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Resumo 

 
Marques, L. G. Aminoácidos tipo micosporina: novas metodologias e distribuição em 
macroalgas da costa brasileira. 2015. 152p. Tese (Doutorado) – Programa de Pós-
Graduação em Ciências Biológicas (Bioquímica). Instituto de Química, Universidade de São 
Paulo, São Paulo. 
 
 

A radiação ultravioleta (RUV) causa efeitos deletérios em ecossistemas aquáticos e 

terrestres. Um dos mecanismos de defesa criados pelos organismos para evitar estes danos é o 

acúmulo de compostos que absorvem RUV, dentre os quais os aminoácidos tipo micosporina 

(MAAs, do inglês mycosporine-like amino acids) representam uma classe importante. As 

MAAs são substâncias solúveis em água caracterizadas pela presença de uma unidade ciclo-

hexenona ou ciclo-hexenimina conjugada com nitrogênio substituído por um aminoácido, 

aminoálcool ou grupo amino, apresentando absorção máxima entre 308 e 362 nm e altos 

coeficientes de absortividade molar. Dado o importante papel desempenhado pelas MAAs na 

fisiologia e bioquímica celular de algas, seja atuando como protetoras de RUV ou como 

antioxidantes, o objetivo desta tese foi expandir o corpo de conhecimentos disponíveis sobre a 

ocorrência e distribuição destes compostos em macroalgas brasileiras. 

Para atingir tal meta, foi necessário desenvolver procedimentos analíticos de 

isolamento por cromatografia líquida de alta eficiência (high procedure liquid 

chromatography, HPLC), de modo a gerar padrões que pudessem ser utilizados para a 

qualificação e quantificação de MAAs em extratos de algas. Foi necessário também 

desenvolver dois novos métodos de análise por HPLC acoplada a espectrometria de massas 

(HPLC-MS) – sendo um utilizado como método diagnóstico, capaz de indicar se há MAAs 

presentes em determinada amostra, e outro utilizado como método para quantificação. Todos 

os métodos trouxeram bons resultados, e os métodos por HPLC-MS foram utilizados para o 

estudo de diversas macroalgas coletadas na região intertidal de praias do litoral Sul do estado 



 

do Espírito Santo – Brasil. Apesar da localização restrita, é o maior estudo desta natureza 

realizado até então com algas do litoral brasileiro. Além disso, 11 dos 32 gêneros e 34 das 45 

espécies presentes nesta tese nunca haviam sido alvo de nenhum estudo relacionado a MAAs. 

Nessas amostras, foi possível encontrar oito MAAs: chinorina, palitina, porphyra-334, 

asterina-330, palitinol, micosporina-2-glicina, o par cis/trans usujireno/paliteno e uma 

molécula desconhecida com relação massa-carga de 317 m/z ([M+H] +). Dentre elas, as três 

primeiras foram quantificadas de forma absoluta, e pôde-se perceber que as rodófitas 

apresentam níveis de MAAs sensivelmente maiores que as clorófitas e feófitas. Em relação à 

variedade, foi possível notar que, dentre as amostras que possuem dados do conteúdo de 

MAAs na literatura (seja para a espécie ou para o gênero), praticamente todas apresentam 

maior variedade de MAAs do que o anteriormente descrito. Foi encontrada a maior variedade 

de MAAs já descrita para uma alga parda: seis MAAs diferentes nas espécies Dictyopteris 

delicatula e Padina gymnospora coletadas na praia de Castelhanos – ES. 

Pôde-se detectar, pela primeira vez, a presença de MAAs em 32 espécies de 

macroalgas. Algumas espécies mostram-se fontes muito interessantes de MAAs para 

diferentes usos pela indústria, seja para a obtenção de compostos puros ou para a utilização de 

seus extratos como ingredientes de formulações de filtros solares. 

A molécula desconhecida, cujo íon quasimolecular [M+H]+ apresenta m/z 317, foi 

tentativamente identificada como sendo a micosporina-glicina-alanina. Este é o primeiro 

trabalho a descrever a ocorrência desta molécula in natura. 

 
 
 
 
 
Palavras-chave: Aminoácidos tipo micosporina, Compostos fotoprotetores, MAAs, 

Macroalgas, Radiação ultravioleta. 



 

Abstract 

 
Marques, L. G. Mycosporine-like amino acids: new methodologies and distribution 
among macroalgae from the Brazilian coast. 2015. 152p. PhD Thesis – Graduate Program 
in Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 
 

Ultraviolet radiation (UVR) exerts deleterious effects on aquatic and terrestrial 

ecosystems. One defense mechanism created by organisms to avoid this damage is the 

accumulation of UV-absorbing compounds, among which the mycosporine-like amino acids 

(MAAs) represent an important class. MAAs are water-soluble compounds characterized by 

the presence of a cyclohexenone or cyclohexenimine ring conjugated with amino acids, amino 

alcohols or other amino groups, presenting absorption maxima ranging from 309 nm to 362 

nm and high molar extinction coefficients. Given their important role in algae physiology and 

cellular biochemistry, as photoprotective compounds or antioxidants, the objective of this 

thesis is to expand the available knowledge on the occurrence and distribution of MAAs in 

Brazilian macroalgae. 

To achieve this goal, it was necessary to develop an isolation methodology by high 

procedure liquid chromatography (HPLC), so as to generate standards for qualifying and 

quantifying MAAs in macroalgae extracts. It was also necessary to develop two new analysis 

methods by HPLC coupled to mass spectrometry (HPLC-MS) – one utilized as a diagnosis 

method, capable of indicating if there are MAAs in a given sample; and the other utilized as 

quantification method. All methods gave good results, and the ones relying on HPLC-MS 

were used to study several macroalgae collected at the intertidal region of beaches located in 

the south coast of Espírito Santo State – Brazil. This is the biggest study of this nature ever 

done with Brazilian macroalgae; besides that, 11 out of 32 genera and 34 out of 45 species 

herein tested had never had their content of MAA assessed. 



 

In these samples, it was possible to find eight MAAs: shinorine, palythine, porphyra-

334, asterina-330, palythinol, mycosporine-2-glycine, the cis/trans pair usujirene/palythene 

and an unknown molecule with mass-to-charge ratio of 317 m/z ([M+H] +). Among them, 

absolute quantification was performed for the first three ones, and it was possible to notice 

that red algae have higher MAA levels than green and brown algae. In terms of variety, it 

could be seen that, amongst the samples that have MAA data available in the literature (either 

for the species or for the genus), nearly all present a higher MAA variety than the previously 

described one. The highest variety ever recorded from brown algae is presented in this work: 

six different MAAs in Dictyopteris delicatula and Padina gymnospora, both collected at 

Castelhanos Beach – ES. 

For the first time, it was possible to detect MAAs in 32 species of macroalgae. Some 

species seem to be very interesting sources of MAAs for industrial purposes, either for 

obtaining pure compounds or for utilizing their extracts as ingredients of sunscreen formulas. 

The unknown molecule, with mass-to-charge ratio of 317 m/z ([M+H] +), was 

tentatively identified as mycosporine-glycine-alanine. This is the first work to describe the 

occurrence of this molecule in natura. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Mycosporine-like amino acids, Photoprotective compounds, MAAs, Macroalgae, 
Ultraviolet radiation. 
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1.1 Radiação ultravioleta 

A radiação ultravioleta (RUV) é a região do espectro eletromagnético emitido pelo Sol 

compreendida em comprimentos de onda entre 100 e 400 nm e é considerada uma radiação 

não ionizante, uma vez que sua principal forma de interação com a matéria não causa o 

desprendimento de elétrons (gerando íons), e sim apenas sua excitação. Ela pode ser dividida 

em três faixas: UV-C, com comprimento de onda entre 100 e 280 nm; UV-B, entre 280 e 315 

nm; e UV-A, entre 315 e 400 nm (Commission Internationale de L'Eclairage, 2011; Okuno e 

Vilela, 2005; World Health Organization, 1994). No entanto, diversos autores utilizam limites 

diferentes, como 290 nm como limite entre UV-C e UV-B, e 320 nm entre UV-B e UV-A 

(Chen et al., 2014; Fitzpatrick, 1988; Matheus e Kurebayashi, 2002). Neste trabalho, a 

definição usada (e já descrita) é a recomendada pela CIE (Commission Internationale de 

L'Eclairage, ou Comissão Internacional de Iluminação) (Commission Internationale de 

L'Eclairage, 2011). 

A RUV que chega à atmosfera terrestre é composta por aproximadamente 6% de UV-

C, 18% de UV-B e 76% de UV-A (World Health Organization, 1994). No entanto, os valores 

que atingem a superfície são bem diferentes, tendo irradiância total menor e distribuição 

diferenciada: 5% de UV-B e 95% de UV-A (Flor et al., 2007). Isto ocorre porque 

praticamente toda a radiação UV-C e cerca de 90% da radiação UV-B são absorvidas pelas 

camadas superiores na atmosfera, especialmente pelos gases oxigênio e ozônio (World Health 

Organization, 1994). Todavia, a destruição da camada de ozônio, causada principalmente pela 

liberação de poluentes atmosféricos como os clorofluorcarbonetos (CFCs), organoclorados e 

organobromados (Okuno e Vilela, 2005), oriundos da ação antropogênica, tem levado a um 

aumento na RUV, especialmente UV-B (Banaszak e Trench, 2001), na biosfera (Kerr e 

McElroy, 1993). 
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Em razão de sua alta energia, radiações UV-B podem causar danos a biomoléculas 

como ácidos nucleicos, lipídios e proteínas (Banaszak e Trench, 2001; Sinha et al., 2001; 

World Health Organization, 1994). Outros efeitos que estas radiações promovem são 

alterações na pigmentação celular e inibições de fotossíntese e de crescimento (Dunlap e 

Yamamoto, 1995), podendo levar assim o organismo à morte. Os danos celulares ocorrem por 

reações fotoquímicas (efeitos diretos) ou via fotodinâmica (efeitos indiretos) pela formação de 

espécies reativas ou espécies em um estado excitado metaestável, que podem se difundir e 

reagir com outros componentes celulares (Singh et al., 2014; Vincent e Neale, 2000; World 

Health Organization, 1994). 

Os efeitos diretos ocorrem em moléculas possuidoras de cromóforos que absorvem na 

região do ultravioleta, como ácidos nucleicos (e, portanto, as macromoléculas DNA e RNA) e 

proteínas, especialmente as que possuem aminoácidos aromáticos. Essas moléculas podem 

sofrer diversos tipos de transformações químicas; no DNA, por exemplo, pode haver geração 

de dímeros de pirimidina e de (6-4) pirimidina-pirimidonas (Beukers e Berends, 1960; Chen 

et al., 2014; Franklin et al., 1983). Os efeitos indiretos são causados principalmente por 

espécies reativas de oxigênio (EROs), tais como oxigênio singlete (1 2O ), ânion superóxido 

( 2O•− ) e radical hidroxila (OH• ). As EROs reagem com uma vasta gama de moléculas, muitas 

vezes inativando suas funções biológicas e podendo levar o organismo à morte, assim como 

os danos diretos causados por RUV. 

No caso dos seres humanos, a consequência mais alarmante da exposição à RUV é o 

câncer de pele. A incidência de ambos os tipos de câncer de pele, melanoma e não melanoma, 

vem crescendo nas últimas décadas e não dá sinais de estabilização (World Health 

Organization, 2008). Atualmente, entre 2 e 3 milhões de cânceres não melanoma e 132.000 

melanomas ocorrem mundialmente a cada ano, e ambas as formas de câncer de pele 
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representam em torno de 30% dos novos diagnósticos de câncer (World Health Organization, 

2014).  

No ambiente aquático, os efeitos da RUV (e de outras variáveis ambientais, como 

temperatura e matéria orgânica dissolvida) também vêm sendo objeto de estudo há algum 

tempo (Häder e Worrest, 1991; Häder et al., 1995; 1998; 2003; 2007; 2011; 2015). Dentre as 

alterações causadas em diversos organismos, pode-se citar queda de motilidade e orientação 

(Häder e Worrest, 1991); diminuição na fotossíntese, na capacidade de osmorregulação e na 

captação de nutrientes (Giordanino et al., 2011; Sucré et al., 2012); variações nos 

metabolismos de nitrogênio e carbono; fotobranqueamento de corais; entre outros (Häder et 

al., 2015). 

1.2 Algas 

As algas formam um conjunto heterogêneo de organismos, composto majoritariamente 

por espécies fotossintéticas que produzem oxigênio e vivem em ambientes aquáticos (Graham 

et al., 2009). Tais organismos pertencem a várias linhagens evolutivas e apresentam grandes 

variações em diversos aspectos, como suas formas (desde células microscópicas, com alguns 

micrômetros de diâmetro, até algas multicelulares chegando a 60 metros de comprimento), 

estruturas celulares, pigmentos fotossintéticos, macromoléculas de reserva nutricional e 

metabólitos secundários (Graham et al., 2009; Sze, 1998). Estima-se que existam entre 36.000 

e mais de 10 milhões de espécies de algas, todas conectadas com outros organismos em ciclos 

biogeoquímicos, cadeias alimentares e associações simbióticas (Graham et al., 2009). Apesar 

de ocorrerem mais comumente em ambientes aquáticos, podem ser encontradas em 

praticamente qualquer ambiente terrestre, como na neve de algumas montanhas, em solos de 

desertos, em fontes termais e em fungos liquenizados (Lee, 2008). 
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As algas são extremamente importantes. Elas geram aproximadamente 50% do 

oxigênio presente na atmosfera terrestre – sendo que o grupo das cianobactérias é considerado 

o responsável pela acumulação desse gás na atmosfera há aproximadamente 2,5 bilhões de 

anos, o que possibilitou o surgimento de formas de vida aeróbias (Graham et al., 2009; Lee, 

2008). Também atuam no ciclo biogeoquímico de muitos elementos, como carbono, 

nitrogênio, fósforo e enxofre (Graham et al., 2009).  

No ciclo do carbono, produzem uma enorme quantidade de carbono orgânico, seja 

utilizando CO2 (através da fixação de carbono proporcionada pela fotossíntese) ou nutrientes 

que contenham carbono, gerando esqueletos moleculares que são de grande utilidade para 

toda a cadeia alimentar. Dessa forma, são consideradas a base da cadeia alimentar em todos os 

sistemas aquáticos, servindo de fonte de alimento para moluscos, equinodermas, crustáceos e 

peixes nos seus diferentes estágios de crescimento. Entretanto, a relação ecológica das algas 

com o ambiente em que vivem vai muito além de serem produtores primários, uma vez que 

possuem relações de simbiose com uma série de organismos, como bactérias, protistas, 

fungos, animais e plantas; além disso, também podem ser consideradas parasitas e/ou 

patógenos para muitos outros seres, inclusive humanos (Graham et al., 2009). 

No ciclo do nitrogênio, são importantes por serem organismos capazes de utilizar 

nitrogênio inorgânico (captado na forma dos íons nitrato ou amônio) para gerar moléculas 

maiores, principalmente aminoácidos e bases nitrogenadas. Além disso, os únicos organismos 

capazes de fixar nitrogênio da atmosfera (ou seja, converter o gás nitrogênio em amônio) são 

bactérias, dentre as quais se incluem diversas cianobactérias (Graham et al., 2009). Neste 

processo, a espécie -
3NO  é convertida a -NO2  pela enzima nitrato redutase, e na sequência o 

-NO2  é reduzido a NH3 pela nitrito redutase. Esta assimilação de nitrogênio é sofisticada e 

tem vários níveis de regulação, incluindo feedback enzimático, molecular e pelo relógio 

biológico (Lopes, 2001). 
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Já no ciclo do enxofre, são responsáveis por captar íons sulfato do meio e utilizá-los na 

produção de diversas moléculas sulfuradas, como os aminoácidos cisteína e metionina e 

outros compostos que, quando liberados no meio, podem atingir a atmosfera e regular a 

temperatura da superfície terrestre por meio da indução da formação de nuvens e da geração 

de espécies que refletem a luz solar (Lee, 2008; Simó, 2001; Van Alstyne, 2008). 

Atualmente, as algas possuem inúmeros usos pela humanidade. Podem ser usadas 

como alimento, tanto para humanos quanto para cultivo de peixes e mariscos; como adubo na 

agricultura terrestre; como suplementos alimentares; e como organismos modelo em diversos 

estudos, como de genômica, proteômica e outros (Graham et al., 2009). Dentre as 

possibilidades de uso que ainda necessitam de mais estudos para sua implementação, estão 

sua utilização como fonte de combustíveis (como biodiesel, etanol e gás hidrogênio) e como 

fonte de produtos de alto valor agregado, tais como antibióticos e agentes quimioterápicos 

(Graham et al., 2009; Lee, 2008). Elas têm sido consideradas também biorremediadores muito 

promissores, dado que são capazes de acumular grandes quantidades de metais pesados e de 

metabolizar, por meio de enzimas especializadas, diversas substâncias orgânicas poluidoras. 

Por sua pronta resposta ao estresse ambiental, muitas algas são também utilizadas como 

bioindicadores de poluição (Torres et al., 2008).  

Por formarem um conjunto bastante heterogêneo, as algas podem ser classificadas em 

diversos subgrupos. Uma das maneiras mais gerais de dividi-las é classificá-las como 

microalgas ou macroalgas. Macroalgas marinhas são o objeto de estudo desta tese e mais 

detalhes serão apresentados nos itens a seguir. 

1.2.1 Macroalgas e sua utilização 

As macroalgas pertencem a três diferentes filos: Rhodophyta (ou algas vermelhas), no 

qual são representadas por mais de 6.500 espécies; Chlorophyta (ou algas verdes), em que são 

representadas por mais de 1.500 espécies; e Ochrophyta (ou algas pardas), no qual são 
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representadas por mais de 2.000 espécies (Guiry e Guiry, 2014). Muitas diferenças podem ser 

apontadas entre os três filos, tornando difícil a extrapolação de resultados de um filo para 

outro, especialmente porque Rhodophyta e Chlorophyta são considerados táxons 

monofiléticos, enquanto Ochrophyta é considerado polifilético (Graham et al., 2009). 

As macroalgas podem ser encontradas em muitos habitat. Dentre os mais comuns, 

estão zonas rochosas intertidais, recifes tropicais e florestas de kelp; dentre os mais 

diferenciados, marismas (pântanos salinos) e regiões polares. Sabe-se que a presença de algas 

induz um aumento na biodiversidade marinha; isto ocorre não apenas por seu alto número de 

espécies, mas também porque servem de fonte de alimento, abrigo e esconderijo para diversos 

organismos pequenos, de outras algas a peixes. Em alguns casos, inclusive, elas são 

consideradas como o próprio habitat de diversas espécies (Lobban e Harrison, 1994). 

As macroalgas apresentam grande potencial econômico. Já foram descritas 

aproximadamente 500 espécies de macroalgas utilizadas para alimentação, forragem e 

extração de moléculas variadas (Graham et al., 2009). De acordo com os relatórios “The state 

of world fisheries and aquaculture” da Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura dos anos de 2012 e 2014, a produção global de algas cresceu de 3,8 milhões de 

toneladas em 1990 para 24,9 milhões de toneladas em 2012. Deste número, cabe frisar que 

95,6% vieram de fazendas de cultivo, e 97% das algas cultivadas vêm de apenas oito países, a 

saber: China, Indonésia, Filipinas, Coreia do Sul, Japão, Malásia, Zanzibar (um estado 

semiautônomo da Tanzânia) e Ilhas Salomão. O valor total das algas cultivadas em 2012 é 

estimado em 6,4 bilhões de dólares, e aproximadamente 99% da produção vem de macroalgas 

marinhas (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2012; 2014).  

Essas macroalgas não são apenas cultivadas para alimentação humana, mas também 

para a extração de diversos compostos de interesse econômico, como ácidos graxos e 

ficocoloides (Cardozo et al., 2007). Enquanto os primeiros possuem utilização 
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majoritariamente nutracêutica, os últimos possuem muitos usos nas indústrias alimentícia e 

cosmética, especialmente como agentes emulsificantes, espessantes, estabilizantes e 

geleificantes (Lee, 2008). Este mercado também vem crescendo: em 1999, o volume de 

vendas de ficocoloides foi em torno de 72.500 toneladas, avaliadas em quase US$ 644 

milhões; em 2009, o volume cresceu para 86.100 toneladas, e seu valor para 

aproximadamente US$ 1 bilhão (Bixler e Porse, 2011). 

Macroalgas marinhas vêm sendo usadas também para outros propósitos, como 

alimentação animal, fertilização e tratamento de águas residuais (McHugh, 2003; Metting, 

1996). Neste último caso, há duas áreas principais em que macroalgas possuem potencial 

utilização: no tratamento de esgotos e alguns rejeitos agrários para reduzir a concentração de 

compostos contendo nitrogênio e fósforo, e na remoção de metais tóxicos de rejeitos 

industriais.  

Elas podem também ser usadas como modelos em diferentes estudos ecológicos, como 

estudos de ecotoxicologia, nos quais se busca organismos e moléculas que sejam capazes de 

indicar a qualidade de um determinado ambiente. Além disso, são modelos muito 

interessantes em estudos de competição, uma vez que habitam superfícies bidimensionais e 

frequentemente ocorrem em posições monoespecíficas, mas vizinhas a outras espécies 

(Lobban e Harrison, 1994). Também são muito usadas em estudos de ecologia química e 

biogeografia, uma vez que tiveram que desenvolver uma série de estratégias e sintetizar e/ou 

adquirir muitos compostos de forma a manter distantes herbívoros e epífitas (Amsler, 2008; 

Leal et al., 2013; Paul e Ritson-Williams, 2008). 

Além dos estresses causados por relações ecológicas, como herbivoria, epifitismo e 

parasitismo, as macroalgas sofrem muitos outros tipos de perturbação. Com a variação das 

marés, por exemplo, macroalgas que vivem na zona intertidal ficam muito expostas a 

variações de radiação (visível e ultravioleta), temperatura, disponibilidade de nutrientes e 
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nível de hidratação, além de sofrerem estresse mecânico causado por ventos e ondas (Graham 

et al., 2009). Todas essas perturbações geram alterações no metabolismo das algas, podendo 

levar à síntese de compostos que as auxiliem a lidar com tais pressões ambientais. Esses 

compostos são, em geral, chamados de “produtos naturais” ou “metabólitos secundários” – ou 

seja, compostos que não estão intrinsecamente envolvidos no desenvolvimento ou na 

manutenção de um organismo, são limitados em sua distribuição biológica, frequentemente 

são espécie-específicos e mais frequentemente produzidos por um organismo para uso em 

interações ecológicas (Maschek e Baker, 2008; Williams et al., 1989). 

Essas moléculas, além de úteis para os organismos que as produzem, podem ser 

também de grande utilidade para o ser humano. Diversos extratos de algas e também 

compostos isolados já mostraram possuir uma série de atividades biológicas, como antiviral, 

antibacteriana, antifúngica, antiprotozoários, anti-helmíntica, inseticida, anticoagulante, 

antitumorogênica, antioxidante, anti-inflamatória, anti-incrustante, antiofídica, fotoprotetora e 

imunoestimuladora (Cardozo et al., 2007; Fernandes et al., 2014). Dentre os produtos que se 

utilizam de tais potenciais, um microbicida vaginal baseado em carragenana, o Carraguard, 

mostrou bloquear a infecção por HIV e outras doenças sexualmente transmissíveis in vitro 

(Mariya e Ravindran, 2013), mas não foi aprovado nos estudos clínicos de fase III (Alcorn, 

2008).  

Há casos em que extratos fazem parte de formulações farmacêuticas. Um exemplo são 

os compostos que absorvem RUV e são comercializados pelo grupo Mibelle AG 

Biochemistry como uma matéria-prima para a confecção de protetores solares, sob o nome 

Helioguard 365® (Helioguard 365, 2014). Essa matéria-prima é um extrato da macroalga 

vermelha Porphyra umbilicalis e contém uma mistura de compostos chamados aminoácidos 

tipo micosporina, conhecidos por proporcionarem proteção contra RUV aos organismos que 

as sintetizam. 
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1.3 Aminoácidos tipo micosporina (MAAs) 

Os aminoácidos tipo micosporina (ou MAAs, do inglês mycosporine-like amino acids) 

são compostos altamente polares, de baixo peso molecular (entre 200 e 400 Da) e alto 

coeficiente de absortividade molar: ε = 28100–50000 L·mol–1·cm–1 (Shick e Dunlap, 2002). 

São caracterizados por uma unidade ciclo-hexenona ou ciclo-hexenimina conjugada com 

nitrogênio substituído por um aminoácido ou aminoálcool, com absorção máxima entre 309 e 

362 nm (Bernillon et al., 1984; Grant et al., 1985). 

Atualmente, mais de 30 compostos, entre micosporinas e MAAs (cuja diferença será 

descrita na seção 1.3.1), já foram caracterizados (Carignan e Carreto, 2013; Carreto e 

Carignan, 2011; Kamio et al., 2011; Miyamoto et al., 2014; Roullier et al., 2011). Algumas 

estruturas são mostradas na Figura 1.1. 

 

Figura 1.1: Estruturas de algumas MAAs comumente encontradas em algas e de uma micosporina encontrada 
apenas em fungos. 
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1.3.1 Histórico 

O início do estudo das micosporinas e MAAs data da década de 1960. Muitos autores 

consideram que a primeira menção a estes compostos na literatura seria no artigo de 

Wittenberg (1960), que descreve a ocorrência de um componente com absorção máxima em 

305 nm no extrato aquoso da glândula de gás da caravela-portuguesa (Physalia physalis). Esta 

possível substância teve seu comprimento de onda de máxima absorção (λmáx) corrigido para 

310 nm por Price e Forrest (1969), mas sua estrutura nunca foi plenamente elucidada. 

Em 1961, dois artigos publicados por Tsujino (Tsujino, 1961; Tsujino e Saito, 1961) 

mencionam a existência de compostos com λmáx entre 260 e 340 nm em macroalgas. Um dos 

artigos chega a mostrar frações mais puras dos extratos de algas vermelhas, e essas frações 

apresentam λmáx em 318 nm e 332 nm (Tsujino, 1961). 

Na segunda metade da década, trabalhando com fungos, pesquisadores demonstraram 

maior absorção entre 300 e 350 nm quando tais organismos eram irradiados com RUV 

(Leach, 1965a; b). Tal absorção foi atribuída a um conjunto de compostos desconhecidos, 

chamados então de P310 (Leach, 1965b; Leach e Trione, 1965). Algumas características 

químicas, como a estabilidade frente a altas temperaturas e a tratamentos com ácidos e bases, 

chegaram a ser estabelecidas, mas não houve nenhum avanço em relação à elucidação 

estrutural de tais moléculas (Trione e Leach, 1969; Trione et al., 1966). 

Apesar de todos esses trabalhos na década de 1960, a primeira estrutura de uma 

micosporina foi elucidada apenas em 1976 (Favre-Bonvin et al., 1976). Chamada inicialmente 

apenas de mycosporine, hoje é conhecida como micosporina-serinol e foi isolada dos esporos 

do fungo Stereum hirsutum – daí o nome “micosporina”. Por ser a primeira a ser 

caracterizada, a micosporina-serinol, que possui um núcleo de ciclo-hexenona, tornou-se 

referência para todos os trabalhos posteriores. Dessa forma, as ciclo-hexenonas passaram a ser 

consideradas “micosporinas verdadeiras”, e os compostos com núcleos de ciclo-hexenimina 
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receberam o nome de “aminoácidos tipo micosporina” (mycosporine-like amino acids, 

MAAs). No entanto, atualmente, o termo MAAs é utilizado para descrever ambos os tipos de 

molécula, ciclo-hexenonas (ou oxo-MAAs) e ciclo-hexeniminas (ou imino-MAAs). 

As décadas de 1970 e 1980 foram muito prolíficas quanto à caracterização estrutural 

de MAAs. Micosporina-2 (Arpin et al., 1977), micosporina-glicina (Ito e Hirata, 1977), 

palitina (Takano et al., 1978a; Tsujino et al., 1978), palitinol (Takano et al., 1978b), paliteno 

(Takano et al., 1978b), porphyra-334 (Chioccara et al., 1979; Takano et al., 1979), chinorina 

(Chioccara et al., 1979; Tsujino et al., 1980), normicosporina-glutamina (Lunel et al., 1980), 

ácido palitênico (Kobayashi et al., 1981), asterina-330 (Nakamura et al., 1981), micosporina-

ácido glutâmico (Young e Patterson, 1982), micosporina-glutamina (Bernillon et al., 1984) e 

usujireno (Sekikawa et al., 1986) foram as moléculas caracterizadas nesta época. Mesmo 

assim, estudos estruturais continuaram a ser realizados nas décadas seguintes, e só na presente 

década já foram elucidadas as estruturas de mais cinco compostos: as aplisiapalitinas A, B e C 

(Kamio et al., 2011), micosporina-hidroxiglutamicol (Roullier et al., 2011) e micosporina-

glicina-alanina (Miyamoto et al., 2014). 

1.3.2 Ocorrência e distribuição 

As MAAs são classicamente consideradas como sendo compostos sintetizados apenas 

por algas, fungos e bactérias. Entretanto, estes compostos já foram encontrados em muitos 

organismos, como corais, cnidários, esponjas, artêmias, ouriços-do-mar, estrelas-do-mar, 

pepinos-do-mar, moluscos bivalves, ascídias, peixes, poliquetas, platelmintos e até insetos 

(Carreto e Carignan, 2011; Nagiller e Sommaruga, 2009; Rastogi et al., 2010). Acredita-se 

que a maioria destes organismos adquira as MAAs por meio da dieta (Adams e Shick, 1996; 

Carreto e Carignan, 2011; Nagiller e Sommaruga, 2009) ou de associações simbióticas com 

algas e bactérias (Shick et al., 1992; Stochaj et al., 1994), embora alguns já tenham mostrado 

possuir os genes necessários para a biossíntese destas moléculas (ver seção 1.3.3). 
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 Em corais, inclusive, sabe-se que há metabolização das MAAs produzidas pela 

zooxantela, gerando MAAs que a mesma não sintetiza, quando isolada, sob as mesmas 

condições (Banaszak et al., 2006; Carignan et al., 2009; Shick, 2004; Shick e Dunlap, 2002). 

Em outros casos, o hospedeiro apresenta menor variedade de MAAs que o simbionte, mas não 

compostos diferentes; nestes casos, acredita-se que as MAAs não tenham sido translocadas 

para o hospedeiro de maneira eficiente, ou que tenham sido catabolizadas pelo mesmo 

(Carreto e Carignan, 2011). Há hospedeiros que captam seletivamente as MAAs da 

zooxantela, mas ainda não se sabe como isso ocorre. 

As MAAs não são encontradas em plantas superiores, nas quais a proteção contra 

RUV é feita pelos flavonoides (Caldwell et al., 1983). Também não são encontradas em 

vertebrados superiores, nos quais a função protetora é assumida pela melanina; e 

diferentemente de invertebrados e peixes, mamíferos aparentemente não são capazes de 

absorver estes compostos pela dieta (Mason et al., 1998; Shick e Dunlap, 2002). 

Como seria esperado de compostos pequenos e solúveis em água, as MAAs 

encontram-se dissolvidas no citoplasma celular. No entanto, não se sabe se estariam 

homogeneamente dispersas ou reunidas em torno de organelas específicas, o que traria um 

maior fator de proteção aos processos vitais dos organismos em questão (Neale et al., 1998). 

Enquanto em cianobactérias elas parecem estar dispersas (Garcia-Pichel e Castenholz, 1993), 

Laurion et al. (2004) mostraram que, em dois dinoflagelados, elas parecem estar altamente 

empacotadas em torno de organelas mais sensíveis a RUV (como o núcleo e os cloroplastos). 

Além disso, também já foram encontradas MAAs extracelulares em cianobactérias, nas quais 

estão ligadas a oligossacarídeos (Böhm et al., 1995; Ehling-Schulz et al., 1997; Ehling-Schulz 

e Scherer, 1999; Scherer et al., 1988; Torres et al., 2004), e em muco de corais (Drollet et al., 

1993; Shick e Dunlap, 2002; Teai et al., 1998). 
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Entre as microalgas, os níveis mais altos de MAAs foram encontrados nos táxons 

Dinophyta, Cryptophyta, Raphidophyceae e Prymnesiophyceae, sendo que dinoflagelados 

presentes nas marés vermelhas apresentaram os maiores níveis de todos (Carreto e Carignan, 

2011; Jeffrey et al., 1999). Entre as macroalgas, as espécies que produzem maior quantidade e 

variedade de MAAs estão entre as algas vermelhas, enquanto as pardas e verdes são conhecidas 

por produzirem baixos níveis desses compostos (Carreto e Carignan, 2011; Hoyer et al., 2001; 

Karsten et al., 1998b; Karsten et al., 1998c; Tsujino e Saito, 1961). Isto corresponde ao padrão de 

distribuição dos produtos naturais já encontrados em macroalgas (Maschek e Baker, 2008). 

Quanto à distribuição de MAAs no globo terrestre, sabe-se que estas moléculas 

ocorrem mais frequentemente e atingem suas maiores concentrações em organismos de 

regiões tropicais (Shick e Dunlap, 2002), o que pode ser resultado da exposição destes a 

níveis mais altos de RUV, devido ao menor ângulo de elevação solar, à menor espessura da 

camada de O3 e à alta transparência das águas oligotróficas características dessas regiões 

(Banaszak e Trench, 2001; Fleischmann, 1989). Já em regiões polares e temperadas, Karsten 

et al. (1998b) mostraram que as concentrações de MAAs em rodofíceas de regiões polares e 

temperadas frias, como o Mar do Norte, são aproximadamente a metade dos níveis das 

mesmas espécies em regiões temperadas quentes, como a costa espanhola. 

1.3.3 Biossíntese 

A biossíntese das MAAs ainda não é bem compreendida. A hipótese mais aceita até o 

início da década prega que as MAAs são sintetizadas a partir de um desvio da via do ácido 

chiquímico, numa maneira similar à biossíntese dos flavonoides em plantas superiores, como 

pode ser visto na Figura 1.2. Esse desvio ocorreria na molécula de 3-dehidroquinato (3-DHQ), 

que por sua vez seria a precursora dos compostos gadusol e deoxigadusol – e um deles seria o 

precursor da micosporina-glicina, a partir da qual seriam biossintetizadas as outras MAAs. 

Essa hipótese foi testada pela utilização de intermediários dessa via marcados 
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radioativamente, em fungos e cianobactérias (Favre-Bonvin et al., 1987; Portwich e Garcia-

Pichel, 2003), e pela inibição da via utilizando-se glifosato, em corais (Shick et al., 1999). 

 

 

Figura 1.2: Via do ácido chiquímico mostrando a biossíntese de flavonoides em plantas superiores via corismato 
e a possível biossíntese de MAAs via 3-dehidroquinato e gadusol em fungos, algas e bactérias. R2 pode ser um 

grupo aminoácido ou aminoálcool, caracterizando diferentes MAAs. Adaptado de Shick e Dunlap (2002). 

 

Em 2010, foi encontrado o cluster responsável pela biossíntese de chinorina na 

cianobactéria Anabaena variabilis (ATCC) 29413 (Balskus e Walsh, 2010). Este cluster é 

constituído por quatro genes: Ava_3858, que codifica uma 2-epi-5-epi-valiolona sintase 

(EVS); Ava_3857, que codifica uma O-metiltransferase (O-MT); Ava_3856, que codifica 

uma proteína do tipo ATP-grasp, capaz de formar ligações peptídicas; e Ava_3855, que 

codifica uma enzima do tipo NRPS (sintetase de peptídeo não ribossomal), capaz de formar 

ligações amídicas. Os produtos resultantes de cada enzima podem ser vistos na Figura 1.3, 

junto com genes ortólogos. 
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Figura 1.3: Organização dos genes relacionados à síntese de MAAs em Anabaena variabilis ATCC 29413, 
Nostoc punctiforme ATCC 29133 e Aphanothece halophytica, e os produtos gerados pelas enzimas por eles 

codificadas. Adaptado de Waditee-Sirisattha et al. (2014) e Balskus e Walsh (2010). 

 

O cluster foi clonado em Escherichia coli e produziu MAAs, provando ser necessário 

e suficiente para a síntese de tais compostos. Em seguida, foi feito um estudo in vitro com as 

duas primeiras enzimas da via (EVS e O-MT) e todos os cofatores necessários para a 

produção de 4-deoxigadusol; no entanto, ao utilizar 3-dehidroquinato como substrato, não foi 

possível obter o produto esperado. Em contraste, ao se utilizar sedoheptulose 7-fosfato, um 

intermediário da via das pentoses fosfato, as enzimas foram capazes de sintetizar 4-

deoxigadusol. Esse resultado contradisse, então, a hipótese de que as MAAs seriam derivadas 

da via do ácido chiquímico, abrindo assim uma nova linha de pesquisa na biossíntese de tais 

moléculas. 

Em 2012, Spence et al., trabalhando com o cluster mostrado para A. variabilis, 

deletaram o gene responsável pela primeira enzima da via (EVS) e notaram que a 

cianobactéria preservou sua capacidade de produzir chinorina. Desta forma, propuseram a 

hipótese atualmente aceita: a síntese de MAAs aparenta ocorrer por duas vias biossintéticas 

redundantes, uma a partir da via do ácido chiquímico e outra a partir da via das pentoses 
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fosfato. Corroborando esta hipótese está o fato de a EVS, que é uma enzima ligada à via das 

pentoses fosfato, ser muito similar à 3-dehidroquinato sintase (DHQS) (Starcevic et al., 2010) 

– e também o fato de que genes correspondentes a ambas já foram encontrados no genoma de 

alguns organismos, como a própria A. variabilis (Singh et al., 2010a). 

Atualmente, genes ortólogos aos encontrados em A. variabilis já foram encontrados 

em outras classes de organismos, como corais, fungos, dinoflagelados, bactérias Gram-

positivas, uma macroalga vermelha e uma anêmona (Miyamoto et al., 2014; Shinzato et al., 

2011; Singh et al., 2010a; Starcevic et al., 2010). Em fungos, todavia, ainda não foi 

encontrado nenhum ortólogo ao gene do último passo da via, o que é consistente com o fato 

de tais organismos produzirem apenas oxo-MAAs. Por ora, os dois primeiros genes da via 

(EVS ou DHQS + O-MT) parecem ser conservados em todos os organismos produtores de 

MAAs (Singh et al., 2012) – e a hipótese corrente para esta ampla distribuição é de que os 

genes teriam passado de cianobactérias a dinoflagelados por transferência horizontal, e pelo 

mesmo processo teriam passado de dinoflagelados a corais, por exemplo (Starcevic et al., 

2008; Starcevic et al., 2010). 

A última enzima da via, que em A. variabilis é uma enzima do tipo NRPS, em Nostoc 

punctiforme e Aphanothece halophytica é uma D-Ala D-Ala ligase, também capaz de formar 

ligações peptídicas. Nestes organismos, o produto final da síntese não é chinorina, mas sim 

porphyra-334 e micosporina-2-glicina, respectivamente (Gao e Garcia-Pichel, 2011; Waditee-

Sirisattha et al., 2014) (Figura 1.3). Em um experimento de expressão heteróloga de genes da 

bactéria Actinosynnema mirum ortólogos aos de N. punctiforme na bactéria Streptomyces 

avermitilis, houve a produção de uma nova MAA, identificada como micosporina-glicina-

alanina. Dessa forma, a D-Ala D-Ala ligase parece ser pouco específica, podendo gerar 

diferentes MAAs a partir de micosporina-glicina (Miyamoto et al., 2014). 
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Estas recentes descobertas em relação à biossíntese de MAAs estão de acordo com 

propostas anteriores da literatura. Em 1990, Carreto et al. já apontavam que a síntese desses 

compostos no dinoflagelado Alexandrium excavatum exposto a altas irradiâncias de radiação 

fotossinteticamente ativa (PAR) é acompanhada de mudanças sequenciais no espectro de 

absorção, indicando possíveis interconversões entre as MAAs (Carreto et al., 1990). Estudos 

com outro dinoflagelado, Alexandrium tamarense, mostraram que a síntese destas moléculas 

ocorre em dois estágios após a exposição a alta PAR: no primeiro, há aumento das MAAs 

bissubstituídas por aminoácidos, especialmente porphyra-334; no segundo, há aumento de 

MAAs secundárias (no caso, o paliteno), acompanhado de declínio nos níveis de MAAs 

primárias (Callone et al., 2006). Estes achados estão em concordância com as descobertas 

biossintéticas mais recentes e também com a proposta de Shick (2004), que divide as MAAs 

em primárias (micosporina-glicina, porphyra-334 e chinorina) e secundárias, que seriam 

sintetizadas a partir destas. As possíveis vias de interconversão entre as diferentes MAAs são 

apresentadas na Figura 1.4. 

A biossíntese de MAAs pode ser influenciada por alguns fatores abióticos, como a 

radiação: dependendo do organismo, a síntese pode ser estimulada por PAR, UV-A e/ou UV-

B (Carreto e Carignan, 2011). Dentro da PAR, a radiação de cor azul é tida como a mais 

estimulante da síntese desses compostos (Franklin et al., 2001; Trione e Leach, 1969); 

entretanto, esse resultado deve ser visto com cautela, dado que Korbee et al. (2005a) 

mostraram que a luz azul induziu a formação de porphyra-334, palitina e asterina-330, mas 

diminuiu os níveis de chinorina na alga vermelha Porphyra leucosticta. Esta variação de 

sensibilidade a diferentes radiações nos organismos pode ser devida a diferentes 

fotorreceptores. Portwich e Garcia-Pichel (2000) propõem que o fotorreceptor para UV-B em 

cianobactérias seja uma pterina, enquanto Korbee et al. (2005a) sugerem que o fotorreceptor 
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para luz azul não esteja relacionado intrinsecamente à síntese, mas sim à interconversão de 

MAAs. 

 

Figura 1.4: Vias de interconversão de diferentes MAAs. Os retângulos tracejados indicam compostos ainda não 
caracterizados. Adaptado de Carreto e Carignan (2011). 
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Outros fatores abióticos que alteram a síntese de MAAs são a temperatura da água, a 

salinidade, o fluxo de água e a disponibilidade de alguns nutrientes, especialmente nitrogênio 

(na forma de amônio) e enxofre (Barufi et al., 2011; Korbee et al., 2005b; Singh et al., 2010b; 

Waditee-Sirisattha et al., 2014). Foram encontrados, inclusive, efeitos combinados (e, em 

alguns casos, sinérgicos) de alguns dos fatores, como RUV e fluxo de água (Kuffner, 2001), 

RUV e temperatura (Ben-Yosef et al., 2008) e RUV e salinidade (Khosravi et al., 2013). Os 

mecanismos pelos quais estes fatores atuariam na síntese de MAAs ainda não foram bem 

estabelecidos. 

1.3.4 Funções e aplicações comerciais 

Ao longo dos anos, as MAAs tiveram uma série de funções associadas a elas. Uma das 

principais é a função fotoprotetora, que pode ser inferida por possuírem eficientes 

propriedades de absorção no UV-A e no UV-B com altos coeficientes de absortividade molar 

(ε = 28100–50000 L·mol–1·cm–1, vide Shick e Dunlap (2002)), não fluorescerem, não 

produzirem radicais, dissiparem a energia luminosa absorvida em forma de calor e terem alta 

fotoestabilidade in vitro (Conde et al., 2000; Conde et al., 2004; Conde et al., 2007). 

Corroborando tal função, há a frequente observação de que a exposição a RUV no ambiente 

natural ou em condições experimentais provoca um aumento na concentração das MAAs 

(Brook, 1981; Garcia et al., 2014; Klisch e Häder, 2000; Leach, 1965b; Shick et al., 1999; 

entre muitos outros), além de diversos artigos relatando que a concentração de MAAs em um 

organismo é inversamente proporcional à profundidade em que o mesmo se encontra (Dunlap 

et al., 1986; Hoyer et al., 2001; Karsten e Wiencke, 1999). Vários autores também estudaram 

a extensão dos danos causados por RUV em organismos contendo diferentes quantidades de 

MAAs, chegando, em geral, à conclusão de que um maior teor de tais compostos é capaz de 

conferir alguma proteção aos organismos (Adams e Shick, 1996; Adams e Shick, 2001; de la 

Coba et al., 2009a; Dionisio-Sese et al., 1997; Jiang et al., 2008). Há poucos estudos 
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realizados em células humanas, mas já se sabe que MAAs são capazes de promover a 

proliferação de fibroblastos pulmonares (linhagem WI-38) e também de defendê-los das ações 

deletérias da RUV (Oyamada et al., 2008), e que células isoladas de carcinoma humano 

(linhagem A431) conseguem absorver MAAs do meio de crescimento (Mason et al., 1998). 

Outras funções que também são de consenso geral entre os estudiosos do tema são as 

atividades antioxidante e antirradicalar desses compostos. Dentre as MAAs testadas até o 

presente momento, as que mais demonstraram possuir tais atividades são as oxo-MAAs 

micosporina-glicina e micosporina-taurina (Dunlap e Yamamoto, 1995; Suh et al., 2003; 

Yakovleva et al., 2004), mas também já foram encontrados indícios para o usujireno 

(Nakayama et al., 1999), para MAAs glicosiladas (Matsui et al., 2011) e para extratos com 

combinações de diferentes imino-MAAs, especialmente para a combinação de palitina e 

asterina-330 (de la Coba et al., 2009b). Além das MAAs naturais, também já foram 

sintetizados compostos com atividades interessantes, como um composto derivado da 

porphyra-334 e um análogo sintético de MAA que apresentaram atividade antirradicalar 

significativa em ensaio de DPPH (Andreguetti et al., 2013; Yoshiki et al., 2009). 

Foi também sugerido que as MAAs apresentam funções osmóticas (Oren, 1997), 

funções na dessecação e no estresse térmico (Jiang et al., 2008; Oren e Gunde-Cimerman, 

2007), são metabólitos reguladores da esporulação e germinação de fungos (Trione e Leach, 

1969; Trione et al., 1966) e da reprodução de invertebrados marinhos (Bandaranayake et al., 

1997; Bandaranayake e Des Rocher, 1999) e atuam como sinalizadores intraespecíficos de 

ameaças (Kicklighter et al., 2007; Kicklighter et al., 2011) e na sinalização química entre 

corais e seus dinoflagelados simbiontes (Gates et al., 1995). Também podem ser reservas 

intracelulares de nitrogênio (Korbee Peinado et al., 2004; Miyamoto et al., 2014) e compostos 

que captem comprimentos de onda na região do ultravioleta e os transformem em 

comprimentos de onda utilizáveis pelo aparato fotossintético (Gao et al., 2007; Sinha et al., 
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1998). Todavia, algumas dessas funções ainda são controversas e necessitam de maiores 

estudos. 

Em vista de suas propriedades, as MAAs vêm sendo exploradas comercialmente como 

produtos para proteção da pele (Helioguard 365, 2014; Dainippon Ink&Chem Inc, 2009; 

Mibelle Cosmetics AG, 2004, 2011; Micro Alge Corp KK, Dokuritsu Gyosei Hojin Suisan 

Sogo Kenky, 2014; Universidad de Málaga, 2009, 2010) e proteção de materiais não 

biológicos, como aditivos fotoestabilizadores em indústrias de tintas, plásticos e vernizes 

(Bandaranayake, 1998). 



 

2 Objetivos 



  
Objetivos                    47 

O objetivo geral deste trabalho foi expandir o corpo de conhecimentos disponíveis 

sobre a ocorrência e distribuição de aminoácidos tipo micosporina (MAAs) em macroalgas 

brasileiras.  

Para isso, foram realizadas as seguintes etapas: 

• Coleta de macroalgas na região intertidal de diversas praias do litoral Sul do estado do 

Espírito Santo – Brasil, e identificação das mesmas. 

• Estudo para estabelecer o modo mais adequado para estocar o material coletado – 

fresco ou liofilizado – em termos do rendimento de extração de cada tipo de processamento de 

amostra. 

• Obtenção de padrões de MAAs, por meio do desenvolvimento de método de 

isolamento utilizando cromatografia em coluna e cromatografia líquida de alta eficiência. 

• Desenvolvimento de métodos de análise quantitativa e qualitativa de MAAs por 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas. 

• Investigação e comparação do perfil de MAAs das espécies de rodófitas, clorófitas e 

feófitas coletadas. 

 



 

3 Materiais e métodos 
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3.1 Organismos utilizados e obtenção da biomassa algal 

As macroalgas estudadas foram coletadas na zona intertidal de diferentes praias dos 

municípios de Guarapari e Anchieta – ES (Figura 3.1), por Luiza G. Marques, Erika M. Stein 

e Daniel X. Andreguetti. As coletas foram realizadas em 2011, entre os meses de setembro e 

outubro, e em maio de 2014. Todas as coletas foram realizadas no período de maré baixa, de 

acordo com a tábua de marés do Terminal da Ponta do Ubu fornecida pela Marinha do Brasil 

(Marinha do Brasil). 

As amostras destinadas às análises morfológicas e confirmação da identificação 

taxonômica foram fixadas em formol 4% em água do mar. A identificação do material foi 

realizada no laboratório da Profa. Mutue Toyota Fujii, do Instituto de Botânica (SP), por meio 

de busca na literatura – especialmente em dissertações e teses –, realização de cortes 

histológicos, inspeção do material em microscópios estereoscópicos (lupas) e ópticos e auxílio 

de especialistas em taxonomia. Exemplares foram separados para servirem de testemunhas, as 

quais foram depositadas no Herbário Maria Eneida P. Kauffman Fidalgo do Instituto de 

Botânica, São Paulo (SP). A listagem completa das macroalgas estudadas pode ser vista nas 

Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3, dividida em algas vermelhas, pardas e verdes. 

As amostras foram limpas em água do mar e separadas em sacos plásticos com fecho 

hermético, identificados com o nome da espécie, local e data de coleta. Foram então 

armazenadas em freezer –20 °C até o momento da análise. 

 

 

 

 

 



  
Materiais e métodos                    50 

Tabela 3.1: Relação das algas vermelhas coletadas no Estado do Espírito Santo, com as respectivas datas, locais 
de coleta e número de acesso das exsicatas depositadas no herbário ficológico do Instituto de Botânica (SP). 

(continua) 

ESPÉCIES DE ALGAS INFORMAÇÃO DAS COLETAS  
NÚMERO DE 

ACESSO 
Acanthophora spicifera (M.Vahl) 
Børgesen 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.737 

Amansia multifida J.V.Lamouroux ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.740 
Amphiroa fragilissima (Linnaeus) 
J.V.Lamouroux 

ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.716 

Botryocladia occidentalis (Børgesen) 
Kylin  

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 469.021 

Bryothamnion seaforthii (Turner) 
Kützing 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  28/09/2011 SP 469.027 

Ceratodictyon variabile (J.Agardh) 
R.E.Norris 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.726 

Cryptonemia crenulata (J.Agardh) 
J.Agardh 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  28/09/2011 SP 428.168 

Cryptonemia seminervis (C.Agardh) 
J.Agardh 

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 469.024 

Dichotomaria marginata (J.Ellis & 
Solander) Lamarck 

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 428.166 

Dichotomaria marginata (J.Ellis & 
Solander) Lamarck 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 428.160 

Dichotomaria marginata (J.Ellis & 
Solander) Lamarck 

ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.712 

Dichotomaria marginata (J.Ellis & 
Solander) Lamarck 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.725 

Gracilaria cervicornis (Turner) 
J.Agardh 

ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.711 

Gracilaria cuneata Areschoug ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  28/09/2011 SP 469.019 
Gracilaria domingensis (Kützing) 
Sonder ex Dickie 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  28/09/2011 SP 469.020 

Gracilaria cf. intermedia ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.732 
Gracilaria cf. mamillaris  ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.731 
Gracilaria tepocensis (E.Y.Dawson) 
E.Y.Dawson 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  28/09/2011 SP 469.018 

Heterosiphonia gibbesii (Harvey) 
Falkenberg 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 469.033 

Hydropuntia caudata (J.Agardh) 
Gurgel & Fredericq 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.744 

Hypnea musciformis (Wulfen) 
J.V.Lamouroux 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.728 

Jania rubens (Linnaeus) 
J.V.Lamouroux 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 428.161 

Ochtodes secundiramea (Montagne) 
M.A.Howe 

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011  SP 428.159 

Ochtodes secundiramea (Montagne) 
M.A.Howe 

ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.709 

Ochtodes secundiramea (Montagne) 
M.A.Howe 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.723 
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Tabela 3.1: Relação das algas vermelhas coletadas no Estado do Espírito Santo, com as respectivas datas, locais 
de coleta e número de acesso das exsicatas depositadas no herbário ficológico do Instituto de Botânica (SP). 

(conclusão) 

ESPÉCIES DE ALGAS INFORMAÇÃO DAS COLETAS 
NÚMERO DE 

ACESSO 
Plocamium brasiliense (Greville) 
M.A.Howe & W.R.Taylor 

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 428.163 

Plocamium brasiliense (Greville) 
M.A.Howe & W.R.Taylor 

ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.705 

Pterocladiella capillacea (S.G.Gmelin) 
Santelices & Hommersand 

ES, Guarapari, Praia dos Padres  16/05/2014 SP 428.743 

Pyropia spiralis (E.C.Oliveira & Coll) 
M.C.Oliveira, D.Milstein & 
E.C.Oliveira 

ES, Anchieta, Praia de Parati  26/09/2011 SP 469.022 

Pyropia spiralis (E.C.Oliveira & Coll) 
M.C.Oliveira, D.Milstein & 
E.C.Oliveira 

ES, Guarapari, Praia da Bacutia  26/10/2011 SP 428.170 

Tricleocarpa cylindrica (J.Ellis & 
Solander) Huisman & Borowitzka 

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 428.167 

Tricleocarpa cylindrica (J.Ellis & 
Solander) Huisman & Borowitzka 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 469.028 

Tricleocarpa cylindrica (J.Ellis & 
Solander) Huisman & Borowitzka 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.736 

 

Tabela 3.2: Relação das algas pardas coletadas no Estado do Espírito Santo, com as respectivas datas, locais de 
coleta e número de acesso das exsicatas depositadas no herbário ficológico do Instituto de Botânica (SP). 

ESPÉCIES DE ALGAS INFORMAÇÃO DAS COLETAS  
NÚMERO DE 

ACESSO 
Canistrocarpus cervicornis (Kützing) 
De Paula & De Clerck 

ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.708 

Canistrocarpus cervicornis (Kützing) 
De Paula & De Clerck 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.734 

Colpomenia sinuosa (Mertens ex 
Roth) Derbès & Solier 

ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.706 

Dictyopteris delicatula J.V.Lamouroux ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.714 
Dictyopteris delicatula J.V.Lamouroux ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.721 
Padina gymnospora (Kützing) Sonder ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 469.034 
Padina gymnospora (Kützing) Sonder ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  28/09/2011 SP 469.017 
Padina tetrastromatica Hauck ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.735 
Sargassum cymosum C.Agardh ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.733 
Sargassum vulgare C.Agardh ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.713 
Zonaria tournefortii (J.V.Lamouroux) 
Montagne 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 428.169 

Zonaria tournefortii (J.V.Lamouroux) 
Montagne 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.739 
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Tabela 3.3: Relação das algas verdes coletadas no Estado do Espírito Santo, com as respectivas datas, locais de 
coleta e número de acesso das exsicatas depositadas no herbário ficológico do Instituto de Botânica (SP). 

ESPÉCIES DE ALGAS INFORMAÇÃO DAS COLETAS  
NÚMERO DE 

ACESSO 
Anadyomene stellata (Wulfen) 
C.Agardh 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 469.025 

Caulerpa cupressoides var. 
lycopodium Weber-van Bosse 

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 428.151 

Caulerpa cupressoides var. 
lycopodium Weber-van Bosse 

ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.710 

Caulerpa cupressoides var. 
lycopodium Weber-van Bosse 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.718 

Caulerpa prolifera (Forsskål) 
J.V.Lamouroux 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 469.023 

Caulerpa racemosa var. macrophysa 
(Sonder ex Kützing) W.R.Taylor 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  28/09/2011 SP 428.153 

Caulerpa racemosa var. occidentalis 
(J.Agardh) Børgesen 

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 428.150 

Caulerpa racemosa var. occidentalis 
(J.Agardh) Børgesen 

ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.715 

Caulerpa racemosa var. occidentalis 
(J.Agardh) Børgesen 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.722 

Caulerpa sertularioides (S.G.Gmelin) 
M.A.Howe 

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 428.152 

Caulerpa sertularioides (S.G.Gmelin) 
M.A.Howe 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 469.026 

Caulerpa sertularioides (S.G.Gmelin) 
M.A.Howe 

ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.745 

Chaetomorpha antennina (Bory de 
Saint-Vincent) Kützing 

ES, Anchieta, Praia de Parati  26/09/2011 SP 428.165 

Cladophora prolifera (Roth) Kützing ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 469.030 
Codium decorticatum (Woodward) 
M.A.Howe 

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 428.162 

Codium isthmocladum Vickers ES, Guarapari, Praia de Meaípe  14/05/2014 SP 428.707 
Codium isthmocladum Vickers ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.738 
Halimeda cuneata Hering ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 428.157 
Halimeda cuneata Hering ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  27/09/2011 SP 428.156 
Halimeda cuneata Hering ES, Anchieta, Praia dos Castelhanos  15/05/2014 SP 428.720 
Udotea flabellum (J.Ellis & Solander) 
M.A.Howe 

ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 428.155 

Ulva rigida C. Agardh ES, Anchieta, Praia Ponta de Ubu  26/09/2011 SP 428.158 
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Figura 3.1: Localização dos pontos de coleta de macroalgas no estado do Espírito Santo – Brasil. 1: Praia da 
Bacutia. 2: Praia dos Padres. 3: Praia de Meaípe. 4: Praia Ponta de Ubu. 5: Praia de Parati. 6: Praia de 

Castelhanos. 

 

Figura 3.2: Foto do ponto de coleta de número 6, a Praia de Castelhanos. Em períodos de maré baixa formam-se 
poças de maré, o que proporciona a ocorrência de diversas espécies e facilita a coleta. 
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3.2 Extração de MAAs das algas 

3.2.1 Liofilização das amostras 

Liofilizar amostras é um processo muito utilizado para diminuir o volume das 

mesmas, facilitando sua estocagem. De modo a estabelecer se tal procedimento seria 

adequado para as algas utilizadas neste projeto e os compostos de interesse, foram feitos 

estudos relacionando o estado das algas antes da trituração (secas ou frescas) com o conteúdo 

de MAAs observado. 

Foram pesados 3,00 g de Plocamium brasiliense e levados ao liofilizador (Labconco 

Lyph-Lock® 12) até a secagem total; o peso seco foi dividido em triplicatas. Outras triplicatas, 

de 1,00 g cada, foram recolhidas da mesma alga, fresca, para um estudo comparativo. 

As seis amostras (três de alga fresca e três de alga seca) foram manualmente trituradas 

sob nitrogênio líquido, colocadas em tubos de centrífuga (tubos Falcon) contendo 10 mL de 

MeOH cada, vortexadas e incubadas no escuro por 24 h a 4 °C. Em seguida, os tubos foram 

centrifugados em uma centrífuga Eppendorf 5430R (rotor F-35-6-30), por 5 min a 4226 x g e 

4 °C. O material acumulado no fundo de cada tubo recebeu mais 10 mL de MeOH e passou 

por mais uma etapa de extração e centrifugação. Os sobrenadantes das duas extrações, 

combinados, foram evaporados em Speed Vac® (Savant, modelo SC110) com o sistema de 

temperatura desligado (correspondendo a aproximadamente 30 °C). Cada amostra teve seus 

10 mL da primeira extração secos em apenas um tubo Eppendorf, de modo a facilitar a 

ressuspensão do conteúdo final em pequeno volume de solvente.  

Os extratos secos finais foram ressuspensos em 500 µL de ácido fórmico (AF) 0,2% 

(v/v) pH 3,14 e receberam 80 µL de CHCl3 (grau P.A.) para a extração de compostos 

hidrofóbicos. As amostras foram novamente vortexadas e centrifugadas por 10 min a 10621 x 

g, e a fase aquosa (superior) foi coletada. 
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3.2.2 Extração das MAAs das macroalgas brasileiras 

A partir dos dados obtidos no estudo de liofilização, alíquotas de todas as macroalgas 

estudadas foram manualmente trituradas sob nitrogênio líquido, colocadas em tubos de 

centrífuga (tubos Falcon) contendo MeOH, vortexadas e incubadas no escuro por 24 h a 4 °C. 

A proporção utilizada foi de 100 mg de alga fresca para 1 mL de MeOH. Após as 24 h de 

extração, os tubos foram centrifugados em uma centrífuga Eppendorf 5430R (rotor F-35-6-

30), por 10 min a 2935 x g, e os sobrenadantes foram transferidos a novos tubos Falcon.  

A extração foi repetida uma vez e o extrato combinado das duas extrações foi 

evaporado em Speed Vac® (Savant SPD1010, Thermo Scientific) com o sistema de 

temperatura desligado. De modo a facilitar a etapa de ressuspensão, cada extrato foi seco em 

apenas um microtubo de centrífuga (tipo Eppendorf), sendo necessária a adição frequente de 

extrato. A extração foi repetida novamente mas, como não houve acréscimo significativo no 

teor de compostos de interesse ao extrato final, optou-se por utilizar apenas duas etapas de 

extração. 

Os extratos secos foram ressuspensos em 500 µL de AF 0,1% (v/v) + 5 mmol.L–1 

NH4OAc e receberam CHCl3 (grau P.A.) em quantidade suficiente para a extração de 

compostos hidrofóbicos. As amostras foram novamente vortexadas e centrifugadas por 10 

min a 10621 x g (centrífuga Eppendorf 5430R, rotor F-45-30-11) e a fase aquosa (superior) 

foi coletada. 
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3.3 Isolamento de MAAs por HPLC e cromatografia em coluna 

3.3.1 Otimização do isolamento 

3.3.1.1 Método com colunas analíticas 

O primeiro esforço de isolamento de MAAs por cromatografia líquida de alta 

eficiência (high performance liquid cromatography, HPLC) foi feito a partir do extrato de 

Helioguard 365®. Helioguard 365® é uma matéria-prima utilizada na manufatura de protetores 

solares, gentilmente cedida ao laboratório pela Galena Química e Farmacêutica Ltda. Esse 

produto é um extrato da macroalga vermelha Porphyra umbilicalis, contendo principalmente 

porphyra-334, chinorina e palitina em sua composição, e foi utilizada como padrão qualitativo 

destas MAAs. 

Para a extração de MAAs a partir deste produto, alíquotas de 1 mL foram retiradas e 

secas em Speed Vac® (Savant, modelo SC110) até assumirem a forma de um óleo bem denso. 

Os óleos foram solubilizados em 400 µL de AF 0,2 % (v/v) pH 3,14 (ajustado com hidróxido 

de amônio), agitados em vortex e deixados em banho de ultrassom (UltrasonikTM Ney, 

modelo 57H) em água e gelo por 1 hora.  

As amostras ressuspensas tiveram compostos de peso molecular superior a 5 kDa 

retirados com tubos Amicon® Ultra Centrifugal Filter Devices (Millipore), utilizando uma 

centrífuga Jouan modelo MR 22i a 13793 x g, 20 °C e oito ciclos de 30 min. 

Para o isolamento, foi usado o aparelho Shimadzu SCL-10AVP composto por duas 

bombas LC-10AT, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M10AVP equipado com cela 

analítica e preparativa, injetor automático SIL-10ADVP, degaseificador DGU-14A e 

programa Class-VP 6.12 SP4. Utilizaram-se duas colunas: Synergi Polar-RP (Phenomenex®, 

250 x 4,6 mm, 4 µm) e Synergi Fusion RP (Phenomenex®, 250 x 4,6 mm, 4 µm) a 30 °C, em 

sequência e nessa ordem. O sistema de solventes utilizado foi AF 0,2% (v/v) pH 3,14 
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(ajustado com NH4OAc) (bomba A) e MeOH 100% (bomba B), com vazão de 1 mL.min–1, 

corrida de duração de 25 min, 15 min de reequilíbrio entre cada corrida e gradiente mostrado 

na Tabela 3.4. 

 

Tabela 3.4: Gradiente utilizado na primeira condição cromatográfica de isolamento de MAAs. Fase móvel B: 
MeOH 100%. 

Tempo / min [Fase móvel B] (%) 

0 0 
10 0 
15 100 
25 100 

 

Foram injetados 5 µL de amostra a cada corrida. As frações foram coletadss 

manualmente logo após a saída do detector em diferentes tubos de ensaio e imediatamente 

transferidas a tubos Eppendorf e levadas ao Speed-Vac®, onde permaneceram até sua secagem 

completa. Em seguida, foram armazenadss a –20 °C. 

De modo a atestar o isolamento dos compostos de interesse e checar se houve 

degradação no processo, foram realizadas corridas cromatográficas com amostras com 

diferentes processamentos finais. No teste preliminar, em que foram isoladas apenas chinorina 

e porphyra-334, as frações secas foram ressuspensas em 100 µL de AF 0,2% (v/v) pH 3,14 e o 

volume de injeção foi 5 µL; na coleta em que foram isoladas quatro frações, as mesmas, 

secas, foram ressuspensas em 50 µL da mesma solução e o volume de injeção foi 1 µL. 

3.3.1.2 Método com colunas preparativas 

A segunda forma de isolamento de MAAs por HPLC foi desenvolvida a partir de um 

extrato de Gracilaria sp. Como o extrato era antigo, não haveria como obter informações 

confiáveis acerca da alga em questão; no entanto, sua quantidade era grande, fazendo-nos 
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optar por utilizá-lo para o isolamento de MAAs, uma vez que o mesmo mostrou conter 

chinorina, palitina, porphyra-334 e uma MAA não-identificada. 

Para tornar o extrato mais apropriado para uso em HPLC, ele foi primeiramente 

centrifugado (centrífuga Eppendorf 5430R, rotor F-35-6-30) em tubos Falcon de 50 mL a 

4960 x g, por 10 min a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em papel qualitativo 

Whatman (70 mm, poros de 11 µM) e depois refiltrado a vácuo em filtro Millipore LCR 

(politetrafluoretileno, PTFE) de 0,45 µm. 

A elaboração do procedimento analítico utilizou dois pares de colunas diferentes. Cada 

par de colunas é vendido em conjunto e contém uma coluna analítica e uma preparativa. Os 

conjuntos usados foram Shim-pack (Shimadzu) PREP-ODS (H) KIT e Shim-pack (Shimadzu) 

PREP-SIL (H) KIT: coluna analítica, 250 x 4,6 mm, 5 µm; coluna preparativa, 250 x 20 mm, 

5 µm. 

Nos testes com a coluna analítica de sílica (PREP-SIL) foram utilizadas duas 

condições cromatográficas diferentes, no mesmo equipamento utilizado no item 3.3.1.1. O 

comprimento de onda para monitoramento de ambos foi de 330 nm, a vazão de 1,0 mL·min–1, 

e os solventes e gradientes podem ser vistos na Tabela 3.5. 

 

Tabela 3.5: Condições cromatográficas utilizadas para o isolamento de MAAs utilizando coluna analítica polar 
(PREP-SIL). 

Condição 
cromatográfica 

Fase móvel 
Gradiente 

Tempo total 
de corrida A B 

     

Is Água deionizada MeOH 100% 0-10 min – 100% B 
10-20 min – 100-0% B 

 

30 min 

IIs Água deionizada THF 100% 0-6 min – 100% B 
6-10 min – 100-60% B 
10-20 min – 60-20% B 
20-23 min – 20-0% B 

28 min 
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Nos testes com a coluna analítica apolar (PREP-ODS), foram utilizados três 

procedimentos diferentes, na mesma aparelhagem utilizada com a coluna de sílica. Os 

métodos podem ser vistos na Tabela 3.6. 

 

Tabela 3.6: Condições cromatográficas utilizadas para o isolamento de MAAs utilizando coluna analítica apolar 
(PREP-ODS). 

Condição 
cromatográfica 

Fase Móvel 
Gradiente Vazão 

Tempo total 
de corrida A B 

      

Io Ácido acético 0,2% 
(v/v) 

––– 0-20 min – 100% A 
 

1 mL·min–1 20 min 

IIo AF 0,1% (v/v) + 
NH4OAc variável* 

MeOH 100% 0-8 min – 0% B 
8-10 min – 0-100% B 

 

1 mL·min–1 16 min 

IIIo AF 0,1% (v/v) + 10 
mmol·L–1 NH4OAc 

MeOH 100% 0-8 min – 0% B 
8-8,5 min – 0-100% B 

Variável ** 12,5 min 

*Concentrações de NH4OAc testadas: zero, 5 mmol·L–1, 10 mmol·L–1 e 20 mmol·L–1. 
**Vazões testadas: 0,6 mL·min–1, 0,8 mL·min–1 e 1 mL·min–1. 

  

Com a coluna preparativa apolar (PREP-ODS), utilizou-se um aparelho Shimadzu 

SCL-10AVP composto por duas bombas LC-6AD, detector de arranjo de diodos SPD-

M10AVP equipado com cela analítica e preparativa, injetor automático SIL-10AF, coletor de 

frações FRC-10A e programa Class-VP 6.14. O método utilizado foi sempre o mesmo: 

gradiente com AF 0,1% (v/v) + 10 mmol·L–1 NH4OAc (bomba A) e MeOH (bomba B), indo 

de 0 a 100% do conteúdo da bomba B de 8 a 8,5 min (corrida de 12,5 min), havendo apenas 

variação na vazão (12 mL·min–1, 13 mL·min–1, 14 mL·min–1 e 15 mL·min–1). 

Com o objetivo de tornar os isolados de MAAs mais livres de impurezas, optou-se por 

executar uma segunda etapa de purificação, desta vez uma cromatografia em coluna. A 

coluna, feita dentro de uma bureta de 25 mL, com 1,1 cm de diâmetro interno e 26 cm de fase 

estacionária. A resina utilizada foi a Sephadex LH-20, que permite eliminar no volume morto 

moléculas com peso molecular superior a 4000-5000 Da, dependendo do solvente escolhido. 
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A fase móvel utilizada foi MeOH + 0,1% AF (v/v), com vazão de 0,4 mL·min–1. Foram 

coletadas frações de 500 µL.  

3.4 Análise por HPLC 

3.4.1 Estudo de liofilização 

Para a análise das amostras de P. brasiliense utilizadas no estudo para avaliação do 

processamento da amostra (com ou sem liofilização), utilizou-se o mesmo aparelho descrito 

no item 3.3.1.1. Utilizou-se a coluna analítica do kit (Shimadzu) PREP-ODS (H) KIT (250 x 

4,6 mm, 5 µm), com gradiente com AF 0,1% (v/v) + 10 mmol·L–1 NH4OAc (bomba A) e 

MeOH (bomba B), indo de 0 a 100% do conteúdo da bomba B entre 8 e 8,5 min (corrida de 

12,5 min). A vazão foi de 1 mL·min–1, e a injeção, de 10 µL. 

O extrato resultante da segunda extração foi transferido para outro tubo após 17 dias e 

analisado em espectrofotômetro Shimadzu UV-1650PC, com o programa UVProbe 2.35. 

3.4.2 Preparação do padrão 

Novamente, Helioguard 365® foi utilizado como padrão qualitativo das MAAs 

chinorina, palitina e porphyra-334. Para preparar o padrão, utiliza-se 10 mg do produto 

Helioguard 365® diluído em 1 mL de MeOH 100%. Desta solução, uma alíquota de 10 µL é 

diluída em 990 µL da fase móvel aquosa a ser utilizada nas condições cromatográficas de 

escolha, e 10 µL da solução final são injetados no HPLC. 
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3.5 Análise por HPLC-MS 

3.5.1 Otimização do método de HPLC 

Os testes foram realizados no mesmo aparelho descrito no item 3.3.1.1. A coluna 

utilizada foi a Kinetex PFP (Phenomenex®, 100 x 4,6 mm, 2,6 µm); a temperatura, 24 °C; o 

comprimento de onda para monitoramento, 330 nm; e a injeção, 10 µL.  

A duração da corrida foi sempre de 8 minutos, com diferentes gradientes e também 

diversas modificações no conteúdo da bomba A. As fases móveis aquosas (bomba A) 

utilizadas foram sempre soluções de ácido fórmico (AF). As variações testadas foram: AF 

0,1% (v/v) pH 3,15; AF 0,2% (v/v) pH 2,50; AF 0,2% (v/v) pH 3,14; AF 0,2% (v/v) pH 4,14; 

AF 0,4% (v/v) pH 3,14 (todas com seu pH ajustado com hidróxido de amônio, NH4OH); AF 

0,1% (v/v) pH 2,66 (pH não ajustado); AF 0,1% (v/v) + 5 mmol.L-1 de acetato de amônio 

(NH4OAc); AF 0,1% (v/v) + 10 mmol.L-1 NH4OAc; e AF 0,1% (v/v) + 20 mmol.L-1 

NH4OAc. 

Outro parâmetro avaliado foi a vazão, uma vez que o manual do fabricante alerta para 

o fato de que a eficiência da coluna é maior em vazões mais elevadas, especialmente a partir 

de 1,5 mL·min–1. O objetivo inicial era testar vazões sempre maiores, partindo de 1,5 

mL·min–1; mas como a pressão na coluna foi muito alta para o equipamento, passou-se a 

testar vazões gradativamente mais baixas (a saber, 1,4 mL·min-1 e 1,3 mL·min–1). 

3.5.2 Desenvolvimento de métodos de HPLC-MS 

3.5.2.1 Método exploratório 

A análise por HPLC foi realizada num aparelho Agilent 1200 Series composto por 

uma bomba quaternária G1311A, detector de arranjo de diodos G1315D e compartimento de 

termostatização de coluna G1316A. Para a separação, utilizou-se a coluna Kinetex PFP 
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(Phenomenex®, 100 x 4,6 mm, 2,6 µm) a 30 °C. O sistema de solventes utilizado foi AF 0,1% 

(v/v) + 5 mmol·L–1 NH4OAc (bomba A) e MeOH 100% (bomba B), com vazão de 1,3 

mL·min–1, corrida de duração de 8 min, gradiente indo de 0 a 100% do conteúdo da bomba B 

entre 2 e 5 min e 5 min para o reequilíbrio da coluna. O comprimento de onda para 

monitoramento foi de 330 nm, e a injeção, de 10 µL. 

O final da coluna Kinetex PFP foi acoplado a um espectrômetro de massas AB Sciex 

3200 Q Trap® LC/MS/MS, um triplo-quadrupolo com híbrido ion-trap e ionização por 

electrospray (ESI), além do programa Analyst 1.4.2. O gás utilizado no aparelho foi o 

nitrogênio (N2), e o equipamento configurado com os seguintes parâmetros: gás de cortina 

20,0 V; voltagem do ionspray 5500,0 V; ion source gas 1 50,0 V; ion source gas 2 20,0 V. Os 

demais parâmetros foram declustering potential 70,0 V; entrance potential 10,0 V; e collision 

energy em rampa de 20,0 V a 40,0 V. 

É possível encontrar na literatura os fragmentos mais comuns quando da fragmentação 

de MAAs por ionização à pressão atmosférica. Dessa forma, a análise foi realizada no modo 

Precursor Ion, buscando os íons que dessem origem aos fragmentos 186 m/z e 197 m/z. A 

polaridade foi positiva e o intervalo de massas procuradas, de m/z 200 a 400. 

3.5.2.2 Método quantitativo 

O método quantitativo foi desenvolvido utilizando-se os mesmos equipamentos 

(HPLC e espectrômetro de massas) do método exploratório (item 3.5.2.1). Após a análise de 

todas as amostras do estado do Espírito Santo coletadas em 2014 pelo método exploratório, 

foi possível filtrar sete íons quasimoleculares [M+H+] com características de MAAs, como a 

fragmentação gerando os íons de m/z 186 e/ou 197 e o λmáx entre 300 e 370 nm. 

Estes sete íons tiveram sua fragmentação estudada e foram escolhidas as transições de 

maior intensidade para a elaboração de um método de análise por MRM (Tabela 3.7). Neste 

tipo de varredura é monitorada a fragmentação de um íon precursor (selecionado no primero 
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estágio do triplo quadrupolo) em seus correspondentes íons produtos (que atravessam o 

segundo estágio do triplo quadrupolo). Ao se monitorar apenas um íon produto, o método é 

denominado SRM (selected reaction monitoring, ou monitoramento de reação selecionada); 

ao se monitorar vários íons produto simultaneamente, é denominado MRM (multiple reaction 

monitoring, ou monitoramento de reações múltiplas) (Chiaradia et al., 2008). Para a 

realização da quantificação de cada MAA nas amostras, foi utilizada apenas a transição mais 

intensa, destacada em negrito na Tabela 3.7.  

 

Tabela 3.7: Íons quasimoleculares [M+H]+ estudados e transições utilizadas para identificar suas presenças em 
cada amostra. Em negrito, transição utilizada para a quantificação do íon quasimolecular em questão. 

 [M+H] + 
 245 285 289 303 317 333 347 

T
ra

ns
iç

õe
s 

245 � 230 285 � 270 289 � 274 303 � 288 317 � 197 333 � 300 347 � 303 
245 � 209 285 � 241 289 � 230 303 � 244 317 � 186 333 � 274 347 � 227 
245 � 197 285 � 226 289 � 197 303 � 230  333 � 230 347 � 197 
245 � 186 285 � 197 289 � 186 303 � 197  333 � 197 347 � 186 
   303 � 186  333 � 186  

 

O gás utilizado no aparelho foi o nitrogênio (N2), e o equipamento configurado com os 

seguintes parâmetros: gás de cortina 20,0 V; voltagem do ionspray 4000,0 V; ion source gas 

1 50,0 V; ion source gas 2 20,0 V. Os demais parâmetros foram declustering potential 35,0 

V; entrance potential 10,0 V; collision energy 20,0 V; e collision cell entrance potential 

(CEP) variável para cada íon molecular, conforme a Tabela 3.8. 

Ao final da análise, foram encontrados dois compostos contendo o íon quasimolecular 

[M+H] + de m/z 303. Para distingui-los, foi realizada a fragmentação (MS2) dos mesmos por 

infusão direta dos extratos de Amansia multifida e Ceratodictyon variabile, com os seguintes 

parâmetros: gás de cortina 10,0 V; voltagem do ionspray 4000,0 V; ion source gas 1 15,0 V; 

ion source gas 2 0,0 V. Os demais parâmetros foram declustering potential 35,0 V; entrance 
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potential 10,0 V; collision energy 30,0 V; collision cell entrance potential (CEP) 16,72; e 

collision cell exit potential 3,0 V. 

 

Tabela 3.8: Collision cell entrance potential (CEP) utilizado para cada íon quasimolecular [M+H]+ estudado. 

[M+H] + CEP (V) 

245 11,77 
285 13,36 
289 13,51 
303 14,11 
317 14,66 
333 15,26 
347 15,81 

 

3.5.3 Análise das frações isoladas 

As frações isoladas foram primeiramente analisadas em espectrofotômetro Shimadzu 

UV-1650PC, com o programa UVProbe 2.35, de modo a checar quais frações continham as 

MAAs de interesse. As frações contendo cada MAA foram então reunidas e analisadas em 

HPLC-MS, pelos dois métodos descritos no item 3.5.2, de modo a determinar se a pureza 

atingida seria suficiente para sua utilização como padrão. 

A concentração de cada MAA foi determinada da seguinte forma: 200 µL da fração 

em questão foram secos em Speed Vac® (Savant SPD1010, Thermo Scientific), com o 

sistema de temperatura desligado, até a secagem total. A fração seca foi ressuspendida em 200 

µL de água deionizada, colocada em cubeta de quartzo com 1 mm de caminho óptico e levada 

ao espectrofotômetro UV-Vis-NIR Shimadzu UV-3101PC, do Laboratório de Espectroscopia 

Molecular do IQ/USP. Cada fração teve seu espectro de absorção entre 200 e 500 nm 

registrado por três vezes e a concentração de cada MAA foi obtida pela equação de Beer-

Lambert, utilizando os coeficientes de absortividade molar descritos na literatura para o λmáx 

de cada MAA (Tabela 3.9). A concentração foi calculada tanto em mol·L–1 quanto em g·L–1, 
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pela utilização da massa molecular de cada composto (Tabela 3.9), e cada isolado foi utilizado 

para a confecção de uma curva de calibração por HPLC-MS, utilizando o método 

quantitativo. 

 

Tabela 3.9: MAAs isoladas por HPLC e cromatografia em coluna, seus comprimentos de onda de máxima 
absorção (λmáx), seus coeficientes de absortividade molar (ε) e suas massas moleculares. 

MAA λmáx (nm) ε (L·mol–1·cm–1) Massa Molecular (Da) Referência 

chinorina 332 44680 332,31 Tsujino et al. (1980) 
porphyra-334 334 42300 346,33 Takano et al. (1979) 

palitina 320 36200 244,25 Takano et al. (1978a) 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.4 Análise das MAAs das algas 

Os extratos de todas as macroalgas estudadas foram analisados por HPLC-MS, pelos 

dois métodos descritos no item 3.5.2. A injeção utilizada no HPLC foi de 10 µL para todas as 

algas vermelhas e de 20 µL para todas as verdes e pardas. 

A quantificação de palitina, chinorina e porphyra-334 foi possível através de curva-

padrão realizada para as mesmas, com as frações isoladas obtidas por HPLC e cromatografia 

em coluna. Uma vez que não foram obtidos padrões das demais MAAs encontradas, não foi 

possível realizar uma quantificação absoluta das mesmas, mas sim uma quantificação relativa 

para efeito de comparação das amostras. 

palitina 

chinorina porphyra-334 

Figura 3.3: Estruturas das MAAs isoladas por HPLC. 
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3.6 Determinação estrutural da MAA desconhecida (m/z 317) 

Utilizando o método exploratório por HPLC-MS, foi encontrada uma MAA cujo íon 

quasimolecular [M+H]+ apresenta razão m/z 317, até então não descrita na literatura. Desse 

modo, foram elaborados diversos passos de elucidação estrutural. 

3.6.1 Isolamento da m/z 317 

A m/z 317 foi encontrada nas amostras de Ochtodes secundiramea coletadas em 2014, 

nas praias de Castelhanos e Meaípe (ES). De modo a obter maior quantidade do composto 

com a biomassa disponível, 7,002 g da amostra de Castelhanos e 7,003 g da amostra de 

Meaípe (peso fresco) foram combinadas, congeladas em nitrogênio líquido e trituradas em 

moinho vibratório (Retsch MM 301) por 20 s a 30 Hz. 

A biomassa triturada recebeu 140 mL de MeOH (razão do extrato: 100 mg peso fresco 

/ mL solvente) e foi incubada no escuro por 24 h a 4 °C. Após as 24 h de extração, o 

sobrenadante foi coletado e a extração foi realizada novamente. Os extratos combinados 

foram centrifugados em tubos Falcon em uma centrífuga Eppendorf 5430R (rotor F-35-6-30), 

por 10 min a 2935 x g, e os sobrenadantes foram transferidos a novos tubos Falcon e então 

secos em Speed Vac® (Savant SPD1010, Thermo Scientific) com o sistema de temperatura 

desligado, até a secagem total. 

O extrato seco foi ressuspenso em 5 mL de AF 0,1% (v/v) + 5 mmol·L–1 NH4OAc e 

recebeu 3 mL de CHCl3 (grau P.A.) para a extração de compostos hidrofóbicos. A amostra foi 

vortexada e centrifugada por 10 min a 2935 x g (centrífuga Eppendorf 5430R, rotor F-35-6-

30) e a fase aquosa (superior) foi coletada. Esta fase foi novamente seca em Speed-Vac®, 

desta vez em um tubo Eppendorf, para a concentração da amostra. 

O extrato seco final foi ressuspenso em 500 µL de AF 0,1% (v/v) + 10 mmol·L–1 

NH4OAc, e o composto de interesse foi isolado utilizando-se as mesmas condições 
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cromatográficas da análise de MAAs por HPLC-MS. Concomitantemente foram testados 

diversos parâmetros no espectrômetro de massas, de modo a definir a combinação que 

resultaria na melhor fragmentação da espécie química de interesse. 

3.6.2 Determinação da massa exata 

A massa exata da m/z 317 foi determinada por análise por injeção em fluxo acoplada a 

espectrometria de massas (FIA-MS). O equipamento utilizado foi um UFLC Shimadzu 

composto por duas bombas LC-20AD, injetor automático SIL-20AHT, degaseificador DGU-

20A3R e controladora CBM-20A, além do programa Bruker Compass HyStar 3.2 – SR 2. A 

vazão, de 0,1 mL·min–1, foi isocrática, com 50% do conteúdo da bomba A (AF 0,1% (v/v)) e 

50% da bomba B (MeOH 100%). A corrida teve duração de 1,1 min. 

Essa vazão foi injetada em espectrômetro de massas de alta resolução, o micrOTOF II 

(Bruker Daltonik GmbH) – analisador tipo tempo de voo de alta resolução, com fonte de 

ionização por ESI operada em polaridade positiva. Foi realizada uma varredura no intervalo 

de m/z 50 a 600 através do programa Compass otofControl versão 3.2. O gás utilizado no 

aparelho foi o nitrogênio (N2), e o equipamento configurado com os seguintes parâmetros: 

voltagem do capilar 4500 V; end plate offset –500 V; nebulizador 4,0 bar; temperatura do dry 

heater 200 °C; e vazão do dry gas 8,0 L·min–1. Este espectrômetro de massas possui uma 

válvula de seis portas com loop de 20 µL, que permite a injeção de um calibrante antes do 

início da corrida. O composto utilizado como calibrante foi formiato de sódio, injetado pela 

bomba de seringa KDL 100 (KD Scientific) a 200 µL·min–1. O intervalo das massas 

calibrantes foi de 90,9766 m/z a 566,8886 m/z, compreendendo oito valores, e os parâmetros 

de massas utilizados foram os mesmos da amostra. Os dados foram analisados no programa 

Compass DataAnalysis 4.1. 
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A injeção da amostra ou do calibrante no espectrômetro de massas seguiu o fluxo 

temporal visto na Tabela 3.10. Com esta divisão, o calibrante eluiu entre 0 e 0,2 minutos, e a 

amostra, após 0,45 minutos. 

 

Tabela 3.10: Programa de corrida no método de FIA-MS. 

Intervalo de tempo (min) Conteúdo injetado no espectrômetro de massas 
  

0-0,01 m/z 317 
0,01-0,1 formiato de sódio 
0,1-1,1 m/z 317 

 

3.6.3 Determinação do número de hidrogênios ionizáveis e fragmentação do íon 

quasimolecular [M+H]+ deuterado 

A determinação do número de hidrogênios ionizáveis da m/z 317 foi determinada por 

marcação isotópica com deutério. O procedimento, adaptado de Cardozo et al. (2006) e 

Carignan et al. (2009), consistiu na incubação de 0,1 mg da MAA de m/z 317 em 120 µL de 

D2O durante a noite, a 4 °C. A amostra foi evaporada em Speed-Vac® (Savant SPD1010, 

Thermo Scientific), ressuspensa em 10 mL de D2O e novamente incubada a 4 °C, desta vez 

por 24 h. O procedimento foi repetido uma vez. A amostra foi evaporada e ressuspensa em 1 

mL D2O. 

A amostra foi injetada por infusão direta no espectrômetro de massas Applied 

Biosystems/MDS Sciex 3200 Q Trap® LC/MS/MS. O gás utilizado no aparelho foi o gás 

nitrogênio (N2), e o equipamento configurado com os seguintes parâmetros: gás de cortina 

20,0 V; voltagem do ionspray 4000,0 V; ion source gas 1 50,0 V; ion source gas 2 20,0 V. Os 

demais parâmetros foram declustering potential 35,0 V; entrance potential 10,0 V; collision 

energy 38,0 V; collision cell entrance potential 14,62; e collision cell exit potential 3,0 V. 
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A análise por MS2 foi realizada no modo positivo, buscando-se pelos íons-produto da 

fragmentação da m/z 317, no intervalo de 100 a 320 m/z. 

3.6.4 Análise dos aminoácidos presentes na m/z 317 

A análise de aminoácidos foi realizada em colaboração com a Profa. Dra. Maria 

Teresa Machini, no Laboratório de Química de Peptídeos (IQ/USP). 

O material contendo a m/z 317 isolada foi submetido à hidrólise ácida gasosa com HCl 

6 mol·L–1, em presença de fenol cristalizado e sob atmosfera de N2, a 110 °C por 24 horas em 

uma estação de trabalho Pico Tag (Waters). A amostra hidrolisada foi submetida a um 

analisador automático Dionex composto por um amostrador automático AS40, uma bomba 

quaternária GS50, um forno de coluna LC25, uma coluna de troca iônica AminoPac PA10, 

um detector eletroquímico ED50 e uma plataforma “Chromeleon” para controle e aquisição 

de dados. Neste analisador, os aminoácidos são separados em uma coluna de troca iônica e 

detectados diretamente (ausência de derivatização) por amperometria pulsada (Clarke et al., 

1999). Também foi feita análise de uma solução padrão contendo 10 µmol·L–1 de cada 

aminoácido esperado na amostra (alanina, glicina, ácido glutâmico e ácido aspártico). O 

gradiente de eluição é mostrado na Tabela 3.11 e a forma de onda aplicada no eletrodo de 

detecção é mostrada na Tabela 3.12. 

A presença dos aminoácidos glicina e alanina no hidrolisado foi também estudada por 

HPLC acoplado a espectrometria de massas de alta resolução, com o mesmo equipamento 

descrito no item 3.6.2. Para a separação, utilizou-se a coluna Ascentis® Express HILIC (150 x 

2,1 mm, 2,7 µm) a 40 °C. O sistema de solventes utilizado foi H2O + 5 mmol·L–1 NH4OAc, 

pH 3 (ajustado com AF) (bomba A) e acetonitrila 100% (bomba B), com vazão de 0,5 

mL·min–1, corrida de duração de 25 min, 5 min para o reequilíbrio da coluna, injeção de 5 µL 

e gradiente representado na Tabela 3.13. 
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Tabela 3.11: Gradiente de separação utilizado para análise de aminoácidos por HPLC com detecção por 
amperometria pulsada. 

Tempo H2O (%) NaOH 0,25 mol/L (%) NaOAc 1,0 mol/L (%) 

0 76 24 0 
2 76 24 0 
8 64 36 0 
11 64 36 0 
18 40 20 40 
21 54 16 40 
23 14 16 70 
45 14 16 70 

45,1 76 24 0 
49 76 24 0 

  volume de injeção = 25 µL, temperatura = 30 °C e vazão = 0,25 mL·min–1. 

 

Tabela 3.12: Forma de onda aplicada ao eletrodo na detecção amperométrica. 

Tempo (min) Potencial (V) 

0 0,13 
0,04 0,13 
0,05 0,33 
0,21 0,33 
0,22 0,55 
0,46 0,55 
0,47 0,33 
0,56 0,33 
0,57 -1,67 
0,58 -1,67 
0,59 0,93 
0,60 0,13 

Eletrodo de referência (Ag/AgCl), Eletrodo de trabalho (Au) 

 

Tabela 3.13: Gradiente utilizado na análise dos aminoácidos glicina e alanina por HPLC com detecção por 
espectrometria de massas. Fase móvel B: acetonitrila 100%. 

Tempo / min [Fase móvel B] (%) 

0 95 
2 95 
17 65 
23 40 
25 40 
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A análise por espectrometria de massas foi feita com ionização por ESI, em modo 

positivo. O gás utilizado no aparelho foi o nitrogênio (N2), e o equipamento configurado com 

os seguintes parâmetros: voltagem do capilar 4500 V; end plate offset –500 V; nebulizador 

4,0 bar; temperatura do dry heater 220 °C; e vazão do dry gas 10,0 L·min–1.  O intervalo de 

massas pesquisado foi de 20 a 1100 m/z. 

A identidade do aminoácido alanina foi confirmada por busca na base de dados 

METLIN (Metabolite and Tandem MS Database), do Scripps Center for Metabolomics. 

Foram buscados íons [M+H]+, [M+Na]+ e [M+NH4]
+, com variação limitada a 10 ppm, no 

modo positivo. 

3.7 Análises estatísticas 

Para as análises estatísticas utilizou-se os softwares Minitab (versão 17) e R (versão 

3.1.2). Foi utilizado o teste t de Student para comparar as médias de cada grupo dois a dois, e 

contra os valores obtidos da literatura. Para a comparação de maiores quantidades de grupos 

(por exemplo, todas as amostras contendo uma MAA específica), utilizou-se o teste de Tukey 

para analisar o intervalo de confiança para as diferenças observadas. Foram consideradas 

significativas aquelas que apresentavam p-valor ajustado menor que 0,05. 

 



 

4 Resultados e Discussão 
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4.1 Isolamento de MAAs por HPLC e cromatografia em coluna 

4.1.1 Otimização do isolamento 

O isolamento de MAAs foi de grande importância para o andamento deste trabalho, 

uma vez que tais compostos não possuem forma comercial. Desse modo, foram realizados 

alguns testes, inclusive com matérias-primas diferentes (Helioguard 365® e extrato de 

Gracilaria sp.), para a obtenção de tais padrões. 

Três diferentes volumes de amostra (1, 2 e 5 µL) foram injetados no HPLC durante os 

testes utilizando Helioguard 365®. Os cromatogramas gerados por essas três injeções podem 

ser vistos na Figura 4.1. Como é possível perceber, a injeção de 2 µL já é suficiente para se ter 

picos bastante abundantes, com intensidade em torno de 200.000 mUA; no entanto, a injeção 

de 5 µL também proporciona picos abundantes, com intensidade de cerca de 1.900.000 mUA, 

e que permanecem bem resolvidos. Dessa maneira, o volume de 5 µL foi escolhido para a 

coleta das frações contendo diferentes MAAs. 

Num primeiro teste, foram coletadas apenas as frações relativas aos picos 1 e 3, 

contendo as MAAs chinorina e porphyra-334, respectivamente. Essa avaliação evidenciou 

que ainda era necessário um aprimoramento no passo de coleta das frações, já que elas não 

foram completamente isoladas. Na coleta definitiva, foram coletadas quatro frações, 

enumeradas na Figura 4.1B: 1-chinorina, 2-palitina, 3-porphyra-334 e 4-MAA não 

identificada (com λmáx entre 331 e 334 nm). A ressuspensão dos frações secas em ácido 

fórmico (AF) 0,2% (v/v) pH 3,14 foi muito complicada e, como a quantidade era pequena, foi 

difícil dizer se foi completa ou não. Quando as corridas com as frações isoladas foram 

executadas, não houve reprodutilibidade dos tempos de retenção. 

Não muito tempo depois, notou-se que a limpeza do injetor não estava sendo 

suficiente para retirar todas as MAAs que ficavam aderidas, contaminando dessa maneira 
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todas as amostras e os brancos utilizados. Logo, já não era mais possível confiar na pureza das 

frações coletadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1: A: Perfis cromatográficos do extrato de Helioguard 365® com três diferentes volumes de injeção: 
1, 2 e 5 µL. B: Detalhe do perfil cromatográfico de 6 a 12 minutos e destaque para os quatro picos isolados: 1-

chinorina, 2-palitina, 3-porphyra-334 e 4-MAA não identificada. C: Estruturas das MAAs identificadas no 
extrato de Helioguard 365®. Condições cromatográficas: colunas: Synergi Polar-RP (Phenomenex®, 250 x 4,6 
mm, 4 µm) e Synergi Fusion RP (Phenomenex®, 250 x 4,6 mm, 4 µm), acopladas; solvente A: 0,2% AF em 
água, pH 3,14 (ajustado com NH4OH); solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 10 a 15 

min; tempo total: 25 min; vazão: 1 mL·min–1; λ: 330 nm. 
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Desse modo (e de modo a tornar o processo de isolamento de MAAs mais rápido), 

foram testadas diferentes condições cromatográficas com duas colunas preparativas: uma de 

fase C18 (octadecilsilano), apolar (Shim-pack ODS), e uma de fase de sílica, polar (Shim-

pack SIL). As condições foram inicialmente testadas nas colunas analíticas vendidas em 

conjunto com as preparativas, de modo a diminuir o gasto de solventes nesta etapa. 

Não há relatos na literatura sobre separação de MAAs utilizando coluna contendo 

sílica como fase estacionária, apesar da característica polar dessas moléculas. Os 

procedimentos realizados utilizaram primeiramente um gradiente de MeOH e água que se 

mostrou bastante insatisfatório (Figura 4.2): afinal, as MAAs são muito solúveis em MeOH e 

a interação com a coluna parece não ter sido suficiente para separá-las. 
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Figura 4.2: Perfis cromatográficos das corridas com os dois solventes orgânicos testados. Em preto, a fase 
orgânica é metanol (MeOH); em vermelho, tetra-hidrofurano (THF). Condições cromatográficas gerais: coluna: 
Shim-pack PREP-SIL (Shimadzu®, 250 x 4,6 mm, 5 µm); solvente A: água deionizada; vazão: 1 mL·min–1; λ: 

330 nm. Condições específicas do perfil em preto: solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 100 a 0% de B de 
10 a 20 min; tempo total: 30 min. Condições específicas do perfil em vermelho: solvente B: 100% de THF; 

gradiente: de 100 a 60% de B de 6 a 10 min, de 60 a 20% de B de 10 a 20 min e de 20 a 0% de B de 20 a 23 min; 
tempo total: 28 min. 
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Procedeu-se então à utilização de um solvente menos polar, mas que ainda fosse 

solúvel em água e solubilizasse o extrato. O solvente escolhido foi o THF, que possui 

polaridade igual a 4,2, enquanto a do MeOH é 6,6. Após um breve teste de solubilidade da 

amostra e a modificação do gradiente previamente utilizado, os resultados continuaram sendo 

insatisfatórios (Figura 4.2), apesar de a separação dos compostos ser visivelmente melhor do 

que na condição utilizando MeOH. Optou-se, então, por trabalhar com a coluna apolar. 

Em contraste com a coluna de sílica, há muitos relatos na literatura de separação de 

MAAs utilizando coluna contendo C18 como fase estacionária. A maioria dos métodos utiliza 

ácido acético (HOAc) em baixas concentrações (de 0,02% a 0,2%, v/v), às vezes contendo 

pequenas proporções de MeOH (de 0,5% a 4%, v/v), numa corrida isocrática (Cardozo et al., 

2006; Carreto et al., 1990; Conde et al., 2000; Klisch e Häder, 2000; Kogej et al., 2006; 

Misonou et al., 2003; Nakamura et al., 1982; Singh et al., 2008; Sinha et al., 2000; Volkmann 

e Gorbushina, 2006; Xiong et al., 1997). As separações mostradas são muito diferentes entre 

si; mesmo assim, os estudos foram iniciados com a mais simples dessas condições (HOAc 

0,2% (v/v), corrida isocrática). 

Os picos de tal corrida se mostraram mais bem resolvidos do que qualquer uma das 

condições testadas na coluna de sílica (Figura 4.3). Mesmo assim, parecia ainda haver espaço 

para melhorias, como a utilização de um gradiente que promovesse uma etapa de limpeza da 

coluna e a preparasse para a próxima injeção. Optou-se, então, por testar algumas das fases 

móveis que vinham sendo utilizadas para a otimização da análise pela coluna Kinetex PFP: 

soluções de AF 0,1% (v/v) em água contendo diferentes concentrações de NH4OAc. Teve 

início também a utilização de gradientes com a coluna de C18, de modo a melhorar a 

resolução entre os picos.  
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Figura 4.3: Perfil cromatográfico da primeira corrida utilizando coluna C18. Condições cromatográficas: coluna: 
Shim-Pack PREP-ODS (Shimadzu®, 250 x 4,6 mm, 5 µm); solvente A: 0,2% ácido acético em água (v/v) 

(método isocrático); tempo total: 20 min; vazão: 1 mL·min–1; λ: 330 nm. 

 

Os resultados podem ser vistos na Figura 4.4. O extrato testado apresenta quatro 

MAAs, mas elas não são vistas em todas as corridas: na corrida com AF 0,1% (v/v), os dois 

primeiros picos parecem coeluir, e na corrida com AF 0,1% (v/v) + 20 mmol·L–1 NH4OAc o 

último pico não pode ser visto. Dentre as outras duas condições testadas, a com AF 0,1% 

(v/v) + 10 mmol·L–1 NH4OAc tem o segundo pico ligeiramente mais distante do primeiro, o 

que facilita a coleta e diminui a chance de contaminação das frações isoladas. Dessa forma, o 

sistema de solventes escolhido foi AF 0,1% (v/v) + 10 mmol·L–1 NH4OAc (bomba A) e 

metanol 100% (bomba B), com gradiente. 
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Outro fator importante na elaboração de um método preparativo é a vazão de solvente 

a ser utilizada, uma vez que a vazão em coluna preparativa é muito maior do que a vazão em 

coluna analítica. Para se determinar quão maior ela deve ser, pode-se utilizar a fórmula 

( )
( )

2

2

raio da coluna B
 = 

raio da coluna A
fator de escalonamento . 

Figura 4.4: Perfis cromatográficos das quatro fases móveis aquosas testadas, entre 0 e 10 minutos (intervalo de 
tempo em que eluem os picos de MAAs). Condições cromatográficas gerais: coluna: Shim-pack PREP-ODS 
(Shimadzu®, 250 x 4,6 mm, 5 µm); solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 8 a 10 min; 

tempo total: 16 min; vazão: 1 mL·min–1; λ: 330 nm. Condições específicas: o solvente A era composto de 0,1% 
de AF em água, com adição de diferentes concentrações de NH4OAc, indicadas na figura. 
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Como o diâmetro interno da coluna analítica, neste caso, é de 4,6 mm, e o da 

preparativa é de 20 mm, chega-se à conclusão de que a vazão deve ser aumentada em 18,9 

vezes para que se mantenha a mesma separação. Dessa forma, passa a ser interessante reduzir 

a vazão utilizada nos testes em coluna analítica.  

Foram testadas três diferentes vazões: 1,0 mL·min–1, 0,8 mL·min–1 e 0,6 mL·min–1. Os 

resultados (Figura 4.5) deixam claro que a mudança na vazão não implica um aumento 

relevante de resolução entre os picos. No entanto, diminuir demais o valor deste parâmetro 

pode aumentar muito o tempo de análise, o que não traria benefícios. Dessa forma, optou-se 

por escolher a vazão de 0,8 mL·min–1: os picos ficam mais distantes entre si, facilitando a 

coleta das frações, mas não é necessário aumentar o tempo de corrida. 

Outros testes foram realizados de modo a diminuir o tempo de corrida, checando a 

pressão nas bombas e analisando quais passos poderiam ter seu tempo reduzido. Dessa forma, 

chegou-se ao método final: corrida com duração de 12,5 min e gradiente indo de 0 a 100% do 

conteúdo da bomba B entre 8 e 8,5 min. 

Tendo esta condição cromatográfica como base, o próximo passo foi aperfeiçoar as 

condições de vazão e injeção já utilizando a coluna preparativa. A injeção escolhida foi de 

2000 µL (volume máximo de injeção, segundo o fabricante), e as vazões testadas foram 12 

mL·min, 13 mL·min–1, 14 mL·min–1 e 15 mL·min–1 (Figura 4.6). 

É visível que o perfil cromatográfico mudou bastante da coluna analítica para a 

preparativa, o que já era esperado. A vazão que seria considerada ideal, de 15 mL·min–1 

(afinal, fluxo de 0,8 mL·min–1 vezes o fator de escalonamento de 18,9 resulta em 15,12 

mL·min–1), faz com que a intensidade do pico inicial seja muito baixa, podendo este em 

alguns casos ser confundido com o ruído – dessa forma, as vazões de 12 mL·min–1 e 13 

mL·min–1 mostram-se mais adequadas. Outro problema é o pico correspondente à chinorina 
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(com tempo de retenção em aproximadamente 5 min na corrida a 13 mL·min–1), que passa a 

ter um ombro. Infelizmente, esse problema não foi contornado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5: Perfis cromatográficos das três condições de vazão testadas. Condições cromatográficas gerais: 
coluna: Shim-pack PREP-ODS (Shimadzu®, 250 x 4,6 mm, 5 µm); solvente A: 0,1% AF em água + 10 

mmol·L–1 NH4OAc; solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 8 a 8,5 min; tempo total: 
12,5 min; λ: 330 nm. Condições específicas: vazão variável entre 0,6 e 1,0 mL·min–1, conforme figura. 
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vazão 0,8 mL·min–1 
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O melhor método testado foi: coluna Shim-pack (Shimadzu) PREP-ODS (250 x 20 

mm, 5 µm) a 24 °C; injeção de 2000 µL; sistema de solventes ácido fórmico 0,1% (v/v) + 10 

mmol·L–1 NH4OAc (bomba A) e metanol 100% (bomba B), com vazão de 13 mL·min–1, 

corrida de duração de 12,5 min e gradiente indo de 0 a 100% do conteúdo da bomba B entre 8 

e 8,5 min. 

Esta condição cromatográfica foi utilizada para gerar padrões a partir do mesmo 

extrato utilizado para a confecção do método. Este extrato, após sucessivas etapas de 

concentração e limpeza (na maioria das vezes, por filtração), foi injetado em um sistema de 

HPLC preparativo. Um cromatograma típico obtido pode ser observado na Figura 4.7. Nessa 

Figura 4.6: Perfis cromatográficos das quatro condições de vazão testadas em coluna preparativa. Condições 
cromatográficas gerais: coluna: Shim-pack PREP-ODS (Shimadzu®, 250 x 20 mm, 5 µm); solvente A: 0,1% AF 

em água + 10 mmol·L–1 NH4OAc; solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 8 a 8,5 min; 
tempo total: 12,5 min; λ: 330 nm. Condições específicas: vazão variável entre 12 e 15 mL·min–1, conforme 

figura. 

vazão 12 mL·min–1 

vazão 13 mL·min–1 

vazão 14 mL·min–1 

vazão 15 mL·min–1 
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A 

figura pode-se notar a existência de cinco possíveis MAAs, com tempos de retenção em 3,9 

min (pico 1), 5,5 min (pico 2), 7,4 min (pico 3), 9,1 min (pico 4) e 10,6 min (pico 5). Cabe 

dizer que o pico 4, de intensidade muito baixa, não pôde ser encontrado em todas as corridas.  

As cinco frações foram coletadas com o auxílio do coletor de frações FRC-10A e 

levadas a um espectrofotômetro e ao HPLC-MS, de modo a analisar sua pureza. De tais 

análises, pôde-se notar que apenas três frações (2, 3 e 5) possuem MAAs – chinorina, palitina 

e porphyra-334, respectivamente. No entanto, nenhuma dessas frações estava realmente pura; 

apesar de as MAAs estarem separadas umas das outras, ainda havia contaminantes em todas 

elas (Figura 4.8). 
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Figura 4.7: A: Perfil cromatográfico do extrato utilizado para o isolamento de MAAs. B: Detalhe do perfil 
cromatográfico entre 6 e 10 minutos. As frações coletadas encontram-se identificadas por seus números. 

Condições cromatográficas: coluna: Shim-pack PREP-ODS (Shimadzu®, 250 x 20 mm, 5 µm); solvente A: 
0,1% AF em água + 10 mmol·L–1 NH4OAc; solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 8 

a 8,5 min; tempo total: 12,5 min; vazão: 13 mL·min–1; λ: 330 nm. 
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Figura 4.8: Perfis cromatográficos de três frações isoladas. A: Perfil cromatográfico da fração 2 (contendo 
majoritariamente chinorina): 1) somando todos os comprimentos de onda (190 – 800 nm); 2) em 330 nm. B: 

Perfil cromatográfico da fração 3 (contendo majoritariamente palitina): 1) somando todos os comprimentos de 
onda (190 – 800 nm); 2) em 330 nm. C: Perfil cromatográfico da fração 5 (contendo majoritariamente porphyra-
334): 1) somando todos os comprimentos de onda (190 – 800 nm); 2) em 330 nm. Condições cromatográficas: 

coluna: Kinetex PFP (Phenomenex®, 100 x 4,6 mm, 2,6 µm); solvente A: 0,1% AF em água (v/v) + 5 mmol·L–1 
NH4OAc; solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 2 a 5 min; tempo total: 8 min; vazão: 1,1 

mL·min–1. 
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Analisand-se apenas os perfis cromatográficos em 330 nm (gráficos 2 na Figura 4.8), 

poder-se-ia acreditar que as MAAs de interesse estão isoladas, ou pelo menos com alto teor de 

pureza. No entanto, pelos perfis cromatográficos que abrangem todos os comprimentos de 

onda registrados (gráficos 1 da Figura 4.8), é possível notar que ainda há vários 

contaminantes nas fraçõoes recolhidas. Como o objetivo deste isolamento era gerar padrões 

de MAAs que pudessem ser pesados e utilizados para a confecção de curvas-padrão destes 

compostos, pode-se dizer que apenas essa etapa de purificação não é suficiente. 

Dessa forma, optou-se por utilizar outro método de isolamento de substâncias: a 

cromatografia em coluna. A resina escolhida foi a Sephadex LH-20, utilizada em vários 

relatos na literatura para a separação de compostos pequenos e polares (Cai et al., 2005; 

Cuevas-Rodríguez et al., 2010), inclusive micosporinas e MAAs (Cardozo et al., 2008). A 

fase móvel da coluna, MeOH contendo 0,1% de ácido fórmico (v/v), foi escolhida por dois 

motivos. Primeiramente, as MAAs são muito solúveis em MeOH – dessa forma, diminuem os 

riscos de interação excessiva com a coluna, o que poderia alargar as bandas das MAAs (e 

dificultar sua separação dos outros componentes da amostra). Como as MAAs são 

zwitterions, trabalhar em ambiente bastante ácido faz com que todas as moléculas estejam 

protonadas e, portanto, interajam igualmente com a coluna – o que também deixa as bandas 

mais estreitas. 

A introdução de mais um passo de isolamento gerou amostras mais limpas, porém não 

completamente puras, como pode ser visto no item abaixo. 

 

4.1.2   Análise das frações isoladas 

As frações isoladas, correspondentes às MAAs palitina, chinorina e porphyra-334, 

atingiram maior grau de pureza após a etapa de separação por cromatografia em coluna. 

Algumas das análises geradas para cada fração podem ser vistas nas Figuras 4.9 e 4.10.  
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Figura 4.9: Perfis cromatográficos das três frações isoladas. A: Perfil cromatográfico da fração 2 (contendo 
majoritariamente chinorina): 1) somando todos os comprimentos de onda (190 – 800 nm); 2) em 330 nm. B: 

Perfil cromatográfico da fração 3 (contendo majoritariamente palitina): 1) somando todos os comprimentos de 
onda (190 – 800 nm); 2) em 330 nm. C: Perfil cromatográfico da fração 5 (contendo majoritariamente porphyra-
334): 1) somando todos os comprimentos de onda (190 – 800 nm); 2) em 330 nm. Condições cromatográficas: 

coluna: Kinetex PFP (Phenomenex®, 100 x 4,6 mm, 2,6 µm); solvente A: 0,1% AF em água (v/v) + 5 mmol·L–1 
NH4OAc; solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 2 a 5 min; tempo total: 8 min; vazão: 1,1 

mL·min–1. 
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Figura 4.10: Espectros de absorção na faixa de 250-400 nm das frações isoladas por HPLC e cromatografia em 
coluna. Da esquerda para a direita: fração 2 (chinorina), fração 3 (palitina) e fração 5 (porphyra-334). 

 

Segundo as Figuras 4.9 e 4.10, as amostras parecem não estar totalmente puras, dado 

que o perfil cromatográfico contendo todos os comprimentos de onda somados apresenta mais 

de um pico; mas parecem estar, sim, isoladas umas das outras, uma vez que seu perfil 

cromatográfico em 330 nm apresenta apenas um pico, e seus perfis de absorção entre 250 e 

400 nm concordam com os descritos na literatura (Cardozo, 2007). No entanto, quando 

analisadas pelo método quantitativo por HPLC-MS (dados não mostrados), é possível ver que 

o isolado de chinorina contém uma pequena porção de palitina (do total de MAAs, a chinorina 

correspondia a 98%, e a palitina a 2%), e o isolado de palitina contém uma pequena fração de 

asterina-330. Uma vez que os compostos contaminantes não foram capazes de alterar o λmáx 

de cada isolado, admitimos que não influenciam significativamente no espectro de absorção, e 

assim não foram contabilizados no momento de realizar a curva de calibração para cada 

MAA. 

332 nm 320 nm 334 nm 

chinorina 
porphyra-334 

palitina 
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4.2 Estudo de liofilização 

Uma vez que algas frescas ocupam um volume muito maior do que algas secas, seria 

interessante conseguir guardar todas as algas coletadas durante o projeto dessa forma. Uma 

boa alternativa para a secagem desse material seria por liofilização. 

Após a liofilização, as 3,00 g de Plocamium brasiliense utilizadas resultaram em 

apenas 0,57 g. Dessa forma, pode-se dizer que esta alga é composta por aproximadamente 

80% de água, o que é condizente com a literatura (Arasaki e Arasaki, 1983). No passo de 

trituração, a alga liofilizada se mostrou uma alternativa melhor do que a fresca: a pesagem é 

mais exata (afinal, a alga fresca tem apenas o excesso de água retirado com papel absorvente), 

a trituração é mais fácil e a extração, em si, parece ser mais eficiente a olho nu (pois 

apresenta, em geral, coloração mais intensa quando da adição de solvente). 

Os extratos foram levados ao HPLC e cada amostra foi analisada em triplicata. Foi 

possível notar que as amostras frescas apresentaram picos de maior intensidade do que as 

amostras liofilizadas (Figura 4.11), o que pôde ser visto tanto para o composto majoritário 

quanto para os minoritários. 

A segunda extração (em que o MeOH passou 17 dias em contato com o material 

restante da primeira extração) foi analisada em espectrofotômetro (Figura 4.12). Novamente, 

as triplicatas não foram completamente reprodutíveis; desta forma, estão mostrados aqui 

apenas os espectros mais representativos de cada tratamento de amostra. É possível perceber 

que, apesar de a amostra liofilizada apresentar maior absorbância nos comprimentos de onda 

superiores a 330 nm (típicos de muitas MAAs conhecidas), a amostra fresca apresenta 

possíveis MAAs com absorbância máxima em 305 nm e 321 nm, as quais não podem ser 

vistas na liofilizada.  
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Figura 4.12: Espectros entre 250 nm e 400 nm do segundo extrato dos dois tratamentos de amostra testados. Em 
preto, P. brasiliense fresca; em vermelho, P. brasiliense liofilizada. 
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Figura 4.11: Perfis cromatográficos dos dois tratamentos de amostra testados. Em preto, P. brasiliense fresca; 
em vermelho, P. brasiliense liofilizada. No detalhe pode-se ver o cromatograma entre 5 e 12 min. Condições 
cromatográficas: coluna: Shim-pack PREP-ODS (Shimadzu®, 250 x 4,6 mm, 5 µm); solvente A: 0,1% AF em 

água + 10 mmol·L–1 NH4OAc; solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 8 a 8,5 min; tempo 
total: 12,5 min; vazão: 1 mL·min–1. 
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Unificando os resultados das duas extrações, pode-se concluir que o extrato gerado a 

partir de massa fresca é mais rico em MAAs. Uma possível explicação para isto é que haja 

perda de tais compostos quando a alga passa pelo processo de secagem por liofilização. Essa 

perda se daria pelo arraste ocasionado pelas moléculas de água que, ao saírem, levam consigo 

parte do material dissolvido (Cronin et al., 1995). Outra possível explicação envolve o 

rendimento de extração. Tartarotti e Sommaruga (2002) apontam que, para amostras secas, o 

rendimento de extração é baixo quando é usado metanol puro como solvente, e aumenta 

quando se usa uma mistura de MeOH : H2O (1:3, v/v). 

Como não foi possível determinar a causa real da menor quantidade de MAAs no 

extrato de massa seca, optou-se pela utilização de massa algal fresca para todas as extrações. 

Além disso, neste estudo também se pôde concluir que apenas uma etapa de extração não é 

suficiente para a extração total de MAAs, seja a alga fresca ou liofilizada. 

4.3 Análise por HPLC-MS 

4.3.1 Otimização do método de HPLC 

Como não há relatos de separação de MAAs na coluna Kinetex PFP, os primeiros 

testes foram realizados com extratos de Helioguard 365®, preparados segundo o item 3.4.2. O 

método testado como comparação foi o descrito no item 3.3.1.1, desenvolvido há alguns anos 

em nosso laboratório (Cardozo, 2007; Cardozo et al., 2011), também para a análise de MAAs. 

 Na Figura 4.13 tem-se a comparação entre uma corrida com o método anterior, 

contendo duas colunas, e o método utilizado com a Kinetex PFP. É possível notar que a nova 

separação foi muito mais rápida e que não houve perda significativa na resolução (Tabela 

4.1), o que é ótimo no desenvolvimento de um método analítico para a análise das MAAs. 

Pensando na utilização desta nova coluna para corridas de isolamento de compostos, contudo, 
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ela já não é recomendada, uma vez que será mais difícil coletar apenas uma fração por vez e a 

quantidade de compostos obtidos a cada corrida será muito pequena. 
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Figura 4.13: Perfis cromatográficos da injeção do extrato de Helioguard 365® por dois diferentes métodos. A: 
Condições cromatográficas: colunas: Synergi Polar-RP (Phenomenex®, 250 x 4,6 mm, 4 µm) e Synergi Fusion 

RP (Phenomenex®, 250 x 4,6 mm, 4 µm), acopladas; solvente A: 0,2% AF em água (v/v), pH 3,14 (ajustado com 
NH4OH); solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 10 a 15 min; tempo total: 25 min; vazão: 
1 mL·min–1; λ: 330 nm. B: Condições cromatográficas: coluna: Kinetex PFP (Phenomenex®, 100 x 4,6 mm, 2,6 

µm); solvente A: 0,2% AF em água (v/v), pH 3,14 (ajustado com NH4OH); solvente B: 100% de MeOH; 
gradiente: de 0 a 100% de B de 2 a 6 min; tempo total: 8 min; vazão: 1,0 mL·min–1; λ: 330 nm. 
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Tabela 4.1: Resolução entre os quatro picos observados nas duas combinações de colunas estudadas. 

Picos 
Resolução* 

Synergi Polar + Fusion Kinetex PFP 

1 – 2 3,79 2,26 
2 – 3 2,23 3,00 
3 – 4 6,19 4,51 

*calculada com valores de largura à meia-altura de acordo com 
( )

2 1

h h
1, 2,

2 2

2 t -t
R = 

1,70 W + W
 
 
 

  (método USP). 

 
 

O teste de qualidade realizado pelo fabricante mostra que o tempo de retenção de 

substâncias não retidas, na vazão de 1 mL·min–1, é de 0,85 min. Como o tempo de retenção do 

primeiro composto eluído é de 1,15 min, pode-se realizar o cálculo do fator de capacidade (k’) 

pela fórmula 

R 0

0

t - t
k' = 

t
 

(sendo que tR é o tempo de retenção do composto de interesse e t0 é o tempo de 

retenção do composto não retido) e obter-se um valor de 0,35. Assim, é possível mostrar que 

os compostos de interesse não são eluídos no volume morto da coluna e estão sendo, sim, 

retidos pela mesma. 

Segundo o manual do fabricante, a eficiência da coluna é maior em vazões mais 

elevadas, especialmente a partir de 1,5 mL·min–1. Os primeiros testes realizados não foram 

muito bem sucedidos – em geral, a pressão foi muito alta e a tubulação soltou da coluna –, 

mas o último teste mostrou um perfil cromatográfico não muito diferente do perfil gerado pela 

primeira corrida (Figura 4.14). Esse teste foi realizado com uma condição cromatográfica 

ligeiramente diferente, com corrida de 5 min e gradiente indo de 0 a 100% do conteúdo da 

bomba B entre 2 e 3 min. 

Após alguns testes com vazão de 1 mL·min–1 com alguns brancos, que 

proporcionaram resultados bastante inesperados (como o surgimento de picos muito largos e 
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em tempos de retenção variados), chegou-se à conclusão de que a capacidade da coluna de 

lidar com mudanças bruscas de solvente foi superestimada. Assim, alterou-se a corrida, que 

passou a ter 8 min, com gradiente indo de 0 a 100% do conteúdo da bomba B entre 2 e 5 min. 
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Figura 4.14: Perfil cromatográfico da corrida de Helioguard 365® realizada com gradiente curto. Condições 
cromatográficas: coluna: Kinetex PFP (Phenomenex®, 100 x 4,6 mm, 2,6 µm); solvente A: 0,2% AF em água 

(v/v), pH 3,14 (ajustado com NH4OH); solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 2 a 3 min; 
tempo total: 5 min; vazão: 1,0 mL·min–1; λ: 330 nm. 

 

Os testes de elevação da vazão seguiram em frente, e pôde-se notar que, a 1,5 

mL·min–1, a pressão ultrapassa o limite do aparelho; logo, percebeu-se não ser possível 

trabalhar na faixa ótima da coluna. O próximo teste, feito a 1,4 mL·min–1, também atingiu o 

limite de pressão do equipamento. Foi apenas em 1,3 mL·min–1 que a pressão máxima 

atingida pelo sistema apresentou certa margem de segurança em relação à pressão suportada 

pelo aparelho (tal vazão alcançou uma pressão de 413 kgf, e a pressão suportada é de 432 

kgf). Dessa forma, optou-se por trabalhar com uma vazão de 1,3 mL·min–1. 

Em seguida, foram testadas diferentes fases móveis aquosas. Os testes iniciaram-se 

com fases semelhantes à usada no método de duas colunas: AF 0,1% (v/v) pH 3,15; AF 0,2% 



  
Resultados e Discussão                    93 

0

20000

40000

60000

0

0

5000

10000

0

5000

10000

15000

0

5000

10000

15000

0 1 2 3 4

0

5000

10000

 

 

 AF 0,1% pH 3,15

 

 AF 0,2% pH 2,15

 

 AF 0,2% pH 3,14

 

 AF 0,2% pH 4,14

 

ab
so

rb
ân

ci
a 

(m
U

A
)

tempo (min)

 AF 0,4% pH 3,14

(v/v) pH 2,50; AF 0,2% (v/v) pH 3,14; AF 0,2% (v/v) pH 4,14; e AF 0,4% (v/v) pH 3,14 

(todas com seu pH ajustado com NH4OH).  

 Pelos cromatogramas apresentados na Figura 4.15, pode-se perceber que aumentar a 

porcentagem de AF ou o pH da solução são alternativas ineficazes, pois só fazem diminuir o 

intervalo de tempo entre os dois compostos majoritários (chinorina e porphyra-334, nessa 

ordem). Uma vez que esse método será utilizado para a análise de amostras diversas, que 

podem ser muito mais complexas do que o padrão Helioguard 365®, é interessante que os 

picos referentes aos compostos majoritários apresentem boa separação, diminuindo as chances 

de coeluição. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.15: Perfis cromatográficos das cinco fases móveis aquosas testadas, entre 0 e 4 minutos (intervalo de 
tempo em que eluem os picos de MAAs do padrão Helioguard®). Condições cromatográficas gerais: coluna: 

Kinetex PFP (Phenomenex®, 100 x 4,6 mm, 2,6 µm); solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 
2 a 5 min; tempo total: 8 min; vazão: 1,3 mL·min–1; λ: 330 nm. Condições específicas: solvente A variável, 

conforme mostra a figura. 
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Um dos objetivos quando do desenvolvimento deste método era acoplar a saída da 

coluna ao espectrômetro de massas e assim realizar análises por HPLC-MS, mais ricas em 

informação. De modo a aumentar o sinal porporcionado por cada composto quando da 

realização de tais análises, optou-se por incluir na fase móvel um sal volátil que promova uma 

melhora na ionização da amostra – no caso, o NH4OAc. Assim, foi testado outro conjunto de 

fases móveis aquosas: AF 0,1% (v/v) sem NH4OAc; AF 0,1% (v/v) + 5 mmol·L–1 NH4OAc; 

AF 0,1% (v/v) + 10 mmol·L–1 NH4OAc; e AF 0,1% (v/v) + 20 mmol·L–1 NH4OAc. 

Tais testes foram realizados com uma das triplicatas de Plocamium brasiliense 

liofilizada. Como esta alga possui apenas uma MAA majoritária, que é a chinorina, o perfil 

cromatográfico foi bem diferente do encontrado para o Helioguard 365® (vide Figura 4.16); 

mesmo assim, é possível comparar todas as condições cromatográficas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.16: Perfis cromatográficos do segundo conjuento de fases móveis aquosas testadas, entre 0 e 3 
minutos (intervalo de tempo em que eluem os picos de MAAs da macroalga P. brasiliense). Condições 

cromatográficas gerais: coluna: Kinetex PFP (Phenomenex®, 100 x 4,6 mm, 2,6 µm); solvente B: 100% de 
MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 2 a 5 min; tempo total: 8 min; vazão: 1,3 mL·min–1; λ: 330 nm. 

Condições específicas: solvente A variável, conforme mostra a figura. 
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Assim como aumentar o pH ou a concentração de AF, aumentar a concentração de 

NH4OAc também não traz benefícios à separação, uma vez que os dois compostos com picos 

mais intensos (chinorina e porphyra-334, nessa ordem) mostram-se muito próximos. A 

condição contendo apenas AF 0,1% (v/v) também não é ideal, uma vez que é interessante para 

a análise por MS que a solução contenha NH4OAc – na realidade, tal condição foi usada 

apenas como base de comparação. 

Analisando as triplicatas realizadas para cada condição, nota-se que a fase aquosa AF 

0,1% (v/v) + 5 mmol·L–1 NH4OAc traz maior reprodutibilidade, além de seus dois picos mais 

intensos estarem ligeiramente mais distantes do que os da condição AF 0,1% (v/v) + 10 

mmol·L–1 NH4OAc. Dessa forma, a fase móvel aquosa escolhida foi AF 0,1% (v/v) + 5 

mmol·L–1 NH4OAc. 

A condição final selecionada, portanto, foi: coluna Kinetex PFP (Phenomenex®, 100 x 

4,6 mm, 2,6 µm), a 24 °C, com sistema de solventes constituído de AF 0,1% (v/v) + 5 

mmol·L–1 NH4OAc (bomba A) e MeOH 100% (bomba B), com vazão de 1,3 mL·min–1, 

corrida de duração de 8 min e gradiente indo de 0 a 100% do conteúdo da bomba B entre 2 e 5 

min. Contudo, ao se transferir o método para o sistema de HPLC Agilent 1200 Series, foi 

necessário introduzir algumas modificações, para que a pressão gerada não ultrapassasse os 

limites do equipamento. Dessa forma, o método passou a ser o descrito acima, mas a 30 °C e 

com vazão de 1,1 mL·min–1. 

Com o aumento de temperatura, a viscosidade da fase móvel diminui, o que resulta em 

menor pressão no equipamento e também em melhora na difusão dentro do sistema 

cromatográfico, gerando picos mais estreitos – mas não necessariamente mais bem resolvidos, 

uma vez que o aumento de temperatura também costuma diminuir os tempos de retenção. 
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4.3.2 Desenvolvimento de métodos de MS 

4.3.2.1 Método exploratório 

A ideia central nesta etapa era desenvolver um método analítico que pudesse funcionar 

como diagnóstico, acusando as amostras (e os tempos de retenção) em que se poderia 

encontrar imino-MAAs. Esta informação obtida por espectrometria de massas, em conjunto 

com a informação cromatográfica, é tanto capaz de identificar MAAs conhecidas quanto 

apontar picos cromatográficos que representem MAAs de estrutura ainda não descrita. 

Para a elaboração deste “método diagnóstico”, foi necessário buscar na literatura quais 

seriam os fragmentos mais comuns quando de sua fragmentação por ionização à pressão 

atmosférica. Segundo Whitehead e Hedges (2003), o fragmento mais comum seria o de m/z 

197, acompanhado de outros fragmentos que também seriam característicos de MAAs: m/z 

137, 168, 186 e 199. Outros autores, por estudos teóricos e práticos, propõem vias de 

fragmentação que levariam à geração dos íons de m/z 137, 168, 186 e 197, mas apontam que o 

fragmento mais comum seria o de m/z 186 (Cardozo et al., 2006; 2008; 2009). 

Tendo em vista esta heterogeneidade nos resultados obtidos por diferentes grupos de 

pesquisa, optou-se por utilizar ambos os fragmentos, m/z 186 e m/z 197, para o diagnóstico de 

MAAs. O modo Precursor Ion faz com que o equipamento busque por todos os íons, dentro 

do intervalo de massas estabelecido (neste caso, de m/z 200 a 400), que geram pelo menos um 

dos fragmentos em questão. Um resultado típico obtido por este método está exemplificado na 

Figura 4.17, na qual se vê o padrão Helioguard 365®, o qual foi a matéria-prima usada para o 

desenvolvimento do método. 
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Figura 4.17: Resultados típicos do método exploratório desenvolvido. A: À esquerda, perfil geral da 
espectrometria de massas (TIC – Total Ion Count); à direita, perfil cromatográfico em 330 nm. B: À esquerda, 
perfil temporal da intensidade de íons precursores que geram o fragmento de m/z 186; à direita, perfil temporal 
da intensidade de íons precursores que geram o fragmento de m/z 197. C: Identificação de íons precursores no 

pico 1 (chinorina); à esquerda, íons geradores do pico de m/z 186; à direita, à esquerda, íons geradores do pico de 
m/z 197. D: Identificação de íons precursores no pico 2 (porphyra-334); à esquerda, íons geradores do sinal de 
m/z 186; à direita, à esquerda, íons geradores do sinal de m/z 197. Condições cromatográficas: coluna: Kinetex 

PFP (Phenomenex®, 100 x 4,6 mm, 2,6 µm); solvente A: 0,1% AF em água (v/v) + 5 mmol·L–1 NH4OAc; 
solvente B: 100% de MeOH; gradiente: de 0 a 100% de B de 2 a 5 min; tempo total: 8 min; vazão: 1,3 mL·min–

1; λ: 330 nm.  
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Por estes resultados, percebe-se que o método é perfeitamente capaz de cumprir seu 

propósito: indicar quais picos do perfil cromatográfico possuem alguma imino-MAA. Dessa 

forma, a análise de MAAs passa a ser mais exata, uma vez que a análise por HPLC com 

leitura em detector de arranjo de diodos (DAD) pode trazer resultados dúbios e de difícil 

interpretação – especialmente porque pelo menos doze MAAs conhecidas possuem seu λmáx 

entre 330 e 336 nm. O método criado parece ser aplicável a todo tipo de amostra que possua 

imino-MAAs. 

Infelizmente, método semelhante não pôde ser desenvolvido para as oxo-MAAs, dado 

que não há informações suficientes disponíveis na literatura sobre sua fragmentação. Mesmo 

assim, com o avanço dos estudos sobre diversos aspectos desses compostos, acreditamos que 

seja possível construir um método similar, a ser empregado principalmente em fungos – nos 

quais só foram encontradas, por ora, oxo-MAAs (Sinha et al., 2007). 

 

4.3.2.2 Método quantitativo 

Nesta etapa, buscamos desenvolver um método que atuasse tanto como um 

diagnóstico mais específico – buscando por massas específicas de MAAs e seus principais 

fragmentos gerados – quanto tornasse possível a quantificação dessas moléculas. A criação de 

tal método foi limitada pela quantidade de MAAs presentes em quantidade adequada nas 

amostras estudadas, o que acabou por excluir muitas das MAAs já conhecidas. No entanto, foi 

possível estabelecer condições analíticas para sete íons quasimoleculares [M+H]+: m/z 245, 

m/z 285, m/z 289, m/z 303, m/z 317, m/z 333 e m/z 347. 

Dentre estes íons, alguns tiveram sua identidade resolvida imediatamente, por 

comparação com o padrão Helioguard® ou com dados da literatura. Outros necessitaram de 

estudos mais intensos, uma vez que existe mais de MAA conhecida com a mesma massa – 

caso dos íons de m/z 289 e m/z 303. Por último, há um íon que não correspondia a nenhuma 
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MAA identificada até então, o de m/z 317. Na Tabela 4.2, pode-se ver a relação entre cada um 

dos íons quasimoleculares [M+H]+ e sua(s) MAA(s) correspondente(s). 

 

Tabela 4.2: Atribuição dos íons quasimoleculares [M+H]+ estudados pelo método quantitativo. 

Íon quasimolecular [M+H]+ (m/z) MAA(s) 

245 Palitina 
285 Usujireno/Paliteno (par cis/trans) 

289 
Asterina-330 

m/z 289 

303 
Palitinol 

Micosporina-2-glicina 
317 desconhecida 
333 Chinorina 
347 Porphyra-334 

 

 

Para se realizar a quantificação absoluta de algumas MAAs, foi necessário utilizar os 

padrões isolados de chinorina, palitina e porphyra-334 gerados por HPLC e cromatografia em 

coluna. Suas concentrações foram determinadas e foi construída uma curva de calibração para 

cada composto (Figura 4.18). A faixa de concentração dos isolados de chinorina e palitina 

ficou entre 6,25·10–6 mol·L–1 e 1·10–4 mol·L–1, enquanto para a porphyra foi de 6,25·10–6 

mol·L–1 a 5·10–4 mol·L–1. 

A quantificação absoluta das outras MAAs, que não possuíam padrões isolados, não 

foi possível; nestes casos, foi possível apenas realizar uma quantificação relativa, de modo a 

comparar a quantidade de tais compostos em diferentes amostras. 

 



  
Resultados e Discussão                    100 

 

 
Palitina 
 
y = 3,75·107 · x0,611 
r = 0,9963 

 

 
Chinorina 
 
y = 1,35·106 · x0,584 
r = 0,9928 

 

 
Porphyra-334 
 
y = 3,15·107 · x0,681 
r = 0,9964 

Figura 4.18: Curvas de calibração, por espectrometria de massas, dos isolados de palitina, chinorina e porphyra-
334, respectivamente. As equações de cada curva e seus coeficientes de correlação estão descritos ao lado de 

cada gráfico. 

 

Resultados obtidos pela utilização deste método podem ser vistos na Tabela 4.5, no 

item 4.4.2. Apesar da confecção das curvas de calibração, nem todos os conteúdos de 

chinorina, palitina e porphyra-334 puderam ser adequadamente quantificados. Isso se deve ao 

fato de alguns dos picos cromatográficos referentes a essas moléculas mostrarem-se muito 
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baixos, não chegando a apresentar razão sinal/ruído superior a 10 – valor preconizado pela 

FDA (U.S. Food and Drug Administration) e pela ICH (International Conference on 

Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human 

Use, ou Conferência Internacional sobre harmonização de requisitos técnicos para o registro 

de productos farmacêuticos para uso humano) para a quantificação de compostos 

(International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of 

Pharmaceuticals for Human Use, 2005). Neste caso, picos que apresentaram razão sinal/ruído 

entre 3 e 10 foram apenas identificados; e picos com tal razão inferior a 3 foram descartados. 

Tais análises foram feitas para todas as amostras, uma a uma. 

Utilizando-se este método, a m/z 289 foi encontrada em dois diferentes tempos de 

retenção, indicando dois compostos diferentes com a mesma massa molecular. 

Interessantemente, apenas uma amostra apresentou estes dois diferentes compostos, a alga 

Ochtodes secundiramea coletada na praia Ponta de Ubu em 2011. O composto mais frequente 

foi identificado como sendo a MAA asterina-330, já descrita como bastante comum em 

macroalgas e também como presente em alguns dos gêneros aqui estudados, nos quais 

também foi encontrada, como Acanthophora, Hypnea, Gracilaria, Plocamium e Codium 

(Sinha et al., 2007). A identidade da outra molécula não pôde ser confirmada – segundo a 

literatura, as outras duas MAAs que possuem massa molecular de 288 Da são a palitina-

treonina e a micosporina-metilamina-serina, e o perfil de fragmentação gerado pelas amostras 

em MRM não é suficiente para dar certeza da identidade do composto. Deste modo, optou-se 

por manter esta molécula com a nomenclatura “m/z 289”.  

Outra m/z encontrada em mais de um tempo de retenção foi a m/z 303. Neste caso, foi 

possível fragmentar os dois diferentes compostos (Figura 4.19) e tentar identificá-los. Dentre 

as MAAs já identificadas em organismos marinhos que apresentam íon quasimolecular de m/z 

303, tem-se o palitinol, a micosporina-2-glicina e a aplisiapalitina A. O palitinol é a MAA 
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mais estudada dentre as três e já foi encontrado em três gêneros presentes neste trabalho, a 

saber: Acanthophora, Gracilaria e Porphyra (gênero ao qual pertencia a espécie Pyropia 

spiralis) (Banaszak et al., 1998; Cardozo et al., 2011; Hoyer et al., 2001; Huovinen et al., 

2004; Karsten et al., 1998c). Tendo em vista que quase todas as amostras testadas de tais 

gêneros continham o mesmo composto de m/z 303, e que os fragmentos gerados por 

espectrometria de massas (Figura 4.19A) são condizentes com a literatura (Cardozo, 2007), 

uma das moléculas em questão foi identificada como sendo o palitinol. A outra molécula, por 

sua vez, gerou fragmentos (Figura 4.19B) que estão de acordo com o descrito na literatura 

para a micosporina-2-glicina (Cardozo, 2007). Dessa forma, foi possível identificar as MAAs 

palitinol e micosporina-2-glicina. 
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Figura 4.19: Espectros de fragmentação e fórmula estrutural de ambas as espécies de íon quasimolecular [M+H] + 
de m/z 303. A: Molécula identificada como palitinol. B: Molécula identificada como micosporina-2-glicina. 
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Este método se mostrou uma boa alternativa ao método convencional de análise de 

MAAs, realizado por HPLC com leitura em detector de arranjo de diodos. Inclusive, são raros 

os relatos de quantificação na literatura, e mais raros ainda os trabalhos que realizam 

quantificação absoluta das MAAs nas amostras estudadas – dentre estes últimos, pode-se 

destacar os trabalhos de Carreto et al. (2005) e Cardozo et al. (2011). 

Com a elaboração de uma curva de calibração em um equipamento de espectrometria 

de massas, o método alia acuidade, precisão e sensibilidade de modo inédito. Isto diminui as 

incertezas geradas pelo método mais comum, que quantifica MAAs apenas fazendo um 

paralelo entre a absortividade molar do composto em seu comprimento de onda de máxima 

absorção e a área do pico obtido para o mesmo, sem uma curva-padrão (Banaszak et al., 1998; 

Carefoot et al., 1998; de la Coba et al., 2009b; Hoyer et al., 2001; Hoyer et al., 2002; Karsten 

et al., 1998b; Korbee Peinado et al., 2004; Nahon et al., 2012). Desta forma, acreditamos que 

este método possa ser implantado como método de escolha para a análise de MAAs em 

laboratórios que tenham acesso a um equipamento de HPLC-MS. Além disso, o método 

apresenta grande potencial de expansão, uma vez que possibilita a inclusão de diversas outras 

MAAs. 

Até onde vai nosso conhecimento, este é o primeiro método que se propõe a 

quantificar MAAs de forma absoluta por meio de HPLC-MS. As estruturas das MAAs 

conhecidas que puderam ser quantificadas podem ser vistas na Figura 4.20. 
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4.4 Análise do perfil de MAAs das macroalgas 

4.4.1 Distribuição dos táxons estudados 

O Espírito Santo é tido como um estado muito rico para o estudo de flora ficológica, 

uma vez que é considerado uma zona de transição entre a região tropical (Norte/Nordeste) e a 

temperada quente (Sul/Sudeste), apresentando características peculiares e alta diversidade 

palitina 

porphyra-334 

asterina-330 

paliteno 

usujireno 

chinorina 

micosporina-2-glicina 
palitinol 

Figura 4.20: Estruturas das MAAs estudadas pelo método quantitativo. 
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específica – esta última associada à heterogeneidade de ambientes e às condições de 

temperatura. Com relação às macroalgas marinhas, o Espírito Santo é tido como o segundo 

estado com maior riqueza de táxons do Brasil, ficando atrás apenas do Rio de Janeiro (Bicudo 

e Menezes, 2010). 

Dos 416 táxons de macroalgas descritos para o estado, 257 (62%) são de rodófitas, 97 

(23%) de clorófitas e 62 (15%) de feófitas (Bicudo e Menezes, 2010). Comparando estes 

dados com os apresentados na Tabela 4.3 e na Figura 4.21, onde estão mostrados os números 

de amostras, táxons infregenéricos (espécies e variedades) e gêneros coletados no estado do 

Espírito Santo, é possível dizer que as algas vermelhas encontram-se sub-representadas em 

nosso espaço amostral, enquanto as algas verdes e pardas estão ligeiramente 

sobrerrepresentadas. Mesmo assim, o estudo não perde importância química, dado que a 

proposta é estudar o perfil de MAAs de diversas macroalgas brasileiras. 

 

Tabela 4.3: Distribuição das amostras coletadas dentre os três grupos que abrigam macroalgas: Rhodophyta 
(algas vermelhas), Chlorophyta (algas verdes) ou Ochrophyta (algas pardas). 

 Rhodophyta Chlorophyta Ochrophyta TOTAL 

Amostras 33 22 12 67 
Táxons infragenéricos 
(espécies / variedades) 

24 13 8 45 

Gêneros 18 8 6 32 

 

De todas as praias visitadas (Bacutia, Castelhanos, Meaípe, dos Padres, Parati e Ponta 

de Ubu), a praia dos Castelhanos foi certamente a mais interessante para coletas na maré 

baixa. Uma característica marcante dessa praia é a presença de recifes rochosos de baixa 

inclinação e alta complexidade estrutural, que ficam em grande parte emersos durante o 

período de maré baixa. Neste período, formam-se poças de maré em depressões na superfície 

do recife, o que proporciona a ocorrência de diversas espécies, tanto de algas quanto de 

invertebrados sésseis, e facilita a coleta (Pimentel, 2012). Esta foi a única praia visitada tanto 
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na coleta de 2011 quanto na de 2014, gerando um volume de amostras coletadas que 

representa cerca de 60% do total e possui representantes de 73% das espécies estudadas. 
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Figura 4.21: Proporção de algas vermelhas, pardas e verdes no número total de amostras coletadas, no número de 
espécies (e variedades) e no número de gêneros. 

 

4.4.2 Análise das MAAs 

Uma vez que as análises das MAAs presentes nas macroalgas coletadas foram 

realizadas pelos dois métodos por HPLC-MS desenvolvidos, o exploratório e o quantitativo, 

foram obtidos dois tipos de resultados diferentes. O resultado gerado pelo método 

exploratório é qualititativo e, além disso, é tentativo: como foi desenvolvido para ser um 

“guia” da presença de MAAs em uma amostra, não pode ser tomado como resultado 

definitivo, correndo-se o risco de aceitar resultados falsos positivos e falsos negativos. 
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Na Tabela 4.4, tem-se os resultados obtidos com o método exploratório. Pode-se notar 

que ele fornece bastante informação, mas apenas de forma qualitativa – mesmo assim, foi 

capaz de identificar uma MAA de m/z até então não descrito na literatura, o m/z 317. Para se 

obter mais informação, como a confirmação da identidade de cada pico cromatográfico e sua 

quantidade, passa a ser necessária a utilização do método quantitativo. Os resultados das 

análises realizadas por este método, para todas as algas estudadas, podem ser vistos na Tabela 

4.5. No caso das MAAs quantificadas, os valores foram normalizados pelo peso fresco de alga 

utilizado para a extração. Em seguida, nas Figuras 4.22 a 4.26, tem-se a determinação 

semiquantitativa das MAAs asterina-330, palitinol, micosporina-2-glicina, m/z 317 e do par 

trans/cis paliteno/usujireno. 
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Tabela 4.4: Análise qualitativa da presença de MAAs nas macroalgas do Espírito Santo utilizando o método 
exploratório. 

(continua) 

Espécie Coleta 
m/z 

245 285 289 303 317 333 347 

 Rhodophyta         
Acanthophora spicifera Castelhanos  15/05/2014 x x x x  x x 
Amansia multifida Castelhanos  15/05/2014 x x x x   x 
Amphiroa fragilissima Meaípe  14/05/2014 x  x   x  
Botryocladia occidentalis Castelhanos  27/09/2011        
Bryothamnion seaforthii Castelhanos  28/09/2011 x   x   x 
Ceratodictyon variabile Castelhanos  15/05/2014 x  x x    
Cryptonemia crenulata Castelhanos  28/09/2011        
C. seminervis Ponta de Ubu  26/09/2011        
Dichotomaria marginata Ponta de Ubu  26/09/2011 x     x x 
D. marginata Castelhanos  27/09/2011      x  
D. marginata Meaípe  14/05/2014 x     x  
D. marginata Castelhanos  15/05/2014 x     x  
Gracilaria cervicornis Meaípe  14/05/2014 x  x x  x x 
G. cuneata Castelhanos  28/09/2011 x  x x   x 
G. domingensis Castelhanos  28/09/2011 x  x x  x x 
Gracilaria cf. intermedia Castelhanos  15/05/2014        
Gracilaria cf. mamillaris  Castelhanos  15/05/2014 x  x   x x 
G. tepocensis Castelhanos  28/09/2011 x  x x  x x 
Heterosiphonia gibbesii Castelhanos  27/09/2011      x  
Hydropuntia caudata Castelhanos  15/05/2014 x x x x  x x 
Hypnea musciformis Castelhanos  15/05/2014 x  x x  x x 
Jania rubens Castelhanos  27/09/2011 x  x   x x 
Ochtodes secundiramea Ponta de Ubu  26/09/2011  x       
O. secundiramea Meaípe  14/05/2014 x  x x x   
O. secundiramea Castelhanos  15/05/2014 x  x x x x  
Plocamium brasiliense Ponta de Ubu  26/09/2011 x     x  
P. brasiliense Meaípe  14/05/2014 x  x   x  
Pterocladiella capillacea Padres  16/05/2014 x  x   x  
Pyropia spiralis Parati  26/09/2011 x x x x  x x 
P. spiralis Bacutia  26/10/2011 x x x x  x x 
Tricleocarpa cylindrica Ponta de Ubu  26/09/2011      x x 
T. cylindrica Castelhanos  27/09/2011        
T. cylindrica Castelhanos  15/05/2014 x     x x 
         
 Chlorophyta         
Anadyomene stellata Castelhanos  27/09/2011        
Caulerpa cupressoides 
var. lycopodium 

Ponta de Ubu  26/09/2011 
       

C. cupressoides var. 
lycopodium  

Meaípe  14/05/2014 
       

C. cupressoides var. 
lycopodium  

Castelhanos  15/05/2014 
      x 

C. prolifera Castelhanos  27/09/2011        
C. racemosa var. 
macrophysa  

Castelhanos  28/09/2011 
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Tabela 4.4: Análise qualitativa da presença de MAAs nas macroalgas do Espírito Santo utilizando o método 
exploratório. 

(conclusão) 

Espécie Coleta 
m/z 

245 285 289 303 317 333 347 

C. racemosa var. 
occidentalis 

Ponta de Ubu  26/09/2011        

C. racemosa var. 
occidentalis  

Meaípe  14/05/2014        

C. racemosa var. 
occidentalis 

Castelhanos  15/05/2014        

C. sertularioides Ponta de Ubu  26/09/2011        
C. sertularioides Castelhanos  27/09/2011 x x x x   x 
C. sertularioides Castelhanos  15/05/2014        
Chaetomorpha antennina Parati  26/09/2011      x  
Cladophora prolifera Castelhanos  27/09/2011        
Codium decorticatum Ponta de Ubu  26/09/2011        
C. isthmocladum Meaípe  14/05/2014        
C. isthmocladum Castelhanos  15/05/2014        
Halimeda cuneata Ponta de Ubu  26/09/2011        
H. cuneata Castelhanos  27/09/2011        
H. cuneata Castelhanos  15/05/2014        
Udotea flabellum Ponta de Ubu  26/09/2011        
Ulva rigida Ponta de Ubu  26/09/2011        
         
 Ochrophyta         
Canistrocarpus 
cervicornis 

Meaípe  14/05/2014        

C. cervicornis Castelhanos  15/05/2014        
Colpomenia sinuosa Meaípe  14/05/2014        
Dictyopteris delicatula Meaípe  14/05/2014        
D. delicatula Castelhanos  15/05/2014 x x x x   x 
Padina gymnospora Ponta de Ubu  26/09/2011 x       
P. gymnospora Castelhanos  28/09/2011        
P. tetrastromatica Castelhanos  15/05/2014        
Sargassum cymosum Castelhanos  15/05/2014        
S. vulgare Meaípe  14/05/2014        
Zonaria tournefortii Castelhanos  27/09/2011        
Z. tournefortii Castelhanos  15/05/2014        
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Tabela 4.5: Ocorrência de MAAs nas macroalgas coletadas no estado do Espírito Santo – Brasil. 

(continua) 

Espécie Coleta 
MAA (µg/g peso fresco de alga) (n = 3) 

PT CH PR PE/US AS m/z 289 m/z 317 PL M2G 

 Rhodophyta           
Acanthophora spicifera Castelhanos  15/05/2014 53 ± 1 0,89 ± 0,03 652 ± 56 sim* sim ––– ––– sim ––– 
Amansia multifida Castelhanos  15/05/2014 39 ± 1 0,07 ± 0,02 17,1 ± 0,7 sim sim ––– ––– sim ––– 
Amphiroa fragilissima Meaípe  14/05/2014 40 ± 5 65 ± 9 sim ––– sim ––– ––– sim ––– 
Botryocladia occidentalis Castelhanos  27/09/2011 sim ––– sim sim ––– ––– ––– ––– ––– 
Bryothamnion seaforthii Castelhanos  28/09/2011 0,33 ± 0,03 1,1 ± 0,2 6,4 ± 0,1 ––– sim ––– ––– sim ––– 
Ceratodictyon variabile Castelhanos  15/05/2014 54 ± 6 0,07 ± 0,03 ––– ––– sim ––– ––– ––– sim 
Cryptonemia crenulata Castelhanos  28/09/2011 sim ––– 0,052 ± 0,009 sim ––– ––– ––– sim ––– 
C. seminervis Ponta de Ubu  26/09/2011 0,033 ± 0,004 sim 0,50 ± 0,05 sim sim ––– ––– sim ––– 
Dichotomaria marginata Ponta de Ubu  26/09/2011 0,09 ± 0,02 12 ± 1 2,1 ± 0,2 ––– sim ––– ––– sim ––– 
D. marginata Castelhanos  27/09/2011 sim 10 ± 1 0,12 ± 0,02 ––– sim ––– ––– ––– ––– 
D. marginata Meaípe  14/05/2014 sim 17,3 ± 0,3 0,338 ± 0,006 ––– sim ––– ––– ––– ––– 
D. marginata Castelhanos  15/05/2014 sim 23 ± 3 0,38 ± 0,05 ––– sim ––– ––– ––– ––– 
Gracilaria cervicornis Meaípe  14/05/2014 0,18 ± 0,03 5 ± 2 106 ± 10 ––– sim ––– ––– sim ––– 
G. cuneata Castelhanos  28/09/2011 2,71 ± 0,05 sim 1,3 ± 0,1 ––– sim ––– ––– sim ––– 
G. domingensis Castelhanos  28/09/2011 6,1 ± 0,3 23 ± 3 67 ± 2 sim sim ––– ––– sim ––– 
Gracilaria cf. intermedia Castelhanos  15/05/2014 ––– 0,005 ± 0,006 sim ––– ––– ––– ––– ––– sim 
Gracilaria cf. mamillaris  Castelhanos  15/05/2014 0,15 ± 0,03 178 ± 7 18,2 ± 0,7 ––– sim ––– ––– ––– ––– 
G. tepocensis Castelhanos  28/09/2011 6,5 ± 0,2 24 ± 5 45,7 ± 0,7 ––– sim ––– ––– sim ––– 
Heterosiphonia gibbesii Castelhanos  27/09/2011 sim 13 ± 2 0,13 ± 0,02 ––– sim ––– ––– ––– sim 
Hydropuntia caudata Castelhanos  15/05/2014 182 ± 7 134 ± 12 229 ± 11 sim sim ––– ––– sim ––– 
Hypnea musciformis Castelhanos  15/05/2014 63 ± 7 1757 ± 97 5,1 ± 0,3 ––– sim ––– ––– sim ––– 
Jania rubens Castelhanos  27/09/2011 0,010 ± 0,002 15,3 ± 0,7 12,2 ± 0,8 ––– sim ––– ––– ––– ––– 
Ochtodes secundiramea Ponta de Ubu  26/09/2011  0,24 ± 0,03 sim sim ––– sim sim ––– ––– sim 
O. secundiramea Meaípe  14/05/2014 0,54 ± 0,04 0,2 ± 0,1 ––– ––– ––– sim sim ––– sim 
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Tabela 4.5: Ocorrência de MAAs nas macroalgas coletadas no estado do Espírito Santo – Brasil. 

(continuação) 

Espécie Coleta 
MAA (µg/g peso fresco de alga) (n = 3) 

PT CH PR PE/US AS m/z 289 m/z 317 PL M2G 

O. secundiramea Castelhanos  15/05/2014 0,52 ± 0,06 0,17 ± 0,04 ––– ––– ––– sim sim ––– sim 
Plocamium brasiliense Ponta de Ubu  26/09/2011 0,09 ± 0,01 34,6 ± 0,8 0,11 ± 0,02 ––– ––– ––– ––– ––– sim 
P. brasiliense Meaípe  14/05/2014 5 ± 1 371 ± 100 0,15 ± 0,04 ––– sim ––– ––– ––– sim 
Pterocladiella capillacea Padres  16/05/2014 0,10 ± 0,01 363 ± 118 0,24 ± 0,02 ––– sim ––– ––– ––– ––– 
Pyropia spiralis Parati  26/09/2011 4,2 ± 0,2 15 ± 2 574 ± 19 sim sim ––– ––– sim ––– 
P. spiralis Bacutia  26/10/2011 2,1 ± 0,2 1236 ± 147 694 ± 71 sim sim ––– ––– sim ––– 
Tricleocarpa cylindrica Ponta de Ubu  26/09/2011 sim 21 ± 1 0,67 ± 0,07 ––– sim ––– ––– ––– ––– 
T. cylindrica Castelhanos  27/09/2011 ––– ––– sim ––– ––– ––– ––– ––– sim 
T. cylindrica Castelhanos  15/05/2014 sim 52 ± 3 7 ± 1 ––– sim ––– ––– ––– ––– 
           
 Chlorophyta           
Anadyomene stellata Castelhanos  27/09/2011 sim sim sim sim ––– ––– ––– ––– ––– 
Caulerpa cupressoides var. 
lycopodium 

Ponta de Ubu  26/09/2011 sim ––– 0,09 ± 0,01 ––– ––– ––– ––– ––– ––– 

C. cupressoides var. lycopodium  Meaípe  14/05/2014 sim ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
C. cupressoides var. lycopodium  Castelhanos  15/05/2014 ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
C. prolifera Castelhanos  27/09/2011 0,0008 ± 0,0003 ––– 0,03 ± 0,02 ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
C. racemosa var. macrophysa  Castelhanos  28/09/2011 sim ––– sim sim sim ––– ––– ––– ––– 
C. racemosa var. occidentalis Ponta de Ubu  26/09/2011 ––– ––– sim ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
C. racemosa var. occidentalis  Meaípe  14/05/2014 sim ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
C. racemosa var. occidentalis Castelhanos  15/05/2014 ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
C. sertularioides Ponta de Ubu  26/09/2011 sim sim 0,25 ± 0,05 ––– sim ––– ––– ––– ––– 
C. sertularioides Castelhanos  27/09/2011 0,065 ± 0,007 0,21 ± 0,05 21 ± 2 sim sim ––– ––– sim ––– 
C. sertularioides Castelhanos  15/05/2014 sim ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
Chaetomorpha antennina Parati  26/09/2011 0,0019 ± 0,0005 sim 0,48 ± 0,03 ––– sim ––– ––– sim ––– 
Cladophora prolifera Castelhanos  27/09/2011 0,005 ± 0,001 sim 0,39 ± 0,04 ––– sim ––– ––– sim ––– 
Codium decorticatum Ponta de Ubu  26/09/2011 sim ––– sim ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
C. isthmocladum Meaípe  14/05/2014 sim ––– sim ––– sim ––– ––– ––– ––– 
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Tabela 4.5: Ocorrência de MAAs nas macroalgas coletadas no estado do Espírito Santo – Brasil. 

(conclusão) 

Espécie Coleta 
MAA (µg/g peso fresco de alga) (n = 3) 

PT CH PR PE/US AS m/z 289 m/z 317 PL M2G 

C. isthmocladum Castelhanos  15/05/2014 ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
Halimeda cuneata Ponta de Ubu  26/09/2011 sim sim 0,029 ± 0,007 ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
H. cuneata Castelhanos  27/09/2011 sim ––– sim ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
H. cuneata Castelhanos  15/05/2014 ––– ––– sim ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
Udotea flabellum Ponta de Ubu  26/09/2011 ––– ––– 0,14 ± 0,06 ––– sim ––– ––– sim ––– 
Ulva rigida Ponta de Ubu  26/09/2011 sim ––– 0,25 ± 0,04 ––– sim ––– ––– ––– ––– 
           
 Ochrophyta           
Canistrocarpus cervicornis Meaípe  14/05/2014 0,0068 ± 0,0001 ––– ––– ––– ––– ––– ––– sim ––– 
C. cervicornis Castelhanos  15/05/2014 sim ––– ––– sim ––– ––– ––– sim ––– 
Colpomenia sinuosa Meaípe  14/05/2014 0,030 ± 0,002 sim sim sim ––– ––– ––– ––– ––– 
Dictyopteris delicatula Meaípe  14/05/2014 0,094 ± 0,003 sim ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
D. delicatula Castelhanos  15/05/2014 3,2 ± 0,2 sim 8 ± 1 sim sim ––– ––– sim ––– 
Padina gymnospora Ponta de Ubu  26/09/2011 0,004 ± 0,002 ––– 0,21 ± 0,06 sim sim ––– ––– ––– ––– 
P. gymnospora Castelhanos  28/09/2011 sim sim sim sim sim ––– ––– sim ––– 
P. tetrastromatica Castelhanos  15/05/2014 ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
Sargassum cymosum Castelhanos  15/05/2014 ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
S. vulgare Meaípe  14/05/2014 sim ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– ––– 
Zonaria tournefortii Castelhanos  27/09/2011 sim ––– sim sim ––– ––– ––– ––– ––– 
Z. tournefortii Castelhanos  15/05/2014 ––– ––– ––– sim sim ––– ––– ––– ––– 

PT, palitina; CH, chinorina, PR, porphyra-334; PE/US, paliteno/usujireno (par trans/cis); AS, asterina-330; PL, palitinol; M2G, micosporina-2-glicina. 
*sim: MAA encontrada na amostra, mas não passível de quantificação. 
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Figura 4.22: Quantificação relativa da MAA asterina-330 nas amostras em que pôde ser identificada. As médias 

apresentadas pelas algas de cada grupo, indicado pelas letras a/b/c/..., não podem ser consideradas 
estatisticamente diferentes (teste Tukey). 

asterina-330 
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Figura 4.23: Quantificação relativa da MAA micosporina-2-glicina nas amostras em que pôde ser identificada. 
As médias apresentadas pelas algas de cada grupo, indicado pelas letras a/b/c/..., não podem ser consideradas 

estatisticamente diferentes (teste Tukey). 

micosporina-2-glicina 
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Figura 4.24: Quantificação relativa da MAA palitinol nas amostras em que pôde ser identificada. As médias 
apresentadas pelas algas de cada grupo, indicado pelas letras a/b/c/..., não podem ser consideradas 

estatisticamente diferentes (teste Tukey). 

palitinol 
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Figura 4.25: Quantificação relativa do par trans/cis paliteno/usujireno nas amostras em que pôde ser 
identificado. As médias apresentadas pelas algas de cada grupo, indicado pelas letras a/b/c/..., não podem ser 

consideradas estatisticamente diferentes (teste Tukey). 

paliteno usujireno 
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Figura 4.26: Quantificação relativa da MAA de m/z 317 nas amostras em que pôde ser identificada. As médias 
apresentadas pelas algas de cada grupo, indicado pelas letras a/b/c/..., não podem ser consideradas 

estatisticamente diferentes (teste Tukey). 

 

O perfil de distribuição de MAAs nas amostras – com concentrações e variedade 

maiores em algas vermelhas, menores em algas pardas e ainda menores em algas verdes – 

segue o mesmo perfil de distribuição de metabólitos secundários de forma geral. Com 

aproximadamente 1500 produtos naturais descritos, as rodófitas superam as clorófitas e 

feófitas (com cerca de 1150 e 300 produtos naturais descritos, respectivamente) tanto em 

abundância quanto em diversidade (Maschek e Baker, 2008).  

Uma vez que organismos fotossintetizantes aquáticos estão expostos às radiações 

visíveis e RUV do espectro em seu habitat natural – inclusive debaixo da superfície do mar, 

onde os efeitos biológicos da RUV estendem-se por pelo menos 20 m em águas bem 

transparentes (Jerlov, 1950) –, eles desenvolveram mecanismos de defesa contra os efeitos 

maléficos destas radiações. Movimentação vertical na coluna de água (Smith et al., 1992), 

redução do hábito do talo e/ou formação de tapetes (“ turf”) (Barnes et al., 2014), reparo no 
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DNA por fotorreativação e excisão (Britt, 1995) e acúmulo de antioxidantes – enzimáticos ou 

não – (Dunlap e Shick, 1998) e de compostos que absorvem RUV são alguns exemplos destes 

mecanismos (Häder et al., 2015).  

O acúmulo de compostos que absorvem RUV é tido como a primeira linha de defesa 

da célula, uma vez que impede que a RUV penetre no meio celular e cause danos, direta ou 

indiretamente. Além disso, o uso desta “proteção passiva” por um organismo pode ter também 

vantagens energéticas, dado que processos de fuga e reparo passam a ser menos requisitados 

(Cockell e Knowland, 1999). Assim, seria esperado encontrar substâncias com esta 

propriedade em todos os organismos estudados neste trabalho. Contudo, diversas algas não 

apresentaram quantidades detectáveis de MAAs, indicando que provavelmente possuem 

outras classes de compostos que cumprem a mesma função. 

Nas algas pardas, o papel fotoprotetor parece ser desempenhado primariamente pelos 

florotaninos, em vez de pelas MAAs. Florotaninos são compostos fenólicos encontrados 

exclusivamente em feófitas, nas quais atingem de 10% a 20% do peso seco (Maschek e Baker, 

2008). Por estarem localizadas na periferia de células e tecidos, e por possuírem máximos de 

absorbância entre 200 e 300 nm (abrangendo o UV-C e parte do UV-B), sugeriu-se que 

tenham função fotoprotetora nos organismos que as possuem – fato que já foi evidenciado por 

Pavia et al. (1997), Swanson e Druehl (2002) e Gómez e Huovinen (2010). 

Nas algas verdes, não se sabe quais compostos cumpririam esta função, se é que 

realmente há algum – afinal, outras estratégias de defesa, como o reparo de DNA e o acúmulo 

de compostos antioxidantes, podem ser suficientes para a mitigação dos efeitos danosos da 

RUV. Todas as divisões de macroalgas possuem compostos fenólicos (Clifford, 2000); logo, 

esta pode ser uma alternativa às MAAs também em clorófitas. Sabe-se que cumarinas 

(também compostos fenólicos) são produzidas por alguns gêneros de macroalgas verdes, 

como Caulerpa e Dasycladus (García-Sanchéz et al., 2012; Pérez-Rodríguez et al., 1998); 
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além disso, a camada de tri-hidroxicumarina próxima à parede celular de Dasycladus 

vermicularis mostrou-se capaz de absorver 88% da radiação incidente a 346 nm (Pérez-

Rodríguez et al., 2003), e esta mesma alga é capaz de excretar tais compostos, provendo 

proteção contra RUV a si mesma e a outras espécies ao redor (Pérez-Rodríguez et al., 2003; 

Pérez-Rodríguez et al., 2001). 

Neste estudo, optamos por utilizar biomassa fresca para a extração das MAAs, o que 

dificulta a comparação dos dados obtidos com dados da literatura, que frequentemente se 

utiliza de biomassa seca. Entretanto, adotando-se o teor de água das macroalgas como sendo 

aproximadamente 80% (Arasaki e Arasaki, 1983), é possível fazer comparações aproximadas 

com o que já se sabe sobre algumas espécies. 

Acanthophora spicifera, por exemplo, apresenta quantidades de chinorina, palitina e 

porphyra-334 significativamente superiores às encontradas na literatura para a mesma espécie, 

enquanto Hypnea musciformis apresenta quantidades superiores às encontradas em outra 

espécie do mesmo gênero (Karsten et al., 1998c). As duas amostras de Plocamium brasiliense 

possuem porphyra-334 em maior concentração do que a descrita, enquanto as concentrações 

de chinorina e palitina caem dentro do intervalo já referido para o mesmo gênero, porém em 

ambiente polar (Hoyer et al., 2001). Jania rubens, por sua vez, apresenta níveis de chinorina, 

palitina e porphyra-334 menores que os encontrados na literatura para a mesma espécie em 

regiões temperadas (Karsten et al., 1998b); enquanto as espécies de Gracilaria, de maneira 

geral, apresentam níveis menores que a literatura – mas há também níveis dentro do intervalo 

já descrito e até níveis maiores, como na caso da chinorina de Gracilaria cf. mamillaris 

(Karsten et al., 1998c). As amostras de Pyropia spiralis também apresentam comportamento 

variável em relação ao que a literatura descreve para o gênero Porphyra: apenas os níveis de 

porphyra-334 de ambas as amostras estão dentro do intervalo descrito, enquanto o nível de 

chinorina da amostra de Parati é menor e o da amostra de Bacutia é maior que o descrito na 
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literatura, e o nível de palitina da amostra de Bacutia é menor que a literatura e o da amostra 

de Parati está dentro do intervalo descrito (de la Coba et al., 2009b; Figueroa et al., 2003; 

Hoyer et al., 2001; Hoyer et al., 2002; Korbee et al., 2005a). A comparação das amostras de 

Pyropia spiralis com o gênero Porphyra decorre do fato de que diversas espécies 

anteriormente identificadas como pertencentes ao gênero Porphyra passaram recentemente a 

ser descritas como pertencentes ao gênero Pyropia (Sutherland et al., 2011). 

Quanto à variedade, Acanthophora spicifera, Amphiroa fragilissima, Anadyomene 

stellata, Chaetomorpha antennina, Cladophora prolifera, Colpomenia sinuosa, Jania rubens, 

Hydropuntia caudata e Pterocladiella capillacea apresentam número de MAAs superior ao 

encontrado na literatura para os gêneros em questão (Figueroa et al., 2012; Gröniger et al., 

2000; Karsten et al., 1998b; Karsten et al., 1998c; Lee e Shiu, 2009; Nahon et al., 2012), 

enquanto Canistrocarpus cervicornis, Halimeda cuneata, Hypnea musciformis, Plocamium 

brasiliense, Pyropia spiralis e as espécies do gênero Gracilaria e Padina possuem variedade 

semelhante à descrita para outras espécies dos mesmos gêneros (Banaszak et al., 1998; Barufi 

et al., 2011; Hoyer et al., 2001; Huovinen et al., 2004; Karsten et al., 1998b; Karsten et al., 

1998c; Nakamura et al., 1982; Sinha et al., 2000). No caso das espécies Gracilaria 

domingensis e Ulva rigida, ambas apresentam variedade superior à descrita para a mesma 

espécie (Cardozo et al., 2011; Banaszak et al., 1998), mas dentro do intervalo descrito para o 

gênero (Barufi et al., 2011; Figueroa et al., 2014; Karsten et al., 1998c; Sinha et al., 2000). 

Ambas as espécies do gênero Sargassum estudadas apresentam variedade semelhante a outras 

espécies do mesmo gênero em ambiente polar (Karsten et al., 1998b), mas inferior à 

registrada em ambiente tropical (Karsten et al., 1998c); e Codium foi o único gênero que 

apresentou variedade nitidamente inferior em relação à literatura (Banaszak et al., 1998; 

Karsten et al., 1998b; Nakamura et al., 1982). 



  
Resultados e Discussão                    121 

A alga com maior concentração de palitina é Hydropuntia caudata, seguida de 

Acanthophora spicifera, Ceratodictyon variabile e Hypnea musciformis; de chinorina, H. 

musciformis, seguida de Pyropia spiralis (Bacutia); e de porphyra-334, P. spiralis (Bacutia), 

seguida de A. spicifera e P. spiralis (Parati). Em relação às MAAs que não tiveram sua 

quantidade absoluta determinada (Figuras 4.22 a 4.26), P. spiralis (Bacutia) é a que possui 

maior concentração do par cis/trans usujireno/paliteno, seguida de H. caudata; a qual, por sua 

vez, possui a maior concentração de asterina-330, seguida de P. spiralis (Parati); o íon de m/z 

317 é encontrado nas mesmas concentrações em ambas as amostras que o possuem; a 

micosporina-2-glicina está em maior concentração na C. variabile, seguida por Ochtodes 

secundiramea (amostras de Castelhanos e Meaípe); e A. multifida, Gracilaria cuneata e H. 

caudata apresentam os maiores níveis de palitinol, seguidas de P. spiralis (amostras de 

Bacutia e Parati), Dictyopteris delicatula (Castelhanos) e A. spicifera. Nota-se que A. 

spicifera, H. caudata e P. spiralis (amostras de Bacutia e Parati) são os grandes destaques em 

termos de quantidade. 

Não foi possível encontrar nenhuma MAA em Caulerpa cupressoides var. 

lycopodium, Caulerpa racemosa var. occidentalis, Codium isthmocladum, Padina 

tetrastromatica e Sargassum cymosum (sendo todas amostras coletadas na praia de 

Castelhanos em 2014). Em comparação, as algas que apresentaram maior diversidade de 

MAAs foram Acanthophora spicifera, Amansia multifida, Caulerpa sertularioides 

(Castelhanos, 2011), Cryptonemia seminervis, Dictyopteris delicatula (Castelhanos), 

Gracilaria domingensis, Hydropuntia caudata, Ochtodes secundiramea (Ubu), Padina 

gymnospora (Castelhanos) e Pyropia spiralis (amostras de Parati e Bacutia). Como esperado, 

a quantidade absoluta é, em geral, menor nas feófitas (D. delicatula e P. gymnospora) e na 

clorófita (C. sertularioides) do que nas rodófitas; entretanto, este resultado é importante por 

ser o primeiro relato de tamanha variedade de MAAs em algas pardas. 
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A palitina foi a MAA mais comum neste estudo, sendo encontrada em 84% das 

amostras. Isto contraria a visão de que chinorina e porphyra-334 seriam as MAAs mais 

comuns em macroalgas (Carreto e Carignan, 2011), uma vez que estas MAAs são vistas em 

60% e 76% das amostras deste trabalho, respectivamente. 

Até onde pudemos apurar, este é o primeiro estudo do conteúdo de MAAs de onze 

gêneros apresentados nesta tese, conforme visto na Tabela 4.6. Nesta relação, poder-se-ia 

incluir também o gênero Canistrocarpus; entretanto, como a alga Canistrocarpus cervicornis 

era anteriormente conhecida como Dictyota cervicornis e a mudança de gênero é recente (De 

Clerck et al., 2006), optamos por não considerar Canistrocarpus como gênero independente 

nesta comparação. Em se tratando de espécies, tal listagem é ainda maior (Tabela 4.6), 

alcançando 34 das 45 espécies estudadas. 

 

Tabela 4.6: Gêneros e espécies cujo conteúdo de MAAs foi estudado pela primeira vez neste trabalho. 

Gêneros Espécies 

Amansia Amansia multifida Dictyopteris delicatula 
Botryocladia Amphiroa fragilissima Gracilaria cervicornis 
Bryothamnion Anadyomene stellata Gracilaria cuneata 
Ceratodictyon Botryocladia occidentalis Gracilaria tepocensis 
Cryptonemia Bryothamnion seaforthii Halimeda cuneata 
Dictyopteris Canistrocarpus cervicornis Heterosiphonia gibbesii 
Heterosiphonia Caulerpa cupressoides var. lycopodium  Hydropuntia caudata 
Ochtodes Caulerpa prolifera Hypnea musciformis 
Tricleocarpa Caulerpa sertularioides Ochtodes secundiramea 
Udotea Chaetomorpha antennina Padina tetrastromatica 
Zonaria Cladophora prolifera Plocamium brasiliense 
 Ceratodictyon variabile Pyropia spiralis 
 Codium decorticatum Sargassum cymosum 
 Codium isthmocladum Sargassum vulgare 
 Cryptonemia crenulata Tricleocarpa cylindrica 
 Cryptonemia seminervis Udotea flabellum 
 Dichotomaria marginata Zonaria tournefortii 
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Não há dados de MAAs disponíveis na literatura para macroalgas da costa brasileira, à 

exceção de seis rodófitas: duas do gênero Gracilaria, G. birdiae e G. domingensis (Cardozo 

et al., 2011), e quatro do gênero Bostrychia: B. calliptera, B. montagnei, B. moritziana e B. 

radicans (Karsten et al., 1998a; Karsten et al., 2000). Uma vez que o Brasil possui 7367 km 

de costa (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística, 2015) e aproximadamente 800 

espécies descritas (Bicudo e Menezes, 2010), acreditamos ser de fundamental importância 

estudar tanto aspectos biológicos (taxonomia, ecologia, etc.) quanto aspectos químicos dessa 

vasta diversidade. O presente estudo busca ampliar o conhecimento químico relacionado aos 

compostos fotoprotetores existentes na costa brasileira, sendo de interesse ecológico, 

taxonômico, farmacêutico e cosmético. 

Focando no interesse industrial, as espécies aqui estudadas poderiam ter dois usos 

principais: serem utilizadas como fontes in natura de MAAs, as quais poderiam ser 

comercializadas para fins de pesquisa e de produção de formulações com propriedades 

específicas; ou serem utilizadas como fontes de extratos ricos em MAAs, tanto em quantidade 

quanto em variedade, para incorporação em formas cosmecêuticas de fotoprotetores (já 

existentes ou ainda a serem desenvolvidas). Por possuírem uma MAA em concentração muito 

superior às outras, algumas algas deste trabalho poderiam ser utilizadas para a obtenção de 

padrões isolados: Pterocladiella capillacea, Plocamium brasiliense, Hypnea musciformis, 

Dichotomaria marginata e Gracilaria cf. mamillaris, como fontes de chinorina; 

Ceratodictyon variabile, como fonte de palitina; e Acanthophora spicifera e Gracilaria 

cervicornis, como fontes de porphyra-334. Entretanto, pela variedade de MAAs disponíveis – 

e também pela quantidade em que foram encontradas – o extrato de A. spicifera parece ser 

melhor aproveitado se for incorporado por inteiro a um filtro solar, assim como os extratos de 

Amansia multifida, Gracilaria domingensis, Hydropuntia caudata e Pyropia spiralis. Um 

filtro contendo apenas o extrato de qualquer uma dessas rodófitas terá um espectro de ação 
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que compreende todo o UV-A e se estende para o UV-B; caso tenha este extrato combinado 

com outros compostos com ação fotoprotetora, será muito mais eficiente. 

Existe uma série de atributos que um filtro solar “ideal” deve possuir (Flor et al., 2007; 

Okuno e Vilela, 2005). Alguns deles, como absorver radiação na faixa de 280-400 nm e 

possuir alto coeficiente de extinção molar, são bem caracterizados para as MAAs. Outros, no 

entanto, precisam ser melhor estudados – tanto para MAAs individuais quanto para extratos 

que se queira incorporar a formulações farmacêuticas –, como ser atóxico, não-irritante, não- 

sensibilizante e química, fotoquímica e termicamente estável. Uma vez que estes atributos 

irão variar com a composição do extrato utilizado (que pode conter muitas outras classes de 

moléculas), cada extrato deve ser analisado cuidadosamente. 

Ao se utilizar um organismo que possua alguma molécula de interesse industrial, é 

interessante que este composto (ou conjunto de compostos) não seja o único produto derivado 

do organismo, de modo a diminuir os custos de produção e tornar o produto competitivo. 

Dentre as algas aqui estudadas, uma boa proposta seria utilizar o gênero Gracilaria, que 

apresenta níveis razoavelmente altos de MAAs e já é cultivada para a extração de ágar, tanto 

sozinha quanto em cultivos integrados com camarões e peixes em diversos países do mundo 

(McHugh, 2003). Outra proposta seria utilizar a rodófita Hypnea musciformis, que vem sendo 

cultivada em alguns locais (inclusive no Brasil) com a finalidade de se extrair carragenana – e 

apresenta altos níveis de MAAs, especialmente de chinorina (McHugh, 2003; Msuya et al., 

2014). Logicamente, vários estudos teriam que ser feitos de modo a otimizar a produção de 

diferentes classes de substâncias no mesmo organismo; todavia, o esforço seria compensado 

pelo aumento do valor agregado da biomassa cultivada. 
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4.5 Determinação estrutural da MAA desconhecida (m/z 317) 

O íon de m/z 317 encontrado pelo método exploratório por HPLC-MS foi considerado 

como sendo uma MAA ainda não descrita, uma vez que não havia relatos na literatura para 

esta m/z, e também porque apresentou ambos os fragmentos descritos como os mais comuns 

para MAAs (186 e 197 m/z) e espectro de absorção idêntico ao já mostrado para diversos 

compostos desta classe, com λmáx = 332 nm em água contendo 0,1% AF (v/v) e 5 mmol.L–1 

NH4OAc (Figura 4.27). 
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Figura 4.27: Espectro de absorção no ultravioleta da molécula de íon quasimolecular [M+H]+ de m/z 317. 

A primeira estratégia para a determinação estrutural desta MAA, então, foi a 

proposição de diversas estruturas cujo íon quasimolecular [M+H]+ apresentasse a mesma m/z, 

mantendo o cerne comum a todas as MAAs e tomando por base estruturas já descritas. Foi 

possível propor sete estruturas, que se encontram na Figura 4.28, juntamente com suas 

fórmulas moleculares. 

 

332 nm 
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Figura 4.28: Estruturas propostas para a MAA de m/z 317. 

 

Para dar procedimento a diversos passos de elucidação estrutural, foi necessário isolar 

o composto em questão. Inicialmente, utilizou-se o método de isolamento desenvolvido por 

HPLC preparativo e cromatografia em coluna; no entanto, por se tratar de uma amostra mais 

complexa que o extrato utilizado para o isolamento de chinorina, palitina e porphyra-334, não 

foi possível obter bons resultados. Dessa forma, optou-se por isolar esse composto pelo 

método descrito no item 3.5.4. 
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O isolamento resultou na obtenção de 1 mg desse composto, o que resulta num 

rendimento de extração de 0,007% (a partir de biomassa fresca) e em uma proporção, em 

massa, de 0,07 mg / g de peso fresco. Uma vez que aproximadamente 80% da massa de 

macroalgas é composta por água (Arasaki e Arasaki, 1983) e que O. secundiramea, coletada 

também no estado do Espírito Santo, já teve seu teor de água calculado em 81,06% – dado 

obtido por meio de comunicação pessoal com o autor de Machado (2010) –, pode-se calcular 

o teor aproximado deste composto por peso seco de alga, tornando mais fácil a comparação 

com dados da literatura. Este cálculo resulta em uma concentração aproximada de 0,35 mg / g 

de peso seco de alga, o que é compatível com concentrações de MAAs já descritas em 

macroalgas tropicais (Karsten et al., 1998c). 

O composto que apresenta íon quasimolecular [M+H]+ com m/z 317 foi isolado das 

outras MAAs do extrato e injetado no espectrômetro de massas de alta resolução. O espectro 

de massas obtido pode ser visualizado na Figura 4.29. As estruturas possíveis foram 

desenhadas no software ChemBioDraw Ultra 13.0 e tiveram suas fórmulas e massas 

moleculares calculadas (Tabela 4.7). O erro relativo na determinação da massa, em ppm, foi 

calculado para ambas as opções de massas exatas (Tabela 4.7) e mostrou que a fórmula 

molecular correta para a m/z 317 é +
13 21 2 7C H N O  – excluindo, assim, três das sete estruturas 

propostas. 
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Figura 4.29: Determinação da massa exata do íon quasimolecular de m/z 317 por espectrometria de massas de 
alta resolução.  

 

Tabela 4.7: Determinação da massa exata das duas opções de fórmulas moleculares para o íon quasimolecular 
m/z 317. 

Estruturas propostas 
Fórmula molecular 
(molécula neutra) 

Fórmula do íon 
quasimolecular [M+H]+ 

Massa exata Erro (ppm) 

1, 2, 3, 7 13 20 2 7C H N O  +
13 21 2 7C H N O  317,1349 – 6,94 

4, 5, 6 14 24 2 6C H N O  +
14 25 2 6C H N O  317,1713 – 121,7 

 

Analisando a fragmentação da m/z 317 não-deuterada (Figura 4.30A), é possível notar 

perdas já caracterizadas como típicas de MAAs, como a perda inicial de 15 Da e uma perda, 

seguida a esta, de 44 Da. Estas perdas, descritas por Cardozo et al. (2006; 2008), 

correspondem à perda radicalar de uma metila (3CH• ) e à perda neutra de um CO2 de um 
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grupo carboxila, respectivamente; e neste caso, levariam às m/z 302 e 258. É possível também 

notar uma segunda perda de 44 Da, resultando no íon mais abundante do espectro: m/z 214.  
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Figura 4.30: Espectros de massas do íon m/z 317. A: composto isolado. B: composto isolado após troca de H/D 
(deuteração dos hidrogênios ionizáveis). 

 

Em estudos anteriormente realizados por ESI, foi proposto que a eliminação de radical 

metila no modo positivo de análise seja um processo minoritário de fragmentação em MAAs 

contendo dois grupamentos carboxila (Cardozo et al., 2009), o que é consistente com a 

intensidade do íon de m/z 302 mostrado na Figura 4.30A. No entanto, as perdas subsequentes 

parecem vir deste íon [(M+H)–15]+, indicando que, na verdade, a formação deste íon não seja 

um processo minoritário, mas sim que ele seja facilmente fragmentado em outros íons-

produto. Além disso, as perdas previamente descritas mostram também a possibilidade de a 

molécula em questão apresentar dois grupos ácidos. 
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Analisando a fragmentação da m/z 317 deuterada (Figura 4.30B), nota-se que o íon 

quasimolecular [M+H]+ teve um acréscimo de seis unidades de massa, indicando uma 

molécula que apresenta cinco hidrogênios lábeis (com 1 Da sendo atribuído ao D+ que 

proporciona carga ao íon). Apesar de a fragmentação ter ocorrido em diferente extensão em 

relação à amostra não-deuterada, é possível encontrar novamente os três íons que apresentam 

as quebras típicas de MAAs: a perda de 15 Da, gerando o íon de m/z 308; a perda sequencial 

de 44 Da, gerando o íon de m/z 264; e uma nova perda de 44 Da, gerando o íon de m/z 220. 

Estas fragmentações, que ocorrem sem a perda de hidrogênios lábeis (Cardozo et al., 2006), 

confirmam a existência de cinco hidrogênios lábeis na molécula em questão. Desta forma, é 

possível descartar mais duas estruturas propostas, uma vez que as estruturas 1 e 3 apresentam 

cinco hidrogênios ionizáveis, mas as de número 2 e 7 apresentam seis. 

A análise realizada a seguir foi uma hidrólise da molécula de interesse, de modo a 

liberar os aminoácidos presentes no composto e identificá-los. Diversos artigos propõem 

diferentes condições de hidrólise, utilizando ácido ou base, com molaridades diferentes e 

também diferentes tempos de reação (Carignan et al., 2009; Chioccara et al., 1979; Price e 

Forrest, 1969; Takano et al., 1979; Tsujino et al., 1978). Neste trabalho, optou-se por utilizar a 

condição descrita no item 3.6.4, já estabelecida para hidrólise total de peptídeos em meio 

ácido. 

Os dados obtidos pelo analisador de aminoácidos não foram conclusivos. A 

reprodutibilidade de análise dos padrões injetados (os aminoácidos glicina, alanina, ácido 

glutâmico e ácido aspártico) foi baixa, mostrando grandes alterações nos tempos de retenção e 

nos formatos dos picos dos aminoácidos analisados (Figura 4.31). Mesmo assim, os ensaios 

realizados com a amostra hidrolisada não mostraram nenhum pico semelhante aos dos 

aminoácidos de cadeia lateral ácida, enquanto foi possível ver picos que se assemelham aos 

mostrados por glicina e alanina em algumas das injeções de padrão (Figura 4.31). Desta 
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forma, é possível supor, mas não provar, que existam os aminoácidos glicina e alanina na 

molécula em questão. 
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Figura 4.31: Análise por HPLC e amperometria pulsada dos aminoácidos presentes na amostra hidrolisada. A: 
Perfil cromatográfico contendo apenas os padrões de glicina (1), alanina (2), ácido glutâmico (3) e ácido 
aspártico (4). B: Perfil cromatográfico da amostra hidrolisada (1 e 2) e dos padrões de aminoácidos (3-5), 

mostrando baixa reprodutibilidade. Condições cromatográficas: colunas: AminoPac PA10; solvente A: água; 
solvente B: NaOH 0,25 mol·L–1 em água; solvente C: NaOAc 1,0 mol·L–1; gradiente descrito na Tabela 3.11; 

tempo total: 49 min; vazão: 0,25 mL·min–1. 

 

A amostra hidrolisada foi então levada ao mesmo equipamento utilizado para a 

determinação da massa exata na m/z 317. Padrões de glicina e alanina foram previamente 

analisados e foi possível identificar apenas a alanina, com m/z 90,0550. Com a injeção da 

amostra, foi possível detectar um composto com o mesmo tempo de retenção e a mesma 

relação massa-carga da alanina (Figura 4.32), mostrando que a molécula em questão 

realmente possui este aminoácido. No entanto, como a análise não foi satisfatória para o 

aminoácido glicina, esta conclusão é, novamente, apenas uma forte evidência de que a 

molécula em questão seja a estrutura 1 apresentada na Figura 4.28. 
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Figura 4.32: Análise realizada em HPLC acoplado a espectrômetro de massas de alta resolução, para a presença 
de alanina na amostra hidrolisada de m/z 317. A: Perfil cromatográfico contendo apenas o pico relativo à m/z 90, 

correspondente ao íon quasimolecular [M+H]+ da alanina; em marrom, a amostra hidrolisada; em verde, o 
branco. B: Íons encontrados na amostra hidrolisada, no tempo de retenção correspondente ao pico apresentado 
no perfil cromatográfico. Condições cromatográficas: colunas: Ascentis® Express HILIC (150 x 2,1 mm, 2,7 
µm); solvente A: 5 mmol·L–1 NH4OAc em água, pH 3 (ajustado com AF); solvente B: 100% de acetonitrila; 

gradiente: de 95 a 65% de B de 2 a 17 min, e de 65 a 40% de B de 17 a 23 min; tempo total: 25 min; vazão: 0,5 
mL·min–1. 

 

Esta estrutura 1 foi isolada e descrita em agosto de 2014 por Miyamoto et al. (2014), 

com o nome de micosporina-glicina-alanina. Esta MAA não foi isolada de uma amostra in 

natura, mas sim obtida como produto de um experimento de expressão heteróloga de genes 

da bactéria Actinosynnema mirum, ortólogos ao cluster proposto para a síntese de MAAs em 

N. punctiforme, na bactéria Streptomyces avermitilis. Dessa forma, se a MAA de m/z 317 

encontrada no presente trabalho realmente for a micosporina-glicina-alanina, descrevemos 

aqui a primeira ocorrência natural, e em algas, deste composto. 

Esta molécula foi apenas encontrada em amostras da espécie Ochtodes secundiramea, 

o que nos leva a questionar como se dá sua síntese, e qual seria a diferença entre as enzimas 

da via de biossíntese de MAAs em O. secundiramea e em diversas outras macroalgas. 

Atualmente, esta alga vem sendo foco de outros estudos relacionados a produtos naturais, 

especialmente em relação a antifúngicos (Bianco et al., 2013; Machado et al., 2014a; 

A 

B 
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Machado et al., 2014b), mostrando que ainda possui grande potencial a ser explorado. A 

realização de mais estudos com essa macroalga poderia levar a uma maior compreensão da 

via de biossíntese de MAAs e, provavelmente, ao isolamento de outros compostos com 

atividades biológicas variadas. 

 

 

 



 

5 Conclusões 
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• O estudo de processamento de amostras, testando diferenças de extração entre  

biomassa fresca e biomassa liofilizada, mostrou que, para extração com MeOH 100%, há 

menor perda de MAAs ao se utilizar biomassa fresca. Estudos mais detalhados devem ser 

conduzidos de modo a determinar se o processo de liofilização faz com que as MAAs sejam 

perdidas ou se o motivo do menor rendimento reside na interação do solvente com a 

biomassa. 

• O método de isolamento desenvolvido, utilizando HPLC seguida de cromatografia em 

coluna, mostra-se bom para extratos contendo baixa variedade de MAAs, mas não capaz de 

prover amostras totalmente puras de MAAs, pelo menos para a matriz de amostra utilizada. 

Além disso, não é adequado para todo tipo de amostra; desse modo, o isolamento da MAA de 

m/z 317 teve de ser realizado pelo método análitico por HPLC-MS. 

• O método analítico de HPLC mostrou-se mais rápido e tão eficiente quanto o 

anteriormente utilizado no laboratório. Em amostras complexas, pode haver coeluição de 

alguns compostos, sendo recomendável que seja utilizado com detecção tanto por DAD 

quanto por espectrometria de massas. 

• Foi possível desenvolver um método, denominado exploratório, que funciona como 

diagnóstico para imino-MAAs – e, inclusive, foi capaz de identificar a presença de uma MAA 

desconhecida em algumas amostras. Acreditamos que possa ser aplicado a qualquer amostra 

que contenha imino-MAAs, e também apresenta potencial de modificação para gerar um 

método específico para oxo-MAAs. 

• O método quantitativo desenvolvido se mostrou adequado para a proposta, 

possibilitando a quantificação absoluta de chinorina, palitina e porphyra-334 e a quantificação 

relativa de asterina-330, de palitinol, de micosporina-2-glicina, do par cis/trans 

usujireno/paliteno e da MAA de m/z 317 em diversas amostras. É outro método que apresenta 
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grande potencial de expansão, uma vez que possibilita a inclusão de diversos outros 

compostos de interesse. 

• Dentre as praias visitadas para coleta, Castelhanos (município de Anchieta-ES) é a que 

apresentou maior potencial para coletas no período de maré baixa. Sessenta por cento das 

amostras coletadas neste estudo são da praia em questão, com representantes em 73% das 

espécies analisadas. 

• Descrevemos nesta tese a identificação de oito MAAs em 45 espécies de macroalgas 

marinhas do litoral Sul do estado do Espírito Santo. Apesar da localização restrita, é o maior 

estudo desta natureza realizado até então com algas do litoral brasileiro. Além disso, 11 dos 

32 gêneros e 34 das 45 espécies presentes nesta tese nunca haviam sido alvo de nenhum 

estudo relacionado a MAAs. 

• Pôde-se detectar, pela primeira vez, a presença de MAAs nas seguintes espécies: 

Amansia multifida, Amphiroa fragilissima, Botryocladia occidentalis, Bryothamnion 

seaforthii, Canistrocarpus cervicornis, Caulerpa cupressoides var. lycopodium, C. prolifera, 

C. sertularioides, Chaetomorpha antennina, Ceratodictyon variabile, Cladophora prolifera, 

Codium decorticatum, C. isthmocladum, Colpomenia sinuosa, Cryptonemia crenulata, C. 

seminervis, Dichotomaria marginata, Dictyopteris delicatula, Gracilaria cervicornis, G. 

cuneata, G. tepocensis, Halimeda cuneata, Heterosiphonia gibbesii, Hydropuntia caudata, 

Hypnea musciformis, Ochtodes secundiramea, Plocamium brasiliense, Pyropia spiralis, 

Sargassum vulgare, Tricleocarpa cylindrica, Udotea flabellum e Zonaria tournefortii. 

• Dentre as amostras que possuem dados do conteúdo de MAAs na literatura (seja para a 

espécie ou para o gênero), praticamente todas apresentam variedade de MAAs maior ou igual 

ao anteriormente descrito. Descrevemos aqui a maior variedade de MAAs já encontrada em 

algas pardas: seis MAAs diferentes nas espécies Dictyopteris delicatula e Padina gymnospora 

coletadas na praia de Castelhanos. 
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• As rodófitas apresentaram níveis de MAAs sensivelmente maiores que as clorófitas e 

as feófitas. Palitina foi a MAA mais comum, estando presente em 84% das amostras. 

• Por possuírem uma MAA em concentração muito superior às outras, algumas algas 

deste trabalho poderiam ser utilizadas para a obtenção de padrões isolados: Pterocladiella 

capillacea, Plocamium brasiliense, Hypnea musciformis, Dichotomaria marginata e 

Gracilaria cf. mamillaris, como fontes de chinorina; Ceratodictyon variabile, como fonte de 

palitina; e Acanthophora spicifera e Gracilaria cervicornis, como fontes de porphyra-334. 

• Por apresentarem alta quantidade e também variedade de MAAs, propomos as 

rodófitas Acanthophora spicifera, Amansia multifida, Gracilaria domingensis, Hydropuntia 

caudata e Pyropia spiralis como boas fontes de extratos a serem incorporados em 

formulações de filtros solares pelas indústrias farmacêutica, cosmética e de tintas e vernizes. 

• De forma a diminuir os custos associados a um cultivo de macroalgas para a obtenção 

de MAAs, seria interessante utilizar uma espécie que já seja utilizada comercialmente. Neste 

caso, propomos aqui a utilização do gênero Gracilaria e da espécie Hypnea musciformis, os 

quais já são cultivados para a extração de ficocoloides e possuem níveis razoavelmente altos 

de MAAs. 

• O íon quasimolecular [M+H]+ de m/z 317 foi tentativamente identificado como sendo 

a micosporina-glicina-alanina. Este é o primeiro trabalho a descrever a ocorrência desta 

molécula in natura, uma vez que o único relato de sua existência até então ocorreu por meio 

de um experimento de expressão heteróloga em bactérias. Desta forma, mostramos que ainda 

há MAAs a serem identificadas na natureza – as quais podem possuir propriedades 

interessantes dos pontos de vista ecológico, taxonômico e cosmecêutico.  
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