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RESUMO

As macroalgas marinhas s3o consideradas fontes promissoras de compostos
bioativos para estudos fitoquimicos. Tais compostos possuem diferentes propriedades
bioldgicas, funcionando como antibacterianos, antifingicos, antivirais, anti-inflamatérios,
anti-helminticos, antileishmaniose, antimaldria, antioxidantes, antitumorais cuja utilizacao
como farmacos tem despertado o interesse de muitos pesquisadores. O objetivo deste trabalho
foi realizar a investigacdo fitoquimica do extrato etandlico da macroalga marinha verde Ulva
fasciata. O material foi coletado em abril de 2008, na Praia do Pacheco, no municipio de
Caucaia-CE. As macroalgas in natura foram desidratadas em estufa com recirculacdo de ar a
40°C por 15 horas e, em seguida, trituradas, obtendo-se 500 g, os quais foram submetidos
primeiramente a uma extrag@o a frio com hexano (UFH), e posteriormente com etanol a 70%
(UFE). Para o isolamento e a purificacdo dos constituintes fixos foi empregada uma
combinacdo de técnicas cromatograficas cldssicas em que foram isolados UF-1, UF-2 e UF-3.
Na amostra UF-1 foi observada a presenca de um constituinte majoritdrio (86,17%) com
tempo de retencdo de 24,940 min, cujo espectro de massas o caracterizou por apresentar o ion
molecular M" 284. A sugestdo fornecida pela andlise CG-EM e a comparac¢do visual do
espectro do composto analisado com os da literatura, bem como pela proposta mecanistica de
formagdo dos principais fragmentos reforcaram sua identificacdo como hexadecanoato de
etila com um indice de similaridade de 96%. Os compostos UF-2 e UF-3 foram encaminhados
para o Centro Nordestino de Aplicacio e Uso da Ressondncia Magnética Nuclear
(CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceard, para a determinacdo sua estrutura
quimica através de técnicas espectroscépicas de RMN 'H e *C uni- e bidimensionais (‘H, 'H-
COSY, gs-HMQC, gs-HMBC, ROESY, NOESY e TOCSY), bem como por espectrometria
de massa (EM).

Palavras-chave: Produtos naturais marinhos. Ulva fasciata. Hexadecanoato de etila.



ABSTRACT

Marine macroalgae have been considered promising sources of bioactive
compounds. These compounds exhibit different biological properties, such as antibacterial,
antifungal, antiviral, anti-inflammatory, antihelminthic, antileshmaniose, antimalaria,
antioxidants, and antitumor. Their use as medicine has spurred the interest of many
researches. The objective of this work was to carry out a phytochemistry investigation of the
ethanolic extract of green marine macroalga Ulva fasciata. The plant material was collected in
April 2008 at Pacheco Beach, Caucaia-CE. Macroalgae in natura were dehydrated in an air-
circulation oven at 40°C for 15 hours. After the drying process, the material was cut into
small pieces. 500 grams were submitted to a cold extraction with hexane (UFH) followed by
an extraction with 70% ethanol (UFE). Both isolation and purification from fixed constituents
were performed using a combination of classic chromatographic techniques. Three samples
were isolated and named UF-1, UF-2 and UF-3. The presence of a major constituent (86.17%)
with retention time of 24.940 min was observed in the first sample (UF-1), and its mass
spectrum was characterized by the molecular ion M" 284. The GC-MS analysis suggestion
and the comparison of its spectrum with literature reinforce its identification as ethyl
hexadecanoate with a similarity index of 96%. Compounds UF-2 and UF-3 have been taken
to the Northeastern Center of Application and Use of Nuclear Magnetic Resonance
(CENAUREMN) of Federal University of Ceara, to determine the chemical structure by
spectroscopy techniques such as uni- and bidimensional (‘H, 'H-COSY, gs-HMQC, gs-
HMBC, ROESY, NOESY and TOCSY) 'H-NMR and ""C-NMR, as well as mass
spectrometry (MS).

Keywords: Marine natural products. Ulva fasciata. Hexadecanoate ethyl.
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1 INTRODUCAO

Muitos vegetais t€m sido utilizados no tratamento de doengas ao longo da histéria
da humanidade. O conhecimento gerado sobre o uso de plantas medicinais e seus beneficios
terapéuticos foi se acumulando e se incorporando nas populacdes durante séculos. Ainda hoje,
mesmo com 0s avangos na drea médica, as plantas medicinais continuam a desempenhar um
papel importante como terapéuticos nos paises em desenvolvimento. O aumento da demanda
por novos agentes terapéuticos provenientes de produtos naturais tem forte apelo comercial e
estimula o interesse de se estudar novas fontes, entre as quais se destacam os organismos
marinhos, especialmente as macroalgas marinhas (DI STASI, 1996; KHAN et al., 2008;
MARGRET; KUMERASAN; RAVIKUMAR, 2009).

As macroalgas constituem um grupo diversificado de vegetais pertencentes ao
Reino Plantae, sendo encontradas em ambientes marinhos e continentais. As macroalgas
marinhas bentdnicas habitam ao longo dos costdes rochosos e dos recifes de maré, onde sdo
distribuidas em faixas bem definidas e visiveis em relagdo aos niveis de marés. A
complexidade estrutural das macroalgas marinhas reflete sua capacidade de sobrevivéncia na
zona de marés, onde estdo sujeitas a amplas flutuacdes de umidade, temperatura, salinidade e
luz. No ambiente marinho, exercem fun¢do comparada aquela exercida pelos vegetais no
ambiente terrestre, fornecendo protecdo para diversos organismos microscopicos,
invertebrados e peixes que, inclusive, podem utilizd-las como alimento (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2001; SZE, 1997).

As macroalgas marinhas sdo reconhecidas como fontes naturais de uma grande
variedade de compostos bioativos que sdo biossintetizados para desempenhar fungdes vitais,
tais como defesa contra infeccdes causadas por micro-organismos, herbivoria de moluscos,
competicdo por espago e epifitismo de diferentes organismos. A atividade biologica desses
compostos pode ser importante para os seres humanos, pela possibilidade de terem aplicacao
terapéutica, atuando como medicamento (DWORJANYN; DES NYS; STEINBERG, 1999;
EL GAMAL, 2010; GONZALEZ DEL VAL et al., 2001; GOODWIN; NORTH;
LIDSTROM, 1997; IMMANUEL et al., 2004; MAGALLANES; CORDOVA; OROZCO,
2003; MAYER; HAMANN, 2005; SMIT, 2004).

Nas ultimas décadas intensificaram-se as descobertas de novas substincias
biologicamente ativas isoladas de macroalgas marinhas com propriedades biologicas

definidas, como por exemplo, antitumorais (LINS et al., 2009; MAYER; HAMANN, 2005),
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anti-inflamatérias (AWAD, 2000; MARGRET; KUMERASAN; RAVIKUMAR, 2009;
SIQUEIRA et al., in press), antioxidantes (CHAKRABORTY; PAULRAJ, 2010;
RAYMUNDO; HORTA; FETT, 2004), antivirais (GARG et al., 1992; MENDES et al., 2010;
SANTOS et al., 1999; YASUHARA-BELL; LU, 2010), antifingicas (RIZVI; SHAMEEL,
2005; STIRK; REINECKE; VAN STADEN, 2007) antimicrobianas (CHAKRABORTY et
al., 2010a; CHAKRABORTY et al., 2010b; LIMA-FILHO et al., 2002), antileishmaniose
(FELICIO et al., 2010; SABINA et al., 2005; SPAVIERI et al., 2010), antiplasmédico
(ORHAN et al., 2006).

No Brasil apenas trés artigos cientificos foram publicados com a macroalga
marinha verde Ulva fasciata, dois deles tratando de atividade antiviral e um de atividade
antioxidante. Mendes et al. (2010) relatam o isolamento de 4cidos graxos, com atividade
antiviral sobre a replicacio do metapneumovirus humano (HMPV) e Santos et al. (1999),
contra o virus da herpes simplex tipo I. Raymundo; Horta e Fett (2004) verificaram atividade
antioxidante tanto em extrato metandlico quanto em aquoso.

A existéncia de poucas informacdes na literatura sobre os compostos quimicos
isolados das macroalgas marinhas verdes, quando comparadas com as algas vermelhas que
sdo as mais estudadas e reconhecidamente as maiores produtoras de compostos ativos, nos
instigou a estudar a espécie Ulva fasciata Delile do filo Chlorophyta para contribuir com o
conhecimento quimico desta alga.

O presente trabalho teve o objetivo de isolar e caracterizar os metabdlitos

secunddrios do extrato etandlico da macroalga marinha verde U. fasciata.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico dos produtos naturais

Tradicionalmente os seres humanos sempre recorreram a natureza em busca do
alivio e da cura de doencgas através da ingestdo de ervas e folhas. Este comportamento
certamente pode ser considerado uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos
naturais com finalidade terapéutica (VIEGA JR; BOLZANI, 2006).

As plantas formam a base da medicina tradicional cuja existéncia data de
milénios. Os primeiros relatos do uso dos produtos naturais referem-se a 2600 a.C. na
Mesopotamia, tendo sido documentadas na escrita cuneiforme mais de mil substincias
derivadas de plantas, incluindo os 6leos essenciais de cedro, cipreste, alcaguz, mirra e
papoula. Ainda hoje esses 6leos sdo usados para tratamento de diversos males, desde tosse e
resfriado até infestacdo parasitdria e inflamacdo (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000;
YESILADA, 2005).

Com base nos registros da literatura, o uso de vegetais na medicina egipcia data
de 2900 a.C., porém em 1500 a.C. foi encontrado o papiro de Ebers onde estdo registrados
mais de 700 principios ativos isolados de plantas, preparo de infusdes, pilulas e pomadas
(NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000; YESILADA, 2005).

Desde 1100 d.C. a medicina tradicional chinesa vem se desenvolvendo com
grandiosidade e eficiéncia e, até hoje, muitas espécies e preparados vegetais medicinais sao
estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de ag¢do e no isolamento dos
principios ativos (VIEGAS JR; BOLZANI, 2006).

A contribuicdo dos gregos para o desenvolvimento racional do uso dos
fitoterdpicos foi substancial. Eles passaram seus conhecimentos a virios povos proximos ao
mar Mediterraneo e escreveram livros contendo prescricdes e férmulas utilizadas na
composi¢do de drogas derivadas de varias plantas. Eles também observaram que alguns
organismos marinhos como peixes, moluscos, caranguejos € esponjas possuiam atividades
antibidticas, antitumorais e outras atividades farmacoldgicas (LEV, 2006; NEWMAN;
CRAGG; SNADER, 2000; VOULTSIADOU, 2010; YESILADA, 2005).

Mares e oceanos cobrem 70% da superficie da Terra e abrigam cerca de 200.000

espécies de macroalgas e invertebrados marinhos como esponjas, octocorais, ascideas,
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briozodrios, pepinos-do-mar e bactérias. Este ecossistema bastante diversificado tem um
potencial biotecnolégico associado que pode ser considerado praticamente ilimitado
(COSTA-LOTUFO et al., 2009; MUNRO et al., 1999; PINTO et al., 2002).

Até os anos 50, o ambiente marinho foi pouco explorado pela comunidade
cientifica, devido a dificuldade de acesso e obtencao de matéria-prima, por sua profundidade.
Na década de 50, o grupo do pesquisador Werner Bergmann da Universidade de Yale (EUA)
iniciou os estudos dos produtos naturais marinhos, através do isolamento dos nucleosideos
espongouridina (Figura 1a) e espongotimidina (Figura 1b) da esponja marinha Tethya crypta
(Cryptotethya crypta). Estas substancias possuem atividade antiviral, e o estudo de andlogos
sintéticos levou ao desenvolvimento de agentes com atividades diversas, de antivirais a
antileucémicos, tais como adenina-arabinosideo (Figura 1c) e citosina-arabinosideo (Figura

1d) (BERGMANN; FEENEY, 1951; COSTA-LOTUFO et al., 2009).
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Figura 1 — Estruturas quimicas dos nucleosideos espongouridina (a), espongotimidina (b), adenina-arabinosideo
(c) e citosina-arabinosideo (d) (BERGMANN; FEENEY, 1951).
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Com o avango das técnicas e de equipamentos seguros de mergulho, na década de
70, algas e invertebrados marinhos foram utilizados para extragdo e isolamento de compostos
bioativos e verificagdo de suas atividades biologicas (COSTA-LOTUFO et al., 2009;
FENICAL, 2006).

No final da década de 70, os pesquisadores Alfred J. Weinheimer e Robert L.
Spraggins da Universidade de Oklahoma (EUA) isolaram grandes quantidades de
prostaglandinas do octocoral Plexaura homonalla. A partir de entdo, as industrias
farmacéuticas demonstraram interesse e passaram a investir nos laboratérios de pesquisa de
produtos naturais na busca de novos farmacos de origem marinha (COSTA-LOTUFO et al.,
2009).

No Brasil as pesquisas com produtos naturais marinhos tiveram inicio na década
de 60, com o pesquisador Bernand Tursch da Universidade de Bruxelas (Bélgica), isolando
um colesterol do ourico-do-mar Echinometra lucunter em 1963. Nesse mesmo ano foi
formado o primeiro grupo de pesquisa, denominado Nucleo de Pesquisas de Produtos
Naturais, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (NPPN-UFRIJ), para estudar a quimica
dos produtos naturais de invertebrados marinhos (BERLINCK et al., 2004).

No final da década de 90, o grupo liderado pela pesquisadora Rosangela de A.
Epifanio, do Instituto de Quimica da Universidade Federal Fluminense isolou um esterdide
poli-hidroxilado denominado purnicina (Figura 2) de uma espécie de gorgdnia Lophogorgia

punicea (BERLINCK et al., 2004; EPIFANIO et al., 1998).

OAc

Figura 2 — Estrutura quimica de um esterdide poli-hidroxilado isolado da gorgdnia Lophogorgia punicea
(EPIFANIO et al., 1998).

Esse grupo de pesquisadores abriu perspectivas as descobertas de novas fontes de
compostos bioativos isolados de organismos marinhos. Muitos desses compostos possuem

atividades bioldgicas diversas como: antitumoral, anti-inflamatdria, antibacteriana, antiviral,



21

anticoagulante, antitrombdtica, antioxidante entre outras (EL GAMAL, 2010: FAULKNER,
2000; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000; SMIT, 2004).

2.2 Consideracao botanica da macroalga marinha verde Ulva fasciata Delile

Segundo a base de dados Algaebase (2010), as macroalgas sdo classificadas em
quatro filos: Cyanophyta (algas azuis); Chlorophyta (algas verdes) que podem ser encontradas
em ambientes marinhos, continentais ou mesmo terrestres como neve, tronco de arvores e
solos; Rhodophyta (algas vermelhas) e Heterokontophyta (algas pardas) que sdo
primariamente marinhas existindo poucos géneros de dgua doce. A classificacdo das
macroalgas estd baseada na grande variacdo de suas caracteristicas tais como: pigmentos
fotossintéticos, polissacarideos de reserva, organizacdo celular, filogenia molecular, ciclo de
vida, morfologia e ecologia (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001; SZE, 1997).

A macroalga marinha verde Ulva fasciata Delile (Figura 3) pertence a classe
Ulvophyceae, ordem Ulvales, que é a segunda maior ordem do filo Chlorophyta, consistindo
em 252 espécies (ALGAEBASE, 2010). Esta espécie € encontrada em toda a costa brasileira
compreendida entre o Ceard e o norte do Rio de Janeiro (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004),
sendo popularmente conhecida como “alface do mar”. Morfologicamente, ela apresenta um
talo em forma de fita, constituido por duas camadas de células, préximas umas das outras ou
separadas por paredes gelatinosas, de cor verde-claro por causa da presenca das clorofilas
a e b, que se fixa ao substrato por um pequeno apressorio discoide (COTO; PUPO, 2009;
JOLY, 1965; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). A macroalga U. fasciata é considerada
um indicador bioldgico de contaminagdo do ambiente marinho com altas concentracdes de
matéria organica resultante do lancamento de grande quantidade de efluentes ndo tratados,
através de esgoto doméstico clandestinos e/ou industrial nas praias do litoral brasileiro
(ORTEGA, 2000; SOUSA; COCENTINO, 2004; TAOUIL; YONESHIGUE-VALENTIN,
2002).
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Império: Eukeryota
Reino: Plantae
Sub-reino: Viridaeplantae
Filo: Chlorophyta
Classe: Ulvophyceae
Ordem: Ulvales

Familia: Ulvaceae

Género: Ulva

Espécie: U. fasciata Delile

Figura 3 — Macroalga marinha verde Ulva fasciata Delile.

As algas marinhas verdes tém valor industrial comparativamente menor do que
aquele das algas vermelhas ou pardas, contudo, com os avangos na drea da prospeccdo de
novos compostos bioativos para uso farmacéutico e/ou alimenticio, torna-se cada vez mais

importante o conhecimento da flora ficolégica brasileira (COTO; PUPO, 2009).

2.3 Constituintes quimicos isolados do filo Chlorophyta

Ha relativamente poucos estudos sobre o isolamento de metabdlitos secundérios
das espécies de macroalgas marinhas verdes quando comparados com aqueles envolvendo
macroalgas vermelhas, que sdo reconhecidas como as maiores produtoras de substincias
halogenadas do meio marinho (EL GAMAL, 2010; PEREIRA, TEIXEIRA, 1999).

As macroalgas marinhas sdo utilizadas como alimentos pelos povos do oriente
(China, Japao e Coreia), pois apresentam caracteristicas importantes como elevado teor de
proteinas, baixo valor caldrico, sendo ricas em vitaminas B, C e E e provitamina A, minerais
(Ca, Mg, P, K, Na, Fe e ) e fibras dietdrias (ITO; HORI, 1989) e também sdo utilizadas em
preparacOes medicinais para tratamento de varias doencas, tais como: deficiéncia de iodo
(bocio, doenca de Basedow e hipertiroidismo), tratamento de desordens intestinais,
vermifugos, hipocolesterolémico e hipoglicémico. Atualmente, varios estudos vém sendo

realizados com a finalidade de isolar os compostos bioativos de macroalgas marinhas
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possuidores de atividades farmacoldogicas (EL GAMAL, 2010; NEWMAN; CRAGG;
SNADER, 2000; SMIT, 2004).

O extrato da macroalga marinha verde Cladophora fascicularis foi submetido a
varios métodos cromatograficos para isolar e purificar a substancia 2-2(2°,4’-dibromofenox)-
4-6 dibromoanisol (Figura 4). A descoberta desse composto em uma macroalga marinha verde
foi um relato inédito na literatura. Esse composto foi eficiente nos ensaios anti-inflamatorios
em ratos e inibiu o crescimento das bactérias Escherichia coli, Bacillus subtilis e

Staphylococcus aureus (KUNITYOSHI; YAMADA; HIGA, 1985).

Br OCHj4
Br

Br

Figura 4 — Estrutura quimica do 2-2(2’,4’-dibromofenox)-4-6 dibromoanisol isolado da macroalga marinha
verde Cladophora fascicularis (KUNIYOSHI; YAMADA; HIGA, 1985).

O isorawsonol é um composto derivado do difenilmetano bromado (Figura 5),
isolado da macroalga marinha verde Arrainvilla rawsonii. Foi constatado que esse composto
age na inibi¢do da enzima inosina 5’-monofosfato desidrogenase, que estd relacionada com a
proliferacdo celular, e sua inibi¢do demonstrou ter efeitos antitumorais € imunosupressivos

(CHEN et al., 1994).

OH
Br
CH,0OH
O O :
Br OH Br

Figura 5 — Estrutura quimica do isorawsonol isolado da macroalga marinha verde Arrainvilla rawsonii (CHEN
etal., 1994).
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Paul e Fenical (1984) isolaram dois diterpendides, denominados de halimedatrial
(Figura 6a) e halimedalactona (Figura 6b), da macroalga marinha verde Halimeda sp.

(Halimedaceae), com potenciais atividades antimicrobianas e citotoxicas.

CHO / CHO

(6a) (6b)

Figura 6 — Estrutura quimica do halimedatrial (a) e halimedalactona (b), isolados da macroalga marinha verde
Halimeda sp (PAUL; FENICAL, 1984).

Em outra espécie do mesmo género, Halimeda tuna, Koehn et al. (1991) isolaram
um diterpeno aldeidico denominado halitunal (Figura 7), com um anel pirano (um
ciclopentadieno) em sua estrutura quimica. Este composto possui atividade in vitro contra o

coronavirus que provoca infec¢do dos tratos respiratorio e gastrintestinal humanos.

CHO

Figura 7 — Estrutura quimica do halitunal isolado da macroalga marinha verde Halimeda tuna (KOEHN et al.,
1991).

O composto iengarosideo A (Figura 8) foi isolado de outra macroalga marinha
verde Codium iyengarii e apresentou uma moderada atividade antibacteriana contra
Corynebacterium diphtheriae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Shigella dysentri

(Shigella dysenteriae) e Staphylococcus aureus (ALl et al., 2002).
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Figura 8 — Estrutura quimica do iengarosideo A isolado da macroalga marinha verde Codium iyengarii (ALI et
al., 2002).

2.4 Constituintes quimicos isolados da macroalga marinha Ulva fasciata

Neste levantamento bibliografico sdo apresentadas as espécies do género Ulva
estudadas quimicamente, bem como as atividades bioldgicas apresentadas pelos extratos,
fragdes e compostos puros. Estas informagdes constam em artigos cientificos publicados até
julho de 2010, de acordo com pesquisas realizadas nas seguintes bases de dados: Web of
Science, Science Direct, PubMed e Scopus. Os estudos a respeito de isolamento de
constituintes quimicos da macroalga do género Ulva sdo escassos.

Das 97 espécies pertencentes ao género Ulva ja identificadas e catalogadas no
mundo (ALGAEBASE, 2010), somente U. fasciata, U. lactuca, U. rigida, U. olivascens e
U. reticulata foram objetos de algum estudo fitoquimico relativo a atividade biolégica que foi
investigada em extratos preparados com diferentes solventes, conforme mostrado na Tabela 1.

Além dos estudos das atividades bioldgicas realizados com os extratos algais,
outros avancaram no sentido de isolar os constituintes quimicos revelando classes de

compostos como: terpenos, esterdides, esfingosina, compostos fendlicos e dcidos graxos.
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Tabela 1 — Constituintes quimicos e atividades bioldgicas em extratos das macroalgas marinhas verdes do género

Ulva.
Espécie Solvente | Atividade Biolégica | Referéncia
U. fasciata etanol antileishmaniose Sabina et al. (2005)
metanol imunoestimulante Lipton; Pramitha; Jose
(2009)
agua antiviral Santos et al. (1999)
U. lactuca metanol anti-inflamatoria Margret; Kumaresan;
Ravikumar (2009)
acetona potencial Hassan; Ghareib (2009)
alelopético e
antioxidante
etanol antileishmaniose, Orhan et al. (2006)
antiplasmédica e
inibidora de FAB 1
cloroférmio:metanol antituberculose, Spavieri et al. (2010)
antiprotozoario €
antileshimaniose
U. rigida etanol antimutagénica, Sabina et al. (2005);
antihiperglicémica, Celikler et al. (2008);
antigenotoxica e  Celikler et al. (2009)
antileishmaniose
U. olivascens  metanol antibacteriana Chiheb et al. (2009)
U. reticulata benzeno, éter antibacteriana Bhadury; Wright (2004)

dietilico e éter de
petrdleo

Garg et al. (1992) isolaram o composto N-palmitoil-2-amino 1,3,4,5-

tetrahidroxioctadecano (Figura 9) da macroalga marinha U. fasciata, que apresentou atividade

antiviral in vivo contra o virus Semliki Forest, do género Alphavirus (familia Togaviridae),

que € capaz de provocar uma encefalite letal em mamiferos.

Hy»Cop
OH

NHOC sHs,
OH

Figura 9 — Estrutura quimica do N-palmitoil-2-amino 1,3,4,5-tetrahidroxioctadecano isolado da macroalga
marinha verde Ulva fasciata (GARG et al., 1992).
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Awad (2000) isolou uma molécula inédita da macroalga marinha U. lactuca,
referida como 3-O-B-D-glucopiranosil-estigmasta 5, 25 dieno (Figura 10). Esse composto
apresentou atividade anti-inflamatodria através de um modelo experimental de edema de orelha
em ratos. Também foram realizados ensaios antimicrobianos em que se observou a inibicdo
do crescimento de dez espécies de micro-organismos (bactérias Gram positivas e negativas,

fungos e leveduras).

Figura 10 — Estrutura quimica do 3-O-B-D-glucopiranosil-estigmasta 5, 25 dieno isolado da macroalga marinha
verde Ulva lactuca (AWAD, 2000).

Chakraborty et al. (2010a) isolaram sete labdanos diterpendides (Figura 11) como
constituintes majoritdrios na macroalga marinha U. fasciata. Esses compostos foram testados
em ensaios antimicrobianos e os resultados mostraram que os compostos labda-14-eno-3a,8a-
diol e labda-14-eno-8a-hidroxi-3-ona inibiram o crescimento de Vibrio parahaemolyticus e
V. alginolyticus com concentra¢des minimas inibitérias de 30 ug mL” e 40 pg mL’,

respectivamente.

Composto R, R, R;
Labda -14-eno-8-o0l H H H
Labda-14-eno-3a,8a-diol OH H H
Labda-14-eno-8a,9a-diol H H OH
Labda-14-eno-8a-hidroxi-3-ona = - H
ent-Labda-13(16),14-dieno-3-ona = - -
ent-Labda-13(16),14-dieno H H -
ent-Labda-13(16),14-dieno-3a-ol H OH -

Figura 11 — Estruturas quimicas de sete labdanos diterpendides isolados da macroalga marinha verde Ulva
fasciata (CHAKRABORTY et al., 2010a).
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Ainda na macroalga marinha U. fasciata, Chakraborty e Paulraj (2010) isolaram
cinco sesquiterpendides (Figura 12), como constituintes majoritdrios. Esses compostos foram
testados quanto a atividade antioxidante, verificando-se que o composto 3,4,5,5-tetrametil-4-
(3’-oxopentil)-2-ciclohexen-1-ona apresentou atividade superior (71,4% + 1,5%) aquela do
antioxidante sintético Trolox que foi de 44,1% + 1,5%. Desse modo, o composto isolado da
macroalga pode ser considerado como um potencial antioxidante natural para ser utilizado nas

industrias de alimentos.

(12a) (12be 12¢)
(0]
IEZ/Y\
% :
(12d) (12e)

Figura 12 — Estruturas quimicas de 2,5,5-trimetil-4-(4’-metil-3’-pentenil)-2-ciclohexen-1-ol (a); 4-isopentil-
3.4,5,5-tetrametil-2-ciclohexen-1-ol (b e c); 6-isopentil-1,5,5,6-tetrametil-1-ciclohexeno (d) e 3,4,5,5-tetrametil-
4-(3’-oxopentil)-2-ciclohexen-1-ona (e) (CHAKRABORTY; PAULRAJ, 2010).

Chakraborty et al. (2010b) isolaram dois sesquiterpendides do tipo guaiano,
denominados guai-2-en-10a-ol (Figura 13a) e guai-2-en-10a-metanol (Figura 13b) da
macroalga marinha U. fasciata. Esses compostos inibiram o crescimento de Vibrio
parahaemolyticus em concentragdes minimas inibitérias de 25 pg mL"' e 35 ug mL™,

respectivamente.



29

(13a) (13b)

Figura 13 — Estruturas quimicas de guai-2-en-10a-ol (a) e guai-2-en-10a-metanol (b) isolados da macroalga
marinha verde Ulva fasciata (CHAKRABORTY et al., 2010b).

Alamsjah et al. (2005) isolaram trés dcidos graxos poli-insaturados da macroalga
marinha U. fasciata: 4cido hexadeca-4,7,10,13-tetraendico (Figura 14a), é&cido
octadeca-6,9,12,15 tetraendico (Figura 14b) e d4cido a-linolénico (Figura 14c). Esses
compostos apresentaram atividade algicida contra o fitoplancton da classe Raphidophyceae
Heterosigma akashiwo, um dos organismos responsdveis por floracdes de algas nocivas na

costa da cidade de Nagasaki, Japao.

V_V_V_\/_\/\H/OH
(14a)

V_\/_V_\/_\/V\WOH

(14b)

I
/NN VAN,
(14c¢)

Figura 14 - Estruturas quimicas de &4cido hexadeca-4,7,10,13-tetraenéico (a), acido octadeca-6,9,12,15
tetraendico (b) e dcido a-linolénico (c) isolados da macroalga marinha verde Ulva fasciata (ALAMSJAH et al.,
2005).
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A separacdo, o isolamento e a identificacdo de compostos presentes nos extratos
das macroalgas marinhas e de outros organismos de origem vegetal ou animal sdo
conseguidos através de técnicas cromatograficas cldassicas aliadas as cromatografias

modernas.

2.5 Técnicas cromatograficas

Entre os métodos modernos de andlise, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque devido a facilidade com que efetua separacdo, identificacdo e quantificacdo das
espécies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de andlise,
como espectrofotometria ou espectrometria de massas (COLLINS, 2007).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas fases, que estdo
em contato estreito. Uma das fases permanece estaciondria, enquanto a outra se move através
dela. Durante a passagem da fase mével sobre a fase estaciondria, os componentes da mistura
sdo distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela
fase estaciondria, o que resulta em migracdes diferenciais desses componentes. Existem vérias
formas de realizar o processo cromatogrifico, tais como: cromatografia por adsor¢do,
cromatografia em camada delgada, cromatografia por exclusdo molecular, cromatografia

gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia (COLLINS, 2007).

2.5.1 Cromatografia por adsorcao

O método cromatografico liquido-sélido € realizado em uma coluna preenchida
com um sélido, denominado de fase estaciondria e uma fase moével liquida, onde a sor¢do
isotérmica (adsorcdo) refere-se a um aumento da concentracdo do soluto (que estd em excesso
na fase movel), entre as superficies das fases movel e estaciondria. Empiricamente, essa
técnica cromatografica pode ser primeiramente escolhida porque € tecnicamente mais simples,

ndo exigindo instrumentacdo esmerada. Dependendo do tamanho da coluna usada, €
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facilmente aplicada para fins preparativos, devendo ser monitorada, principalmente por

cromatografia em camada delgada (VICHENEWSKI, 2007).

2.5.2 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi desenvolvida em 1938 pelos
pesquisadores russos Izmailov e Sharaib e consiste na separacdo dos componentes de uma
mistura através da migracao diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre
uma superficie plana. O grande desenvolvimento dessa técnica é consequéncia natural das
multiplas vantagens que ela oferece, como féacil compreensao e execugdo, separacoes rapidas,
versatilidade, grande repetibilidade e baixo custo. Pode ser de aplicagdo analitica ou
preparativa, cuja escala estd na dependéncia da espessura da camada de adsorvente e na

quantidade da amostra a ser analisada (LOPES, 2007).

2.5.3 Cromatografia por exclusao molecular

A cromatografia por exclusdo molecular promove uma distribuicdo seletiva e
dindmica das moléculas do soluto entre duas fases liquidas separadas, dependentes de uma
estrutura estaciondria contendo poros de tamanho definido. Entre outros usos, quando
aplicada a uma série homdloga de polimeros como proteinas de densidades e formas
semelhantes, pode fornecer um método réapido e util de determinar a massa molar e a forma
dessas macromoléculas. Esse tipo de cromatografia € também conhecido por filtragdo em gel,
permeacdo em gel ou cromatografia em peneira molecular. A cromatografia por exclusdao
molecular tem propriedades desejiveis, como simplicidade, versatilidade, possibilidade de
regeneracdo do gel, que ndo se degrada em condi¢Oes amenas de temperatura nem devido ao

solvente (ROTHSCHILD, 2007).



32

2.5.4 Cromatografia gasosa

Gases ou substancias volatilizdveis podem ser separados utilizando-se a técnica
denominada cromatografia gasosa (CG). A separacdo baseia-se na diferente distribuicao das
substancias da amostra entre uma fase estaciondria (s6lida ou liquida) e uma fase moével
(gasosa). Algumas técnicas semelhantes a CG comecaram na década de 1930; no entanto, seu
desenvolvimento s6 foi acelerado depois da introdugdo da cromatografia gds-liquido, em
1952, por James e Martin. Esse trabalho pioneiro mostrou a separacdo de 4cidos carboxilicos
com 1 a 12 dtomos de carbono, através da particao continua entre um filme liquido espalhado
sobre um suporte sélido (fase estaciondria) e um gas (fase mével). O interesse pela CG fez
com que houvesse um grande desenvolvimento de equipamentos e métodos, principalmente a
partir da introducg@o de capilares por Golay em 1958 (BONATO, 2007).

Desde o seu aparecimento, a cromatografia gasosa demonstrou ter uma enorme
potencialidade devido a sua eficiéncia, facilidade, baixo custo e possibilidade de analisar
misturas volateis de alta complexidade, como por exemplo, 6leos essenciais, gorduras de
todas as espécies, fracOes de petréleo, produtos petroquimicos, inseticidas residuais,

formulacdes de inseticidas, gases industriais, actiicares, mondmeros etc (CIOLA, 2003).

2.5.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € a técnica de separacdo mais
importante, uma vez que consegue separar misturas que contém um grande nimero de
compostos similares. Véarios nomes tém sido utilizados para denominar esta técnica de
cromatografia liquida: alta velocidade, alta pressdo, alto desempenho, alta resolugcdo e alta
eficiéncia. A CLAE utiliza instrumentos que podem ser totalmente automatizados. E um tipo
de cromatografia liquida que emprega colunas preenchidas com materiais especialmente
preparados e uma fase mdvel, eluida sob altas pressdes. Ela tem a capacidade de realizar
separagOes e andlises quantitativas de uma grande variedade de compostos presentes em
diversos tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucdo,

efici€ncia e detectabilidade (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e Identificaciao do material botanico

Os exemplares da macroalga marinha verde Ulva fasciata Delile foram coletados
em abril de 2008, na Praia do Pacheco, no Municipio de Caucaia-CE, em condi¢des de maré
baixa. As macroalgas foram colocadas em sacos plasticos e transportadas para o laboratério,
onde foram lavadas com dgua destilada para retirar as epifitas e outros organismos.

O espécime vegetal coletado foi identificado no Departamento de Engenharia de
Pesca da Universidade Federal do Ceard. A exsicata da espécie encontra-se depositada no
Hebario Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da mesma Universidade, sob o nimero

47.246.

3.2 Desidratacio da macroalga marinha verde Ulva fasciata e Preparacao dos extratos

As macroalgas in natura foram desidratadas em estufa com recirculacdo de ar a
40°C por 15 horas e, em seguida, trituradas. Uma por¢ao de 500 g de material desidratado foi
submetida a extracdo exaustiva a frio com hexano e, posteriormente, com etanol a 70%. Os
extratos hexanico e etandlico, denominados respectivamente UFH e UFE, foram concentrados
por destilacdo do solvente sob pressdo reduzida e foi calculado o rendimento de cada
extracao.

O procedimento utilizado para a obtengdo de UFH e UFE estd apresentado na

Figura 15.
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Ulva fasciata
(500 g)

Extracdo com hexano
Evaporagio do solvente

Extrato hexanico
(UFH)

o]

Extracdo com etanol a 70%
Evaporagio do solvente

Extrato etandlico
(UFE)

Residuo

Figura 15 — Rota esquemadtica para obtencdo dos extratos hexanico e etandlico da macroalga marinha verde Ulva

fasciata.

3.3 Prospeccdo fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios na

macroalga marinha verde Ulva fasciata

O método empregado neste trabalho foi descrito por Matos (2009) e as

metodologias empregadas para as principais classes de compostos estdo resumidas na Figura

16 e descritas nos itens subsequentes.
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| Extrato etandlico |

Teste para fendis Teste para antocianinas, Teste para Teste para flavondis,
e taninos antocianidinas e leucoantocianidinas, flavononas, flavanondis e
flavonéides catequinas e flavonas xantonas
HCI1 1 M e filtragdo Cloroférmio e filtragido
| Teste para saponinas | Teste para esterdides e
triterpendides

| Teste para alcaldides |

Figura 16 — Esquema dos procedimentos adotados na prospecgao fitoquimica do extrato etanélico da macroalga
marinha verde Ulva fasciata.

3.3.1 Teste para fenéis e taninos

Em uma aliquota de 5 mL do UFE foram adicionadas trés gotas de solugdo
alcodlica de cloreto férrico. Apds agitacdo vigorosa, observou-se qualquer variacao de sua cor
e/ou formacao de um precipitado escuro e abundante. A presenca de fendis foi indicada pelo
aparecimento de coloracdo entre o azul e o vermelho. A formagdo de precipitado escuro
revelou a presenca de taninos. A tonalidade do precipitado indicava a presenca de taninos
pirogalicos ou taninos hidrolisaveis (azul) ou de taninos flobabénicos ou taninos condensados
ou catéquicos (verde). Um branco foi preparado substituindo-se o extrato etandlico por dgua

destilada.

3.3.2 Testes para antocianinas, antocianidinas e flavonéides

Foram separadas trés aliquotas de 5 mL. do UFE em trés tubos de ensaio. O
primeiro foi acidificado a pH 3,0; o segundo e o terceiro foram alcalinizados a pH 8,5 e 11,0,
respectivamente. A presenga de antocianinas, antocianidinas e flavonodides foi determinada de

acordo com o aparecimento de coloracdes, que variavam com o pH (Tabela 2).
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Tabela 2 — Provas fitoquimicas das classes de antocianinas, antocianidinas e flavonoéides.

Constituintes Coloracdo em meio
Acido (pH 3,0) ‘ Alcalino (pH 8,5) ‘ Alcalino (pH 11,0)
Antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilés Azul-purpura
Flavonas, flavondis e xantonas - - Amarela
Chaconas e auronas Vermelha - Vermelho-purpura
Flavonois - - Vermelho-laranja

3.3.3 Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Foram separadas duas aliquotas de 5 mL. do UFE em dois tubos de ensaio. O
primeiro foi acidificado com HCI para pH 3,0 e o segundo foi alcalinizado com NaOH para
pH 11,0. Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 60°C durante 10 min. As alteracdes na
coloracgdo do extrato foram observadas quanto a presenca dos metabdlitos

leucoantocianidinas, catequinas e flavonas de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 — Provas fitoquimicas das classes de leucoantocianidinas, catequinas e flavonas.

Constituintes Coloracdo em meio
Acido (pH 3,0) | Alcalino (pH 11,0)
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas Pardo-amarelada -
Flavononas - Vermelho-laranja

3.3.4 Teste para flavondis, flavononas, flavanondis e xantonas

A um tubo contendo 5 mL de UFE foram adicionadas algumas centigramas de
magnésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado. Aguardou-se o término da reacdo indicada
pelo fim da efervescéncia e observou-se a mudanca da coloracdo. O aparecimento ou
intensificacdo de cor vermelha era indicativo da presenca de flavondis, flavononas,

flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosideos.
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3.3.5 Teste para esterodides e triterpendides (Lieberman-Burchard)

Um volume de 30 mL do UFE foi evaporado em banho-maria a 60°C até a secura,
e o residuo foi dissolvido em 5 mL de cloroférmio. Aliquotas de 0,1; 0,5 e 1,0 mL do extrato
cloroférmico foram transferidas para trés tubos de ensaio, cujos volumes finais foram
completados para 2 mL com o mesmo solvente. Em seguida, foram adicionados aos tubos de
ensaio 1 mL de anidro acético e lentamente 2 mL de H,SO,4 concentrado. O desenvolvimento
de uma coloragdo rdsea ou azul esverdeada indicava a presenca de esterdide, enquanto o
aparecimento de uma coloragdo variando de parda a vermelha, a presenca de policiclicos

triterpénicos.

3.3.6 Teste para saponinas

Ao residuo do UFE insolivel em cloroférmio do teste Lieberman-Burchard foram
adicionados 5 mL de 4gua destilada. A solugdo foi filtrada e transferida para um tubo de
ensaio que foi agitado vigorosamente. A presenca de espuma permanente e persistente indicou
a ocorréncia de saponinas. Para confirmar a presenca de saponinas foi adicionado 2 mL de
HCI concentrado ao tubo de ensaio e levado ao banho-maria por 1 h. Apds esse periodo o
tubo foi agitado e a presenca de precipitado e a ndo formag¢do de espuma confirmam a

presenca de saponinas, que foram submetidas ao teste de Lieberman-Burchard.

3.3.7 Teste para alcalodides

Foram evaporados 25 mL do UFE até a secura em banho-maria a 60°C, sendo o
residuo dissolvido em 10 mL de HCI a 1 M. Este extrato hidrocloridrico foi distribuido em
trés tubos de ensaio em aliquotas de 0,5 mL, efetuando-se o teste para alcaléides com os
reagentes gerais: reagentes de Mayer, Dragendorff e Wagner. A formacao de precipitado de
coloragdes branca, laranjada e marrom, de acordo com o reagente utilizado, respectivamente,

indicava a presencga dos alcaldides.
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3.4 Isolamento dos constituintes quimicos da macroalga marinha verde Ulva fasciata

Delile

3.4.1 Fracionamento do extrato etandlico da macroalga marinha verde Ulva fasciata -

UFE

Para a preparacdo do UFE, 33,825 g foram misturados a 20 g de gel de silica 60,
com granulometria 70-230 mesh, pulverizados em gral de porcelana e acondicionados sobre
67,673 g de gel de silica em uma coluna de vidro (40 x 3,5 cm). A eluicao foi realizada com
os solventes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas bindrias, em ordem

crescente de polaridade, conforme descri¢do feita na Tabela 4.

Tabela 4 — Cromatografia em gel de silica do extrato etandlico da macroalga marinha verde Ulva fasciata
(UFE).

Eluentes Conc(e(;:)t)r acao Volunz::ni(;letado Fracgoes obtidas

Hexano 100 100 1-3
Hexano/Acetato de etila 5 100 4-7
Hexano/Acetato de etila 10 50 8-11
Hexano/Acetato de etila 15 50 12-17
Hexano/Acetato de etila 20 50 18-20
Hexano/Acetato de etila 25 100 21
Hexano/Acetato de etila 30 100 22-25
Hexano/Acetato de etila 50 100 26-27

Acetato de etila 100 100 28-29
Metanol 100 500 30

Ap6s o fracionamento as fracdes foram monitoradas por cromatografia de camada
delgada (CCD) em cromatoplacas de gel de silica 60 G (® 5-40 pm), com indicador de
fluorescéncia na faixa de 254 nm. As revelagdes das substincias foram realizadas em camara
escura UV (Cienlab), através da exposi¢do em lampada de irradiacdo em dois comprimentos
de onda (254 e 365 nm), por vapores de iodo sublimado presentes em camara saturada, ou
pela pulverizacdo com as solucdes p-anisaldeido ou vanilina, seguida de aquecimento em
estufa a 100°C por 5 min. Apds andlise das fragdes obtidas por CCD, aquelas que
apresentaram o mesmo perfil cromatografico foram reunidas para otimizar o rendimento,

como apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico do extrato etandlico (UFE) da macroalga marinha
verde Ulva fasciata.

Fragdes Massa Rendimento Fragdes Massa Rendimento
(mg) (%) (mg) (%)
UFE - F, 1,8 0,005 UFE - Fy; 228.,0 0,674
UFE - F, 33,5 0,099 UFE - Fy; 157,7 0,466
UFE - F; 6,0 0,018 UFE - Fg 216,2 0,639
UFE - F, 2,3 0,007 UFE - Fy 253,1 0,748
UFE - F;s 3,9 0,012 UFE - Fy 153,8 0,455
UFE - Fg 3,1 0,009 UFE - F;; 162,6 0,481
UFE - F; 1.458.8 4,313 UFE - F», 119,3 0,353
UFE - Fg 140,1 0,414 UFE - F»; 55,5 0,164
UFE - Fy 131,0 0,387 UFE - Fy, 324 0,096
UFE - Fyo 119,5 0,353 UFE - F»5 65,3 0,193
UFE - Fy; 314,0 0,928 UFE - Fy 96,8 0,286
UFE - Fy, 338.,6 1,001 UFE - Fy; 49,8 0,147
UFE - Fy;3 2943 0,870 UFE - Fyg 183,5 0,542
UFE - Fi4 226,8 0,671 UFE - Fy 338,7 1,001
UFE - F5 219,8 0,650 UFE - F3 17.849,0 52,769

*Rendimentos baseados no peso do UFE (33,825 g)
Nas fragdes submetidas a CCD, o fator de retencao (Rf), definido pela razdo entre

a distancia percorrida pelos componentes (d;) e a distdncia percorrida pela fase mével (dp)

(COLLINS, 2007), foi calculado pela férmula abaixo:

Rf ==

3.4.2 Elaboracao da fracao do extrato etandlico (UFE - F7) da macroalga marinha verde

Ulva fasciata

A fracdo UFE — F; (1.458,8 mg), com aspecto de um 6leo amarelo claro, foi
submetida ao processo de cromatografia por exclusdo molecular em matriz de dextrana
Sephadex LH-20 em uma coluna de vidro (30 x 2,5 cm). A eluicdo foi realizada em um
sistema isocrdtico tendo como fase mével 100% de diclorometano, obtendo-se 20 fragdes,

denominadas F;(1y a F7(20) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Cromatografia por exclusio molecular em matriz de Sephadex LH-20 do extrato etandlico
(UFE - F;) da macroalga marinha verde Ulva fasciata.

Fragdes Massa Rendimento Fragdes Massa Rendimento
(mg) (%) (mg) (%)
UFE - F7(1) Z€ero - UFE - F7(11) 14,3 0,980
UFE - Fy(» 0,5 0,034 UFE - Fy(12) 9,6 0,658
UFE - Fy3) 0,5 0,034 UFE - Fy(13) 10,1 0,692
UFE - F4) 11,7 0,802 UFE - Fy(14) 5,6 0,384
UFE - Fy5) 213,7 14,601 UFE - Fy(5) 4,4 0,302
UFE — Fy( 683,1 46,826 UFE — Fy(16) 4,9 0,336
UFE - Fy(7 135,0 9,254 UFE - Fy17) 3,1 0,212
UFE — Fy3) 59,6 4,086 UFE - Fy(3) 4,3 0,295
UFE — Fy(9 27,1 1,858 UFE - Fy(19) 3,2 0,219
UFE — Fy() 15,2 1,042 UFE — F;( 3,0 0,206

*Rendimentos baseados no peso do UFE — F; (1.458,8 g)

3.4.2.1 Elaboracao da subfracao UFE - F;7) da macroalga marinha verde Ulva fasciata e
Obtengﬁo de UF-1 [UFE - F7(7)(2)]

A subfracdo UFE — F;(7) foi recromatografada em coluna de gel de silica 60, com
granulometria 70-230 mesh. Foram utilizados 5,349 g de gel de silica em uma coluna de
vidro (15 x 2 cm) e a elui¢do foi realizada com os solventes hexano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas bindrias, em ordem crescente de polaridade, conforme

descri¢@o na Tabela 7.

Tabela 7 — Cromatografia em gel de silica da subfragio UFE — F;7 da macroalga marinha verde Ulva fasciata.

Eluentes Conc(e%t)r acao Volunz::ni(;letado FracOes obtidas
Hexano 100 20 Frnay) — Fine)
Hexano/Acetato de etila 5 20 Fronay — Fioyay
Hexano/Acetato de etila 10 20 F7(7)(5) - F7(7)(6)
Hexano/Acetato de etila 20 20 F7(7)(7) - F7(7)(8)
Hexano/Acetato de etila 40 20 F7(7)(9) - F7(7)(1())
Hexano/Acetato de etila 80 20 Frnan — Fionaz)
Acetato de etila 100 20 Fra3) — Frnas)

Metanol 100 20 Fras) — Fiae
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A fracdo UFE - Fy¢7)2) eluida em 100% de hexano, mostrou-se pura segundo a
andlise por CCD, sendo denominada UF-1. Este material foi submetido a andlise no
Laboratério de CG-EM, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade
Federal do Ceard, onde a composicdo quimica e caracterizacdo foram determinadas
utilizando-se o equipamento Shimadzu GCMS QP5050 com coluna capilar DB-1 (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x filme de 0,25 um). A metodologia empregada
foi previamente padronizada (temperatura de injecao de 280°C, hélio como gés carreador com
fluxo na coluna de 1,0 mL min'l, pressdo de 62,9 kPa, tempo de equilibrio de 1 min, com
razdo de aquecimento do injetor de 80-180°C por 5°C min™ e 180-300°C por 10°C min™).

Para a identificagdo dos compostos utilizou-se o banco de dados Wiley 229 Library.

3.4.3 Elaboracao da fracdo do extrato etanodlico (UFE — Fi4.16) da macroalga marinha

verde Ulva fasciata e Obtencao do composto UF-2 [UFE - F4.16(69)]

Uma aliquota da fracio UFE — Fi46 (367,9 mg) com caracteristicas fisicas
s6lidas, de cor amarelada e aspecto oleaginoso foi misturada ao gel de silica 60, com
granulometria 70-230 mesh, pulverizados em gral de porcelana e aplicados sobre 16,775 g de
gel de silica em uma coluna de vidro. A eluicao foi realizada com os solventes, diclorometano

e acetato de etila, puros e obedeceu a ordem crescente de polaridade (Tabela 8).

Tabela 8 — Cromatografia em gel de silica do extrato etandlico (UFE — Fy4.1¢) da macroalga marinha verde Ulva
fasciata.

Eluentes | Concentracio (%) | Volume coletado (mL) |  Fracdes obtidas
Diclorometano 100 10 Fia-16(1) — Fi4-16(57)
Acetato de etila 100 10 Fia-1658) — F1a-16(104)

3.4.4 Elaboracao da fracao do extrato etanodlico (UFE - Fj7.19) da macroalga marinha

verde Ulva fasciata e Obtencao do composto UF-3 [UFE — Fi7.19(s)]

Uma parte da fragdo UFE — F;7.19 (572,0 mg) foi misturada ao gel de silica 60,

com granulometria 70-230 mesh; amostra e gel foram pulverizados em gral de porcelana e
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aplicados sobre 11,440 g de gel de silica em uma coluna de vidro. A elui¢do foi realizada com
os solventes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas bindrias, em ordem

crescente de polaridade, conforme descri¢do feita na Tabela 9.

Tabela 9 — Cromatografia em gel de silica do extrato etandlico (UFE — Fy;.19) da macroalga marinha verde Ulva
fasciata.

Eluentes Conc(e;(l)t)r acao Volun(lili(;letado FracOes obtidas
Hexano/Acetato de etila 25 20 Fi7.1901) — F17-19029)
Hexano/Acetato de etila 50 20 Fi7.1930) — F17-1940)
Hexano/Acetato de etila 75 20 Fi7:1941) — Fi7-19(52)

Acetato de etila 100 20 Fi7:19¢53) — Fi7-19661)

Metanol 100 20 Fi7:1962) = F17-19(68)

A Figura 17 apresenta a rota esquemdtica do isolamento dos constituintes
quimicos (UF-1, UF-2 e UF-3), obtidos a partir do extrato etanélico da macroalga marinha

verde U. fasciata.



Ulva fasciata

(500 g)

Pulverizacio
Extracd@o com hexano
Destilagao do solvente

Torta

Extracdo com etanol a 70%
Destilagdo do solvente

| UFE(38259) |

UFH (0,731 g)

Coluna cromatografica de gel de silica

F;
(1.458,8 mg)

Sephadex LH-20

Fr7)
(135,0 mg)

(54,5 mg)

(367,9 mg)

F14—16

Coluna  cromatogréfica
de gel de silica

Fi4.16(609) — UF-2
(13,5 mg)

Coluna cromatografica de gel de silica
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F17—19
(572,0 mg)

Coluna cromatografica
de gel de silica

Fi7.108) = UF-3
(48,9 mg)

Figura 17 — Rota esquemdtica do isolamento dos constituintes quimicos (UF-1, UF-2 e UF-3), obtidos

a partir do extrato etandlico da macroalga marinha verde Ulva fasciata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos extratos hexanico e etandlico da macroalga marinha verde Ulva

Jasciata

No processo de extracdo dos metabdlitos secundérios da macroalga marinha verde
Ulva fasciata, as duas extracdes, primeiramente com hexano e depois com etanol a 70%,
apresentaram rendimentos de 0,15% e 6,76%, respectivamente, resultando em um rendimento
total de 6,91% (Tabela 10).

Como ¢é possivel observar, o rendimento do UFE foi 45 vezes maior do que o do
UFH e, por esta razdo, o fracionamento cromatografico foi realizado com UFE da alga

marinha verde U. fasciata.

Tabela 10 — Dados referentes aos rendimentos dos extratos hexanico (UFH) e etandlico (UFE) da macroalga
marinha verde Ulva fasciata.

Extratos Peso (g) \ Rendimento (%)*
UFH 0,731 0,15
UFE 33,825 6,76

*Rendimento baseado no peso do material seco (500 g)

4.2 Prospeccdo fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios na

macroalga marinha verde Ulva fasciata

Os resultados obtidos com os métodos da abordagem fitoquimica cldssica, para a
detecc@o dos constituintes quimicos do extrato etandlico (UFE) da macroalga marinha verde

U. fasciata, encontram-se listados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Prospecgao fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios na macroalga marinha
verde Ulva fasciata.

Classes de metabdlitos \ Resultado
Fenois -
Taninos +

Antocianinas, antocianidinas e flavondides -
Leucoantocianidinas, catequinas e flavonas -
Flavondéis, flavononas, flavanondis e xantonas -
Esterdides e triterpendides
Saponinas
Alcaléides

+ + +

(+) presenca da substincia analisada
(-) auséncia da substincia analisada

O teste dos taninos foi observado pela formacdo de um precipitado escuro no
extrato etandlico de U. fasciata. Observou-se também a presenca de esterdides e
triterpendides. A presenca de triterpendides foi identificada pelo teste de Lieberman-Burchard
que resultou no aparecimento de uma coloracido pardo intenso. A ocorréncia de saponina foi
verificada através da formacdo de uma espuma persistente e confirmada pela precipitacdo de
agliconas hidrolisadas e ndo formacdo de espuma apds o tratamento com HCI concentrado.
Posteriormente as agliconas foram submetidas ao teste de Lieberman-Burchard, quando foi
observada a formacdo de uma coloracdo verde indicando a presencga de esterdides. Por fim, o
resultado positivo para a presenga de alcaldide em U. fasciata, através dos ensaios com 0s
reagentes de precipitacdo para alcaloides (Dragendorff, Mayer e Wagner), foi observado pela
formacdo de precipitado laranja intenso apds a adicdo do reagente de Dragendorff, e
confirmado pelos resultados dos ensaios com os reagentes de Mayer (precipitado branco) e
Wagner (precipitado marrom), respectivamente.

Nao houve indicios da presenca de fendis, antocianinas, antocianidinas,
flavondides, leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, flavondis, flavononas, flavanondis e
xantonas no extrato etandlico da macroalga marinha verde U. fasciata.

A deteccdo de taninos na macroalga marinha verde U. fasciata foi relatada pela
primeira vez no presente trabalho. Apesar de ndo ser encontrada em algas verdes, esta classe é
normalmente encontrada nas algas pardas, sendo denominada de florotaninos (ROCHA et al.,
2007). Os taninos sdo conhecidos por sua a¢cdo antioxidante, devido a capacidade de capturar
radicais livres, reforcando, assim, as propriedades medicinais.

Os terpenos estdao incluidos em uma diversificada classe de substincias naturais

de origem vegetal, sendo formados a partir de unidades de cinco atomos de carbonos (Cs),
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denominadas de isopreno. Essas moléculas sdo unidades entre si em cabeca-cauda. Os
terpenos sao classificados de acordo com o niimero de unidades de isoprenos que podem ser:
monoterpenos (Cip); sesquiterpenos (C;s); diterpenos (Cap); sesterterpenos (Cps); triterpenos
(Csp); tetraterpenos ou carotendides (Cqp) e esterdide (Ci;z a Ciy) (HANSON, 2003;
HUMPHREY; BEALE, 2006; MANN, 2005).

A presenca de triterpendides em U. fasciata foi relatada pela primeira vez no
presente trabalho, porém a literatura registra o isolamento de outras estruturas terpendides em
outras espécies do género Ulva, como diterpenos labdanos (CHAKRABORTY et al., 2010a),
sesquiterpenos (CHAKRABORTY et al., 2010b; CHAKRABORTY; PAULRAIJ, 2010),
tetraterpenos (PIRES et al., 2008; SOUSA et al., 2008) e esterdides (AWAD, 2000).

Esta é também a primeira vez que a presenca de saponinas esteroidais é relatada
na macroalga marinha verde U. fasciata e, até 0 momento, ndo ha registro desses compostos
em nenhuma outra espécie de macroalga marinha.

Os alcaldides sao um grupo de compostos orginicos que tem dtomo(s) de
nitrogénio no anel ciclico. Além de carbono, hidrogé€nio e nitrogénio, as moléculas de
alcaldides podem conter enxofre, cloro e, raramente, bromo ou fésforo (GUVEN; PERCOT;
SEZIK, 2010). A presenca de alcaldides na macroalga marinha verde U. fasciata foi relatada
por Alencar et al. (in press), que estudaram a ocorréncia de dois alcaldides, a histamina
(alcaléide imidazdlica) e a tiramina em treze espécies de macroalgas marinha dentre elas, a
U. fasciata, onde foi detectada a presenca de histamina em uma quantidade inferior a
0,01 mg kg de alga desidratada. Apesar da tiramina nio ter sido detectada em U. fasciata,
ela foi encontrada nas algas marinhas parda Laminaria saccharina (KNEIFEL; MEINICHE;
SOEDER, 1977; STEINER; HARTMANN, 1968), vermelhas Palmaria palmata (SAKER-
SAMPAIO, 1997), Chondrus crispus e Polysiphonia urceolata (HARTMANN;
AUFERMAN, 1973; KNEIFEL; MEINICHE; SOEDER, 1977; STEINER; HARTMANN,
1968) e também na microalga verde Scenedesmus acutus (ROLLE et al., 1977). Este alcalide
possui atividade farmacoldgica causando a vasoconstri¢cao, implicando no aumento da pressao
arterial e dos batimentos cardiacos e também é responsdvel por enxaquecas (GUVEN;
PERCOT; SEZIK, 2010).

Barwell (1979) examinou a presenca de histamina em 77 espécies de algas
marinhas do Reino Unido. Dentre todos os membros das Chlorophyta, Rhodophyta e
Phaeophyta, ela foi detectada apenas na alga marinha vermelha Furcellaria lumbricalis. Mais
tarde, a distribuicdo de histamina em diferentes partes do talo da F. lumbricalis em estagios

diferentes de desenvolvimento (gametodfitas e tetraesporofitas) foi investigada e o autor
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concluiu que a ocorréncia de histamina pode estar associada a um mecanismo de prote¢ao
natural da alga contra organismos herbivoros, para que ela garanta sua sobrevivéncia até
atingir a maturidade (BARWELL, 1989; BARWELL, 1994).

A presenca de outro alcaldide, a hordenina, foi verificada nas macroalgas
marinhas vermelhas Phyllophora nervosa (GUVEN; BORA; SUNAM, 1970), Ahnfeltia
paradoxa (KAWAUCHI; SASAKI, 1978), Gigartina stellata (BARWELL; BLUNDEN,
1981) e Mastocarpus stellatus (BARWELL; CANHAM; GUIRY, 1989).

Percot et al. (2009) verificaram a presenca de feniletilamina em seis macroalgas
marinha vermelhas com propriedades farmacoldgicas atuando como neurotransmissores €
neuromoduladores em humanos, que foram relatadas por Giiven; Percot e Sezik (2010).

Embora os compostos fendlicos ndo tenham sido detectados nesta prospeccao
fitoquimica, Raymundo; Horta e Fett (2004) comprovaram a existéncia de atividade
antioxidante no extrato da macroalga marinha verde U. fasciata e Flodin; Helidoniotis e
Whitfield (1999) quantificaram cinco compostos pertencentes a classe dos bromofendis em

outra espécie do mesmo género (U. lactuca).

4.3 Fracionamento do extrato etanolico - UFE

O fracionamento cromatografico do UFE com os solventes organicos, hexano e
acetato de etila, puros ou em misturas bindrias, em ordem crescente de polaridade, resultou na

obtenc¢do de 30 fracdes, que foram reunidas para otimizar seu rendimento (Tabela 12).

Tabela 12 — Dados referentes a jungdo das fracdes obtidas a partir do fracionamento cromatografico do extrato
etandlico da macroalga marinha verde Ulva fasciata (UFE).

Extrato - Fragoes \ Quantidade (mg)
UFE - Fi6 50,6
UFE - F; 1.458,8
UFE - Fgy; 704,6
UFE - Fy» 338,6
UFE - Fi3 2943
UFE — Fi4.6 674,6
UFE - Fy7.19 627,0
UFE - F20.27 735,5
UFE — Fag.29 5222

UFE - F39 17.849,0
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Para ilustrar este resultado, as Figuras 18, 19 e 20 apresentam o perfil
cromatografico em CCD das fragcdes do extrato UFE da macroalga marinha verde U. fasciata
(UFE — F;, UFE - F4.16 € UFE — Fj7.19), que foram consideradas promissoras e se investiu em

sua purificacdo para o processo de elaboracio e isolamento do(s) composto(s) de interesse.

1 T2 By By Fs Fo By By Fo Bk

Figura 18 — Perfil cromatografico em camada delgada da fracdo UFE — F; da macroalga marinha verde Ulva
fasciata, no sistema hexano:acetato de etila (85:15, v/v).

F8 F9F10F11F12F13F14F15F16F17F18

Figura 19 — Perfil cromatografico em camada delgada da fracdo UFE — F)4.¢ da macroalga marinha verde Ulva
fasciata, no sistema hexano:acetato de etila (80:20, v/v).
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F15 F16 F17 F18 F19

Figura 20 — Perfil cromatografico em camada delgada da fracdo UFE — F;;.19 da macroalga marinha verde Ulva
fasciata, no sistema hexano:acetato de etila (60:40, v/v).

4.4 Purificacao da fracido do extrato etanélico (UFE - F7) da macroalga marinha verde

Ulva fasciata

A UFE - F; por ter apresentado a maior massa (1.458,8 mg) foi submetida a
purificacdo em coluna Sephadex LH-20 com 100% de diclorometano, resultando em 20

fragdes, em que a subfracdo UFE — F;(7) foi utilizada na préxima etapa de purificacao.

4.5 Elaboracao da subfracao UFE - F;7y da macroalga marinha verde Ulva fasciata e

Analise por CG-EM da amostra UF-1 [UFE - F77)2)]

O fracionamento cromatografico da subfracdo UFE - F;7, com os solventes
organicos, hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas bindrias, em ordem

crescente de polaridade, resultou nos rendimentos mostrados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da subfragio UFE — F;(;, da macroalga marinha
verde Ulva fasciata.

Fracoes | Rendimento (%) | Fracoes | Rendimento (%)

UFE - F7(7)(1) - UFE - F7(7)(9) 2,82
UFE - F7(7)(2) 40,37 UFE - F7(7)(10) 6,89
UFE - F7(7)(3) 3,04 UFE - F7(7)(11) 4,74
UFE - F7(7)(4) 1,85 UFE - F7(7)(12) 13,63
UFE - F7(7)(5) 1,78 UFE - F7(7)(13) 2,00
UFE - F7(7)(6) 3,70 UFE - F7(7)(14) 0,96
UFE - F7(7)(7) 1,70 UFE - F7(7)(15) -

UFE - F7(7)(8) 5,41 UFE - F7(7)(16) 10,82

*Rendimentos baseados no peso do UFE — F;, (135 mg)

Um 6leo incolor isolado em UFE-F;(7)2) correspondeu a 54,5 mg (40,37%) e foi
denominado de UF-1, apresentando fator de retencdo (Rf) igual a 0,82 no sistema
hexano:acetato de etila (80:20, v/v). Apéds a revelacdo com iodo sublimado, observou-se uma

mancha circular (F,) de coloracdo amarelada mostrada na Figura 21.

F, F,F, F,F, F, F,F,

Figura 21 — Cromatografia em camada delgada da amostra UF-1 da macroalga marinha verde Ulva fasciata, no
sistema hexano:acetato de etila (80:20, v/v).

A amostra UF-1 foi analisada em CG-EM e um total de cinco compostos foram

identificados, representando 99,99% do 6leo total, de acordo com a Tabela 14.
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Tabela 14 — Composi¢do quimica da amostra UF-1 isolada da macroalga marinha verde Ulva fasciata.

Constituintes | Tempo de reten¢io (min) | Rendimento (%)
1 24,560 1,00
2 24,764 3,73
3 24,940 86,17
4 26,864 1,27
5 26,947 7,82
Total - 99,99

O cromatograma da amostra UF-1 da macroalga marinha verde U. fasciata
mostrou a presenca de um constituinte majoritdrio (86,17%) com tempo de retencdo de
24,940 min (Figura 22), cujo espectro de massas o caracterizou por apresentar o ion molecular
M" 284 (Figura 23). A sugestdo fornecida pela andlise CG-EM e a comparacdo visual do
espectro do composto analisado com os da literatura, bem como pela proposta mecanistica de
formacdo dos principais fragmentos (Figura 24), reforcaram sua identificacdo como
hexadecanoato de etila com um indice de similaridade de 96% (KEEN; HAMMING, 1971).
Embora este composto ji tenha sido encontrado em plantas superiores, esta € a primeira vez

que sua ocorréncia € relatada em uma espécie de macroalga marinha.

Chromatogram
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Figura 22 — Cromatograma — CG (cromatografia gasosa) da amostra UF-1 da macroalga marinha verde Ulva
fasciata.
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Figura 23 — Espectro de massa (EM) do hexadecanoato de etila da macroalga marinha verde Ulva fasciata.
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Figura 24 — Proposta mecanistica para justificar a formacdo dos principais fragmentos do hexadecanoato de etila
(UF-1) da macroalga marinha verde Ulva fasciata.

Feitosa et al. (2007) e Ramirez (2008) realizaram uma abordagem fitoquimica nas
plantas cip6-imbé (Philodendron imbe) e canela (Casearia arborea) utilizando técnicas
cromatograficas cldssicas juntamente com técnicas espectroscopicas isolando um 6leo viscoso

amarelo, que foi identificado como éster hexadecanoato de etila.
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Peres et al. (2009) isolaram o mesmo composto, hexadecanoato de etila, na fracdo
hexanica de uma planta da familia das samambaias, o cip6-peludo Microgramma
vacciniifolia. Os autores avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato etandlico e as
fracOes derivadas (hexanica, acetato de etila e EtOH-H,0), sendo que a fracdo hexanica, de
onde foi isolado o hexadecanoato de etila, foi a mais ativa frente a levedura Saccharomyces
cerevisiae, ao fungo Candida albicans, com concentracio minima inibitéria (CMI) de
0,25 mg mL", e as bactérias dos géneros Staphylococcus, Escherichia, Pseudomonas,
Klebsiella, Bacillus e Salmonella, com CMI igual a 0,5 mg mL™".

Com base nestes resultados € possivel sugerir a utilizacdo do hexadecanoato de
etila da macroalga marinha verde U. fasciata como composto promissor com relagdo a

atividade antimicrobiana.

4.6 Elaboracao da fracio do extrato etanélico (UFE — Fi4.16) da macroalga marinha

verde Ulva fasciata e Isolamento do composto UF-2 [UFE — Fi4.16()]

No processo de elaboracdo desta fracdo, 100% de diclorometano foi a fase mével
mais adequada por conferir boa resolucao na separacdo dos componentes da amostra na placa,
quando comparada com o sistema hexano:acetato de etila (75:25, v/v).

A coluna composta por silica gel (fase estaciondria) foi preparada obedecendo-se
a uma relacdo de aproximadamente 46 vezes entre a massa da amostra e a de silica. Isso
correspondeu a 367,9 mg de amostra e 16.774,7 mg de silica gel, com 100 mL de
diclorometano tendo sido utilizados no empacotamento da fase estaciondria.

Na cromatografia em coluna (CC), 104 fracdes foram coletadas, com destaque
para as fracoes 6 a 9 (Fi4-16(6) @ Fi4-1609)) € 66 a 73 (Fi4-16(66) @ F14-16(73)). Houve a necessidade
de mudar a fase mével de 100% de diclorometano para 100% de acetato de etila, pois a
amostra estava retida na fase estaciondria, € a mudanca aumentou a for¢a do solvente, para
que a amostra se desprendesse da fase estaciondria.

Ao final do fracionamento, as massas foram pesadas obtendo-se um valor de
255,2 mg com rendimento de 69,36%. Considerando que o material de partida correspondeu a
367,9 mg, houve uma perda de 112,7 mg (30,64%), sendo importante ressaltar que grande

parte dele ficou retido na coluna.
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Nas cromatoplacas de CCD, observou-se que as fragdes Fi4.16(5) € Fia.1609) €ram
bastante semelhantes e com aspecto de substancia pura. Com base neste resultado, outra CCD
das fracdes intermedidrias (Fi4-16(6); Fi4-167); Fi4-16%); Fi4-16(9)) fo1 realizada para confirmar a
purificacio da amostra. Como mostrado na Figura 25, depois de revelada com
p-anisaldeido, essas fragdes apresentaram-se como bandas circulares definidas com auséncia

de residuos, caracteristicas de uma substincia realmente pura.

Figura 25 — Cromatografia em camada delgada das fracdes Fisiee); Fia1607); Fia-16s); Fia-1600) Obtidas da
macroalga marinha verde Ulva fasciata, em 100% de diclorometano.

As fragoes (Fis-166); Fia-16(7); Fi4-168); Fi4-160)) foram reunidas para aumentar o
rendimento e, em seguida, submetidas a andlise em CCD em sistema diclorometano:metanol
(90:10, v/v). O resultado foi o aparecimento de uma dnica mancha circular e definida com
aspecto de um 6leo amarelo, apresentando um fator de retencao (Rf) de 0,68, comprovando
que se tratava da mesma substancia (Figura 26). O material isolado, denominado de UF-2
correspondendo a uma massa de 13,5 mg, foi encaminhado para o Centro Nordestino de
Aplicagdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da UFC, para a
determinagdo sua estrutura quimica através de técnicas espectroscopicas de RMN 'He “C
uni- e bidimensionais (‘H, '"H-COSY, gs-HMQC, gs-HMBC, ROESY, NOESY e TOCSY),

bem como por espectrometria de massa.
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Diclorometano:Metanol (90:10)

I:6— 9

Figura 26 — Cromatografia em camada delgada da Fe 9 (Fj4.16(619)) oriundas do UFE — F,4.1¢ obtido da macroalga
marinha verde Ulva fasciata, no sistema diclorometano:metanol (90:10, v/v).

As outras fracdes de interesse (Fia-i666) @ Fia-16(73)), devido possuir uma massa
relevante de 115 mg, apresentaram-se como duas bandas distintas (Figura 27). Estas fracoes
serdo submetidas a mais uma etapa de purificacdo através da cromatografia liquida de alta

eficiéncia e, posteriormente, a caracterizacado do composto.

F66 F67 F68 F69 F70 F71 F72

F73

Figura 27 — Cromatografia em camada delgada das fra¢des Fi4.i666) @ Fia-1673) obtidas da macroalga marinha
verde Ulva fasciata, no sistema diclorometano:metanol (95:5, v/v).
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4.7 Elaboracao da fracdo do extrato etanélico (UFE - Fj7.19) da macroalga marinha

verde Ulva fasciata e Isolamento do composto UF-3 [UFE - Fi7.19)]

O sistema de separacdo dos componentes da amostra constituido da mistura
bindria hexano:acetato de etila (75:25, v/v) apresentou melhor desempenho quando
comparado com o sistema 100% de diclorometano em virtude do primeiro ter gerado um
maior nimero de manchas nas cromatoplacas.

A coluna preparada com silica gel como fase estaciondria obedeceu a uma relacio
de 20 vezes entre a massa da amostra e a de silica e isso correspondeu a 572 mg de amostra e
11.440 mg de silica gel.

No total foram coletadas 68 fracOes. Destas, apenas as fracoes Fi7.194), Fi7-19¢5),
Fi7.196), F17-197), Fi7-1908), F17-1909), F17-19010), F17-10011), Fi7-19012), Fi7-19013), Fi7-1004), Fi7-190015),
Fi7.1966) € Fi7-19¢67) foram submetidas a CCD. As demais fragdes aparentemente nao
apresentarem massa e, por este motivo, foram descartadas. Dentre as 14 fragGes supracitadas,

as fracoes Fi7.19¢7) € F17.198) demonstraram estar puras (Figura 28).

Flgura 28 — Cromatograﬁa em camada delgada das fragf)es F17_19(4), F17_19(5), F17_19(6), F17_19(7) (S F17_19(8) obtidas da
macroalga marinha verde Ulva fasciata, no sistema hexano:acetato de etila (80:20, v/v).

Ao final do fracionamento em CC, as massas correspondentes as 68 fracdes

obtidas foram somadas obtendo-se um valor de 241,0 mg com rendimento de 42,23%,
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considerando que o material de partida correspondeu a 572 mg. Esse baixo rendimento pode
ser explicado pelo fato de parte da amostra ter ficado retida na coluna.

O material isolado da fracdo Fj7.193) foi chamado de UF-3 correspondendo a uma
massa de 48,9 mg, tendo uma aparéncia de cristais de coloracdo branca, apresentando um Rf
de 0,20 em um sistema de hexano:acetato de etila (80:20, v/v). Este material foi encaminhado
para o CENAUREMN da UFC, para a determinacdo da sua estrutura quimica através de
técnicas espectroscopicas de RMN 'H e "°C uni- e bidimensionais (‘H, 'H-COSY, gs-HMQC,
gs-HMBC, ROESY, NOESY e TOCSY), bem como por espectrometria de massa.

Devido a grande importancia cientifica e médica de compostos derivados de
organismos marinhos, que t€ém mostrado um grande potencial biotecnolégico, os compostos
isolados da macroalga marinha verde U. fasciata serdo investigados quanto a(s) sua(s)
atividade(s) biolégica(s).

Além do material UF-1, analisado neste trabalho, UF-2 e UF-3, em analise, ainda
hd a fracdo metandlica (UFE — Fsp), que corresponde a aproximadamente 53% do total e que
deverd ser submetida aos processos de purificacdo para isolar os compostos de maior
atividade bioldgica como as saponinas esteroidais, que foram detectadas na prospeccao

fitoquimica da U. fasciata.
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5 CONCLUSOES

Através da prospeccdo fitoquimica no extrato etandlico da macroalga marinha verde Ulva
fasciata foi possivel a deteccdo de taninos, triterpenos, saponinas esteroidais e alcaldides.
Exceto para os alcaldides, as outras classes de metabdlitos secundarios foram detectadas pela

primeira vez em macroalgas marinhas verdes neste trabalho.

A prospecgdo fitoquimica do extrato etandlico da macroalga marinha verde U. fasciata
resultou no isolamento e caracterizac@o estrutural do hexadecanoato de etila, cuja ocorréncia

estd sendo relatada pela primeira vez em uma espécie de macroalga marinha neste trabalho.

Os outros dois compostos purificados (UF-2 e UF-3) foram levados ao Centro Nordestino de
Aplicagdo e Uso da Ressondncia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade
Federal do Ceard (UFC) para a determinagcdo sua estrutura quimica através de técnicas
espectroscépicas de RMN 'H e °C uni- e bidimensionais ("H, "H-COSY, gs-HMQC, gs-
HMBC, ROESY, NOESY e TOCSY), bem como por espectrometria de massa.

A fracdo metandlica (UFE — F3p), com rendimento de 17.849 mg (52,769%), deverd ser
submetida aos processos de purificagdo para isolar os compostos de maior atividade bioldgica

como as saponinas esteroidais.
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