro de RMN de 1H de S24 (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 223 - Espectro de 13C de S24 (DMSO-d6; 150 MHz) 
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O pirogalol é utilizado em diversos setores da indústria, como na preparação de 

soluções coloidais metálicas, na fabricação de corantes, para desenvolver imagens na 

fotografia e para dar coloração ao couro. Além disso, é um intermediário químico para a 

fabricação de medicamentos e é usado para a absorção de oxigênio em análises de gás. 

Atualmente é obtido a partir da descarboxilação do ácido gálico, catalisada por alta 

temperatura e pressão, na presença de ácido clorídrico concentrado, o que pode resultar na 

contaminação de efluentes, com alta concentração de sais (LI, W; WANG, 2015). 

Essa substância já foi identificada em corpos de frutificação e em micélios de 

Agaricus brasiliensis (A. blazei), um cogumelo nativo do  Brasil e, apresentou atividade 

antioxidante pelos métodos de sequestro de radicais ABTS e DPPH (CARVAJAL et al., 

2012). Também foi identificada no extrato do fungo Aspergillus parasiticus inoculado em 

uma noz (Corylus arellana L) (BASARAN; DEMIRBAS, 2010).  

O estudo realizado por FARAG et al. (2015) mostrou que o pirogalol foi ativo contra a 

bactéria fitopatogênica Ralstonia solanacearum. Enquanto outros estudos mostraram que esta 

substância é tóxica contra leveduras e fungos (LEAL et al., 2009), é inibidora de quorum-

sensing da bactéria Vibrio haveyi (NI et al., 2008), além de induzir a apoptose de células de 

câncer de pulmão (HAN et al., 2008). 

 

4.2.9.2.2 Elucidação estrutural de S25 

 

A substância S25 (0,9 mg) foi obtida como um sólido amorfo branco/rosado. Após as 

análises dos dados de RMN, bem como de Espectrometria de Massas, S25 foi identificada 

como a 3,4,5-triidroxi-1-tetralona (BORGSCHULTE et al., 1991; FUJIMOTO et al., 1986).  
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de massas de alta resolução no modo negativo (ESI-Q-TOF) (Figura 224) apresentou o pico 

base em m/z 193,0509 referente ao íon [M-H]- (calculado 193,0506 - erro de 1,6 ppm). 
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 Figura 224 - Espectro de Massas de alta resolução de S25 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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O espectro de RMN de 1H (Figura 225) de S25 apresentou sinais na região de 

hidrogênios aromáticos, como os duplos dubletos em δH 7,45 (J8-6 = 1,2; J8-7 = 7,8 Hz; H-8; 

1H), δH 7,25 (J7-6 = 7,8; J7-8 = 7,8 Hz; H-7; 1H) e em δH 7,08 (J6-7 = 1,2; J7-8 = 7,8 Hz; H-6; 

1H). E ainda, foram observados os sinais em δH 5,10 (d; J4-3 = 4,2 Hz; H-4; 1H), 4,30 (ddd; J3-

2a = 3,1; J3-2b = 4,6; J3-4 = 4,6 Hz; H-3; 1H),  3,12 (dd; J2a-3 = 3,1; J2a-2b = 16,8 Hz; H-2a; 1H) e 

em δH 2,62 (ddd; J2b-OH = 1,0; J2b-3 = 4,8; J2b-2a = 16,7 Hz; H-2b; 1H).     

O mapa de contornos COSY (Figura 226) mostrou as correlações entre os sinais de H-

4 e H-3 e entre H-3 e H-2b.  

O mapa de contornos HSQC (Figura 227) mostrou os sinais de carbonos metínicos 

em δC 129,9 (C-7), 121,8 (C-6), 117,9 (C-8), 71,3 (C-3) e em δC 66,8 (C-4), além do carbono 

metilênico em δC 42,5 (C-2).  

O mapa de contornos HMBC (Figura 228) mostrou as correlações de H-8 e H-2a com 

o sinal do carbono quaternário em  δC 198,7 (C-1), entre H-7 e os sinais dos carbonos 

quaternários em δC 158,3 (C-5) e em δC 133,8 (C-8a) e, ainda, entre H-6 e o sinal de C-4a (δC 

128,7), evidenciando as conectividades essenciais para a confirmação da estrutura de S25. 
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Figura 225 - Espectro de RMN de 1H de S25 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 226 - Mapa de contornos COSY de S25 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 227 - Mapa de contornos HSQC de S25 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 228 - Mapa de contornos HMBC de S25 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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A partir do espectro NOESY-1D (Figura 229), foi possível verificar a configuração 

relativa de S25, já que ao irradiar o sinal de H-4 (δH 5,10) não foi observada correlação 

espacial entre H-4 e H-3, indicando que os mesmos encontram-se em lados opostos do plano 

médio da molécula. Além disso, os valores das constantes de acoplamento do sinal de H-4 (J4-

3/Jeq-eq = 4,2 Hz) e do sinal de H-3 (J3-2a/Jax-eq = 3,1; J3-2b/Jeq-eq = 4,6; J3-4/Jeq-eq = 4,6 Hz; H-3; 

1H) indicam que esses hidrogênios se encontram em posições pseudo-equatorial. Portanto, a 

substância S25 é a trans-3,4,5-triidroxi-1-tetralona. 
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Figura 229 - Espectros de RMN de 1H de S25 (azul claro) e NOESY 1D - irradiado em δH 5,10 (vermelho) (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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O espectro de dicroísmo circular da substância S25 (Figura 230) apresentou efeitos 

Cotton positivos em 254 (Δε = +0,071) e em 229 nm  (Δε = +0,021) e efeito Cotton negativo 

em 211 nm (Δε = -0,103), indicando a configuração R para o estereocentro C-4. Além disso, 

observou-se um efeito Cotton positivo em 329 nm (Δε = +0,022), indicando a configuração R 

para o estereocentro C-3 (BRINGMANN et al., 2001), que foi confirmada a partir da 

configuração R do estereocentro em C-4 e sua configuração relativa trans, definida pelo 

experimento NOESY-1D, em relação ao estereocentro em C-3. 

Além disso, sua rotação específica foi de [α]23 = - 9,9º (c 0,05 em MeOH), compatível 

com o valor descrito na literatura para a trans-3,4,5-triidroxi-tetralona, [α]22 = - 14,2º (c 0,25 

em MeOH) (FUJIMOTO et al., 1986). Portanto, a substância S25 pode ser nomeada como: (-

)-(3R,4R)-3,4,5-triidroxi-tetralona ou (-)-(3R,4R)-[3,4-diidro-3,4,5-triidroxi-

l(2H)naftalenona]. 

 

Figura 230 - Espectro de Dicroísmo circular de S25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fonte: o autor. 

 

O espectro de massas, espectros de RMN e de dicroísmo circular foram adquiridos no 

Instituto de Química, UNESP-Araraquara. 

Os dados de RMN de 1H e de 13C de S25 e da 3,4,5-triidroxi-1-tetralona descritos na 

literatura (BORGSCHULTE et al., 1991; FUJIMOTO et al., 1986) estão mostrados na Tabela 

57.  
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Tabela 57 - Dados de RMN de 1H e 13C para S25 e para a 3,4,5-triidroxi-1-tetralona. 
 S25a 3,4,5-triidroxi-1-tetralona 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz)b 
δC

c 

1  198,7  198,7 

2 
2,62 (ddd; 1,0; 4,8; 16,7) 

42,5 
2,67 (ddd; 1,1; 4,8; 16,8) 

43,1 
3,12 (dd; 3,1; 16,8) 3,17 (dd; 3,1; 16,8) 

3 4,30 (ddd; 3,1; 4,6; 4,6) 71,3 4,32 (ddd; 3,1; 4,2; 4,8) 68,3 

4 5,10 (d; 4,2) 66,8 5,15 (dd; 0,5; 4,2) 71,6 

4a  128,7  128,8 

5  158,3  157,9 

6 7,08 (dd; 1,2; 7,8) 121,8 7,13 (dd; 1,1; 7,8) 118,3 

7 7,25 (dd; 7,8; 7,8) 129,9 7,30 (dd; 7,8; 7,8) 129,9 

8 7,45 (dd; 1,2; 7,8) 117,9 7,50 (ddd; 0,5; 1,1; 7,8) 122,2 

8a  133,8  133,7 
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; CD3OD); b(δH-ppm; 300 MHz; CD3OD (BORGSCHULTE et al., 1991); c 
δC-ppm; 22,5 MHz; CD3OD (FUJIMOTO et al., 1986). 

Fonte: o autor. 

 

A 3,4,5-triidroxi-tetralona com estereoquímica relativa trans foi isolada pela primeira 

vez do fungo Penicillium diversum var. aureum, e inibiu o crescimento de células de sarcoma 

de Yoshida em cultura de tecido (FUJIMOTO et al., 1986). Também foi isolada do fungo 

fitopatogênico Hypoxylon mammatum (BORGSCHULTE et al., 1991) e do corpo de 

frutificação de Daldinia concentrica, que também é um fungo da família Xylariaceae 

(QUANG et al., 2002). 

Enquanto a 3,4,5-triidroxi-tetralona com estereoquímica relativa cis foi isolada da 

linhagem de Xylaria sp. 638, obtida a partir de um cupinzeiro abandonado de Odontotermes 

formosanus, e teve sua esterequímica determinada, sendo nomeada como (3S,4R)-3,4,5-

triidroxi-1-tetralona ou (3S,4R)-3,4-diidro-3,4,5-triidroxi-naftalen-1(2H)-ona) (YAN et al., 

2011). Essa substância também foi isolada do fungo de habitat marinho Xylariaceae sp., 

isolado da gorgônia Melitodes squamata, sendo que não apresentou atividade anti-incrustante, 

quando testada contra larvas de Bugula neritina (NONG et al., 2013). 
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4.2.9.3 Estudo químico do fungo Hypoxylon sp. (AT-06)  

 
As frações AT-06-F8 e AT-06-F9 obtidas a partir do extrato de AT-06 foram 

estudadas por CLAE-DAD em escala semi-preparativa, já que apresentaram atividade 

antimicrobiana. A primeira fração forneceu a substância S26, identificada como a scytalona, e 

a segunda fração forneceu a substância S27, identificada como trans-4-hidroxi-scytalona e, 

novamente,  a substância S17 (daidzeína). 

 

4.2.9.3.1 Elucidação estrutural de S26 

 

A substância S26 (4,5 mg) foi obtida como um sólido amorfo branco/rosado. Após as 

análises dos dados de RMN, bem como de Espectrometria de Massas, S26 foi identificada 

como a scytalona (LI, X. et al., 2012).  

 

      

  

 

 

 

 

      

A fórmula molecular de S26 foi determinada como C10H10O4, sendo que seu espectro 

de massas de baixa resolução no modo negativo (ESI-Ion Trap) (Figura 231) apresentou o 

pico base em m/z 193,1 referente ao íon [M-H]-. 
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Figura 231 - Espectro de massas de baixa resolução de S26 (Bruker - Esquire - ESI-Ion Trap) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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O espectro de RMN de 1H (Figura 232) de S26 apresentou sinais na região de 

hidrogênios aromáticos em δH 6,21 (d; J5-7 = 1,8 Hz; H-5; 1H) e em δH 6,08 (d; J7-5 = 1,8 Hz; 

H-7; 1H), sendo que a constante de acoplamento dos mesmos indica que estão em posição 

meta um em relação ao outro. Além disso, foi possível verificar os duplos dubletos em δH 3,00 

(J4a-3 = 3,3; J4a-4b = 16,1 Hz; H-4a; 1H); 2,76 (J4b-3 = 7,5; J4b-4a = 16,1 Hz; H-4b; 1H), 2,79 

(J2a-3 = 3,3; J2a-2b = 16,8 Hz; H-2a; 1H) e em δH 2,55 (J2b-3 = 7,2; J2b-2a = 16,8 Hz; H-2b; 1H) e 

um multipleto em δH 4,16 (1H) que foi atribuído ao H-3. 

O mapa de contornos COSY (Figura 233) mostrou as correlações entre os sinais de H-

3 e H-2a, H-2b, H-4a, H-4b e com o sinal de hidrogênio da hidroxila da posição 3 em  δH 5,13 

(1H; 3-OH). 

A partir do mapa de contornos HSQC (Figura 234) verificaram-se os sinais para 

carbonos metínicos em δC 108,1 (C-5), 100,0 (C-7) e em δC 64,5 (C-3) e para carbonos 

metilênicos em δC 46,2 (C-2) e em δC 37,7 (C-4). 

O mapa de contornos HMBC (Figura 235) mostrou as correlações do sinal de 

hidrogênio da hidroxila em C-8 (δH 12,75; s; 1H) com os carbonos quaternários em δC 201,8 

(C-1) e em δC 164,4 (C-8), as correlações entre H-5 e os sinais de C-6 (δC 164,9) e de C-4, 

entre H-7 e o carbono quaternário em δC 110,1 (C-8a) e, ainda, entre H-4a e H-4b e o sinal em 

δC 145,3, referente ao C-4a.  
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Figura 232 - Espectro de RMN de 1H de S26 (DMSO-d6; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 233 - Mapa de contornos COSY de S26 (DMSO-d6; 600 MHz) 
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Figura 234 - Mapa de contornos HSQC de S26 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 
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Figura 235 - Mapa de contornos HMBC de S26 (DMSO-d6; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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A Figura 236 apresenta o espectro de dicroísmo circular de S26, no qual foi possível 

verificar um efeito Cotton positivo em 311 nm (Δε = +0,65) e um efeito Cotton negativo em 

222 nm (Δε = -1,24), indicando assim a configuração R para o centro C-3 dessa substância 

(HUSAIN et al., 2014). Além disso, foi observado um efeito Cotton negativo em 282 nm (Δε 

= -0,54). Portanto, a substância S26 pode ser nomeada como: (3R)-3,6,8-triidroxi-tetralona ou 

(3R)-[3,4-diidro-3,6,8-triidroxi-l(2H)naftalenona] ou (3R)-scytalona. 

 

Figura 236 - Espectro de Dicroísmo circular de S26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados de RMN de 1H e de 13C de S26 e da scytalona, descritos na literatura (LI, X. 

et al., 2012), estão mostrados na Tabela 58.  
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Tabela 58 - Dados de RMN de 1H e 13C para S26 e para a scytalona. 
 S26a Scytalonab 

Nº δH (mult., J em Hz) δC δH (mult., J em Hz) 
δC

 

1  201,8  202,5 

2 
2,79 (dd; 3,3; 16,8) 

46,2 
2,83 (d; 5,0) 

47,4 
2,55 (dd; 7,2; 16,8) 2,61 (dd; 7,8; 17,0) 

3 4,16 (m) 64,5 4,25 (sept.; 3,8) 66,9 

4 
3,00 (dd; 3,3; 16,1) 

37,7 
3,08 (dd; 3,8; 16,0) 

39,1 
2,76 (dd; 7,5; 16,1) 2,86 (m) 

4a  145,3  146,0 

5 6,21 (d; 1,8) 108,1 6,22 (d; 1,2) 109,4 

6  164,9  166,5 

7 6,08 (d; 1,8) 100,0 6,10 (d; 2,3) 101,6 

8  164,4  166,6 

8a  110,1  111,7 

3-OH 5,13 (s)    

6-OH 10,61 (s)    

8-OH 12,75 (s)    
a δ-ppm; 600 e 150 MHz; CD3OD; b δH-ppm; 500 e 125MHz; CDCl3 (LI, X. et al., 2012). 

Fonte: o autor. 

 

A scytalona foi isolada pela primeira vez de uma linhagem do fungo Scytallidium sp. 

(FINDLAY; KWAN, 1973). Também foi obtida a partir da cultura do fungo Lachnellula sp. 

A 32-89, isolado da planta Polylepis sericea, e apresentou moderada atividade citotóxica 

frente a células murinas de leucemia linfoblástica aguda (L1210) (SEMAR et al., 1996). O 

estudo realizado por Li, X. et al. (2012) mostrou que essa substância não foi fitotóxica para 

plântulas de Pinus armandi, sendo que foi isolada do fungo Leptographium qinlingensis 

associado ao besouro Dendroctonus armandi. O estudo do fungo marinho Xylariaceae sp., 

isolado da gorgônia Melitodes squamata também levou ao isolamento da scytalona, que não 

apresentou atividade anti-incrustante, quando testada contra larvas de Bugula neritina (NONG 

et al., 2013). 
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4.2.9.3.2 Elucidação estrutural de S27 

 

A substância S27 (1,4 mg) foi obtida como um sólido amorfo marrom avermelhado. 

Após as análises dos dados de RMN, bem como de Espectrometria de Massas, S27 foi 

identificada como a 4-hidroxi-scytalona (ZHU et al., 2008).  

 

      

  

 

 

 

 

 

   

 

A fórmula molecular de S27 foi determinada como C10H10O5, sendo que seu espectro 

de massas de baixa resolução no modo negativo (ESI-Ion Trap) (Figura 237) apresentou o 

pico base em m/z 209,1 referente ao íon [M-H]-. 
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Figura 237 - Espectro de massas de baixa resolução de S27 com CD3OD (Bruker - Esquire - ESI-Ion Trap) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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O espectro de RMN de 1H (Figura 238) de S27 apresentou sinais na região de 

hidrogênios aromáticos semelhantes aos observados no espectro de RMN de 1H de S26, 

porém com valores de deslocamentos químicos maiores, como o sinal de H-5, observado em 

δH 6,60 (dd; J5-OH = 0,9; J5-7 = 2,1 Hz; 1H) e o sinal de H-7, observado em δH 6,17 (d; J7-5 = 

2,4 Hz; 1H). Além disso, o sinal de H-3 foi observado em δH 3,97 (ddd, J3-2b = 4,2; J3-4 = 7,5; 

J3-2b = 8,7 Hz; 1H) e o sinal de H-4 em δH 4,48 (d; J4-3 = 7,2 Hz; 1H), consistentes com a 

presença de um grupo retirador de elétrons por efeito indutivo em C-4, como uma hidroxila, 

que foi confirmada pelo mapa de contornos HSQC (Figura 239), pois o sinal de C-4 foi 

verificado em δC 73,5.  

Os demais sinais observados no mapa de contornos HSQC confirmaram também a 

semelhança de S27 com a substância S26, como o sinal de carbono metilênico em δC 43,9, 

referente ao C-2, e os sinais dos carbonos metínicos em δC 71,5, 108,4 e δC 102,4 , referentes 

ao C-3, C-5 e C-7, respectivamente. 

O mapa de contornos COSY (Figura 240) mostrou as correlações do sinal de H-3 com 

o sinal de H-2b (δH 2,62; dd; J2b-3 = 9,0; J2b-2a = 16,8 Hz; 1H), e também com o sinal de H-4.  

Já o mapa de contornos HMBC (Figura 241) mostrou as correlações de H-5 com C-6 

(δC 167,3) e com C-4, de H-7 com C-8 (δC 166,8) e C-8a (δC 110,0); de H-4 com C-4a (δC 

148,3) e, ainda, dos sinais de H-2a (δH 2,95; dd; J2a-3 = 4,2; J2a-2b = 16,8 Hz; 1H), H-2b e H-3 

com o sinal de carbono quaternário em δC 201,1, referente ao C-1.  
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Figura 238 - Espectro de RMN de 1H de S27 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 239 - Mapa de contornos HSQC de S27 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 240 - Mapa de contornos COSY de S27 (CD3OD; 600 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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Figura 241 - Mapa de contornos HMBC de S27 (CD3OD; 600 e 150 MHz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 
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O espectro de NOESY-1D (Figura 242), obtido a partir da irradiação do sinal de H-4 

(δH 4,48), indicou que H-4 e H-3 estão em lados opostos da molécula, já que não foi 

observado efeito NOE entre os mesmos. Além disso, o valor das constantes de acoplamento 

do sinal de H-4 (J4-3/Jax-ax = 7,2 Hz; 1H) e do sinal de H-3 (J3-2a/Jax-eq = 4,2; J3-4/Jax-ax = 7,5; J3-

2b/Jax-ax = 8,7 Hz; 1H) indicam que esses hidrogênios se encontram em posições pseudo-

axiais. Portanto, a substância S27 foi determinada como a trans-4-hidroxi-scytalona. 
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 Figura 242 - Espectros de RMN de 1H de S27 (azul claro) e NOESY 1D - irradiado em δH 4,48 (vermelho) (CD3OD; 600 MHz) 
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O espectro de dicroísmo circular da substância S27 (Figura 243) apresentou efeitos 

Cotton positivos em 279 (Δε = +0,71) e em 241 nm  (Δε = +0,40) e efeito Cotton negativo em 

214 nm (Δε = -2,49), indicando assim a configuração R para o estereocentro em C-4. Além 

disso, foi observado efeito Cotton positivo em 321 nm (Δε = +0,14) indicando a configuração 

R para o estereocentro em C-3 (BRINGMANN et al., 2001). Portanto, a substância S27 pode 

ser nomeada como: (3R,4R)-3,4,6,8-tetraidroxi-tetralona ou (3R,4R)-[3,4-diidro-3,4,6,8-

tetraidroxi-l(2H)naftalenona] ou (3R,4R)-4-hidroxi-scytalona. 

 

Figura 243 - Espectro de dicroísmo circular de S27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

Os espectros de massas, de RMN e de dicroísmo circular foram adquiridos no Instituto 

de Química, UNESP-Araraquara. 

Os dados de RMN de 1H e de 13C de S27 e da cis-4-hidroxi-scytalona descritos na 

literatura (ZHU et al., 2008), bem como os dados de RMN de 1H da trans-4-hidroxi-scytalona 

(BÜRCKI; MICHEL; TABACCHI, 2003) estão mostrados na Tabela 59.  
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Tabela 59 - Dados de RMN de 1H e 13C para S27 e para a cis-4-hidroxi-scytalona e de RMN de 1H 
para a trans-4-hidroxi-scytalona. 

 S27a cis-4-hidroxi-scytalonab 
trans-4-hidroxi-scytalonac 

Nº δH (mult., J em 

Hz) 

δC δH (mult., J em 

Hz) 

δC
 δH (mult., J em Hz) 

1  201,1  201,7  

2 
2,62 (dd; 9,0; 

16,8) 
43,9 

2,67 (m) 
44,9 

2,60 (dd; 8,6; 17,0) 

 2,95 (dd; 4,2; 

16,8) 

 2,91 (m)  2,96 (dd; 4,2; 17,0) 

3 3,97 (ddd; 4,2; 

7,5; 8,7) 

71,5 4,02 (m) 72,0 3,96 (ddd; 4,2; 7,4; 8,6) 

4 4,48 (d; 7,2) 73,5 4,55 (d, 7,8) 74,2 4,48 (d; 7,4) 

4a  148,3  149,2  

5 6,60 (dd; 0,9; 

2,1) 

108,4 6,71 (s) 108,0 6,60 (dd; 1,0; 2,2) 

6  166,8  166,5  

7 6,17 (d; 2,4) 102,4 6,22 (s) 102,5 6,18 (d; 2,2) 

8  166,8  166,5  

8a  109,0  110,8  

8-OH   12,75  12,80 
a(δ-ppm; 600 e 150 MHz; CD3OD); b(δH-ppm; 500 e 125 MHz; acetona-d6) (ZHU et al., 2008); c (δH-
ppm; 400 MHz; CD3OD) (BÜRCKI; MICHEL; TABACCHI, 2003). 

Fonte: o autor. 

 

A trans-4-hidroxi-scytalona foi isolada pela primeira vez do fungo Pyricularia orizae 

Cavara, um fitopatógeno de plantas de arroz (IWASAKI et al., 1973). Já a cis-4-hidroxi-

scytalona foi isolada do fungo Verticillium dahliae (BELL; STIPANOVIC; PUHALLA, 

1976). 

O estudo do fungo Ceratocystis fimbriata f. sp. platani realizado por Bürcki, Michel e 

Tabacchi (2003), levou ao isolamento da cis e trans-4-hidroxi-scytalona, sendo que ambas 

foram fitotóxicas para a planta Platanus acerifolia. Já o fungo Caryospora callicarpa 

YMF1.01026, isolado de um substrato lenhoso submerso em água doce, forneceu a cis-4-

hidroxi-scytalona que apresentou atividade nematocida contra Bursaphelenchus xylophilus 

(ZHU et al., 2008). 
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As substâncias S25, S26 e S27 são biossintetizadas pela via dos policetídeos (Figura 

244). A scytalona (S26) é formada durante a obtenção de 1,8-diidroxi-naftaleno (DHN) 

melanina.  Inicialmente, uma unidade de acetil-CoA e 4 unidades de malonil-CoA ou apenas 

unidades de malonil-CoA são unidas e ciclizadas através de reações catalisadas pela enzima 

policetídeo sintase (PKS), formando o 1,3,6,8-tetraidroxi-naftaleno, que é então reduzido, 

produzindo a scytalona. A desidratação da scytalona leva à formação do 1,3,8-triidroxi-

naftaleno, que por sua vez pode ser reduzido, produzindo a vermelona, e esta, ao sofrer uma 

desidratação fornece o 1,8-diidroxi-naftaleno, a unidade monomérica da DHN melanina 

(WHEELER et al., 2008). 

A substância S27 também é derivada do 1,3,6,8-tetraidroxi-naftaleno. Após sua 

oxidação, ocorre a formação da flaviolina, que pode ser reduzida, dando origem a um 

composto instável, o 1,2,4,5,7-pentaidroxi-naftaleno, que é então reduzido formando a 4-

hidroxi-scytalona (S27) (WHEELER et al., 2008).  

Já a substância S25 é derivada do 1,3,8-triidroxi-naftaleno. Este é oxidado, formando a 

2-hidroxi-juglona, que por sua vez é reduzida ao 1,2,4,5-tetraidroxi-naftaleno, um composto 

instável que ao sofrer redução forma a 3,4,8-triidroxi-tetralona. Após sua desidratação é 

produzido o 1,4,5-triidroxi-naftaleno, que é então oxidado dando origem a juglona, e esta 

pode ser oxidada formando a 3-hidroxi-juglona (WHEELER et al., 2008). Subsequentemente, 

a 3-hidroxi-juglona pode ser reduzida, produzindo o 1,3,4,5-tetraidroxi-naftaleno, que ao 

sofrer redução forma a 3,4,5-triidroxi-tetralona (Figura 244 e 245). 
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Figura 244 - Rota biossintética da 1,8-di-hidroxi-naftaleno melanina e policetídeos relacionados a vias de derivação - adaptado de Wheeler et al. (2004 e 2008). 
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Figura 245 - Proposta biossintética da 3,4,5-tri-hidroxi-tetralona (S25) a partir da 3-hidroxi-juglona. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

4.2.9.3.3 Substância S17 

 

Para verificar, novamente, se a daidzeína (S17) estava presente no meio de cultura 

utilizado, foi preparado um extrato acetato de etila do mesmo. Um frasco de Erlenmeyer 

contendo MDB, do mesmo lote usado para o preparo do meio de cultura de AT-06, e 300 mL 

de água do mar foi mantido incubado a 25ºC e 28 dias. Após o processo de extração com 

acetato de etila, foi obtido 20,4 mg de extrato do meio de cultura, que foi então analisado, 

juntamente com o extrato de AT-06, por CLAE-DAD no modo analítico usando um gradiente 

exploratório. Os cromatogramas estão apresentados na Figura 246, e evidenciam que o pico 

referente a daidzeína (tR = 27,2 min.) está presente apenas no extrato de AT-06. 
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Figura 246 - a) Cromatogramas em gradiente exploratório por CLAE-DAD (coluna Phenomenex 
Luna C-18; 5 a 100% MeOH:H2O v/v a 1 mL.min-1; 40 minutos; modo analítico; 254 nm) do extrato 
bruto de AT-06 obtido em escala ampliada (vermelho) e do extrato do meio de cultura (azul); b) 
Espectro no UV-Vis da substância associada ao pico em  27,2 min. (daidzeína) no cromatograma do 
extrato de AT-06 (vermelho); c) Espectro no UV-Vis da substância associada ao pico em  27,3 min. 
no cromatograma do extrato do meio de cultura (azul). 
 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

4.2.9.4 Avaliação da atividade antimicrobiana das subfrações e substâncias obtidas a partir 

do estudo de AT-03-F8, AT-06-F8 e AT-06-F9 

 

As subfrações obtidas, bem como as substâncias isoladas, a partir do estudo das 

frações AT-03-F8, AT-06-F8 e AT-06-F9 foram avaliadas, pelo ensaio de difusão em disco de 

papel, frente aos patógenos Escherichia coli e Staphylococcus aureus resistente a meticilina - 

MRSA, já que as frações citadas foram ativas apenas contra esses patógenos (seção 4.2.10.1).   

Os resultados obtidos estão descritos na Tabela 60, e podemos verificar que, das substâncias 

isoladas, o pirogalol (S24) mostrou-se ativo contra os dois patógenos testados, enquanto a 

daidzeína (S17) mostrou fraca atividade contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina. 

Podemos destacar, ainda, as subfrações AT-06-F9-2 e AT-06-F9-4, já que a primeira mostrou 
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atividade contra  Staphylococcus aureus resistente a meticilina, enquanto a segunda foi ativa 

contra os dois patógenos testados, indicando assim, a necessidade de investigar mais 

detalhadamente essas subfrações.  

 
Tabela 60 - Atividade antimicrobiana das subfrações e substâncias obtidas a partir do estudo das 
frações AT-03-F8, AT-06-F8 e AT-06-F9. 

 Zona de inibição - 40 µg/disco (mm) 

Amostra MRSA E. coli 

AT-03-F8-1 0 0 

AT-03-F8-2 (S24) 4 3 

AT-03-F8-3 0 0 

AT-03-F8-4 0 0 

AT-03-F8-5 2 3 

AT-06-F8-1 0 0 

AT-06-F8-2 0 0 

AT-06-F8-3 2 1 

AT-06-F8-4 (S26) 0 0 

AT-06-F8-5 2 1 

AT-06-F9-1 2 0 

AT-06-F9-2 5 0 

AT-06-F9-3 (S27) 0 0 

AT-06-F9-4 6 4 

AT-06-F9-5 (S17) 2 0 

AT-06-F9-6 1 2 

Controle Positivo 12 3 

Fonte: o autor. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos nesse trabalho ressaltam a importância da investigação dos 

organismos marinhos, bem como de seus micro-organismos associados, visando agregar valor 

aos produtos oriundos da biodiversidade brasileira.  

A partir dos estudos realizados com as algas vermelhas Asparagopsis taxiformis 

(estágio Falkenbergia) e Pyropia spiralis foi possível identificar ácidos graxos poli-

insaturados (poli-unsaturated fatty acid – PUFA) dentre seus constituintes de baixa 

polaridade, como o ácido eicosapentaenóico, classificado como ácido ômega-3 e considerado 

um ácido graxo essencial. Foram também isolados nucleosídeos que, juntamente com ácidos 

graxos poli-insaturados, têm apresentado potencial como agentes terapêuticos e 

quimiopreventivos, úteis, por exemplo, na prevenção de perda da memória. Esses dados 

confirmam, assim, a importância de algas marinhas como fonte de substâncias bioativas, e 

principalmente, seu papel de destaque como alimento nutracêutico, trazendo benefícios à 

saúde de populações que há centenas de anos as incorporaram em sua dieta. E ainda, garantem 

bases científicas que justificam a expansão do seu consumo para melhor aproveitamento de 

seus efeitos benéficos. 

O isolamento de linhagens de fungos endofíticos dessas algas reforçaram o conceito de 

que as mesmas são nichos ecológicos relevantes para a obtenção de micro-organismos. E 

ainda, contribuiu para a preservação do ambiente marinho, uma vez que para a obtenção das 

linhagens foi necessária a coleta de pequena quantidade de exemplares das espécies em 

estudo. 

A abordagem adotada para o estudo das linhagens de fungos endofíticos, que incluiu a 

avaliação preliminar do potencial de bioatividade do extrato bruto de cada linhagem e o 

estabelecimento do seu perfil químico por CLAE-DAD e por RMN de 1H, mostrou-se 

eficiente para a seleção das amostras mais promissoras para prosseguimento dos estudos, e 

forneceu resultados de alta relevância tanto do ponto de vista químico, como biológico, 

reforçando a potencialidade desses micro-organismos como fonte de substâncias bioativas, já 

que mais de 50% dos extratos avaliados mostraram forte atividade antifúngica contra o 

fitopatógeno Cladosporium sphaerospermum, enquanto cerca de 30% apresentaram atividade 

citotóxica, principalmente contra linhagens de células tumorais de carcinoma de ovário e 

glioblastoma humano. 

O estudo bioguiado das linhagens Annulohypoxylon stygium e Hypoxylon sp. 

evidenciou também seu potencial antimicrobiano, bem como de seus constituintes, com 
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destacada atividade frente as linhagens de Staphylococcus aureus resistente a meticilina 

(MRSA) e Escherichia coli, de alta relevância para a indústria farmacêutica. 

A investigação química das linhagens Nemania bipapillata, Sarocladium strictum, 

Annulohypoxylon stygium e Hypoxylon sp., evidenciaram a diversidade estrutural dos 

constituintes químicos dos fungos endofíticos obtidos de algas marinhas, uma vez que foram 

isoladas substâncias de diferentes classes como isocumarinas, dicetopiperazinas, tetralonas, 

isoflavonas, derivados de tirosina e do ácido gálico, além de ftalatos naturais e sesquiterpenos 

do tipo botriano inéditos na literatura. Muitas dessas substâncias apresentaram bioatividades 

relatadas em estudos anteriores, principalmente atividades fitotóxica e antimicrobiana.  

O isolamento de substâncias como o pirogalol e os ftalatos, indicaram o potencial 

biotecnológico desses micro-organismos, uma vez que são substâncias com destacada 

importância industrial.  

A variação de parâmetros, como uso de diferentes meios de cultivo ou de diferentes 

tipos de água (água do mar x água ultra pura) induziu alterações marcantes na produção 

metabólica e garantiu a obtenção de diferentes compostos a partir de uma mesma linhagem de 

fungo endofítico, evidenciando o enorme potencial dos micro-organismos para estudos de 

bioprospecção, já que essas variações, ou  co-cultivo de linhagens e/ou uso de eliciadores, 

podem garantir a diversidade de substâncias produzidas. 

As substâncias pertencentes a classe das tetralonas, isoladas nesse estudo das 

linhagens Annulohypoxylon stygium e Hypoxylon sp., são características de fungos produtores 

de 1,8-diidroxi-naftaleno melanina. Portanto, o estudo químico desses micro-organismos pode 

ainda auxiliar na sua classificação taxonômica, considerando que determinadas substâncias 

são específicas ou de ocorrência restrita a determinadas espécies, gêneros ou famílias de 

micro-organismos. 

Esse estudo contribuiu, ainda, para o conhecimento da quimiodiversidade de 

organismos e micro-organismos de origem marinha da costa brasileira, já que é um ambiente 

ainda marcadamente subexplorado do ponto de vista químico.  
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