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Resumo  

 

Esta tese foi realizada na Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa e no 

Laboratório de Produtos Naturais do Departamento de Tecnologias e Indústrias 

Químicas do Instituto Nacional de Engenharia, Tecnologia e Inovação (INETI). 

 

Este trabalho debruçou-se sobre o estudo da composição química de dois 

organismos marinhos distintos: o nudibrânquio Hypselodoris fontandraui e da estirpe 

bacteriana (#P1) isolada do interior da esponja Phorbas sp. 

 

Estudou-se pela primeira vez o perfil dos metabolitos secundários existentes nos 

extractos de n-hexano (externo e interno) dos moluscos marinhos da espécie 

Hypselodoris fontandraui, recolhidos nas Berlengas (Portugal). Através de técnicas 

cromatográficas (coluna aberta e HPLC) ambos os extractos foram fraccionados, 

obtendo-se 3,6mg/animal do composto maioritário existente em ambos os extractos, que 

corresponde a 37% de rendimento total da extracção. O composto maioritário foi 

caracterizado por espectroscopia de RMN de 1H, 13C, DEPT 135 e bi-dimensional e foi 

identificado como sendo o furanosesquiterpeno tavacpalascensina, pela primeira vez 

isolado desta espécie de nudibrânquio proveniente das águas costeiras portuguesas.  

A segunda parte deste trabalho teve por base um estudo previamente efectuado 

sobre consórcios marinhos (Faneca, 2007) em que uma estirpe (P#1) foi isolada do 

interior da esponja Phorbas sp. recolhida em Setúbal (Portugal). Da fermentação à 

escala semi-piloto obtiveram-se as soluções de biomassa e de sobrenadante, de onde 

resultaram os extractos a estudar. Através de extracções líquido-líquido e de técnicas 

cromatográficas sucessivas foram efectuados os passos de fraccionamento. Utilizando a 

espectroscopia RMN tentou-se obter esclarecimento sobre a estrutura química dos 

compostos isolados. Infelizmente, não foram obtidos resultados conclusivos sobre a 

caracterização destes compostos. Contudo, pode afirmar-se que as técnicas de extracção 

e fraccionamento dos extractos tenham sido optimizadas fazendo com que numa 

segunda abordagem deste trabalho se consiga isolar com sucesso os metabolitos 

secundários produzidos pela bactéria estudada. 
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Abstract  

 

In this work we have evaluated the chemical composition of two distinct marine 

organisms: the nudibranch Hypselodoris fontandraui and a bacterial string isolated from 

the inside of a Phorbas sp. sponge. 

We studied, for the first time, the existent secondary metabolite profile from the 

inner and outer extracts of Hypselodoris fontandraui collected from Berlengas, 

Portugal. Trough chromatographic techniques (open column and HPLC), both extracts 

were fractionated and the major component was isolated, yielding 3,6mg/animal and 

37% of the total extraction. This compound was analyzed by RMN (H, 13C, DEPT 135 

and correlation) and it was identified as being the furanosesquiterpen tavacpallascensin, 

for the first time isolated from this species of nudibranch from the portuguese costal 

waters.  

The second half of this thesis was based on a previous study about bacterial 

consortia (Faneca, 2007) in which a string of the bacteria (P#1) was isolated from the 

inside of the Phorbas sp., collected from Setúbal, Portugal. From semi-pilot scale 

fermentation, solutions of the biomass and the fermenting media were obtained and 

extracted with the use of different solvents and then fractioned through chromatographic 

techniques.  

An attempt to identify those isolated compounds was made using NMR 

spectroscopy. Unfortunately, those results weren’t conclusive and no structural 

identification was possible. Although, it’s true to state that all the techniques used in 

this study were optimized, enabling the successful isolation of the secondary metabolite 

of the bacteria in the following approaches of this subject.  

 

Keywords 

 

tavacpallascensin – furanosesquiterpen - Hypselodoris fontandraui – nudibranch –– 

marine molluscs – marine consortia – marine bacteria – Phorbas sp. –marine natural 

products. 
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Símbolos, acrónimos e abreviaturas 

  
  
AcOEt acetato de etilo 

c.c.f. cromatografia em camada fina 

d dubleto 

DEPT  Distortionless Enhancement by Polarization Transfer 

e.e. éter etílico 

E+ Ehrlich positivo 

extracto B/EE extracto de éter etílico obtido a partir da biomassa 

extracto B/D extracto de diclorometano obtido a partir da biomassa 

extracto S/EE extracto de éter etílico obtido a partir do sobrenadante 

hex n-hexano 

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Coherence 

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence 

MeOH metanol 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

m multipleto 

nm nanómetros 

ppm partes por milhão 

qC carbono quaternário 

Rf Retardation factor, factor de retardamento 

RMN Ressonância Magnética Nuclear 

rpm rotações por minuto 

s singleto 

tr tempo de retenção 

λ comprimento de onda  
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A Natureza desde sempre tem sido alvo do interesse do Homem, sendo a ela que 

sempre recorreu para encontrar tratamento e prevenir doenças que afligem a 

humanidade. Muitas plantas sintetizam uma variedade de diferentes produtos naturais, 

que, na sua maioria, são moléculas únicas e que servem como protecção contra inimigos 

ou que são de importância vital para a sua alimentação ou reprodução. Estas moléculas 

têm sido desde sempre objecto de fascínio e utilidade, providenciando uma grande parte 

da motivação para o desenvolvimento da química orgânica. Da morfina à penicilina, 

passando pelos anti-cancerígenos, estima-se que 80% dos fármacos em uso são produtos 

naturais ou foram inspirados pela natureza (Costa-Lotufo, 2009).  

Os produtos naturais (também designados por metabolitos secundários) são 

diferentes das macromoléculas mais prevalentes, como as proteínas e ácidos nucleicos, 

que constituem o mecanismo base para a vida do organismo. Na sua maioria, estes 

metabolitos secundários constituem uma fracção ínfima da biomassa total e nem sempre 

é claro o seu papel bioquímico. No entanto, é consensual que o elevado custo energético 

de produzir e manter compostos potencialmente tóxicos tem que ser compensado pelo 

benefício a nível da defesa do organismo produtor. Existem muitas teorias sobre o 

objectivo da produção destes metabolitos secundários. Aquela que adquiriu maior 

consenso junto da comunidade científica foi a que indicava que os produtos naturais 

evoluíram devido à pressão da selecção natural e que representam a resposta ecológica 

do organismo ao seu ambiente. Concretamente, os organismos marinhos encontram-se 

sobre constante competição por espaço, luz e nutrientes. Seria de esperar que tenham 

desenvolvido uma panóplia de mecanismos de defesa, físicos (e.g. superfícies de sílica 

protectora) e químicos, para garantir a sua sobrevivência (Ianora et al, 2006).  

Cerca de 70% da superfície terrestre é coberta pelos oceanos e é o meio aquático 

o que apresenta a maior biodiversidade de espécies conhecidas (e por conhecer). Pode 

afirmar-se que os ecossistemas marinhos constituem uma vasta fonte de novos produtos 

químicos, sendo um óptimo ponto de partida para a descoberta de novos agentes 

quimio-terapêuticos. De facto, até 2006 contabilizaram-se mais de 16 000 novos 

compostos isolados de esponjas, tunicatos, corais, algas, bactérias marinhas, entre 

outros (Ianora et al, 2006) e um aumento de 24% desse número no ano de 2007 (Blunt 

et al, 2009). Os organismos dos quais foram isolados um maior número de compostos 

foram as esponjas, representantes do filo Porifera, seguindo-se do filo Cnidaria 

(anémonas, alforrecas) e Urochordata (tunicatos), como se pode observar na figura 1. 
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Figura 1: Abundância relativa dos compostos marinhos provenientes dos diferentes filos 

(Hunt & Vincent, 2006) 

 

Os produtos obtidos dos organismos marinhos pertencem a um grande leque de 

classes químicas, como por exemplo, terpenos, péptidos, ácidos gordos, alcalóides, 

entre outros, assim como apresentam actividades diversas: anti-cancerígena, antibiótica, 

anti-viral, anti-inflamatória, anti-coagulante, “anti-fouling” etc. (Anand et al, 2006, 

Mayer et al, 2009; Sipkema, et al, 2005). A título exemplificativo, a figura 2 apresenta 

alguns dos muitos produtos naturais recolhidos de esponjas. 

Independentemente dos organismos marinhos serem, indiscutivelmente, uma 

fonte prolífera de produtos bioactivos, algumas dificuldades fazem com que apenas uma 

pequena fracção dos produtos testados cheguem à fase de testes clínicos e um número 

ainda mais reduzido chegue mesmo a ser comercializado. O verdadeiro obstáculo para o 

desenvolvimento de novos compostos que estejam em fase de ensaios clínicos ou 

mesmo a serem pré-avaliados é o problema da quantidade necessária. Os metabolitos de 

interesse encontram-se em quantidades muito diminutas, cerca de 10-6% do peso do 

macro-organismo (Proksch, 2002) pelo que a recolha do seu “habitat” natural iria 

conduzir a uma rápida extinção das espécies em causa. Por exemplo, a halicondrina B é 

um produto anti-neoplásico isolado da esponja australiana Lissodendoryx sp, que se 

encontra em ensaios laboratoriais. Desta esponja obteve-se o maior rendimento 

conhecido (300 mg/ton esponja) e são necessárias, só para os ensaios clínicos, cerca de 

10 g da substância. Existindo apenas 280 ton desta espécie no seu “habitat” natural, é 

óbvio que este método de obtenção da substância activa não é sustentável (Vogel, 
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2008). Como tal, a aquacultura, a síntese química e a fermentação de microrganismos 

marinhos apresentam-se como soluções ao problema existente. 

 

 
Figura 2: Ilustração da diversidade química de moléculas derivadas de esponjas: a) 

xestospongina C, um macrociclico bis-oxaquinolizidina (Xestospongia sp.); b) 

spongotimidina, um nucleósido pouco habitual (Cryptotethia crypta); c) discorhabdina D, 

um alcalóide (Latrunculia brevis, Prianos sp.); d) contignasterol, um esterol oxigenado 

(Petrosia contignata); e) jaspamida, uma lactona macrocícilica (Hemiastrella minor); f) 

agelasfina, uma galactosilceramida (Agelas mauritianus) (Sipkema, et al, 2005). 

 

 

A aquacultura in situ ou crescimento in vitro dos organismos marinhos seria um 

modo de garantir uma quantidade de produto constante. No entanto, verifica-se que 

controlar todas as variáveis para manter as condições óptimas de crescimento é uma 

tarefa complexa e que difere de organismo para organismo. Este método poderá 

colmatar algumas das necessidades do produto mas encontra-se longe de ser a solução 

para o problema (Osinga et al, 1999; Hunt & Vincent, 2006).  
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A síntese química (total ou parcial) é outro dos processos alternativos para a 

produção em larga escala dos compostos bioactivos. Contudo, os produtos naturais 

tendem a apresentar estruturas químicas muito complexas, tornando a sua síntese difícil. 

No entanto, com a evolução da química e das técnicas combinatórias, os produtos 

naturais têm vindo a tornar-se uma plataforma para o desenvolvimento de novos 

fármacos. A química combinatória envolve ter um composto que serve como estrutura 

base e construir à sua volta uma biblioteca com as diversas novas estruturas obtidas, 

isolando e purificando apenas os compostos que apresentem potencial, com a esperança 

de se descobrir um produto análogo e/ou derivado mas mais activo (ou menos tóxico). 

Hoje em dia, a fermentação é sem dúvida um dos métodos mais viáveis para 

produção de produtos naturais em larga escala (e.g. penicilina, ácido clavulânico). A 

compreensão de que alguns produtos naturais de origem marinha possam ser produzidos 

por microrganismos associados aumentou a possibilidade de se conseguir obter uma 

fonte sustentável e ilimitada de composto para os testes e subsequente produção do 

fármaco. No entanto, quando se trata da exploração biotecnológica dos microrganismos 

associados às esponjas, esta encontra-se limitada pela dificuldade em faze-los crescer 

num fermentador. Apenas 5% da comunidade simbionte consegue fazer-se crescer e 

isolar-se em laboratório, sendo a grande maioria (cerca de 95%) pertencente ao género 

Vibrio ou Bacillus (Anand et al, 2006; Vogel, 2008). No entanto, existem estudos em 

que foi possível crescer microrganismos marinhos até à data “incultiváveis”, simulando 

as condições naturais do seu “habitat” (Kaeberlein et al, 2002) ou combinando 

encapsulagem das células bacterianas com um fluxo pobre em nutrientes (Zengler et al, 

2002). 

 

Desde os anos 50, em que foram isolados os primeiros compostos provenientes 

de organismos marinhos (Bergman & Finney, 1949), que se verificou um crescimento 

progressivo do interesse pelos ecossistemas marinhos, descobrindo-se novas e 

excitantes moléculas com potente actividade biológica. A figura 3 representa a evolução 

do isolamento dos produtos naturais marinhos desde 1965 a 2006. 
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Figura 3: Quantidade de novos produtos naturais marinhos isolados desde 1965 até 2006 

(Costa-Lotufo, 2009) 

 

Observa-se no início dos anos 90 uma diminuição de interesse por parte da 

indústria farmacêutica que preferiu apostar na síntese química para a descoberta de 

novos fármacos. Por esta altura, ainda nenhum fármaco de origem marinha se 

encontrava comercializado. No entanto, a hipótese levantada por muitos cientistas de 

serem os microrganismos simbiontes os verdadeiros produtores dos metabolitos de 

interesse, juntamente com o desenvolvimento de novas técnicas de análise e o avanço da 

genética, veio reacender o interesse da indústria farmacêutica por esta área de 

investigação. 

Neste momento já existem alguns fármacos de origem marinha a serem 

comercializados e muitos outros em ensaios clínicos. Alguns exemplos de sucesso de 

fármacos baseados em produtos naturais marinhos encontram-se representados na figura 

4. A ziconitida (1) (Prialt®) comercializada em 2004, para o tratamento de dores 

crónicas é baseada num péptido isolado do veneno do caracol marinho, Conus magnus. 

A comercialização do anti-cancerígeno ecteinascidina 743 (2) (Yondelis®) iniciou-se 

em 2007 e trata-se de um péptido de 25 aminoácidos, obtido por hemi-síntese a partir de 

um composto semelhante ao extraído do tunicato Ecteinascidia turbinata (Hunt & 

Vincent, 2006). A citosina arabinose, Ara-C (3) (Citarabina®) foi baseada num 

composto isolado de uma esponja marinha (Cryptotethia crypta) no início dos anos 50 e 

foi o primeiro agente anti-cancerígeno de origem marinha a ser comercializado, em 

1969. Ainda hoje é utilizada para o tratamento de linfomas e leucemia. 
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(1) 

 
(2) 

 
(3) 

Figura 4: Estrutura química de três fármacos baseados em produtos naturais de origem 

marinha: (1) ziconitida; (2) ecteinascidina 743 e (3) citosina arabinose 

 

 

Todo o conhecimento acumulado do estudo, principalmente do meio académico, 

dos produtos naturais marinhos, resulta na afirmação do potencial terapêutico dessas 

moléculas. A indústria farmacêutica é o investidor principal das etapas de ensaios pré-

clínicos e clínicos no processo de I&D dos fármacos, pelo que serão essas empresas a 

determinar quais os produtos com potencial para atingir o mercado. Entre a descoberta 

da molécula à prateleira da farmácia, o processo demora cerca de 15 anos e milhões de 

euros são investidos pelas indústrias farmacêuticas (no caso de produtos anti-

cancerígenos, poderão ser envolvidos valores na ordem dos 600 milhões de euros). 
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1.1. O nudibrânquio Hypselodoris fontandraui 

 

Os moluscos gastrópodes da sub-classe Opisthobranchia (capítulo 6.1 

Taxonomia), também conhecidos por “lesmas do mar”, aparentam ser seres muito bem 

providos de metabolitos secundários, uma vez que têm muito poucos predadores 

naturais. Nestes gastrópodes, a redução da protecção física providenciada por uma 

concha é compensada por uma desenvolvida e complexa estratégia de defesa química. 

Estes espécimes ocupam muitos nichos ecológicos e podem ser herbívoros ou 

carnívoros, capazes de se alimentarem de esponjas, algas ou tunicatos (Ianora, 2006). 

Verifica-se em alguns indivíduos da ordem Nudibranchia, completamente 

desprovidos de concha, que estes conseguem reter os metabolitos secundários 

provenientes da sua fonte de alimentação, principalmente das esponjas. Os metabolitos 

secundários são utilizados pelas esponjas para se protegerem dos predadores e o mesmo 

efeito é observado nos nudibrânquios (Prokcsh, 1994; Hochlowski et al, 1982; Fontana 

et al, 1993; Karuso et al, 2002; Gavagnin et al, 2001). Verificou-se, no entanto, que 

alguns dos compostos isolados destes animais não existiam na esponja da qual se 

alimentavam, colocando-se a hipótese de o organismo modificar os metabolitos 

secundários ou até, tendo esse composto como substrato, sintetizar químicos de novo de 

modo a obter a sua alomona1 defensiva mais eficaz ou um composto menos tóxico para 

o molusco (Avila et al, 1991; Cimino, 1993; Gavagnin et al, 2001). Estas alomonas 

protegem os animais atacando os seus predadores provocando mau estar ou mesmo a 

morte. Do estudo dos nudibrânqueos verificou-se, na sua maioria, que os compostos por 

eles concentrados eram compostos dissuasores, informando o seu predador que o animal 

não é palatável, isto é, tem um sabor desagradável.  

De um modo geral, os nudibrânquios apresentam: brânquias ou plumas 

branquiais que são os órgãos respiratórios e encontram-se na zona exterior e posterior 

do animal, em redor do ânus; os rinóforos são órgãos sensoriais e localizam-se na zona 

anterior e o manto, que cobre todo o animal até ao pé (figura 5). É no manto que, em 

algumas espécies, se localizam glândulas denominadas Formações Dérmicas do Manto 

                                                 

 

 
1 Em Ecologia, utiliza-se o termo “alomona” para designar qualquer substância química 

produzida e libertada por um indivíduo de uma espécie e que afecta o comportamento de um membro de 
outra espécie, beneficiando o produtor. 



1. Introdução 
 

 
 

9

(FDM). São nestas glândulas que as alomonas defensivas se encontram concentradas 

pelo que se pensa que as FDM estejam envolvidas na função defensiva, apresentado 

propriedades ictiotóxicas e como dissuasor alimentar (Avila et al, 1991; Fontana et al, 

1994; Garcia-Gómez, 1990). Estas propriedades dos metabolitos secundários 

provenientes destes animais suscitaram o interesse de equipas de cientistas que isolaram 

vários compostos e verificaram a sua actividade biológica, com a perspectiva de 

enriquecer o conhecimento sobre estes animais assim como descobrir novos compostos 

que poderão ser fonte de inspiração para novos fármacos. 

 
Figura 5: Morfologia externa geral dos nudibrânquios  

 
Várias espécies do género Hypselodoris, de diferentes oceanos, foram estudadas 

e vários metabolitos secundários foram isolados, a maioria deles com funções 

defensivas comprovadas. Apresenta-se na tabela 1 a síntese da recolha bibliográfica dos 

compostos isolados de espécimes do género Hypselodoris e informações sobre a sua 

actividade biológica (quando disponíveis). 

 
Tabela 1: Resumo dos metabolitos secundários isolados do género Hypselodoris  

Metabolito 
secundário Espécie Área geográfica Toxicidade Referência 

H. webbi 
Castellamere e Taranto (Itália); 
Blanes (Catalunha); Estreito de 
Gilbraltar 

H. cantabrica Atlântico norte (Cantábria) 

H. villafranca Atlântico norte (Astúria e Las 
Llanas); Taranto (Itália) 

Longifolin (1) 

H tricolor Atlântico norte (Las Llanas) 

Tóxico para Gambusia affinis 
(10ppm). 
Actividade anti-alimentar 
contra Carassius auratus  
(300 mg/cm2) 

Avila, 1991 
Cimino, 1982 
Garcia-Gomez, 1990
Fontana, 1993 
Fontana, 1994 

H. cantabrica Atlântico norte (Astúrias) 

H. villafranca Atlântico norte (Astúria e Las 
Llanas 

H. infucata Baía Kaneohe (Hawai) 
H. tricolor  Atlântico norte (Las Llanas) 
H. carpensis África do sul 
H. webbi Taranto (Itália); 
H. godeffroyana Hawai 

Nakafuran-9 (2) 

H. ghiselini Golfo da Califórnia 

Actividade anti-alimentar 
contra Carassius auratus  
 

Fontana, 1993 
McPhail, 1998 
Avila, 1991 
Karuso, 2002 
Hochlowski, 1982 
 

H. cantabrica  Atlântico norte (Cantábria) 

H. villafranca Atlântico norte (Astúria e Las 
Llanas) 

Tavacfuran (3) 

H. tricolor Atlântico norte (Las Llanas) 

Actividade anti-alimentar 
contra Carassius auratus  
(300 mg/cm2) 

Fontana, 1993 
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H. cantabrica Atlântico norte (Cantábria)  
H. villafranca Atlântico norte (Las Llanas) 
H. tricolor  Atlântico norte (Las Llanas) 
H. ghiselini Golfo da Califórnia 

Dendrolasin (4) 

H. californiensis Golfo da Califórnia 

Actividade anti-alimentar 
contra Carassius auratus  
(300 mg/cm2) 

Fontana, 1993 
Hochlowski, 1982 

H. canatabrica  Atlântico norte (Cantábria) 
H. villafranca Atlântico norte (Las Llanas) 
H. tricolor Atlântico norte (Las Llanas) Agassizin (5) 

H. agassiz México 
- Fontana, 1993 

Hochlowski, 1982 

H. bayeri Cuba 
H. canatabrica Atlântico norte (Cantábria) 
H. villafranca Atlântico norte (Las Llanas) 
H. tricolor Atlântico norte (Las Llanas) 
H. webbi Espanha 
H. californiensis São Diego, Califórnia 

ent-Furodysinin (6) 

H. porterae Point Loma, Califórnia 

Muito tóxico contra Gambusia 
affinis (10ppm) 
Actividade anti-alimentar 
contra Carassius auratus  
(300, 150, 30 mg/cm2) 

Fontana, 1993 
Fontana, 1994  
Hochlowski, 1982 

H. cantabrica Atlântico norte (Cantábria) 
H. villafranca Atlântico norte (Las Llanas) Isonakafuran-9 (7) 
H. tricolor - Atlântico norte (Las Llanas) 

Actividade anti-alimentar 
contra Carassius auratus  
(300 mg/cm2) 

Fontana, 1993 
 

H. cantabrica -  
H. villafranca Atlântico norte (Cantábria) 
H. villafranca Atlântico norte (Las Llanas) 

Isodehydro-
dendrolasin (8) 

H. tricolor- Atlântico norte (Las Llanas) 
- Fontana, 1993 

H. webbi Espanha Pallescensin-A (9) 
H. californiensis São Diego, Califórnia - Fontana, 1994 

Hochlowski, 1982 
H. capensis África do sul 
H. californiensis Golfo da Califórnia  Nakafuran-8 (10) 
H. infucata Baía Kaneohe (Hawai) 

- 
McPhail, 1998 
Karuso, 2002 

Hochlowski, 1982 

H. tricolor Itália 
9,10-

dehydrofurodysinin 
(11) H. webbi Espanha 

Tóxico para Gambusia affinis 
(DL50= 10 ppm) 
Tóxico para Artemia salina  
(DL50= 1.52 ppm) 
Actividade anti-alimentar 
contra Carassius auratus  
(100 µg/cm2) 

Fontana, 1994 

Variabilin (12) 
22-deoxy-

variabilin (13) 
22-deoxy-23-

hidroxymethyl-
variabilin (14) 

H. capensis  África do sul - McPhail, 1998 

Ghiselinin  (15) H. ghiselini  Golfo da Califórnia - Hochlowski, 1982 
H. californiensis São Diego, Califórnia Euryfuran (16) 
H. porterae Point Loma, Califórnia - Hochlowski, 1982 

Nota: DL –Dose letal 

 

 

De seguida encontram-se as estruturas químicas dos compostos apresentados na 

tabela anterior, que foram isolados do género Hypselodoris (figura 6). 
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Figura 6: Metabolitos secundários isolado do género Hypselodoris 
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Como se pode observar, a variedade de compostos isolados deste género de 

molusco marinho é vasta, verificando-se no entanto, a predominância de compostos 

furano sesquiterpenos, mono ou di-substituído. Através de vários estudos, comparando 

o perfil de metabolitos secundários provenientes deste molusco marinho recolhidos em 

vários locais, conclui-se que indivíduos da mesma espécie seleccionam o seu alimento 

de acordo com os padrões de metabolitos secundários, observando que os Hypselodoris 

preferem presas que sintetizem furanosesquiterpenóides, como é o caso da esponja 

Dysidea fragilis (Avila et al, 1991; Fontana et al, 1993 e 1994; Hochlowski et al, 1992). 

Os furanosesquiterpenos são compostos muito abundantes no meio marinho e 

vastamente estudados, sendo uma das suas característica o facto de serem extremamente 

sensíveis à luz, ao ar e ao calor, criando alguma dificuldade no estudo destes compostos 

(Cimino, 1977). 

 

Neste trabalho pretendeu-se estudar, pela primeira vez, o perfil dos metabolitos 

secundários apresentado pelo nudibrânquio da espécie Hypselodoris fontandraui 

(Pruvot-Fol, 1951) recolhido nas águas costeiras de Portugal (figura 7). Após 

identificação do composto predominante proveniente desta espécie, com a colaboração 

da equipa internacional de Haber, foram efectuados testes sobre a sua toxicidade e 

capacidade dissuasora de alimento.  

 

 
Figura 7: Hypselodoris fontandraui [1] 
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Até ao momento, não foi publicado nenhum estudo sobre os compostos isolados 

de nudibrânquios das águas costeiras portuguesas assim como não existe nenhum 

conhecimento sobre o perfil de metabolitos secundários presentes nesta espécie, pelo 

que objecto de estudo deste trabalho é pioneiro.   
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1.2. As esponjas marinhas e os seus consórcios bacterianos 

 

Esponjas (do filo Porifera) são animais primitivos multicelulares. Alimentam-se 

de partículas orgânicas que filtram do mar, como por exemplo, fitoplâncton, bactérias, 

seres eucariotas e detritos. A organização morfológica (figura 8) e o modo de 

alimentação de uma esponja é bastante simples: através dos vários orifícios é feita a 

entrada de água, que será expelida pela abertura de dimensão superior, no topo da 

esponja (Osinga, 1999). 

 

 

A B  

Figura 8: A) Representação esquemática de uma esponja e o fluxo de água (Taylor, 

2007). B) Imagem de um espécime pertencente a género Phorbas (P. topsenti) [9] 

 

 

A capacidade que as esponjas têm em filtrar uma grande quantidade de água e 

reter eficientemente as partículas, permite-lhes existir em ambientes pobres em 

nutrientes, como recifes de corais, onde são as espécies predominantes. As esponjas 

conseguem bombear e filtrar volumes até 24 m3/Kg.dia de água do mar contendo cerca 

de 1-5x106 bactérias/mL; como tal, as esponjas são as hospedeiras de uma grande 

comunidade de microrganismos, sendo algumas das espécies bacterianas específicas 

para determinadas esponjas. Os microrganismos podem compor entre 40 a 70% do 

volume da esponja que poderá corresponder a uma densidade de 109 

microrganismos/mL de tecido de esponja, duas a quatro ordens de grandeza superior à 

existente na água do mar (Taylor, 2007; Li, 2009). 
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O facto de as esponjas serem a maior fonte de metabolitos secundários isolados 

de organismos marinhos (Faulkner, 2002; Blunt, 2005), associado ao conhecimento de 

que estes animais formam uma próxima associação com uma grande variedade de 

microrganismos vieram aumentar o interesse científico sobre estes organismos 

marinhos. De facto, animais e plantas marinhas vivem associados a microrganismos e a 

superfície dos seus corpos são inevitavelmente colonizados por bactérias simbiontes. 

Alguns organismos marinhos alojam microrganismos no seu tracto intestinal ou mesmo 

nos seus tecidos e células. Estas interacções esponja-microrganismo simbionte são 

complexas e podem ser categorizadas como mutualismo obrigatório (i.e. o simbionte 

tem um papel essencial no metabolismo da esponja), mutualismo facultativo (i.e. o 

microrganismo beneficia o seu hospedeiro mas este consegue sobreviver sem o 

simbionte) ou comensalismo (i.e. os simbiontes estão presentes mas sem apresentarem 

benefícios óbvios ao hospedeiro). Em qualquer dos casos, assume-se que a esponja 

oferece um “habitat” protegido ao seu simbionte. Uma outra distinção pode ser feita 

entre epibionte (microrganismos que vivem na superfície da esponja) e endosimbionte 

(microrganismos que vivem no tecido ou dentro das células das esponjas) (Osinga et al, 

2001). Durante este trabalho, serão os microrganismos epibiontes que serão analisados. 

Existem evidências que as comunidades bacterianas estão consistentemente 

associadas a uma espécie de esponja em particular, podendo até ocorrer a passagem 

destas através de várias gerações de esponjas (Wang, 2006). Verificou-se que existiam 

vários hospedeiros, de “habitats” distantes, que apresentavam o mesmo (ou 

estruturalmente semelhante) metabolito secundário, reforçando a hipótese de ser uma 

bactéria simbionte existente nesses hospedeiros o verdadeiro produtor deste metabolito 

(Hildebrand, 2004). Além disso, alguns desses compostos já seriam conhecidos e foram 

identificados como sendo exclusivamente de origem bacteriana (Taylor, 2007).  

Na tentativa de se obter o composto activo de uma forma sustentável, o 

crescimento do microrganismo apresentar-se-ia como uma boa hipótese. Contudo, a 

fermentação de microrganismos simbiontes na ausência do seu hospedeiro é uma tarefa 

extremamente complexa. Tal já foi verificado embora existisse sempre a dúvida se se 

trataria de uma bactéria simbionte ou apenas associada (Osinga et al, 2001). 
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Uma vez que a expressão genética em bactérias está bem desenvolvida, clonar e 

expressar genes de bactérias simbiontes é possível e apresenta-se como uma boa 

alternativa ao crescimento bacteriano de simbiontes, promovendo a expressão 

heteróloga do gene com informação para a síntese do metabolito secundário num 

hospedeiro alternativo com elevada taxa de crescimento (e.g. E. coli). No caso de 

microrganismos que não se conseguem cultivar, este é o único meio de produzir os 

metabolitos bioactivos. Este método permite obter as quantidades de composto 

necessárias para os ensaios clínicos e desenvolvimento do produto como fármaco para 

utilização humana, ultrapassando assim a barreira que hoje existe (Hildebrand, 2004).  

 

Os potenciais biotecnológicos destas associações esponjas-bactérias são 

enormes. No entanto, a transição entre a descoberta de um composto e a sua utilização 

em larga escala ainda não foi conseguida e continua difícil. Tecnologias como a 

metagenómica (que permite analisar o ADN de comunidades de bacterianas sem ser 

necessário isolar o microrganismos) ou o aumento substancial do conhecimento das 

condições de crescimento dos microrganismos apresentam-se como grandes potenciais 

para o desenvolvimento desta área. Ainda existe algum problema como o recurso à 

metagenómica, uma vez que as comunidades bacterianas existentes na esponja são 

muito complexas, mas tais problemas poderão ser contornados utilizando novas técnicas 

moleculares: electroforese em gel, “Southern blot”, “Northern blot”, “Western blot”, 

ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”) e PCR (“Polymerase Chain 

Reaction”) (Taylor et al, 2007). 

Nos dias de hoje, as abordagens genéticas são ferramentas poderosas para a 

biossíntese dos produtos, assim como para se obter informações sobre o seu mecanismo 

(Kennedy et al, 2009). Poderá ocorrer uma re-orientação da pesquisa dos produtos 

naturais que ainda apresentem vestígios do século XIX para uma disciplina focada nos 

genes. Com a diminuição dos custos associados à sequenciação genómica, aumenta a 

possibilidade de sequenciar genomas bacterianos, providenciando deste modo a base 

genética para identificar e clonar novos mecanismo de produção. Juntamente com a 

constante evolução dos conhecimentos dos mecanismos biológicos, haverá 

possibilidade de se determinar mais facilmente a interferência que os produtos naturais 

poderão ter nas funções biológicas, abrindo portas para novos campos de pesquisa e 

inspirando cientistas (Pucheault, 2008). 
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A esponja do género Phorbas é muito estudada na comunidade científica devido 

à vasta quantidade de compostos que têm sido isolados dos seus extractos (Zhang & 

Capon, 2008), embora nos estudos em que se obtiveram compostos provenientes desta 

esponja, não tenha sido colocada a hipótese de ser uma bactéria simbionte (ou mesmo 

apenas associada) a real produtora destes metabolitos.  

 

Tendo em consideração todas as questões discutidas anteriormente, a segunda 

parte deste trabalho teve como objectivo o estudo da comunidade bacteriana que foi 

possível isolar do interior da esponja Phorbas sp. (Faneca, 2007). Esta estirpe 

bacteriana faz parte dos 5% de bactérias marinhas passíveis de serem fermentadas, 

aumentando deste modo o potencial deste trabalho, uma vez que o principal obstáculo 

dos estudos de organismo marinhos, o problema do fornecimento, encontrar-se-ia, à 

partida, sanado. O objectivo final deste trabalho será obter um ou mais compostos 

purificados, que serão identificados e testados quanto à sua actividade biológica. A 

estrutura dos compostos iria ser comparada com as estruturas já conhecidas de 

compostos provenientes desta esponja, possibilitando a conclusão inequívoca de que o 

produtor do metabolito secundário seria o microrganismo simbionte.  
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Neste capítulo irão ser apresentados e discutidos os resultados do estudo dos 

compostos isolados dos extractos obtidos a partir do nudibrânquio H. fontandraui 

recolhidos nas ilhas Berlengas. Por técnicas de extracção foram obtidos os extractos 

internos e externos destes animais, fraccionando-os através de técnicas cromatográficas. 

O composto maioritário foi isolado obtendo-se 37% de rendimento total da extracção e 

uma concentração de 3,6mg/animal. Através da espectroscopia de RMN 1H, 13C, DEPT 

135 e bidimensional (HMQC e HMBC) determinou-se a estrutura molecular do 

composto e identificou-se como sendo a tavacapalascensina, isolada pela primeira desta 

espécie de nudibrânquio.    

 

Neste capítulo discute-se também o estudo do perfil químico de um consórcio 

bacteriano extraído do interior da esponja Phorbas sp., recolhida na zona da Arrábida, 

Setúbal. As soluções provenientes da fermentação da estirpe bacteriana (sobrenadante e 

biomassa) foram sujeitas a técnicas de extracção e os extractos obtidos foram 

fraccionados por técnicas cromatográficas (coluna aberta, HPLC, de camada fina 

preparativa). Apresentam-se apenas resultados intermediários obtidos das técnicas de 

fraccionamento e purificação, não tendo sido possível a caracterização por RMN de 

nenhum dos compostos isolados.  

 

Todas as operações efectuadas encontram-se descritas na Parte Experimental 

(capítulo 4).  
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2.1. Avaliação dos extractos do H. fontandraui 

 

Os extractos do exterior foram obtidos como se descreve na Parte Experimental e 

analisados por c.c.f. em sílica gel de fase normal assim como por HPLC (extracto 

exterior e interior). Qualitativamente, o perfil cromatográfico de ambos os extractos 

apresentava muitas semelhanças, indicando que o perfil químico destes seria semelhante 

(figura 9 e 10). Pela análise da c.c.f. em n-hexano, verifica-se que em ambos os extractos 

existe uma mistura de compostos apolares, em que o composto maioritário se apresenta 

como o mais polar, que revela tanto com radiação UV (λ254nm) como com o revelador 

Ehrlich. 

 

 
Figura 9: Cromatograma comparativo do perfil dos extractos exterior e interior do H. 

fontandraui 

 

 

Em ambos os extractos verifica-se que o composto, que apresenta a mancha de 

cor azul da revelação com revelador Ehrlich, encontra-se sobreposto a um outro 

composto que revela apenas com luz UV. 

 

Extracto interior 

Extracto exterior 
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Figura 10: C.c.f em fase normal do (I) extracto interno e (E) exterior revelados com luz 

UV e revelador Ehrlich. 

 

Os extractos foram fraccionados por cromatografia em coluna aberta com sílica 

gel 60. Os espectros de HPLC das fracções recolhidas do extracto exterior (figura 11, 

cromatograma 1) e do extracto interior (figura 11, cromatograma 2) permitiram verificar 

que, para primeiro passo de purificação, foi alcançado um bom fraccionamento dos 

compostos, encontrando-se o composto maioritário com um grau elevado de pureza. 

Com optimização das condições de eluição, prevê-se que uma nova cromatografia iria 

permitir purificar e isolar os restantes compostos. 

  
 

 

                                                                                                E[24-47]                                                                                                                   I[21-43] 

 
  E20                                                                                                                    I[18-19] 

 
                            E[16-19]                                                                                                                    I[16-17] 

 
              E[14-15]                                                                                                                    I[12-15] 
 
 

                            E[10-13]                         I11 
 
                 E[8-9]                                                                                                                       I[7-10] 

 
             

                                                                                                  E[6-7]                                                                                                                           I[6] 
 

                            E5                                                                                                                         I[4-5] 

 
                                           

 

Figura 11: Cromatogramas 1 e 2 de todas as fracções do extracto externo e interno do H. 

fontandraui, respectivamente. 

 

 

Composto 
maioritário 
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Comparando o cromatograma do composto maioritário de ambos os extractos 

(figura 12) e efectuando uma análise por HPLC de uma amostra contendo a mistura do 

composto maioritário de ambos os extractos (figura 13), conclui-se que estes são o 

mesmo produto, com tR=12,5min, originando assim um rendimento total da extracção do 

composto maioritário de 37%, o que corresponde a 3,6mg/animal. 

Sugere-se que seja efectuada a continuação do estudo comparativo dos dois 

extractos pois a possibilidade de serem os mesmos compostos é muito elevada devido à 

semelhança dos seus perfis cromatográficos, aumentando consideravelmente o 

rendimento da extracção. 

 

 
Figura 12: Cromatograma comparativo dos espectros do composto maioritário dos dois 

extractos do H. fontandraui 

 

 

 
Figura 13: Cromatograma da amostra (Int+Ext) contendo o composto maioritário dos dois 

extractos do H. fontandraui 
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2.1.1 Determinação da estrutura da tavacpalascensina   

 

A fracção E[24-47] (7,6mg) resultante do fraccionamento do extracto exterior foi 

analisada por RMN utilizando como solvente o benzeno deuterado (C6D6) e efectuaram-

se espectros de 1H (figura 14), 13C (figura 15), DEPT 135 (figura 16), HMQC (figura 17) 

e HMBC (figura 18). O espectro de COSY, por não se ter retirado informação dele uma 

vez que apresentava um plano de simetria imperfeito, não foi utilizado na determinação 

da estrutura da molécula. 

Consultando vários estudos em que foram analisados várias espécies deste género 

de nudibrânquios (Hochlowski, 1982; Fontana et al, 1993; Karuso, 2002; Gaspar et al, 

2008) espera-se, à partida, que o composto isolado seja um furanosesquiterpenóide.  

De facto, o espectro de RMN 1H apresenta valores de desvios químicos e de constantes 

de acoplamento (cf. tabela 2) próximos dos característicos de um anel furano α,β-di-

substituído: δ7,03ppm e δ5,94ppm. 
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Figura 14: Espectro de 1H RMN do composto isolado do extracto externo do H. 

fontandraui (C6D6) 
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O desvio químico de um protão de um anel aromático é 7,27ppm e o valor da 

constante de acoplamento de dois protões que se encontrem ligados ao anel em posição 

orto apresentam valores de J entre 6-10Hz (Silverstein & Webster, 1998). Verifica-se no 

espectro RMN 1H a presença de dois dubletos a δ6,88 (1H, J = 7,6Hz) e δ6,80ppm (1H, 

J = 7,6Hz), pelo que se pode colocar hipótese de existir um anel aromático com dois 

protões em posição orto. 

Os dois picos com valores de desvio químicos mais baixos correspondem a dois 

singletos integrando três protões, indicam a presença de dois grupos metilo ligados a 

carbonos quaternários cujos hidrogénios são semelhantes. De acordo com Silverstein & 

Webster (1998), o desvio químico característicos de um grupo metilo ligado a um anel 

aromático é δ~2,2ppm, pelo podemos colocar a hipótese de termos presente dois grupos 

metilo ocupando duas das quatro posições disponíveis. 

Os restantes picos encontram-se na região dos protões ligados a carbonos 

alifáticos (δ3,92; 2,77 e 2,40ppm) correspondendo a dois protões cada um, pelo que se 

espera a presença de três grupos metileno. Uma vez que se pressupõe a existência de um 

anel furano di-substituído, pode formular-se a hipótese de serem estas cadeias alifáticas a 

efectuar a ligação entre este anel e o aromático.  

 

Do espectro de 13C retira-se a informação da existência de 15 carbonos. Fazendo 

a análise paralela com o espectro de DEPT 135, conclui-se que seis destes são carbonos 

com hibridação sp3 (δ148,6; 139,5; 138,3; 133,3; 132,2 e 117,9ppm). Os carbonos de 

grupos metileno são fáceis de identificar no espectro DEPT 135 e correspondem aos 

carbonos com desvio químico δ28,1; 24,4 e 27,4ppm, que se encontrarão ligados aos 

protões de grupos metilenos já identificados em RMN 1H.  
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Figura 15: Espectro de 13C RMN do composto isolado do extracto externo do H. 

fontandraui (C6D6) 

2030405060708090100110120130140150 ppm 
Figura 16: Espectro de DEPT 135 do composto isolado do extracto externo do H. 

fontandraui (C6D6) 
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Para determinar as ligações protão-carbono (H-C) recorre-se ao espectro de 

correlação HMQC.  

 

ppm
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Figura 17: Espectro de HMQC do composto isolado do extracto externo do H. fontandraui 

(C6D6) 

 

 

Neste espectro, os acoplamentos H-C a longas distâncias são eliminados (i.e., 

duas e três ligações), preservando-se o acoplamento de H-C directamente ligados. Retira-

se então a seguinte informação: 
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• Os carbonos δ139,5ppm e 112,6ppm encontram-se ligados aos hidrogénios com 

δ7,03ppm e 5,94ppm, respectivamente, já identificados como fazendo parte do 

anel de furano; 

 

• O carbono com δ128,3ppm encontra-se ligado ao hidrogénio com δ6,80ppm 

enquanto que o carbono com δ128,6ppm apresenta uma ligação ao protão com 

6,88ppm, já identificados como fazendo parte do anel aromático;  

 

• O carbono de desvio químico mais baixo, correspondente a um grupo metilo 

(δ20,2ppm) encontram-se ligado ao protão δ2,12ppm, enquanto que o carbono 

com desvio químico de 20,4ppm encontra-se ligado ao hidrogénio de sinal 

δ2,09ppm.  

 

• Os três carbonos dos três grupos metilenos correspondem aos carbonos com 

desvios químicos de δ28,1; 27,5 e 24,4ppm e encontram-se directamente 

ligados aos hidrogénios com desvios químico de 3,94; 2,77 e 2,40ppm, 

respectivamente. 

 

Através do espectro de correlação bidimensional HMBC serão analisadas as 

correlações 2J e 3J. Ao fazer a interpretação deste espectro é necessário ser cauteloso 

uma vez que, por vezes, nem todas as interacções a 2 e 3 ligações estão presentes.  
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Figura 18: Espectro de HMBC do composto isolado do extracto externo do H. 

fontandraui(C6D6) 

 

Observa-se que: 

1) Os carbonos das cadeias alifáticas com desvio químico de δ24,4ppm e 

27,4ppm apresentam correlações com os protões de δ2,77ppm e 2,40ppm, 

respectivamente. Como se tinha concluído pelo espectro HMQC que as ligações entre 

estes carbonos alifáticos eram: C27,5ppm – H2,77ppm e C24,4ppm – H2,4ppm, pode-se confirmar 

a ligação CH2 – CH2 formada por estes átomos.  

 

2) Existe correlação entre o carbono do grupo metilo (δ20,4ppm) com o 

hidrogénio que se encontra ligado ao anel aromático (δ6,80ppm). Também ligado ao anel 

aromático, o protão em posição orto (δ6,88ppm) apresenta correlação com o carbono do 
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outro grupo metilo (δ20,2ppm). Este protão apresenta também correlação com o carbono 

com desvio químico de δ132,2ppm e 139,4ppm.  

 

3) O carbono do restante grupo CH2 (C28,1ppm – H3,92ppm) não apresenta quaisquer 

correlações.  

 

4) O carbono que apresenta correlações com o hidrogénio do grupo CH2 e com o 

hidrogénio com desvio químico de δ6,88ppm é o carbono com δ132,2ppm. Conjugando 

os pontos 2, 3 e 4, uma hipótese para a estrutura parcial da molécula apresenta-se na 

figura 19. 

 
Figura 19: Estrutura parcial do composto 

 

5) Observando os protões ligados ao anel furano, verifica-se a existência de 

correlações destes com os carbonos com desvio químico δ148,6ppm e δ117,9 ppm, 

concluindo-se que estes são os restantes carbonos do anel de furano. A cadeia alifática 

estabelece então a ligação entre o anel de furano e o aromático. Existindo correlação 

entre o carbono com sinal δ148,6ppm e o hidrogénio com sinal δ2,40ppm mas não com o 

hidrogénio com δ2,77ppm, este hidrogénio e o carbono a δ148,6ppm encontram-se a 

mais de 3 ligações de distância, sendo possível completar a estrutura anteriormente 

apresentada confirmada pelas restantes correlações entre os átomos (figura 20). 
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Figura 20: Estrutura parcial do furanosesquiterpeno e a algumas correlações chave 

observados no espectro HMBC 

 

6) Para identificar os restantes carbonos quaternários, observa-se que existe 

correlação entre o hidrogénio de sinal δ6,80ppm com os carbonos com sinal a 

δ133,3ppm e δ138,3ppm, enquanto que o hidrogénio δ6,88ppm se correlaciona com os 

carbonos com desvios químicos de δ139,4ppm e δ132,2ppm. Tendo em conta a estrutura 

criada, pode-se comprovar as restantes correlações do composto agora estruturado 

(figura 21). 

 

 
Figura 21: Estrutura do furanosesquiterpeno evidenciando os desvios químicos e algumas 

correlações obtidas pelo espectro de HMBC. 

 

 

A tabela 2 pretende resumir todos os dados dos espectros analisados para se obter 

a estrutura química do furanosesquiterpeno isolado (figura 22). 
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Tabela 2: Dados de RMN da tavacpalascensina 

Posição δ 13C a δ 1H (J Hz) b HMBC 
1 132,2 qC - H-2; H-7; H3-15 
2 128,6 CH 6,88 d (7,6) H3-15 
3 128,3 CH 6,80 d (7,6) H3-14 
4 133,3 qC - H-3; H-11;H3-115 
5 138,3 qC - H-3; H2-7; H2-11; H3-14 
6 139,4 qC - H-2; H-7; H2-11; H3-15 
7 28,1 CH2 3,92 s  - 
8 148,6 qC - H-13; H-12; H2-7; H2-10 
9 117,9 qC - H-13; H-12; H-7; H2-11; H2-10 

10 24,4 CH2 2,40 m  H2-11  
11 27,4 CH2 2,77 m  H2-10  
12 139,5 CH 7,03 d (2,0) H-13; H-11 
13 112,6 CH 5,94 d (1,2) - 
14 20,4 CH3

 2,09 s H-3  
15 20,2 CH3 2,12 s  H-2  

a Através do espectro DEPT 135 e HMQC  
b Através do espectro HMQC 

 

 
Figura 22: Estrutura química do furanosesquiterpeno isolado do H. fontandraui 

 

 

Efectuou-se a pesquisa deste composto, com forma molecular C15H16O em 

diversas base de dados e literatura. Obteve-se informações sobre este composto 

previamente descoberto e estudado sob o nome de tavacpalascensina. 

Este composto foi isolado primeiramente por Guella (1985) a partir da esponja 

Dysidea fragilis recolhida no Mediterrâneo e posteriormente sintetizada por Ho & Li 

(1999). Os resultados da espectroscopia de RMN obtidos por estas equipas encontram-se 

de acordo com os obtidos nestes trabalho. 

Uma vez que a tavacpalascensina foi obtida do extracto interior (incluindo o seu 

aparelho digestivo), tal é indicativo de este produto ser proveniente da dieta deste 

nudibrânquio, o que foi o concluído noutros estudos sobre os compostos isolados dos 

Hypselodoris (Avila, 1991; Fontana, 1993). Seria interessante que, numa futura recolha 
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destes espécimes, fossem recolhidas também amostras das esponjas presentes no seu 

“habitat” e confirmar (ou não) a presença da tavacpalascensina nessas esponjas, 

concluindo de forma inequívoca sobre a origem deste metabolito. 

Com a parceria do Istituto di Chimica Biomolecolare realizaram-se ensaios 

relativos à ictiotoxicidade e palatibilidade contra o camarão Palaemon elegans. 

Demonstrou-se que a tavacpalascensina encontra-se acumulada em elevadas 

concentrações no manto do animal (±25,98mg/mL), uma vez que esta espécie não 

apresenta FDM, e é sem dúvida um composto utilizado como primeira linha de defesa do 

molusco relativamente aos predadores, demonstrando actividade dissuasora mesmo em 

concentrações tão baixas como 1mg/mL. Sugere-se testar este composto versus alguns 

microrganismos patogénicos (e.g. Esherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeriginosa, Bacillus subtilis) assim como determinar se terá alguma actividade anti-

cancerígena. 

Este trabalho foi o primeiro a debruçar-se sobre o estudo dos metabolitos 

secundários derivados do nudibrânquio H. fontandraui recolhidos na costa portuguesa e 

pela primeira vez, foi obtido o composto tavacpalascensina a partir destes moluscos.  
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2.2. Estudo dos metabolitos secundários do consórcio bacteriano 

 

No trabalho efectuado por Faneca (2007), foi isolada uma estirpe do interior da 

esponja Phorbas sp., designada #P1, Gram negativa (figura 23), apresentando uma boa 

taxa de crescimento. Foi sugerido pelos investigadores a cargo deste projecto que esta 

estirpe apresentava características do género Vibrio, existente abundantemente em 

ambientes marinhos mas a sua identificação ainda não foi efectuada.  

 

          
Figura 23. Estirpe #P1 apresentando forma de bastonete e respectiva coloração de Gram  

(ampliação 1000X) 

 

Da fermentação desta estirpe obtiveram-se 800mL de suspensão da biomassa e 

2750mL de sobrenadante. 

A biomassa e o sobrenadante foram extraídos selectivamente através de solventes 

tendo em conta as diferenças de polaridades. Escolheram-se os solventes éter etílico para 

metabolitos de baixa polaridade, como é o caso dos terpenos, e diclorometano para 

recolha dos compostos de polaridade média. Obtiveram-se as seguintes massas: 

 

Tabela 3: Massa dos extractos obtidos após extracção com éter etílico e diclorometano 

Extracto 
bacteriano 

Solvente 
utilizado  Designação Massa  

éter etílico B/EE 66,31 mg 
Biomassa 

diclorometano B/D 75,10 mg 

Sobrenadante éter etílico S/EE 225,1 mg 
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De modo avaliar o número e a polaridade dos compostos presentes em ambos os 

extractos, efectuaram-se c.c.f. utilizando gradientes de solventes. A figura 24 apresenta 

os cromatogramas dos extractos de éter obtidos a partir da biomassa e do sobrenadante, 

enquanto que a figura 25 mostra o perfil cromatográfico do extracto de diclorometano 

obtido a partir da biomassa. 

 

                                      
c.c.f em sílica gel de fase normal do  

extracto da biomassa.  
Revelador: Ehrlich+H2SO4 + aquecimento 

c.c.f em sílica gel de fase reversa do 
extracto do sobrenadante. 

Revelador: Ehrlich + aquecimento 
 

Figura 24: C.c.f. dos extractos de éter da biomassa B/EE e do sobrenadante S/EE. 

 

 
Figura 25: C.c.f em sílica gel de fase normal do extracto da biomassa extraído com 

diclorometano B/D. Revelador: Ehrlich+H2SO4 + aquecimento 

 

Observa-se que os extractos de éter são mais complexos, apresentando três 

manchas bem definidas que revelam com revelador Ehrlich (E+). Este revelador é 

utilizado para a detecção de compostos contendo azoto, como indóis, aminas e 

compostos contento anéis de furano. Observa-se que existe sobreposição destes com 

outros compostos que apenas são visíveis na luz UV (na figura 24 indicados a tracejado).  

O extracto de diclorometano da biomassa apresenta apenas uma única mancha 

que revela apenas com H2SO4.  

H2O: MeOH 6:4
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Para eliminação de qualquer probabilidade dos compostos observados serem 

provenientes do meio de cultura utilizado na fermentação, avaliou-se o perfil 

cromatográfico do meio de cultura efectuando-se uma c.c.f. em sílica gel de fase normal. 

Contudo, não se observou qualquer resultado, pelo que se pôde excluir o meio de cultura 

como sendo um contaminante. 

Para fraccionamento dos extractos foram usadas várias técnicas cromatográficas, 

cujo esquema seguinte pretende resumir (figura 26). 

 
Figura 26: Esquema dos passos de purificação dos compostos provenientes do consórcio 

bacteriano 

 

 

2.2.1. Estudo do extracto de diclorometano obtido a partir da biomassa (B/D) 

 

O extracto B/D foi submetido a fraccionamento através de cromatografia em 

coluna preenchida com sílica gel 60 (cc A). A fracção A[2-19] isolada da coluna 

cromatográfica, correspondente ao composto menos polar do extracto, foi analisada por 

HPLC, tendo-se concluído que o composto se tinha degradado, talvez devido a 

impurezas existentes no solvente.  

A fracção mais polar proveniente do fraccionamento do extracto B/D, a amostra 

A44 (13,38 mg), foi analisada por HPLC equipado com uma coluna de fase reversa (cf. 

figura 29, capítulo 6.1). O resultado obtido desta análise não se revelou informativo, 

obtendo-se vários picos e com baixa resolução, pelo que o programa de execução teria de 
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ser optimizado, mas por dificuldades logísticas, uma vez que o HPLC não se encontrava 

apenas dedicado a este projecto, não foi possível concluir esta fase do trabalho.  

 

2.2.2. Estudo do extracto de éter obtido a partir da biomassa B/EE  

 

No perfil do cromatograma deste extracto verificou-se a existência de um 

composto que apresentava uma mancha com Rf elevado no sistema de eluente escolhido 

(figura 24), que aparentava ser fácil de isolar e purificar. Ao preparar a amostra para a 

cromatografia em coluna aberta, semanas após a análise qualitativa por c.c.f., observou-

se a ausência da mancha observada anteriormente. Para tentar observar esse composto: i) 

utilizou-se um vasto leque de solventes e de gradientes de modo a cobrir todas as 

categorias de polaridade; ii) fez-se novo revelador Ehrlich; iii) efectuou-se uma nova 

extracção da fase aquosa resultante da primeira extracção com éter etílico, repetindo 

todas as etapas para se atingir um novo extracto B/EE. Em nenhuma destas situações o 

composto voltou a ser visível, concluindo-se que este se tenha degradado e que tenha 

sido extraído totalmente quando se efectuou a primeira extracção de éter.  

Assim, procedeu-se ao isolamento dos restantes compostos por cromatografia em 

coluna aberta preenchida com sílica gel 60 (cc B).  

A fracção que apresentava um composto que revelava com o revelador Ehrlich e 

que aparentava encontrar-se puro (B[15-17] - 2,65mg) foi analisada por HPLC. No 

cromatograma (figura 30, capítulo 6). Identificaram-se quatro picos bem resolvidos, 

tendo-se recolhido separadamente as fracções correspondentes a cada tempo de retenção 

(tR).  

Devido a problemas instrumentais, o trabalho teve de ser interrompido e 

infelizmente, por razões alheias à executante, as amostras foram perdidas e não foi 

possível retomar este trabalho. 

 

2.2.3. Estudo do extracto de éter obtido a partir do sobrenadante (S/EE)  

 

Efectuou-se uma cromatografia em coluna de média pressão pré-empacotada de 

fase reversa (cc C) em que 70mg do extracto s/EE foi analisado. A separação dos 

compostos Ehrlich positivos foi obtida com relativo sucesso, como se pode observar pelo 

perfil cromatográfico da fracção C[2-6] (figura 27).  
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Figura 27: C.c.f. sílica gel de fase reversa (1) C[2-6] e (2) C[7-38]. Revelador: 

Ehrlich+aquecimento. 

 

A purificação por HPLC da fracção C[2-6] potenciava bons resultados. No 

entanto, por motivos de ordem técnica, não foi possível efectuar esta análise, pelo que se 

sugere no futuro a continuação do estudo desta e das restantes fracções. 

 

Durante a preparação do extracto de éter para a realização da cromatografia 

discutida anteriormente, verificou-se que parte da amostra precipitou no sistema de 

eluentes utilizado. Assim, cromatografou-se apenas a parte solúvel enquanto que a parte 

insolúvel foi re-dissolvida e aplicada numa placa de cromatografia em camada fina 

preparativa de fase normal, verificando-se que esta amostra não apresentava o composto 

que originava a mancha mais polar apresentada pelo extracto de éter S/EE. Esta técnica 

cromatográfica é já pouco utilizada hoje em dia uma vez que técnicas mais eficientes se 

encontram disponíveis. No entanto, quando o objectivo do processo de purificação é 

apenas obter uma quantidade de composto suficiente para conseguir elucidação sobre a 

estrutura química do mesmo, é um modo rápido, fácil e económico para o atingir. 

Contudo, apresenta rendimentos muito baixos, havendo uma grande perda de massa 

durante o processo de desadsorção e recuperação dos produtos fraccionados. De facto, as 

massas que se obtiveram foram muito reduzidas, obtendo-se rendimentos entre 1,3-2,2% 

(cf. tabela 16, capítulo 4). Por c.c.f de fase normal verificou-se que dos dois compostos 

que revelavam com revelador Ehrlich, apenas o composto com Rf=0,55 aparentava 

encontrar-se puro. Efectuou um espectro de RMN deste composto mas devido à baixa 

concentração da amostra, apenas se conseguiu observar distintamente o sinal do 

solvente. Por conseguinte, tendo à disposição outras técnicas cromatográficas com 

melhores rendimentos e resolução, irá optar-se por elas quando possível. 

O restante extracto de éter proveniente do sobrenadante foi fraccionado por 

cromatografia em coluna de média pressão pré-empacotada de fase reversa (cc D). 

H2O:MeOH 3:7
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Obtiveram-se várias fracções que foram agrupadas de acordo com o seu perfil 

cromatográfico. Seleccionaram-se quatro fracções (D8, D16, D25 e D26] – figura 28) 

que, quer pela quantidade de massa, quer pelo perfil cromatográfico que apresentavam, 

seriam boas candidatas à purificação e isolamento dos seus componentes por HPLC.  

 

     
Figura 28: C.c.f. sílica gel de fase reversa das fracções D26, D25, D16 e D8. Revelador: 

Ehrlich+ aquecimento 

 

A amostra D26 foi fraccionada por HPLC equipada com uma coluna de fase 

reversa, obtendo-se o cromatograma apresentado na figura 31 (capítulo 6) tendo como 

objectivo o isolamento do composto E+. Recolheram-se as fracções DP1 até DP8 de 

acordo com os seus tempos de retenção nas condições experimentais utilizadas. Essas 

fracções foram concentradas e analisadas por c.c.f. de fase normal. Verificou-se que: 

 

- os compostos DP5 e DP7 são dois compostos visíveis à luz UV e encontravam-se 

cromatograficamente puros;  

- o composto DP8 é o composto que revela positivamente com Ehrlich e também 

se encontra cromatograficamente puro; 

- os restantes compostos não se tornaram visíveis com luz UV ou com revelador 

Ehrlich.    

 

Continuou-se o fraccionamento da amostra D26 e repetiu a c.c.f. de fase normal 

das fracções de todas as fracções recolhidas. Verificou-se que as manchas 

correspondentes aos compostos das fracções isoladas deixaram de se observar e apenas 

se verificava a existência de uma mancha amarelada comum a todas as fracções, 

sugerindo a degradação dos compostos isolados.  

H2O:MeOH 1:9
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Para se obter respostas sobre o que terá causado esta transformação/degradação, 

efectuou-se análises por HPLC, equipado com a coluna de fase reversa, de todas as 

fracções previamente isoladas. Verificou-se o aparecimento de um novo pico com tR ≈ 

3,9 min, comum a todos, e ao mesmo tempo ao desaparecimento dos picos com os tR 

característicos dos compostos isolados (figura 32, capítulo 6). Para determinar em qual o 

passo da purificação se teria introduzido o contaminante, analisou-se a fracção DP7 nas 

soluções presentes nas operações que são efectuadas após a cromatografia: a) eluente 

utilizado na cromatografia (MeOH/H2O 45:55); b) 100% H2O (após evaporação de 

MeOH); c) na fase aquosa (após extracção líquido-líquido com éter etílico) e d) na fase 

orgânica. Os vários espectros encontram-se resumidos na figura 33 (capítulo 6). 

Observa-se a presença do composto com tR ≈ 4 min apenas na fase orgânica. Nos 

passos anteriores, o composto correspondente à fracção DP7 (tR ≈ 8,7 min) encontra-se 

isolado, sem contaminantes e ausente na fase aquosa, como seria expectável. Uma vez 

que as alterações apenas se verificam depois de se adicionar éter, experimentou-se 

efectuar a extracção líquido-líquido utilizando éter previamente destilado e analisou-se 

por HPLC amostras em que foi utilizado éter destilado e não destilado (figura 34, 

capítulo 6). Como resultado, verificou-se a ausência do “contaminante”, pelo que se 

pôde concluir que era o éter utilizado para as extracções que continha impurezas (as mais 

habituais são a água, o etanol ou aldeídos) que degradavam os compostos isolados.  

A purificação da amostra D26 foi concluída mas as massas obtidas foram muito 

reduzidas, entre as 0,1mg e as 0,7mg, devido às análises cromatográficas imprevistas que 

foram efectuadas. Com o intuito de determinar a estrutura química dos compostos 

isolados, submeteram-se as fracções a espectroscopia RMN 600MHz, apenas disponível 

no laboratório italiano do Istituto di Chimica Biomolecolare (ICB). 

Infelizmente, os espectros RMN não devolveram nenhum resultado conclusivo, 

não sendo possível concluir sobre a estrutura química de nenhum dos compostos 

isolados, nomeadamente do composto E+ (DP8). Tal poderá ter origem na degradação 

dos compostos durante o transporte, ou simplesmente devido às massas reduzidas 

obtidas. Num novo estudo deste extracto, em que todos os passos já se encontrem 

optimizados, espera-se obter um melhor resultado. 

 

Por existir um tempo finito para a elaboração deste projecto, não foi possível 

estudar detalhadamente todos os compostos que se foram conseguindo isolar e purificar. 

Obtiveram-se extractos muito complexos que apresentavam uma grande variedade de 
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compostos. Alguns deles foram seleccionados para se efectuar um estudo mais detalhado 

em detrimento dos restantes, podendo ser algum desses preteridos um composto 

interessante e/ou desconhecido.  

Algumas das operações de isolamento/purificação ficaram pendentes devido a 

indisponibilidade de equipamento ou a limitações de tempo. Sugerem-se de seguida 

alterações ou melhoramentos ao protocolo seguido de modo a se poderem optimizar os 

resultados: 

 

- Quando se efectuar nova fermentação da estirpe #P1, irão obter-se novos 

extractos. Ao analisar-se o extracto de éter da biomassa deverá isolar-se de um 

modo consecutivo o composto menos polar, evitando que este se degrade; 

 

- Utilizar sempre solventes recém destilados e operar com cuidado para evitar 

contaminações; 

 

- O fraccionamento do sobrenadante com diclorometano ou outro solvente mais 

polar uma vez que neste trabalho apenas foi extraído com éter; 

 

- Da cromatografia em coluna A do extracto de diclorometano proveniente da 

biomassa B/D recolheu-se a fracção A44 que aparentava conter ainda muitos 

compostos. A análise por HPLC não apresentou resultados satisfatórios e não 

foi possível repetir este ensaio, pelo que se sugere a repetição do seu estudo; 

 

-  Submeteu-se o extracto de éter proveniente da biomassa B/EE a cromatografia 

em coluna aberta (cc B) e isolaram-se várias fracções. A fracção B[15-17] foi 

fraccionada por HPLC. No cromatograma observaram-se quatro picos cujos os 

compostos que lhes dão origem foram isolados, pelo que se sugere a repetição 

do processo experimental de modo a voltar-se a obter esses compostos em 

maior quantidade e de ser possível a sua caracterização; 

 

- As fracções separadas por cromatografia em coluna C do extracto de éter 

proveniente do sobrenadante S/EE não foram analisadas. Verificava-se a 

presença de compostos que revelavam com revelador Ehrlich e com algum grau 
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de pureza pelo que seria importante o estudo mais aprofundado destes 

compostos; 

 

- Ainda no estudo do extracto S/EE, efectuou-se uma cromatografia em camada 

fina preparativa, conseguindo-se separar seis compostos, em que apenas um 

deles foi analisada por espectroscopia de RMN. Sugere-se que o mesmo seja 

feito aos restantes compostos; 

 

- Da cromatografia em coluna pré-empacotada D, apenas foi analisada uma das 

quatro fracções que evidenciavam potencial. As restantes poderão conter algum 

composto interessante. 

 

Uma outra abordagem que se poderia efectuar para optimização de resultados 

provenientes do consórcio bacteriano seria aprofundar os conhecimentos sobre os meios 

de cultura utilizados para o crescimento bacteriano. Para além de se obterem maiores 

quantidades de biomassa e sobrenadante para fraccionar, seria possível obter uma maior 

variedade de microrganismos passíveis de serem fermentados. Uma vez que as esponjas 

apresentam uma grande riqueza microbiológica e no máximo apenas 5% das estirpes se 

conseguem fermentar nas condições laboratoriais comummente conhecidas, optimizando 

as condições de crescimento das bactérias marinhas, tentar-se-ia obter colónias das 

restantes estirpes (Kennedy, 2009). 

 

Como se pôde verificar, os resultados obtidos do estudo dos extractos do 

consórcio bacteriano não foram os esperados. Desde o início do trabalho havia o 

conhecimento da pouca estabilidade destes compostos e sempre existiu o cuidado de os 

preservar nas condições mais apropriadas. Contudo, retirou-se informação preciosa que 

irá ser muito útil para o desenvolvimento de trabalho futuro. 
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Cada vez mais cientistas concluem que a Natureza pode providenciar as soluções 

para grande parte das questões humanas. Os oceanos, sendo um dos ecossistemas ainda 

menos explorados, permanecem com muitos dos seus segredos por revelar.  

As esponjas marinhas são, sem dúvida, o filo do reino animal de onde provêm o 

maior número de histórias de sucesso na descoberta de novos compostos 

farmacológicos. É inevitável que, ao estudar-se as esponjas e os micro e macro 

organismos que partilham o seu “habitat”, exista a esperança de se encontrar um novo 

composto com qualidades químicas promissoras.   

 

Neste trabalho isolou-se o composto maioritário de dois extractos de n-hexano 

(extracto externo e interno) obtidos de indivíduos da espécie Hypselodoris fontandraui, 

recolhidos ao largo das ilhas Berlenguas. O fraccionamento e purificação dos extractos 

foram efectuados através de cromatografia em coluna aberta e HPLC. O composto 

isolado foi identificado como sendo o mesmo em ambos os extractos, obtendo-se 

3,6mg/animal e um rendimento total de 37%. Por espectroscopia de RMN foi possível 

determinar a sua estrutura química e identificar este composto com sendo o 

furanosesquiterpeno tavacpalascensina. Este composto, conhecido como um metabolito 

secundário da esponja Dysidea fragilis, foi pela primeira vez isolado deste nudibrânquio 

neste trabalho.  

 

A segunda parte deste trabalho focou-se em purificar os compostos existentes 

nas soluções de sobrenadante e biomassa resultantes da fermentação semi-piloto de uma 

estirpe bacteriana (P#1) isolada do interior da esponja Phorbas sp. recolhida no Outão, 

em Setúbal. Após operações de extracção, obtiveram-se os extractos de éter e de 

diclorometano provenientes da biomassa (66,31mg e 75,10mg respectivamente) e o 

extracto de éter proveniente do sobrenadante (225,1mg). Por utilização de técnicas 

cromatográficas conseguiram-se purificar algumas fracções destes extractos. Contudo, a 

identificação da estrutura química não foi alcançada para nenhum dos isolados. Tal 

poderá ser devido à fácil degradação destes compostos, ao tempo que por vezes decorria 

entre as actividades e o uso de solventes puros mas não destilados, que potenciaram 

ainda mais a deterioração da integridade dos compostos químicos. 
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Durante este trabalho, encontraram-se alguns obstáculos que se foram tentando 

ultrapassar e quando tal não foi possível, aprendeu-se algo de novo sobre estes 

organismos e os seus compostos. As informações obtidas neste estudo permitem retirar 

algumas conclusões preciosas de modo a desenvolver e refinar estratégias dirigidas para 

um isolamento bem sucedido de compostos sintetizados por estas bactérias. É 

imperativo não desistir... É necessário persistir! 
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4.1. Material e métodos 

 

Solventes 

Os solventes utilizados foram da Merck, Fluka Riedel-de Häen e da Fischer 

Scientific, de grau analítico. Em HPLC, os solventes utilizados foram específicos para 

esta técnica cromatográfica, Chromasolv da Sigma-Aldrich. Para as técnicas de RMN 

foram utilizados como solventes deuterados o clorofórmio (CDCl3) e benzeno (C6D6) da 

Aldrich. 

 

Centrífuga  

Para a separação da biomassa do sobrenadante foi utilizada a centrífuga 

Beckman J2-21 M/E. 

 

Evaporador rotativo  

Este equipamento, Büchi Heating Bath B-490, foi utilizado para a evaporação 

dos solventes utilizados, sendo o banho mantido a 30ºC. 

 

Ultra-sons 

Para a lise celular e para remoção do ar dos solventes a utilizar em HPLC, 

utilizaram-se, respectivamente os equipamentos Grant Ultrasonic Bath XB3 e Branson 

3510. 

 

Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 

Os espectros de ressonância magnética foram obtidos num espectrofotómetro 

Bruker Avance 400, operando a 400 MHz para 1H e a 100 MHz para 13C ou num 

espectrofotómetro Bruker DRX-600. Utilizou-se CDCl3 ou C6D6 como solventes e os 

sinais foram registados tendo como referência interna o sinal residual do solvente. Os 

desvios químicos (δ) observados são dados em ppm enquanto que as constantes de 

acoplamento (J) em Hz 
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Cromatografia em camada fina (c.c.f.) 

As c.c.f. foram executadas em placas pré-preparadas de sílica gel 60 F254 (Refª 

Merck 5554) e sílica gel 60 RP-18 F254s (Refª Merck 5559) em suporte de alumínio, 

com 0,2 mm de espessura. Para revelação das placas utilizou-se irradiação com luz com 

comprimento de onda na região dos Ultra-Violeta (λ= 254nm) e pulverização da 

superfície das placas com as soluções reveladoras, seguindo-se aquecimento a 100-

120ºC.  

 

Cromatografia em camada fina preparativa  

Esta cromatografia foi efectuada numa placa de c.c.f. de sílica gel 60 F254 (Refª 

Merck 5554), em suporte de alumínio, com 0,2 mm de espessura. A totalidade da 

amostra foi aplicada e os compostos desadsorvidos da fase estacionária com éter etílico. 

A revelação foi efectuada com luz UV e revelador de Ehrlich.   

 

Cromatografia em coluna  

Para esta cromatografia utilizou-se como fase estacionária sílica gel 60, 230-400 

“mesh” (Refª Merck 109385). Os eluentes a utilizar foram determinados por ensaios 

prévios em c.c.f. No final do método, faz-se passar pela coluna com um solvente de 

polaridade superior ao utilizado. O acompanhamento destas cromatografias foi 

efectuado por c.c.f., utilizando os respectivos eluentes. 

 

Cromatografia em coluna de média pressão pré-empacotada 

Utilizou-se uma coluna pré-empacotada (75mm de altura e 12 mm de diâmetro) 

de fase reversa, preenchida com sílica gel RP 18 “endcapped” (40-63 µm) (refª Büchi 

54860). Estas cromatografias decorreram sob pressão e foram utilizados solventes de 

polaridade decrescente. O acompanhamento destas cromatografias foi efectuado por 

c.c.f., utilizando os respectivos eluentes. 

 

Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

Os ensaios por esta técnica foram executados num cromatógrafo da Dionex, com 

o software Chromeleon vs 6.80 Dionex Corporation, equipado com uma bomba para 

solventes com 4 canais (P680) e um detector de UV Dionex UVD340U (os 

comprimentos de onda utilizados foram: λ= 210nm; λ= 254nm; λ=280nm e λ= 

350nm). Com este equipamento foram utilizadas as colunas cromatográficas Luna 
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(150x4,6 nm) i) fase normal silica 3µ (Refª 00F-4162-E0 Phenomenex) e ii) fase reversa  

C18 100R 3µ (Refª 00F-4251-E0-BV Phenomenex) ou LiChroCART 250-4 Purospher 

Star RP-18 endcapped (5 µm) (Refª 150252 Merck).  

 

Reveladores 

As placas cromatográficas foram visualizadas à luz Ultra-Violeta (λ254nm)e 

posteriormente pulverizadas com as soluções de Ce(SO4), H2SO4 ou revelador de 

Ehrlich, seguidas por aquecimento a cerca de 100ºC. As composições destes reveladores 

encontram-se no capítulo 6.3.  
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4.2. Estudo do metabolito secundário do Hypselodoris fontandraui 

 

4.2.1. Recolha do material biológico 

 

Os espécimes estudados foram recolhidos por mergulho efectuado durante o mês 

de Outubro de 2007, na costa Oeste portuguesa, ao largo das ilhas Berlengas, a uma 

profundidade de 8-10 m. As amostras foram congeladas de imediato após a recolha e 

conservadas a -20ºC até à sua análise. 

 

4.2.2. Obtenção dos extractos do H. fontandraui 

 

Três espécimes destes invertebrados foram descongelados dos -20ºC em que se 

encontravam, foram submersos em 20 mL de acetona e sujeitos a ultras-sons durante 2 

minutos. Filtrou-se e repetiu-se a operação três vezes utilizando o mesmo volume de 

acetona. Esta foi removida sob vácuo tendo-se obtido um resíduo não totalmente seco. 

Este resíduo foi introduzido numa coluna utilizando sulfato de magnésio anidro como 

adsorvente e éter como eluente. Evaporou-se o solvente numa câmara hipobárica e 

obteve-se um óleo sem cor que se designou por extracto exterior.  

Após estas operações, os três espécimes foram desintegrados com um pilão e 

efectuaram-se os mesmos passos para a recolha dos compostos químicos do interior do 

organismo, obtendo-se o que se designou por extracto interior.  

 

4.2.3. Isolamento dos metabolitos secundários do H. fontandraui 

 

Para averiguação dos compostos existentes nos extractos obtidos, efectuou-se 

c.c.f. de fase normal, utilizando n-hexano como eluente e revelando com revelador de 

Ehrlich.  

Os extractos interno e externo foram fraccionados por cromatografia em coluna 

aberta, utilizando as condições descritas na tabela 4. As fracções recolhidas foram 

reunidas de acordo com o seu perfil cromatográficos. Os resultados obtidos encontram-

se compilados na tabela 5 (extracto exterior) e 6 (extracto interior). 
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Tabela 4: Condições de eluição da coluna cromatográfica para separação dos compostos 

dos extractos interior e exterior do H. fontandraui. 

extracto exterior: 17,1mg 
Massa da amostra 

extracto interior: 11,4mg 

Diâmetro 0,5 cm 

Altura 10 cm 

Enchimento Sílica gel 60 
Volume das 
fracções 1 mL 

Eluente n-hexano  

Eluição final éter etílico/ volume 
indeterminado 

Sem pressão 
 

 

Tabela 5: Massas e rendimentos obtidos das fracções provenientes da cromatografia do 

extracto exterior com n-hexano 

Fracção  E5 E[6-7] S[8-9] E[10-13] E[14-15] E[16-19] E20 E[21-23] E[24-47] E48 

Eluente hex hex Hex hex hex hex hex hex hex é.e. 
Massa (mg) 0,3 0,1 0,1 0,2 0,1 0,5 0,2 0,3 7,6 5,5 
η (%) 1,8 0,6 0,6 1,2 0,6 2,9 1,2 1,8 45 33 

 
 

Tabela 6: Massas e rendimentos obtidos das fracções provenientes da cromatografia do 

extracto interior com n-hexano 

Fracção  I[4-5] I6 I[7-10] I11 I[12-15] I[16-17] I[18-19] I20 I[21-43] I44 

Eluente hex hex Hex hex hex hex hex hex hex é.e. 
Massa (mg) 0,1 0,8 0,7 0,9 0,2 0,2 0,7 0,3 3,1 3,6 
η (%) 0,9 7,3 6,4 8,2 1,8 1,8 6,4 2,7 28 21 

 

 

Todas as fracções foram analisadas por HPLC nas seguintes condições de 

trabalho: 
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Tabela 7: Condições de operação para purificação das fracções isoladas dos extractos do 

H. fontandraui 

Concentração da amostra  1 mg/mL (em n-hexano) 
Coluna de fase normal 
Volume da injecção  20µL 
Eluente n-hexano 
Fluxo  0,75 mL/min 
Programa de gradiente 
                                                                          (%) n-hexano  
                                                           0 min                   100 
                                                         20 min                   100 

 

 

 A fracção E[24-47] foi posteriormente analisada por RMN (Bruker Avance 400), 

efectuando-se espectros de 1H, 13C, DEPT135, 1H- 1H COSY, HMBC e HMQC.  

 

Espectro de RMN 1H da fracção E[24-47] (400 MHz, C6D6) δ ppm (figura14, capítulo 

2): 7,03d (J=2 Hz); 6,88d (J=7,6 Hz); 6,80d (J=7,6 Hz); 5,94d (J=1,2 Hz); 3,92d 

(J=12,40 Hz); 2,77quart (J=6,0 Hz; J=2,4 Hz; J=3,6 Hz); 2,74quint (J=1,6 Hz; J=4,4 

Hz; J=4,4 Hz; J=1,60 Hz); 2,12s; 2,09s.  

 

Espectro de RMN 13C da fracção E[24-47] (100 MHz, C6D6) δ ppm (figura 15, 

capítulo 2): 148,6: 139,5; 139,4; 138,3; 133,3; 132,2; 128,6; 128,3; 117,9; 112,6; 28,1; 

27,5; 24,4; 20,4; 20,2.  

 

Os resultados do espectro DEPT 135 e dos espectros de correlação HMQC e 

HMBC encontram-se descritos e discutidos no capítulo 2. 
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4.3. Estudo químico do consórcio bacteriano obtido a partir da esponja Phorbas sp. 

 

4.3.1. Recolha da esponja e crescimento do consórcio bacteriano  

 

As esponjas foram recolhidas por mergulho efectuado em Abril de 2006 na zona 

do Outão, na Arrábida, Setúbal, a uma profundidade de 10 m e conservados em água do 

mar estéril. Posteriormente, em câmara de fluxo laminar e em condições de assepsia, as 

células superficiais do interior e do exterior da esponja foram recolhidas e suspensas em 

meio de cultura bacteriano para promover o ser crescimento.  

 

4.3.2. Obtenção dos extractos bacterianos 

 

No estudo de Faneca (2007) foram efectuados os passos necessários para se 

alcançar a estirpe que ser irá estudar neste trabalho.  

As bactérias retiradas da esponja Phorbas sp., como indicado no ponto anterior, 

foram crescidas em meio de cultura líquido e foram efectuados os crescimentos 

necessários até se obter uma estirpe pura. Obteve-se uma colónia pura de uma estirpe 

isolada do interior da esponja Phorbas sp., Gram negativa, denominada #P1. Esta 

estirpe foi sujeita a fermentação à escala semi-piloto resultando cerca de 10L de solução 

bacteriana; após filtração tangencial, obtiveram-se 800mL de solução de biomassa e 

2750mL de sobrenadante. Foram estas duas soluções obtidas da fermentação da estirpe 

#P1 que foram objecto de estudo deste trabalho.  

 

4.3.3. Isolamento dos metabolitos secundários do consórcio bacteriano 

 

4.3.3.1. Extracto da biomassa 

O volume de suspensão de biomassa proveniente da fermentação (800 mL) foi 

centrifugado durante 10 minutos a 8000 rpm. À biomassa recuperada destrui-se a parede 

celular, adicionando acetona (1:1 v/v), submetendo a ultra-sons durante 10 minutos e 

centrifugando (8000 rpm durante 10 minutos). Esta operação foi repetida três vezes e a 

última centrifugação ocorreu a 10000 rpm, durante 15 minutos.  

A acetona foi evaporada no evaporador rotativo, com o banho à temperatura de 

30ºC, resultando deste modo uma solução aquosa com os compostos produzidos intra-
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celularmente pelas células bacterianas. Esta solução foi submetida a uma extracção 

líquido-líquido, utilizando o mesmo volume de éter etílico, em três vezes. A fase 

orgânica foi seca sobre sulfato de sódio, filtrada e evaporada até à secura. Da 

evaporação obteve-se 66,31mg de um óleo de cor acastanhada (extracto de éter B/EE).  

A fase aquosa obtida da extracção líquido-líquido foi novamente extraída, desta 

vez com o diclorometano 1:1 v/v repartido por três vezes. Todos os passos foram 

repetidos, obtendo-se 75,1mg de um óleo acastanhado (extracto de diclorometano B/D). 

Efectuaram-se c.c.f. de fase normal utilizando vários gradientes de n-hexano/éter 

etílico.  

Efectuou-se uma c.c.f. de fase normal do meio de cultura do crescimento 

bacteriano, tal como indicado em Faneca (2007), utilizando como eluente 

AcOEt:MeOH 8:2 e revelando com H2SO4 e aquecimento. 

 

 

4.3.3.1.1. Extracto de diclorometano 

Este extracto foi sujeito a cromatografia em coluna “flash” preenchida com sílica 

gel 60 (cc A) sob pressão. Utilizou-se como eluente o correspondente a um Rf de 0,33 

em c.c.f. As condições de trabalho desta cromatografia encontram-se reunidas na tabela 

8. 

Tabela 8: Condições de trabalho da cromatografia em coluna A sob pressão 

Massa inicial da amostra:                  75,10mg 

Diâmetro da coluna:                                 1 cm 

Altura da coluna:                                    15 cm 

Fluxo de eluente:                              5 mL/min 

Volume das fracções:                               5 mL 

Volume da fracção A44:                        > 5mL 

Eluente:                      n-hexano:éter etílico 3:7 

 

 

Foram recolhidas 44 fracções, que foram reunidas de acordo com o seu perfil 

cromatográfico. Os resultados mais relevantes encontram-se compilados na tabela 9. 

Observou-se por c.c.f. que a fracção A[2-19] continha o produto que se pretendia 

isolar.  
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Tabela 9: Resultados da cc A do extracto B/D 

Fracções A[2-19] A[38-43] A44 

Eluente hex :é.e. 3:7 hex :é.e. 3:7 MeOH 

Massa (mg) 31,04 2,400 13,38 

η (%) 44,7 3,4 18,8 

 

Analisou-se a amostra A44 por HPLC (figura 29, capítulo 6) e as condições de 

trabalho foram as descritas na tabela 10. 

 

Tabela 10: Condições de eluição da cromatografia HPLC da amostra A44 

Concentração da amostra  1 mg/mL (MeOH) 
Coluna de fase reversa 
Volume da injecção  10µL 
Eluentes MeOH/ H2O 
Fluxo  1 mL/min 
Programa de gradiente 
                                                   (%) MeOH             (%)H2O 
                               0 min                      50                      50 
                              10 min                    100                       0 
                              20 min                    100                       0 
                              25 min                      50                      50 
 

 

4.3.3.1.2. Extracto de éter 

Os compostos existentes neste extracto foram separados por cromatografia em 

coluna preenchida com sílica gel 60 (cc B), sob pressão, nas condições indicadas na 

tabela 11. 

 
Tabela 11: Condições de trabalho da cc B para análise do extracto B/EE 

Massa inicial da amostra:                      66,31mg 

Diâmetro da coluna:                                     1 cm 

Altura da coluna:                                         15 cm 

Fluxo de eluente:                                 6,4 cm/min 

Volume das fracções:                                    5 mL 

Volume da fracção B37                              > 5mL 

Eluentes:                n-hexano: éter etílico 1:1 /1:9 
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No final da cromatografia, o leito da coluna foi eluído com CH2Cl2/ MeOH 1:1 e 

de seguida com MeOH, tendo estas fracções sido recolhidas conjuntamente e 

denominadas B37. As fracções recolhidas foram reunidas de acordo com o seu perfil 

cromatográfico e encontram-se resumidas na tabela 12. 

 

Tabela 12: Tabela resumo das fracções e correspondentes massas obtidas da cc B do 

extracto B/EE. 

Fracções B[1-3] B[5-7] B[8-10] B11 B[12-13] B14 B[15-17] B18 B[19-21] B[22-36] B37 

Eluente hex:e.e. 
1:1 

hex:e.e. 
1:1 

hex:e.e. 
1:1 

hex:e.e. 
1:1 

hex:e.e. 
1:1 

hex:e.e. 
1:1 

hex:e.e. 
1:1 

hex:e.e. 
1:1 

hex:e.e. 
1:1/ 1:9 * 

hex:e.e. 
1:9 ** 

Massa 
(mg) 12,03 3,470 3,640 0,760 2,080 1,130 2,650 1,000 2,630 9,190 17,82 

η (%) 18,1 5,2 5,5 1,1 3,1 1,7 4,0 1,5 4,0 13,9 26,9 

* Até à fracção nº20, a recolha foi feita com hex:e.e. 1:1 
** CH2Cl2/MeOH 1:1 e MeOH  

 

 

Analisou-se a fracção B[15-17] por HPLC equipado com uma coluna de fase 

normal nas condições de trabalho indicadas na tabela 13. O cromatograma obtido 

encontra-se na figura 30, capítulo 6. 

 

Tabela 13: Condições de eluição da fracção B[15-17] em HPLC 

Concentração da amostra  1 mg/mL (n-hexano) 
Coluna de fase normal 
Volume da injecção  20µL 
Eluentes n-hexano / 2-propanol 
Fluxo  0,75 mL / min 
Programa de gradiente 
                                              (%)  n-hexano        (%)2-propanol 

                          0 min                      99                           1 
                              40 min                      99                           1 

 

 

4.3.3.2. Extracto do sobrenadante 

Obteve-se o extracto do sobrenadante (2750mL) através de extracção líquido-

líquido com éter etílico, de igual volume (~3x900mL). A fase orgânica foi seca com 

sulfato de sódio anidro, filtrada e evaporada até à secura no evaporador rotativo, 

obtendo-se 225,1mg de um óleo acastanhado que constitui o extracto de éter S/EE.  
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Através de cromatografia em coluna de média pressão pré-empacotada de fase 

reversa cc C (condições de trabalho indicadas na tabela 14) efectuou-se a separação dos 

compostos deste extracto. Introduziu-se 70mg do extracto de éter S/EE na coluna, mas 

por precipitação da amostra, apenas foram processadas 47,2mg.  

 

Tabela 14: Condições de trabalho da cc C para análise do extracto S/EE 

Massa inicial da amostra:                    47,2mg 

Fluxo de eluente:                            2,5 mL/min 

Volume das fracções:                               2 mL 

Volume das fracções C81 e C82            > 2mL 

Eluentes:                 H2O:MeOH 7:3 / 1:1 / 3:7 

 

As fracções recolhidas foram reunidas de acordo com o seu perfil 

cromatográfico e encontram-se resumidas na tabela 15. 

 

 

Tabela 15. Massas das fracções recolhidas e respectivos eluentes utilizados na cc C 

Fracções C[2-6] C[7-38] C[39-48] C[49-54] C[55-80] C81 C82 

Eluente H2O:MeOH 
7:3 

H2O:MeOH 
7:3 

H2O:MeOH 
1:1 

H2O:MeOH 
1:1 

H2O:MeOH 
1:1 

H2O:MeOH 
3:7 MeOH 

Massa 
(mg) 1,2 2,8 0,8 1,3 0,4 9,8 18,1 

η (%) 2,5 5,9 1,7 2,8 0,8 20,8 38,3 

 

 

Os 22,8mg da amostra não solúvel no eluente da coluna anterior foram re-

dissolvidos em MeOH e efectuou-se uma cromatografia em camada fina preparativa 

utilizando uma placa de c.c.f. de fase reversa. Como eluente utilizou-se H2O/MeOH 3:7 

revelou-se com luz UV, revelador de Ehrlich e aquecimento. Os resultados da coluna 

preparativa encontram-se resumidos na tabela 16. 

 
 
 
 
 
 
 



4. Parte experimental 
 

  
 

57

Tabela 16: Rf das manchas e massas dos compostos isolados por c.c.f. preparativa  

Fracções Prep1 Prep2 Prep3 Prep4 Prep5 Prep6 

Rf 0,81 0,72 0,55 0,51 0,39 0,32 
Revelador UV UV Ehrlich UV Ehrlich UV 

Massa (mg) 0,3 0,4 0,4 0,3 0,5 0,4 
η (%) 1,3 1,8 1,8 1,3 2,2 1,8 

 

 

Para analisar a restante amostra do extracto inicial S/EE (155,1 mg) procedeu-se 

a uma nova cromatografia em coluna de média pré-empacotada de fase reversa (cc D), 

utilizando uma gama mais variada de polaridades de eluentes, sendo recolhidas 12 

fracções de cada eluente utilizado. Para garantir o isolamento do composto mais polar, 

as primeiras três fracções foram recolhidas com o fluxo a 2,5 mL/min e ajustado para 5 

mL/min para as restantes recolhas. A amostra foi dissolvida em 1 mL de H2O/MeOH 

7:3 adicionando primeiro o metanol para evitar a precipitação da amostra. A 

cromatografia processou-se nas condições descritas na tabela 17. 

 

Tabela 17: Condições de trabalho da cc D para análise do extracto S/EE 

Massa inicial da amostra:                            155,1mg 

Especificações da coluna fornecidas pelo fabricante 

Fluxo inicial de eluente:                            2,5mL/min 

Fluxo de eluente:                                         5 mL/min 

Volume das fracções:                                        10mL 

Volume das fracções D27                              > 10mL 

Eluentes:                               H2O:MeOH  

                              1:9 / 2:8 / 3:7 / 4:6 / 1:1 / 6:4 / 7:3  

 

As fracções recolhidas foram reunidas de acordo com o seu perfil 

cromatográfico e encontram-se resumidas na tabela 18. 

A amostra D26 foi sujeita a HPLC equipada com coluna de fase reversa 

trabalhando nas condições indicadas na tabela 19.   
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Tabela 18: Massas das fracções recolhidas e respectivos eluentes utilizados na cc D 

Fracção Eluente Massa (mg) η (%) 

D1 H2O/MeOH 1:9 6,2 4,0 

D2 H2O/MeOH 1:9 35,5 22,9 

D3 H2O/MeOH 1:9 4,9 3,2 

D4 H2O/MeOH 1:9 0,7 0,5 

D5 H2O/MeOH 2:8 7,8 5,0 

D6 H2O/MeOH 2:8 2,4 1,5 

D7 H2O/MeOH 2:8 2,5 1,6 

D8 H2O/MeOH 2:8 6,9 4,4 

D9 H2O/MeOH 3:7 6,7 4,3 

D10 H2O/MeOH 3:7 2,9 1,9 

D11 H2O/MeOH 3:7 6,6 4,3 

D12 H2O/MeOH 3:7 9,8 6,3 

D13 H2O/MeOH 4:6 3,0 1,9 

D14 H2O/MeOH 4:6 2,2 1,4 

D15 H2O/MeOH 4:6 1,1 0,7 

D16 H2O/MeOH 4:6 1,7 1,1 

D17 H2O/MeOH 1:1 1,5 1,0 

D18 H2O/MeOH 1:1 1,7 1,1 

D19 H2O/MeOH 1:1 1,8 1,2 

D20 H2O/MeOH 1:1 0,5 0,3 

D21 H2O/MeOH 1:1 3,0 1,9 

D22 H2O/MeOH 6:4 3,6 2,3 

D23 H2O/MeOH 6:4 3,7 2,4 

D24 H2O/MeOH 6:4 6,1 3,9 

D25 H2O/MeOH 7:3 3,2 2,1 

D26 H2O/MeOH 7:3 9,3 6,0 

D27 MeOH 100% 7,8 5,0 
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Tabela 19: Condições de trabalho da cromatografia HPLC da amostra D26 

Concentração da amostra  0,9 mg/mL ( H2O: MeOH 9:1) 
Coluna de fase reversa 
Volume da injecção  100µL 
Eluentes H2O/ MeOH 
Fluxo  0,75 mL / min 
Comprimentos de onda do detector λ = 210/257/280/350 nm 
Programa de gradiente 

                                           (%)H2O            (%)MeOH 
                              0 min                      55                             45 
                              5 min                      55                             45 
                            10 min                        0                           100 
                            30 min                    100                           100 
                            31 min                      55                             45 
                            41 min                      45                             45 

 

 

Desta amostra foram isolados oito compostos correspondentes aos oito picos 

observados na figura 31 (capítulo 6) e cujas massas se apresentam na tabela 20. 

 

Tabela 20: Tempos de retenção (tR) e massas dos compostos isolados por HPLC da 

fracção D26 

 DP1 DP2 DP3 DP4 DP5D DP6 DP7 DP8 

tR (min) 2,6  3,0  5,9  6,2  6,5  7,1  8,0  8,9  

massa 
(mg) 

0,2 0,2 0,2 0,1 0,5 0,7 0,6 0,4 

η (%) 2,2 2,2 2,2 1,1 5,4 7,5 6,5 4,3 

 

 

 
Os compostos isolados da amostra D26 foram analisados por espectroscopia de 

RMN, realizando RMN 1H com frequência de 600MHz (ICB). 
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6.1 Taxonomia 

 

 

Hypselodoris fontandraui  

 

Reino: Animalia 

Filo: Mollusca 

Classe: Gastropoda 

Subclasse: Opisthobranchia 

Ordem: Nudibranchia (Blainville, 1814) 

Sub-ordem: Doridina (Odhner, 1934) 

Super-Família: Eudoridoidea (Odhner, 1934) 

Família: Chromodorididae (Bergh, 1891) 

Género: Hypselodoris (Stimpson, 1855) 

Espécie: Hypselodoris fontandraui (Pruvot-Fol, 1951) 

 

 

 

 

Phorbas sp. 

 

Reino: Animalia 

Filo: Porifera 

Classe: Demospongiae 

Ordem: Poecilosclerida 

Sub-ordem: Myxillina 

Família: Hymedesmiidae 

Género: Phorbas (Duchassaing & Michelotti, 1864) 
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6.2. Espectros e cromatogramas 

 

 
Figura 29: Espectro de RMN 1H da fracção A44 proveniente da cc A 
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Figura 30: Cromatograma do HPLC da fracção B[15-17] proveniente da cc B 
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Figura 31: Cromatograma do HPLC da fracção D26 proveniente da cc D 

 
 

 

 
Figura 32: Cromatograma dos compostos DP1 a DP8 
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H2O:MeOH 55:45 

 

 
100% Água 

 
Fase aquosa 

 

  
Fase orgânica 

 
Figura 33: Cromatogramas da amostra DP7 nas várias soluções após a cromatografia 

HPLC 
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Figura 34: Cromatograma comparativo de amostras DP7 em que se utilizou éter não 

destilado (espectro superior) e destilado (espectro inferior). 
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6.3 Composição dos reveladores 

 

Revelador Sulfato de Cério (IV) 

• 10g de Ce(SO4)(IV)  

• 100mL de H2SO4 15% (v/v) 

 

Revelador Ácido Sulfúrico+Vanilina 

• H2SO4 / Metanol 4:1 

• 0,5g Vanilina /100 mL solução 

 

Revelador de Ehrlich 

• 1g Dimetilaminabenzaldeído  

• 100 mL Ácido Clorídrico:Metanol 1:1 

 

 

 



 

 

 
 


