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RESUMO

0 l1iquen ascomiceto Stereocaulon ramulosum, previamente
extraido com benzeno-etanol (9:1, v/v, a quente), um processo
que removeu 2,28% de material nao polar, foi tratado com meta -
nol contendo 20% de agua (v/v, a quente).0 extrato resultante conti-
nha os alditois manitol (0,34%), arabinitol (1,87%) e inositol (0,04%),
de acordo com as analises de cromatografia em papel e g.l.c..
Neste extrato tambem foram identificados, o glicosideo umbilici
na (2-0-g-D-galactofuranosil-D-arabinitol; 0,86%) e o dissacari
deo a-a-D-trealose (1-(a-D-glucopiranosil)-a-D-glucopiranose ;

0,08%), atraves da comparacao de seus espectros de ressonancia

nuclear magnetica de 13

C com aqueles de material autentico iso-
lado de outros liquens.

A extracao do l1iquen residual com agua quente mostrou uma
glucana soluvel (4,48%), que apresentava uma rotacao especifica
de +171°, indicativa de uma configuragao o-D para os residuos

de glucose. 0 espectro de 13

C-n.m.r. continha sinais correspon-
dentes aos atomos de carbono dos residuos de glucopiranose 3-0-
e 4-Q-substitu?dos numa relacao de 1,6:1, que estava de acordo
com os resultados de analise de metilacao, oxidagao pelo meta-
periodato de sodio e dados de degradagao tipo Smith. As 1ligagoOes
(1 > 3) e (1 > 4) estavam distribuidas irregularmente ao longo
da cadeia linear, ja que o estudo dos produtos de degradagao de

Smith controlada, demonstrou uma sequencia repetitiva preponde-

rante com duas ligagoes (1 - 3) consecutivas interceptadas por



uma ligagao (1> 4) isolada, na estrutura desta glucana. Entre
tanto, algumas unidades de glucopiranose ligadas (1-3)e (1 » 4)
alternadas e poucas ligagoes (1~ 4) adjacentes tambem estavam
presentes.

Uma B -D-glucana (0,19%) insoluvel em agua, com rotacdo
especifica de + 3%, foi obtida por extragao alcalina (KOH 2% ,
100°, 2h ) do residuo remanescente, apos o tratamento aquoso

0 espectro de 13

C-n.m.r. continha seis sinais com deslocamentos
quimicos tipicos de laminarana e a analise de metilagao mostrou
somente um derivado metilado, representado pelo 2,4,6-tri-0-me
til-D-glucopiranose. Estas analises indicaram que a glucanaera
composta exclusivamente por ligagoes (1 - 3) em sua cadeia 1i-
near. Esta estrutura foi confirmada, pela presenca de apenas
glucitol nos produtos de degradacao tipo Smith, consistente com

os residuos de glucopiranose 3-mono-O-substituidos, que sao re

sistentes a oxidacao pelo periodato.
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ABSTRACT

The ascomycetous lichen Stereocaulon ramulosum, previously
extracted with hot benzene-ethanol (9:1, v/v), a process which
removed: 2,28% of nonpolar material, was treated with refluxing
methanol containing 20% of water. The resulting extract contai-
ned mannitol (0,34%), arabinitol (1,87%) and inositol (0,04%) ,
according to paper and gas-liquid chromatography. Also were iden
tified the glycoside umbilicin (2-0-B-D-galactofuranosyl-D-ara-
binitol; 0,86%) and the disaccharide a-a-trehalose (1-(a-D-glu-

copyranosyl)-a-D-glucopyranose; 0,08%), by means of comparison

of their 13

C-nuclear magnetic resonance spectra with those of
authentic material isolated from other lichens.

Extraction with boiling water of the residual lichen gave
rise to a soluble glucan (4,48%), that had a specific rotation
of + 1719, which indicated an a-D-configuration. The ]3C-n.m.r.
spectrum contained signals corresponding to 3-0 and 4-0-monosubs
tituted residues of glucopyranose in a 1,6:1 ratio, which agreed
with results of methylation analysis, periodate oxidation, and
Smith-degradation (using strong hydrolitic conditions) data. The
(1> 3) and (1 » 4)-linkages were distributed irregularly along
the linear chain, since study of the Smith-degradation products,
using mild hydrolitic conditions, demonstrated a preponderant
repeating sequence with two consecutive (1 > 3)-links interspersed
with single (1 » 4)-1links in the structure of this glucan. However,

some alternate (1 -~ 3) and (1 » 4)-linked glucopyranosyl units

and few adjacent (1 -~ 4)-linkages were also present.
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A water-insoluble B-D-glucan (0,19%), with a specific ro
tation of + 3%, was obtained by alkaline aqueous extraction (2%
KOH, 100°, 2h) of the residue remaining after aqueous treatment.
The ]3C-n.m.r. spectrum contained Six signals with chemical
shifts typical of laminaran and methylation analysis gave rise
to only one methylated monosaccharide component (2,4,6-tri-0-
methyl-D-glucopyranose). This indicates that the glucan was com-
posed exclusively of (1 »> 3)-links. This structure was confirmed
by the formation of glucitol only after Smith-degradation,using
strong hydrolitic conditions, consistent with 3-0-monosubstitu-

ted residues of glucopyranose, which are resistant to periodate

attack.
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INTRODUCAD

0 exame cientifico pioneiro em 1iquens, que sao entidades
resultantes da simbiose entre alga e fungo (13), foi registrado em
1815, quando Berzelius (7) trabalhando com o 1iquen Cetraria is-
landica, tambem conhecido por "Isl&ndisch Moos", isolou um polis
sacarideo atraves de sua precipitacao por resfriamento de um ex-

trato aquoso quente.

Em 1947, Meyer e GlUrtler (47), estudando o mesmo liquen e
empregando o procedimento de isolamento como realizado por Berze
lius, descreveram este polissacarideo, originalmente denominado
de liquenina e atualmente de Tiquenana, como sendo umd B-D-gluco-
piranana ([a]%$= +8% a +10° em NaOH 2N) linear, contendo 1igacdes
(1 > 3) e (1 > 4) numa proporcao molar de 3:7, de acordo com 0s
resultados de oxidagcao com o acido periodico. Esta estrutura foi
confirmada em 1957, quando Chanda et alli (12 purificaram a lique
nana por processos repetidos de solubilizacao em agua quente se-
guida por sua precipitacao pelo resfriamento, e via seu complexo
cuprico insoluvel formado com solucdao de Fehling. No mesmo ano,
Peat et alii (53), apos efetuarem hidrolise acida parcial do polis
sacarideo, seguida pelo fracionamento e analise dos oligossacari
deos liberados, sugeriram que a cadeia da liquenana era formada por
uma sequencia repetitiva de unidades de B-celotriose unidas por
ligagoes B-(1 - 3). Em 1962, Perlin e Suzuki (55), realizando es-
tudos de enzimolise seletiva com as enzimas celulasee laminarinase,con

cluiram que a constituicdo basicada liquenana era representada



por uma unidade tetramerica, em que duas ligacoes (1 - 4) adja-
centes alternavam-se por uma ligagao (1 - 3) isolada, embora ,
ocasionalmente, quatro monomeros consecutivos fossem unidos por
ligagoes (1-+4). Estudos posteriores de degradacao de Smith con-

trolada (19 e de espectroscopia de 13

C-n.m.r. (4) mostraram que
duas ligagoes (1 » 3) consecutivas n3ao estavam presentes e que a
estrutura repetitiva predominante na liquenana (Estrutura 1) era

identica a sugerida per Perlin e Suzuki (55).

-8-D-Glcp-(1 » 3)-B-D-Glcp-(1 »~ 4)-B-D-Glcp-(1 » 4)-

1

Alem da presenga da liquenana em C. islandica, Meyer e
Girtler (43), em 1947, isolaram uma mistura de polissacarideos na
solugcao sobrenadante, obtida pelo resfriamento do extrato aquoso
quente, como mencionado anteriormente. Esta mistura foi deno-
minada originalmente de isoliquenina e pela hidrolise acida ,
apresentou glucose, como tambem pequenas quantidades de galac
tose e manose. Entretanto, Chanda et alii (12) aplicaram o nome de
iso]iquenina,katualmente denominada de isoliquenana, a um po-
lissacarideo linear, contendo glucose como o0 unico monomero e
que foi obtido na solugao sobrenadante, como descrito por Meyer
e GlUrtler (48, porem com a remocdao da liquenana residual por
processos repetidos de congelamento e degelo desta solugao. Ou
tros polissacarideos contaminantes foram removidos como comple
Xxos cupricos insoluveis formados com solugao de Fehlinge uma
purificacao adicional da isoliquenana foi efetuada via precipita
cdo fracional com acetona do seu complexo cuprico soluvel em

agua. Estes autores apos realizarem as analises de polarimetria
([a]%f: + 255% c. 1,0 em H,0) e metilagao, demonstraram a pre
senca de 1ligagdes a-(1 > 3) e a-(1 > 4), <cuja relagao molar de

60:40 foi determinada por oxidagcao com meta-periodato de sodio.



Contudo, em 1961, Peat et alii(54), estudando os produtos de hi-
drolise acida parcial da isoliquenana, confirmaram a presenca des
tas ligagoes, porem sugeriram uma relacao molar de 55:45, ao rea
lizarem tambem oxidagao com periodato. Em 1966, Fleming e Manners
(20) efetuaram a degradagao de Smith controlada na isoliquenanae
obtiveram como os principais produtos, nigerosil-eritritol (43%)
e a-glucosil-eritritol (38%) e em menores quantidades , aldeido
glicolico (1%), glicerol (3%), eritritol (6%), nigerose (3%) e
um oligossacarideo superior (possivelmente nigerotriosil-eritri-
tol) (5%). Com base nos resultados acima, foi calculada a propor
cao de ligagoes (1 -~ 3) e (1 -~ 4) igual a 56,5 e 43,5%, respecti
vamente, sendo esta proporcao plenamente de acordo com os resul-
tados da analise de oxidacao pelo periodato realizada separada -
mente, em que foi obtida a relacao molar de 57:43. Os autores
ainda concluiram que a estrutura da isoliquenana apresentava se-
quencias de um ou dois residuos de glucose unidos por Tligagoes
a-(1 > 3), os quais eram cercados em cada lado por residuos de
glucose unidos por ligagoes a-(1 - 4). Entretanto, a relagao mo-
lar de ligagoes (1 - 3) e (1 » 4) presente na isoliquenana perma
necia duvidosa, de modo que posteriormente, com a espectroscopia

13

de C-n.m.r., tentou-se obter resultados mais acurados para a

determinacao desta relagcao. 0 espectro de 13

C-n.m.r. (26) foi de
grande interesse, ja que a relacao de sinais para C-3 (68§82,1 e
81,9) e C-4 (6§79,3) substituidos foi igual a 66:34, indicando
que uma proporcao superior de residuos de glucose eram substitui
dos no C-3, ao contrario dos valores de 60(12), 55(54) e 57%(20),

]BC-n.m.h,

previamente registrados. Baseados nestes resultados de
pode-se sugerir a estrutura repetitiva preponderante na isolique
nana, como representada na Estrutura 2, embora discordando ate
certo ponto, dos resultados obtidos por Fleming e Manners (20),

pois alem desta estrutura, demonstraram que a sequencia de 1i-

gagoes (1 - 3) e (1 » 4) alternadas, tambem estava ampla-



mente distribuida ao longo da estrutura global do polimero.

-a-D-Glep-(1 » 3)-a-D-Glcp-(1 » 3)-a-D-Glcp-(1 » 4)-

2

Pelo prosseguimenta com as investigagoes no liquen C.<s-
landica, no sentido de obter outros polissacarideos, alem dos ja
isolados (liquenana e isoliquenana), foi deduzido que o processo
de fracionamento descrito por Chanda et alii (12), presumivelmente
separou a liquenana de um outro componente contendo D-manose e
D-galactose, que ja havia sido detectado em 1906, quando Ulander
e Tollens (&8) trabalharam com este liquen. Em 1924, Karrer e
Joos (40) removeram a liquenana por resfriamento de um extrato a
quoso quente obtido do mesmo liquen e trataram o sobrenadante com
solugao de Fehling, observando a formacao de um complexo cuprico
insoluvel, que apos decomposicao com acido diluido, forneceu um
polissacarideo constituido por manose, galactose e glucose numa
relacao molar de 21:35:44. Tal observacgao sugeriu a co-precipita
cao, como complexos cupricos, de um heteropolissacarideo conten-
do manose e galactose com a liquenana residual. Mais tarde, Bus-
ton e Chambers (11), apos remogao dos materiais soluveis em alco
ol (acidos liquenicos) e em agua quente (liquenana e principal -
mente isoliquenana) e posterior extracao do residuo liquenico com
solucao de hidroxido de sodio a 4%, a frio, sugeriram a presenga
"hemiceluloses", constituidas principalmente por manose e galac-
tose, alem de um acido uronico, que foi identificado como sendo
o galacturonico. Deve-se salientar que o termo "hemicelulose" ,
foi empregado por Buston e Chambers para designar substancias re
sistentes a extracao com agua, mas extraidas do tecido com alca-
1i diluido, embora tal definigcao deveria ser considerada incorre

ta, pois as hemiceluloses nao podem ser definidas simplesmente
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por suas propriedades de solubilidade. Alem disso, os resu]tadoé
obtidos por estes autores, nao foram confirmados em 1943 , por
Granischstddten e Percival (30), que apos removerem os acidos 1i
quenicos e 0s polissacarideos soluveis em agua quente, submeteram
o liquen a extragdo alcalina, em condicoes idénticas as descritas
por Buston e Chambers (11). 0 extrato alcalino foi entao, trata-
do com solucao de Fehling, havendo a formagao de um complexo cu-
prico insoluvel, que decomposto com acido cloridrico diluido, for
neceu uma mistura de polissacarideos constituida por glucose (89%)
galactose (8%), manase (3%) e um acido uronico (5%). A presenca

da alta concentragao de glucose no extrato alcalino, mostrou uma
diferenga surpreendente quando comparado com o extrato alcalino

obtido por Buston e Chambers (11), o qual nao apresentou glucose,
estando este ultimo tambem em discordancia com os resultados ob-
tidos por Ulander e Tollens (68), que desde 1906, ja haviam re -
gistrado a presenga de manose, galactose e principalmente gluco-
se no residuo liquénico, apos a remocao de liquenana por extra -
¢cao aquosa quente. Tambem o acido uronico encontrado por Granis-
chstd4dten e Percival (30) nao tratava-se do galacturonico, mas
provavelmente do glucuronico, embora estes resultados da presen
ca de acidos uronicos registrados em ambos trabalhos , deveriam
ser considerados duvidosos, uma vez que ate aquele ano, metodos

eficientes e tao simples como a cromatografia em papel, para a
separacgao e identificacao de misturas de acucares, nao haviam si
do desenvolvidos. Apesar de um componente heteropolimerico de
C. islandica nao ter sido isolado em estado puro, visto que a
glucose presente no extrato alcalino provavelmente era origina -
ria da liquenana residual n3o totalmente extraida por agua quen-
te, Granischstddten e Percival (30) foram os primeiros a encon -
trar uma possivel estrutura deste composto, baseados nos resulta
dos de metilacao. Estes autores demonstraram a presenca do deri-

vado metilado 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-galactose, indicando  que
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era um polissacarideo ramificado, com unidades terminais ndo re-
dutoras de D-galactopiranose, ao contrario dos polissacarideos

ate entao isolados neste liquen, que eram lineares.

A investigagao quimica dos polissacarideos em 1iquens ndo
foi restrita aos intensos estudos realizados com C. islandica, po
is em 1955, Aspinall et alii ( 5) submetendo o liquen Cladonia al
pestris, a um processo de extragao alcalina (KOH aquoso, a frio)
e posterior purificagao com solugao de Fehling, obtiveram uma
mistura de polissacarideos altamente ramificados, contendo resy-
duos de D-galactose, D-glucose e D-manose. Estudos de metilagao
deste material demonstraram que a maioria dos residuos de D-galac
tose e pequena quantidade dos residuos de D-glucose e D -manose
ocupavam as posigoes terminais, enquanto que a maior parte dos
residuos de D-glucose e D-manose constituiam a cadeia principal
da estrutura molecular. 0 interesse demonstrado pelo estudo des-
te 1iquen provavelmente surgiu, devido ao fato de conter mais de
90% de carboidratos, sugerindo que este 1iquen pudesse atuar co-
mo uma fonte alimentar de subsistencia para as renas norueguesas e
assim explicando o nome vulgar de "Reindeer Moos" (Musgo das Re-

nas) (31).

Em 1969, Micovic et alii (49) foram os primeiros a determi-
nar a estrutura de um polissacarideo acidico isolado do 1iguen
Evernia prunastri. Este polimero obtido por extragao com alcali
(NaOH aquoso, a frio) e purificacao por precipitacao com hidroxi
do de bario, solucdao de Fehling e iodo, mostrou ser constituido
por D-galactose (36%), D-manose (54%) e acido D-galacturonico
(10%). Com base nos resultados de metilagao, a estrutura da ga -
lactomanana acidica era altamente ramificada com unidades termi-
nais nao redutoras de galactopiranosil, manopiranosil e acido D-

galactopiranosiluronico, alem da presenca de outras unidades de
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manopiranosil 2-0-, ?2,6-di-0-, 3,6-di-0- e 2,3,6-tri-0-substitui
das, sendo esta tri-g-substifuigﬁo inedita, pois foi pela primei
ra vez observada em polissacarideos liquenicos. E de acordo com
os dados de espectroscopia de Infra-vermelho e hidrolise enzima-

tica, os residuos galactosil apresentarama configuracao B-D, en-
quanto que os residuos manosil, mostraram ser predominantemente

do tipo a-D.

Mais tarde, o liquen E. prunastri foi estudado por Takeda
etalli (65), que demonstraram a presenca de mais tres polissaca-
rideos estruturalmente diferentes, isolados por extracao aquosa
quente do liquen. 0 extrato aquoso foi submetido a procedimentos
repetidos de congelamento e degelo, obtendo-se uma fragao polis-
sacaridica insoluvel em agua fria, que apresentava uma a-D-gluca-
na ([u]%f= + 200%; ¢. 0,5 em H,0) com ligagoes (1 ~ 3) e (1 » 4)
numa relagao molar de 4:1 e uma fracao polissacaridica soluvel em
agua fria. Esta ultima, foi entdo, purificada por precipitacao
com hidroxido de cetiltrimetilamonio, obtendo-se uma fracao pre-
cipitada que revelou ser constituida por uma g-D-glucana ([a]]g =
+12% ¢c. 0,5 em H20) com ligagoes (1 > 3) e (1 -~ 4) numa rela -
cao molar de 3:1 e uma fracgao sobrenadante que mostrou a presen-
=+ 164% c. 0,5 em

HZO)’ cujas ligagoes (1 » 3) e (1 - 4) apresentavam-se numa rela

¢a de um polissacarideo a-D-glucosidico ([a]

cao aproximada de 3:2. Neste trabalho, os autores ainda investi-
garam outros liquens, demonstrando que um polissacarideo de Adcros
cyphus sphaerophoroides consistia de um novo tipo de glucana 1li-
near, uma vez que alem de ligagoes a-(1 » 3) e a-(1 +~ 4), apre -
sentava ligacoes a-(1 - 6) na molecula, enquanto que os polime-
ros de Alectoria sulcata e A. sarmentosa foram identificados com
a isoliquenana e liquenana, em virtude de apresentarem rotagoes

especificas e espectros de Infra-vermelho identicos aos dos polissa-

carideos de C¢. <slandica.



Continuando com a pesquisa sobre polissacarideos, para ca
racterizacao estrutural destes constituintes isolados de diferen
tes especies de 1iquens, tambem mereceu especial atengdo por par
te dos pesquisadores, o estudo de um polissacarideo vulgarmente
conhecido com o nome de pustulana. Desde 1954, Lindberg e McPher
son (43) acreditavam na presenca de um polissacarideo com unida-
des galactofuranosidicas no liquen Umbilicaria pustulata, em vir
tude de terem demonstrado a ocorrencia da umbilicina, um glicosi
deo galactofuranosidico, neste liquen. Entretanto estes autores
nao tiveram sucesso no isolamento de tal polimero, mas ao contra
rio encontraram em grande quantidade uma glucopiranana ([a]D=-46%
c. 0,5 em H20) linear com ligagoes B-(1 » 6) entre as suas unida
des, e que ja havia sido isolada anteriormente por Drake, que a
tinha originalmente chamada de pustulina. Em 1968, Shibataetalii
(61) encontraram este polimero nos liquens Gyrophora esculenta e
Lasallia papulosa, porem com uma diferenca significativa revela-
da pelo espectro de Infra-vermelho, que mostrou bandas de absor-
cdo de ester em 1735 e 1250 cm”] para as glucanas destes liquens,
enquanto que os espectros das pustulanas isoladas de U. pustula-
ta e U. hirsuta nao mostraram absorgao nestas regioes. Mais tar-
de, estes autores (52) elucidaram a estrutura dos polissacaride-
os isolados dos liquens G. esculenta e L. papulosa, mostrando que
tratavam-se essencialmente de B-D-glucanas lineares unidas por
1igacoes (1 > 6), em que aproximadamente 10% das unidades de glu
cose carregavam grupos O-acetil na posigao 3. Em 1970, Nishikawa
et alii (52), investigando tres especies do genero Umbilicaria ,
U. angulata, U. caroliniana e U. polyphylla, observaram nos tres
1iquens a presenca de glucanas tipo-pustulana parcialmente 0-ace
tiladas, semelhantes as isoladas em G. esculenta e L. papulosa.
Esta observacao sugeriu uma provavel correlagao entre a posigao

taxonomica destes liquens e seus constituintes polissacaridicos,



uma vez que pustulanas parcialmente aciladas ocorriam em tres ge
neros de liquens, Gyrophora, Lasallia e Umbilicaria, pertencentes
a mesma familia, Gyrophoraceae. Tal sugestao foi confirmada em
1974, quando os mesmos autores (51) isolaram este tipo de gluca-
na em outra especie do genero Lasallia, L. pensylvanica, embora
como toda regra, apresentando excegoes, representadas pelas pus-
tulanas isoladas dos liquens U. pustulata e U. hirsuta, que apa-

rentemente nao eram aciladas.

Nishikawa et alii (51) tambem examinaram quatro especiesde
liquens do genero Cladonia, C. crispata, C. mitis, C. rangiferi-
na e C. squamosa, revelando a presenca de heteroglicanas comple-
xas, soluveis em agua fria, juntamente com pequenas quantidades
de a-D-glucanas ([a] 5= + 215% a + 245° em NaOH 1N), insoliveis
em agua fria, contendo ligagoes (1 - 3) e (1 » 4) alternadas ,
como nas glucanas tipo-nigerana. Os heteropolimeros isolados dos
quatro liquens eram constituidos predominantemente por glucose ,
galactose e manose, alem de pequenas quantidades de arabinose,
xilose e ramnose e mostraram espectros de Infra-vermelho e valo
res de rotacgao especifica muito semelhantes, de modo que os autores
sugeriram que tajs polimeros, aparentemente relacionados, ocorri
am comumentemente como os principais constituintes carboidrata -
dos nos 1iquens do genero Cladonia. No mesmo trabalho, o 1iquen
Usnea rubescens tambem foi investigado, sendo encontrado uma B-D-
glucana ([a]k$= + 21,3% c. 0,61 em NaOH IN), insollvel em agua ,
com ligagoes (1 > 3) e (1 » 4) numa relacao molar de 3:7, que foi
identificada com a liquenana de C. <slandZca.

Outros polissacarideos soluveis em agua fria, isolados de
varias especies de 1iquens da familia Stictaceae, tambem  foram
estudados quimicamente no ano de 1974, por Takahashi et alii (64),

que comprovaram a presenga de glicopeptideos nestes simbiontes ,
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sugerindo a importancia destes polimeros sob o pontodevista qui
miotaxonomico. Estes autores, estudando especialmente o liquen
Lobaria orientalis, demonstraram a presenca de no minimo dois
glicopeptideos, e pelo estudo de um deles, verificaram que a por
gao carboidratada era constituida principalmente por glucose e
galactose, com menores quantidades de manose, arabinose, xilose,
ramnose e glucosamina. Embora poucas informagoes tenham sido
fornecidas a cerca da estrutura deste ultimo glicopeptideo, foi
revelado que de acordo com os resultados de metilagao, 0s resi -
duos de glucose estavam unidos principalmente por ligacoes (1~ 6),
enquanto que os residuos de manose, por ligacoes (1 - 3), e alem
disso, a porgao carboidratada estava unida aos aminoacidos seri-
na e treonina da porgao peptidica, atraves de ligagbes 0-glico -
sil. Neste trabalho, os autores ainda mencijonaram que glicopepti
deos eram encontrados em liquens da familia Cladoniaceae, C. bel
lidiflora e C. graciliformis, como tambem no A. sphaerophoroides,
e embora varios glicopeptideos isolados de plantas ja tivessem si
do registrados em muitas literaturas, a ocorrencia de tais poli-
meros em liquens nunca havia sido provada.

]3C-n.m.r., informacoes

Com o advento da espectroscopia de
valiosas e precisas sobre a estrutura de polissacarideos e outros
componentes quimicos foram alcangadas, e em 1979, Yokota et alii
(13), empregando este metodo de analise, determinaram as propor-
coes relativas das ligacoes existentes em homo-D-glucanas isola-
das de varias especies de liquens. Esta analise demonstrou que o
17quen Parmelia caperata continhauma a-D-glucana com ligagoes
(1 > 3) e (1 > 4) numa relacao molar de 1:1, enquanto que Cetra-
ria richardsonii apresentavaumaB-D-glucana e uma a-D-glucana com
ligacoes (1 > 3) e (1 » 4) em proporgoes relativas de 3:7 e 3:2,

13

respectivamente. Os dados de C-n.m.r. ainda mostraram que a

acroscyphana obtida de A. sphaerophoroides era uma a-D-glucana com
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Tigagoes (1 + 3) e (1 > 4) numa relacao de 2:3 e que continha
tambem 6% de ligacoes (1 - 65. Estes ultimos resultados confirma
ram os obtidos anteriormente por analise quimica (65), emque foi
revelado a presenca destas ligagoes, sem contudo serem forneci -
das suas proporgoes. Polimero identico 3 acroscyphana foi encon
trado no liquen Sphaerophorus globosus, sendo estes generos per-
tencentes a mesma familia, Sphaerophoraceae. Alem disso, o espec

tro de 13

C-n.m.r. do polissacarideo isolado de Pilophoron acicu-
laris foi identico ao do Stereocaulon japonicum, que mostrou ser
uma a-D-glucana com ligagoes (1 - 3) e (1 -~ 4) numa relagao de
2:1, sendo ambos os generos, membros da familia Stereocaulaceae.
Desse modo, os autores concluiram, que a taxonomia quimica de 17
quens, com base em seu conteudo polissacaridico, era prontamente

aceitavel pelo exame dos espectros de 13

C-n.m.r. destes polimeros.
Outras especies de liquens pesquisadas quanto ao seu con-
teudo polissacaridico, foram as do genero Stereocaulon, Cujos es
tudos estruturais tiveram especial importancia para uma possivel
analise comparativa, visto que o 1iquen investigado no presente
trabalho foi da especie St. ramulosum. Estes estudos foram inici
ados, desde 1906, quando Ulander e Tollens (6&) trabalharam com
0 liquen St. paschale e detectaram a presenca de apenas manose e
galactose, porém em 1951, foram encontrados, alem destes dois mo
nomeros, a ocorrencia de grandes quantidades de glucose no mes
mo 1iquen(31). Mais tarde, Hauan e Kjolberg (31), tambem estudan-
do o St. paschale, oObtiveram por extragao aquosa quente e purifi
cagao por congelamento e degelo do extrato aquoso, com posterior
passagem do sobrenadante por coluna de DEAE-celulose, uma fra -
¢3o principal, constituida essencialmente por wuma a-D -glucana
([a]%?= + 233°%), levemente ramificada, contendo ligagdes (1 + 3)
e (1 > 4) numa relacao molar de 1:2,5. Os autores verificaram que

o polissacarideo era constituido principalmente por ligagoes
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(1 -~ 4), com ligagoes (1 » 3) nos pontos de ramificacdo, embora
estas ultimas ligacOes tambem ocorressem na cadeia linear, apro-
ximadamente uma ligagao (1 - 3) para cada quatro ligagdes (1~ 4)
e em todas ou quase todas extremidades nao redutoras. Em 1978 ,
Yokota e Shibata (72), empregando a mesma metodologia de extra -
¢do e purificacdo utilizada por Hauan e Kjolberg, isolaram do 17
quen St. japonicgm, um polissacarideo soluvel em agua fria, que
foi demonstrado tratar-se deuma a-D-homoglucana ([a}%?z + 2019,
Este polimero, quando submetido a metilacao por uma combinacgao

dos metodos de Hakamori e Kuhn e metanolise do material totalmen
te metilado para analise por g.l.c., mostrou que erauma glucana
parcialmente ramificada, contendo ligagoes (1 - 3) e (1 > 4) nu-
ma reldcao aproximada de 3:1. Contudo, a degradagao de Smith con
trolada deste polissacarideo, seguida por acetilacdo e posterior
analise por espectrometria de massa dos produtos de degradagdo ,
evidenciaram a presenca de um fragmento representado pelo nigero
sil-eritritol peracetato, indicando éue a glucana apresentava 1i
gagoes (1 + 3) e (1 + 4), porem numa relagao de 2:1. Estes resul
tados duvidosos foram entao esclarecidos no ano seguinte, quando
0s mesmos autores mostraram a presenca de uma o-D-glucana com 1i-
gagoes (1 » 3) e (1 » 4) na proporgao de 2:1, de acordo com 0s

B3con.m.r. (73), ja descritos an

resultados de espectroscopia de
teriormente. Em 1981, Takahashi et alii (62), tambem investigando
polissacarideos de liquens "stereocaulaceous", obtidos por extra
¢do aquosa e purificacdo pelo metodo de congelamento e degelo, se
guido pela cromatografia sobre uma coluna de DEAE-celulose, che-
garam a conclusdao, que os liquens da familia Stereocaulaceae in-
vestigados ate aquele ano, poderiam ser classificados em dois
grupos, de acordo com 0s seus constituintes polissacaridicos so-
luveis em agua fria. Um grupo compreendendo os 1iquens St. vesu -

vianum, St. tomentosun e St. intermedium, que era caracterizado

pela presenca de uma heteroglicana B-dominante contendo D-manose, D -
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galactose e D-glucose e um grupo envolvendo o St. japonicum, St.
sorediiferum € St. exutum, qﬁe continha umaa-D-glucana com liga-
coes (1 > 3) e (1 » 4) numa relacao molar de 3:1. Dessa classifi
cagao, deve-se apenas ressalvar, que a relagao das ligagdes (1-+3)
e (1> 4) igual a 3:1 na a-D-glucana do St. japonicum foi adota-
da de estudos realizados previamente com este 17quen e deveria
ter sido considerada como 2:1, ja que esta ultima relacao foi
confirmada por dois metodos de analise plenamente confiaveis, a
saber, degradacao de Smith controlada (72) e espectroscopia de
]3C-n.m.r. (73). Apesar disso, a finalidade principal deste tra-
balho foi perfeitamente valida,pois mostrou que estes resultados pode

riam auxiliar numa futura investigacao quimiotaxonomica dos 17-

quens da familia Stereocaulaceae.

Alem de estudos quimiotaxonomicos sobre os polissacaride-
0os isolados de 1iquens, Takahashi et alii (63) tambem tiveram um
grande interesse em saber qual a porcao destas entidades simbio-
ticas responsaveis pela producao dos componentes carboidratados.
Estes autores, entao realizaram um estudo muito importante , em
que compararam os polissacarideos de micobiontes e ficobiontes
isolados separadamente de liquens dos generos Cladonia, Parmelia
e Ramalina, com os polissacarideos soluveis em agua, caracteris-
ticos destes liquens intactos. Os micobiontes e ficobiontes dos
1iquens acima foram isolados e cultivados separadamente em meios
de cultura especificos para os seus crescimentos. Em seguida, os
micobiontes e ficobiontes coletados foram extraidos primeiramen-
te com eter, seguido por etanol a 80%, para remogao dos compos -
tos lipofilicos, e ent3ao tratados com agua, para extragao dos po
lissacarideos. Estes ultimos, foram precipitados a partir dos ex
tratos aquosos pela adicao de etanol, e separados por processos
de congelamento e degelo, em duas fracOes, uma soluvel em agua

fria e a outra insoluvel. Estas fragoes foram entao analisadas
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segundo as suas composicOes monossacaridicas, seus espectros de
Infra-vermelho e valores de rotacao especificaede acordo com os re
sultados obtidos, pode-se observar que os polissacarideos de mi-
cobiontes eram muito similares ou identicos com aqueles dos 13 -
quens intactos, enquanto que os dos ficobiontes apresentavam ca-
racteristicas diferentes. Desta forma, foi sugerido que 0s polis
sacarideos soluveis em agua isolados de liquens, eram principal
mente produzidos por seus micobiontes, sendo esta sugestao plena
mente de acordo com os resultados obtidos por Shibata e seus co-
laboradores, em inumeros trabalhos realizados anteriormente, on-
de verificaram que varios metabolitos de tamanho molecular peque
no e medio eram produzidos pelos micobiontes, sem a participacao

dos ficobiontes.

Como ate o ano de 1982, pesquisas sobre polissacarideos em
1iquens estavam sendo desenvolvidas quase que exclusivamente pe-
los pesquisadores japoneses e ofereciam ainda um vasto campo aber
to para novas investigagOes quimicas, Gorin e Iacomini (26) inte
ressaram-se pelos estudos estruturais de polissacarideos isola -
dos dos 1iquens C. <slandica e Ramalina usnea. 0 objetivo da es-
colha de ¢. <slandica para purificacao e caracterizacao estrutu-
ral de sua galactomanana, foi devido ao fato de que ate aquele
ano, a mesma nao havia sido obtida em estado puro. Alem disso ,
a estrutura da galactomanana de R. usnea tambem foi elucidada ,
com a finalidade de ser realizado um estudo comparativo entre es
tes dois heteropolissacarideos. Pela extragao aquosa quente de am
bos os 1iquens, seguida por procedimentos repetidos de congelamen
to e degelo do extrato aquoso e posterior tratamento dos sobrena
dantes resultantes com solugao de Fehling, foram obtidas as galac
tomananas, precipitadas como complexos cupricos. Estes polissaca
rideos bastante relacionados estruturalmente, apresentaram cade-

ias principais compostas de unidades de a-D-manopiranosil unidas
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por ligagoes (1 » 6). Entretanto, o polimero de ¢. Zslandica era
majs ramificado, com cadeias laterais de a-D-Galp-(1 + 2) e B-D-
Galp-(1 » 4) ligadas a mesma unidade a-D-manopiranosil, como mos

tra na Estrutura preponderante 3. Ja a galactomanana de R. usnea

a-D-Galp
1
¥
2
-o.-D-Manp- (1 » 6)-a-D-Manp-(1 » 6)-
4
A
1
B-D-Galp

apresentava apenas grupos de B-D-Galp-(1 =+ 4) ligados a cadeia
de manose, cuja disposicao era aproximadamente dois substituin -
tes a cada tres residuos de a-D-manopiranosil ligados (1 + 6) da

cadeia principal, como representado na Estrutura preponderante 4.

-a-D-Manp-(1 > 6)-a-D-Manp-(1 > 6)-a-D-Manp-(1 ~ 6)-

4 4
4 4
1 1
B-D-Galp B-D-Galp
4

Tambem no liquen R. usnea, foi observado que nao havia uma B-D-glu
cana semelhante a 1liquenana de ¢. Zslandica, mas apresentava uma
a-D-glucopiranana, com uma estrutura repetitiva preponderante

(Estrutura 5), em que tres ligagoes (1 -~ 3) consecutivas eram in

terceptadas por uma ligagao (1 > 4) isolada.
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-a-D-Glcp-(1~>3)-a-D-Glep-(1+ 3)-a-D-Glcp-(1 » 3)-a-D-Glcp-(1 + 4)-

5

Para dar continuidade aos estudos com liquens, Gorin e
Iacomini (36) reexaminaram os polissacarideos de C. alpestris ,
desde que a investigacao preliminar realizada neste liquen, por
Aspinall et alii (5 ), foi no ano de 1955, e com os melhoramentos
nas tecnicas de analises de polissacarideos, durante os Ultimos
30 anos, poderiam ser oferecidos maiores esclarecimentos da natu
reza estrutural destes polimeros. Alem disso, as estruturas qui-
micas dos polissacarideos de C.confusa e C. amaurocraea tambem
foram elucidadas com o proposito de ser realizado um estudo com-
parativo dentro do mesmo genero. Os autores observaram que C. al
pestris e C. confusa eram similares quanto a forma de crescimen-
to, a despeito de seus habitats diferentes, em que as. condigoes
climaticas eram totalmente diversas. Estes dois liquens continham
tragos de nigerana insoluvel em agua, isolada por precipitacdao
subsequente a extragao aquosa quente, sendo que este tipo de glu
cana tambem ja havia sido isolado em outros liquens do genero
Cladonia, como mostrado no trabalho realizado por Nishikawa et
alii (51), mencionado anteriormente. Os liquens residuais da extra
gao aquosa de C.confusa e C. alpestris foram entao tratados com
solucao de hidroxido de potassio, a quente, e aos extratos alca-
linos resultantes foi adicionado solugao de Fehling, observando
se a formagcao de complexos cupricos insoluveis, que apos a remo-
gao do cobre, resultaram em galactomananas puras. Estes heteropo
1imeros nao eram identicos, mas estruturalmente relacionados, com
cadeias principais de a-D-manopiranosil ligadas (1 -~ 6) e substi
tuidas em diferentes posicoes por unidades de B-D-galacto e o-D-
manopiranosil, como representado nas Estruturas 6 e 7. Ja os so-

brenadantes da etapa de Fehling apresentaram altas proporgoes de
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a-D-Manp
1
+
2
-a-D-Manp-(1 » 6)- a-D-Manp
4 0
+ ¥
1 2
B-D-Galp -a-D-Manp-(1 + 6)-
6 7

residuos de B-D-galactofuranosil, sendo que o polissacarideo de
C. alpestris continha unidades consecutivas de a-D-manopiranosil
ligadas (1 = 2) e substituidas nas posicoes 6 por B-D-galactofu-
ranose (Estrutura 8), enquanto que o da C. confusa era uma galac-

tana com ambas as formas furanosil e pinanosil. 0 outro liquen

estudado do genero Cladonia, C. amaurocraea, quando submetido a
extragao aquosa quente, nao forneceu uma a-D-glucana insoluvel em
agua, porem, apos extragao alcalina, apresentou dois polissacari
deos, obtidos como complexos cupricos insoluveis, sem a presenca
de quaisquer polissacarideos no sobrenadante de Fehling. Apos a
regeneracao desses complexos e congelamento seguido por degelo do
material concentrado, foi encontrado uma glucana tipo-pustulana ,
insoluvel em agua, e umagalactomanana, que pela analise de meti-
lagao, mostrou principalmente unidades terminais nao redutoras de

manopiranose (17%) e galactopiranose (19%) e residuos 2-0-(17%),
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4,6-di-0- (7%), 2,4,6-tri-0-substituidos (9%) de manopiranose
Estes resultados demonstraram que o heteropolissacarideo era rami
ficado, cuja cadeia principal era umaa- D-manopiranana ligada

(1 » 6), de acordo com o espectro de 13

C-n.m.r. do polissacari -
deo residual, obtido apos hidrolise acida parcial do polimero o-

riginal.

Neste ultimo trabalho (36), bem como no anterior (26), Go
rin e Iacomini verificaram que os componentes heteropolimericos
eram representados essencialmente por galactomananas estrutural-
mente relacionadas, devido a presenca de cadeias principais com
unidades de a-D-manopiranosil ligadas (1 » 6), embora apresentan
do pequenas varijagoes estruturais evidenciadas pelas diferentes
cadeias laterais unidas as unidades de manose. Para determinar se
esta diversidade estrutural das galactomananas era real ou apa -
rente, mais seis especies de liquens foram examinadas pelos mes-
mos autores (27). Os liquens em estudo foram coletados no Canada
e todos apresentavam micossimbiontes ascomicetos, -sendo reconhecidos
como Parmelia sulcata, St. paschale, Peltigera aphthosa, Letharia
vulpina, Actinogyra muehlenbergii e uma Usnea sp. Apos 0s estu-
dos quimicos comumentemente empregados para analise estrutural de

- - - - . ] 3
polissacarideos, e com o auxilio da espectroscopia de

C-n.m.r.,
que mostrou ser uma importante tecnica para a caracterizagao e
elucidacao estrutural destes agucares, os autores concluiram, que
a diversidade estrutural das galactomananas realmente dependiada
maneira como as cadeias principais de o-D-manopiranosil Tligadas
(1 ~ 6), eram substituidas por determinadas cadeias laterais.Es-
tas ultimas, como pode ser visto nas Estruturas 9 a 11 presentes
na galactomanana de P. aphthosa, podiam ocorrer como dissubstitu-

intes sobre as posigoes 2 e 4, ou como monossubstituintes nas po

sicO0es 4, embora frequentemente, as unidades da cadeia principal
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a-D-Manp
1
+
2
-a-D-Manp-(1 > 6)-a-D-Manp-(1 - 6)-
4
4
1
B-D-Galp
9
-a-D-Manp-(1 » 6)-
4
4
1
B-D-Galp -a-D-Manp-(1 »> 6)-
10 11

fossem n3ao substituidas. Ja no heteropolimero de P. sulcata, O0S
grupos constituintes das cadeias laterais eram representados por
unidades de a-D-Galp-(1 » 2) e B-D-Galp-(1 » 4) ligados a mesma
unidade de a-D-manopiranosil-(1 » 6) da cadeia principal, como
mostrado na Estrutura 12, enquanto que na galactomanana de A.

muehlenbergii, foi observado que o grupo a-D-Manp-(1 - 2) podia

a-D-Galp

12
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ser monossubstituinte ou constituir uma dissubstituicdo, juntamen-
te com unidades de B-D-Galf-(1 -+ 4), sobre a cadeia de manose

(Estruturas 13 e 14).

8-D-Galf
1
¥
4
-a-D-Manp-(1 > 6)- -a-D-Manp-(1 » 6)-
2 S 2
A 4
1 1
a-D-Manp a-D-Manp
13 14

Desde que ate 1983, tinham sido estudados os polissacari-
deos isolados de 1iquens que apresentavam essencialmente micossim
biontes ascomicetos, um trabalho pioneiro foi realizado por Gorin
et alii (37) com o liquen Cora pavonia, uma vez que esta entidade
simbiotica apresentava um micossimbionte basidiomiceto e ate aque
le ano, sua composicao quimica nao havia sido investigada.0Os com
ponentes carboidratados deste 1iquen foram isolados e caracteri-
zados estruturalmente e os autores verificaram que estes consti-
tuintes eram tipicos de basidiomicetos e diferentes de ascomicetos
e ascoliquens ( 6 ). Dois polissacarideos foram obtidos, sendo re
presentados por umag-D-glucana e um heteropolimero constituido por
L - ramnose, L-fucose, D-xilose, D-manose, D-glucose e D-galacto-
se. A B-D-glucana era altamente ramificada, com 21% de grupos ter
minais nao redutores e continha unidades de B-D-glucopiranosil
3-0-, 6-0- e 3,6-di-0-substituidas, sendo que a sua cadeia principal era
composta por ligagOes (1 - 3) e (1 > 6). Ja o heteropolimero apre
sentava principalmente manose e xilose, com um nucleo contendo
manose e uma cadeia principal mostrando preponderancia de residu

os de a-D-manopiranosil ligados (1 > 3). Estes ultimos, ou eram



21

nao substituidos (10%) ou 4-0- (10%) e 2,4-di-0-substituidos (10%) por

residuos de B -D-xilopiranose, como mostrado nas Estruturas 15 a 17.

B-D-Xilp
1
¥
4
-a-D-Manp-(1 » 3)- -o-D-Manp-(1 » 3)-
15 16

Alem destes constituintes polissacaridicos, foi demonstrado que
o liquen C . pavonia apresentava uma quantidade surpreendente-
mente alta de um dissacarideo (4,49 %), que por hidrolise acida

mostrou apenas glucose e cujo espectro de 13

C-n.m.r. forneceu seis
sinais com deslocamentos quimicos tipicos e correspondentes a es-

trutura da a-a-trealose.

A principal finalidade da caracterizacao estrutural des -
tes polissacarideos, alem do possivel auxilio numa investigacgao
quimiotaxonomica dos liquens, como ja citado anteriormente, foi
a evidenciacdo da atividade antineoplasica destes constituintes,
demonstrada pela maior parte dos polissacarideos ate aqui mencio

nados. Em 1968, Fukuoka et alii (21) foram os primeiros a testar
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preparacoes polissacaridicas isoladas de 1iquens, para verificar
a efetividade destes componentes sobre tumores transplantados. Os
autores observaram que ate aquele ano, a atividade antineoplasi-
ca de polissacarideos liquenicos nunca havia sido registrada, em
bora certos polissacarideos derivados de outras fontes naturais,
tais como de plantas superiores, de fungos, de leveduras, de bac
terias e de algas, tivessem mostrado capacidade em inibir o cres
cimento de tais tumores. Neste trabalho, as fragoes polissacari-
dicas brutas foram preparadas pela adicao de etanol aos extratos
aquosos obtidos de 1iquens, e seus efeitos inibidores foram tes-
tados contra Sarcomas- 180, implantados subcutaneamente em ratos.
Todas as amostras testadas foram altamente efetivas, sendo que
sete das dez amostras mostraram relagoes de inibigao do crescimen
to do tumor superior a 90%, duas entre 80 e 90% e uma entre 70
e 80%. Em muitos casos, a regressao completa do tumor foi obser-
vada. Dentre os polissacarideos testados, destacaram-se os efei-
tos antineoplasicos da B-D-glucana ligada (1 » 6) parcialmente a
cetilada do liquen G. esculenta que mostrou uma relagao de inibi
cao igual a 99,1%, de um heteropolimero isolado de C. mitis, cu-
ja relacao de inibigao foi de 99,4% e da isoliquenana e liquena-
na de C. islandica, que foram de 99,6 e 100%, respectivamente

Baseados nestes resultados, os autores sugeriram que os liquens
poderiam ser uma nova fonte natural e promissora de polissacari-

deos, com este tipo de atividade biologica.

A partir de 1968, muitos polissacarideos isolados de 17 -
quens, especialmente as glucanas lineares, foram caracterizados
estruturalmente e em sequida, testados contra Sarcomas-180 implan_
tados em ratos, em virtude da crescente insatisfagao com a quimio
terapia comumentemente empregada contra o cancer, que objetivava
a morte total das celulas cancerosas, podendo tambem incluir a

morte do hospedeiro (70). Desse modo, pela busca de novas armas
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contra o cancer, surgiu o interesse pelos polissacarideos isola-
dos de diversas fontes naturais, devido ao fato de nao serem ci-
totOoxicos e exercerem uma acgao antineoplasica dependente da rea-
¢ao do hospedeiro, isto e, apresentarem seus efeitos mediados pe
To hospedeiro. Deve-se contudo, ressalvar, que a verdadeira natu
reza da agao antineoplasica de um polissacarideo ainda nao foi
inteiramente esclarecida e esta sendo especidalmente estudada e

debatida por inumeros estudiosos.

Outro papel relevante dos polissacarideos foi o encontra-
do em imunologia (3 ), pois desde 1917, resultados experimen -
tais obtidos por varios pesquisadores, mostraram que polissaca-
rideos eram verdadeiros imunogenicos, induzindo a formacgao de uma
resposta imune e a geracao de anticorpos especificos . Baseados
nestes resultados, pode-se ampliar a importancia dos polissacari
deos, principalmente dos ramificados, visto que a diversidade es
trutural de tais ramificacoes ou cadeias laterais, representati-
vas dos determinantes antigenicos nestes polimeros, levariam a
uma maior especificidade nas reagOes imunologicas entre antige -
nos e anticorpos, sem a ocorrencia de reagoes cruzadas. Com isso,
0 uso de polissacarideos como antigenos ou imunogenicos, contri-
buiu grandemente para a classificacao e identificacao de bacte -
rias, para um melhor entendimento da resposta imune, para a defi
ni¢do do sitio ativo nas interagoes antigeno-anticorpo e para a

prevencao de doengas humanas causadas por microrganismos invasores.

Em decorrencia da grande importancia biologica destes cons_
tituintes carboidratados e em especial, dos isolados de liquens,
o presente trabalho teve por finalidade, o isolamento, a purifi-
cacdao e o estudo estrutural dos polissacarideos do liquen Stereo

caulon ramulosum (Sw.) R&usch. Este trabalho tambem visou dar

continuidade a serie de pesquisas desenvolvidas por Gorin e Iacomini,
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na busca da elucidagao estrutural dos componentes quimicos exis

tentes em liquens.

As metodologias quimicas experimentais foram as geralmen
te empregadas na analise estrutural de polissacarideos, auxilia

13
C-n.m.r., que representou uma

das pelo uso da espectroscopia de
excelente ferramenta investigativa das estruturas de acgucares e
seus derivados, acrescida do fato de ser uma tecnica rapida e

nao destrutiva das amostras analisadas .
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1. METODOS ANALITICOS GERAIS

1.1- As evaporagoes foram realizadas em Evaporador Rota
-, 1 . ~ .
torio Buchi, sob pressao reduzida, e em temperaturas, geralmen-

te, inferiores a 50°.

1.2- As .rotagoes opticas foram obtidas com polarimetro
Perkin-Elmer, modelo 141, a temperatura de 25°. Os solventes usa
dos nestas determinagoes foram agua para polissacarideos solu -

veis em agua e solucdo de NaOH a 1% para aqueles insoluveis.

1.3- A cromatografia liquida-gasosa (g.l.c.) foi reali-
zada em Cromatografo Varian, modelo 2440, com detector de ioni-
zacao de chama e utilizando-se nitrogenio como gas de arraste
(37,5 mL/min). As temperaturas da camara de injecao e do detec-
tor foram de 200° e 250°, respectivamente. A coluna de ag¢o ino-
xidavel empregada (200 x 0,15 cm d.i.) foi empacotada com ECNSS-M
a 3% (p/p) sobre Gas Chrom.Q de 100-120 mesh (58). Esta <coluna
foi utilizada para a determinacgao quantitativa dos acetatos de
alditdis (a temperatura de 160° ou com programacao de temperatu
ra de 130 a 180°%, pela variacao de 4° por minuto) e dos aceta -
tos de alditdis parcialmente metilados (a temperatura de 160°),
sendo seus tempos de retencao relativos ao do xilitol penta-0 -
acetato e do 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol ,
respectivamente. A composicao molar foi calculada a partir da area re

gistrada para cada componente, atraves do metodo de triangulagao.
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1.4- A cromatografia liquida-gasosa acoplada a espectro
metria de massa (g.l.c.-m.s.) foi realizada com aparelho Finnigan,
modelo 4000, dotado de um Sistema de Dados Incos 2300 e equipa-
do com coluna capilar (30m x 0,25mm d.i.) preenchida com OV - 225
e 0V-17 na proporgao de 3:1 (25). Os espectros foram obtidos por
impacto de eletrons, repetitivamente a cada 2 segundos , desde
massa 40 ate massa 420. As injecdes foram feitas diretamente na
coluna a 50° e ent3o, o aparelho foi rapidamente programado
(40°/min ) a 220° ("hold"). Utilizou-se helio como gas de arras
te, com uma velocidade linear de 22 cm/segundo. A identi-
ficagao final dos acetatos de alditois parcialmente metilados
foi realizada pela co-injecao com padroes e as areas dos picos

foram obtidas por integracdo automatica.

1.5- 0s espectros de ]3C-n.m.r. foram obtidos pelo wuso

de um espectrometro Bruker AM-360 WB incorporado ao transforma-
dor de Fourier. Polissacarideos insoluveis em agua foram exami-
nados como solugoes em DZO contendo NaOD a 1%, enquanto que po
lissacarideos soluveis em agua foram examinados simplesmente co
mo solugOes em 020. Estas solugoes (3 mL) foram colocadas em um
tubo de 20 cm de comprimento e 10 mm de diametro e mantidas a
330, para serem analisadas no espectrometro *. Os parametros es
pectrais empregados foram: "spectral width" de 18.519 Hz, "acqui
sition time" de 0,44s, "pulse width" de 21,0us e "number of tran
sients" de 2.000 a 180.000, dependendo da quantidade de amostra
utilizada. 0s deslocamentos quimicos foram expressos em & (p.p.m.),
relativos a ressonancia do Me431 (TMS) determinada em experimen

to separado.

1.6- As determinacoes espectrofotometricas para a regiao

do visivel foram realizadas em aparelho Coleman Junior, modelo 6A.

*0s deslocamentos quimicos obtidos a 33° foram corrigidos

para a temperatura de 70°.
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1.7- As liofilizacoes das solucoes contendo polissacari
deos ou oligossacarideos foram feitas em aparelho Virtis, mode-

1o 10-145 MR-BA.

1.8- As analises cromatograficas em papel (p.c.) foram
realizadas em papel Whatman n® 1, com 0s seguintes sistemas de
solventes: sistema-A = Benzeno-n-butanol-piridina-agua (1:5:3:3,
v/v, fase superior); e sistema-B=n-Butanol-etanol-agua (2:1:1 ,

v/v). A visualizacdo dos agucares foi efetuada com os reagen-

tes de nitrato de prata alcalino (66) e cloridrato de para-ani-
sidina (15) (para agucares redutores). A migracao dos oligossa-
carideos da extracdo metanol-agua 4:1 foi relacionada a da D-
galactose (RGAL)’ enquanto que a migracao dos produtos de degra
dacao de Smith controlada da a-D-glucana foi relacionada a do

2-0-B-D-glucopiranosil-D-eritritol (RGE).

1.9- A determinagao quantitativa de carboidratos totais
foi realizada pelo metodo do fenol-acido sulfurico (17). 0 com-
plexo colorido, resultante da conjugacao do hidroximetilfurfural
com fenol, foi Tido a 490nm, usando-se como padrao a D-galacto-

se na faixa de 10 a 100ug/ensaio.

1.10- A determinacgao quantitativa de proteinas foi fei-
ta com o reagente de Folin-Ciocalteau, segundo processo descri-
to por Lowry etalii.(23,46). Aabsorbancia foi lida a 660nm, compa-
rativamente ao padrao de soro-albumina cristalina na faixa de

10 a 100ug/ensaio.

1.11- A composicao em acgucares dos polissacarideos foi

determinada da seguinte maneira:
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Hidrolise acida total dos polissacarideos

Amostras dos polimeros (cerca de 5 mg) foram tratadas com
acido trifluoracetico (TFA)(2 ) 2M (2 mL) e aquecidas a 100° du
rante, em media, 15 horas. Apos hidrolise, o excesso de TFA foi
removido por evaporagao a secura das solucgoes hidrolisadas. Os
residuos foram dissolvidos em agua e as solucoes dos polissaca-

rideos hidrolisados foram cromatografadas em papel.

Redugao e acetilacao dos produtos de hidroliseacida total

As misturas de agucares obtidas dos polissacarideos hi -
drolisados foram reduzidas com boroidreto de sodio (60) (NaBH,)
a temperatura ambiente durante, em media, 15 horas. Decorrido
este periodo, as solucodes reduzidas foram tratadas com resina
Dowex 50W x 8 (forma H+), para remogao dos ions sodio. Apos fil
tracao por papel, as solugoes foram evaporadas a secura e o aci
do borico resultante deste tratamento foi eliminado, na forma

do ester volatil borato de metila, por co-destilagao com metanol.

0s alditois obtidos foram, entdo, submetidos a acetila -
¢do (71) com uma mistura de anidrido acetico-piridina na propor
¢ao de 1:1 (v/v, 2 mL), a temperatura ambiente, durante, 15 ho-
ras. Apos este intervalo de tempo, o processo de acetilagao foi
interrompido pela adicdo de agua gelada e os acgucares acetila -
dos foram extraidos com cloroformio. A piridina residual foi eli
minada da preparacao por tratamentos sucessivos com acido sulfu
rico 0,5M. Em seguida, a fracdo cloroformica foi lavada varias
vezes com agua destilada, desidratada com sulfato de sodio ani-
dro e filtrada por algoddo. Apos evaporagao do solvente, 0s
acetatos de alditois foram analizados por g.l.c., nas condigoes

descritas anteriormente.
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2. LOCAL DE COLETA E CARACTERISTICAS GERAIS DO

LTIQUEN Stereocaulon ramulosum (Sw.) RRUSCH.

Este 1iquen foi obtido na Serra do Mar - Estrada da Gra-
ciosa - Estado do Parana, encontrando-se o mesmo em desenvolvi-
mento sobre rochas situadas a margem da estrada. 0 local exato
foi a 1 Km do Posto de Policia Florestal, na direcao de Morre -

tes, numa altitude de 900 metros.

Sua classificacao sistematica foi esclarecida como sendo
Stereocaulon ramulosum, pertencente a ordem Gymnocarpeae e fami

1ia Stereocaulaceae.

0 liquen em estudo caracteriza-se pelo seu talo arbustivo
denominado de pseudopodecio, e sobre o qual observa-se o desen-
volvimento dos apofécios. Verifica-se tambem ao longo do talo,
formagoes cilindricas denominadas de ramificagbes ou ramulos fi
locladioides que conferem um aspecto coraloide ao 1iquen. Alem
disso, excrescencias muito comuns, de coloracdo diversa da do
talo e de conformacao geralmente arredondada, sao observadas ,

sendo denominadas de cefalodios (18).

3. ISOLAMENTO DOS ALDITOIS, OLIGOSSACARIDEOS E POLISSACARI
DEOS DO LIQUEN Stereocaulon ramulosum (Sw.) RAUSCH.

0 1iquen seco a temperatura ambiente, foi submetido a uma
limpeza manual, para separacao de outros vegetais contaminantes
do material em estudo. Em sequida foi tratado por quatro proces
sos sucessivos de extracao (36), para obtencao dos constituin -

tes quimicos existentes neste liquen.
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3.1- EXTRACAO BENZENO-ETANOL

0 1iquen devidamente seco e limpo (214,9 g) foi delipidi
ficado com uma mistura de benzeno-etanol (9:1, v/v, 1750 mL) ,
sob refluxo, durante 4 horas. Apos filtracao a quente, o extra-
to benzenp-etanB]ico foi descartado, enquanto que o liquen resi

dual foi seco a temperatura ambiente, durante a noite, para ser

submetido ao proximo processo extrativo.

3.2- EXTRACAO METANOL-AGUA

0 material remanescente da extragao benzeno-etanol (210,0g)
foi tratado com metanol-agua (4:1, v/v, 1750 mL), sob refluxo ,
por um periodo de 6 horas, com posterior filtracao a quente. 0
extrato metanol-aquoso resultante foi evaporado a secura e o re
sTduo no baldo de evaporagdao foi solubilizado em agua e deioni-
zado pelas resinas Dowex 50W x 8 (forma H+) e Dowex 2 x 8 (for-
ma HCO3‘). 0 eluente obtido apos dessalificacao foi evaporado a
secura fornecendo um residuo de 7,10 g, que correspondeu a 3,30
g% do peso de liquen original. Pela cromatografia em papel (sis
tema-B) deste residuo solubijlizado em agua (FRAGAO-A), observou
se p}incipalmente arabinitol, manitol e um componente com mobi-
lidade menor que a do manitol. A visualizagao pelo cloridrato
de para-anisidina da FragSo;A ndo indicou a presenca de agucares
redutores neste extrato. Os componentes desta fracao foram en -
t3o, convertidos em acetatos de poliois, pelo tratamento comani
drido acetico e piridina na proporcao de 1:1. Os produtos foram
analisados por g.l.c., confirmando a presenga de arabinitol
(93,22%, T 0,84) e manitol (6,78%, T 1,49), alem de um componen
te n3ao identificado, cujo tempo de retencao em relagao ao do xi
1itol penta-0-acetato foi igual a 1,58. A reducao com boroidre-
to de sodio, sequida pela acetilagao da Fragdo-A, forneceu. apos

analise por g.l.c., concentracgoes de arabinitol (93,88%, T0,84)
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e manitol (6,12%, T 1,49) similares as da Fragdo-A simplesmente
acetilada, alem da presenca do componete nao identificado, de-
monstrando que esta fragao nao apresentava monossacarideos 1i -
vres. Entretanto, resultados diferentes foram obtidos , quando
submeteu-se a mesma fragdo a hidrolise pelo acido trifluoraceti
co, com posterior exame do material hidrolisado por cromatogra-
fia em papel (sistema-B), onde observou-se principalmente arabi
nitol, manitol e galactose, sendo esta ultima identificada pela
visualizagao atraves do cloridrato de para-anisidina. Apos tra-
tamento dos produtos de hidrolise da Fracao-A com boroidreto de
_sodio e anidrido acetico-piridina 1:1, obteve-se por g.l.c. ,
arabinitol (65,70%, T 0,84), manitol (8,06%, T 1,49), galactose
(20,72%, T 1,66), como tambem glucose (5,53%, T 1,83) e o compo
nente nao identificado (T 1,58), indicando a presenca de oligos
sacarideos nao redutores neste extrato. Em decorrencia disto, a
proxima etapa foi 6 fracionamento, com consequente purificacgao,
dos componentes existentes na Fragao-A, pela cromatografia de

particao em coluna de celulose.

Fracionamento dos Alditois e Oligossacarideos da Fracao-A

pela Cromatografia em Coluna de Celulose

A montagem da coluna de celulose, bem como a preparacao
e aplicacao da amostra, foram feitas como descrito por Whistler
e BeMiller (69) e Gardell (22). 0 po de celulose (Grau Padrao
Whatman), apos ter sido lavado com agua e seco em estufa a 50°,
foi suspenso em acetona e compactado na coluna cromatografica
(45 x 3,8 cm d.i.). Apos o empacotamento, lavou-se o leito de
celulose (altura do leito 33 cm, volume de leito 374,26 cm3)com
tres vezes o seu volume total de acetona (1.200 mL) e a seguir,
uma amostra da Fracao-A (0,70 g) foi aplicada, de forma que a

altura de celulose alcangou 37 cm, correspondendo a um volume
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de leito igual a 419,62 cm3

. A eluigao foi realizada, inicial -
mente, com acetona (500 mL), sequida por solugoes de acetona - agua
(v/v) nas proporgoes 7:1 (3000 mL), 4:1 (1000 mL), 3:1 (1000 mL)
e finalmente, com agua (1000 mL), sendo o volume das fragdes co
letadas igual a 200 mL. Com o decorrer das eluigoes, as fragoes
foram concentradas a um pequeno volume, para serem cromatografa

das em papel, utilizando-se o sistema de solvente-B e o visuali

zador AgNO3 alcalino.

A cromatografia em papel das fragoes obtidas mostrou ara

binitol (0,397g, R 1,18), manitol (0,0714g,R 1,04), ambos

GAL GAL

eluidos por acetona-agua 7:1, e inositol (0,008g, R 0,62),que

GAL
foi arrastado por acetona-agua 3:1, alem de um glicosideo e um
oligossacarideo com mobilidades inferiores a do manitol. 0 gli-
cosideo encontrado foi o 2-0-g-D-galactofuranosil-D-arabinitol

(0,1839, Rpy 0,94), vulgarmente conhecido por umbilicina, elui-
do por acetona-agua 7:1, e que por hidrolise acida sequida por
redugdo e acetilagao, forneceu arabinitol e galactose na propor
cdo de 1:1. A estrutura deste glicosideo foi esclarecida pela
identificagao do 1,4-di-0-acetil-2,3,5,6-tetra-0-metil-D-galac-
titol, nos produtos de hidrolise do material totalmente metila-
do e analisado por g.l.c.,na forma de acetatos de alditois par-
cialmente metilados, e tambem por comparagao de seu espectro de
13

C-n.m.r. com o da umbilicina isolada do 1iquen Actinogyra mu-

ehlenbergii.

0 oligossacarideo foi reconhecido como sendo aa-a-D-trea

lose (0,016 g, R.,; 0,73), eluida por acetona-agua 4:1, que por

13

GAL

hidrolise acida mostrou glucose, e cujo espectro de '“C-n.m.r.
apresentava seis sinais com deslocamentos quimicos tipicos des-

ta substancia.
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3.3- EXTRACAO AQUOSA

0 1iquen residual da extracao benzeno-etanol e metanol -
aquoso (189,49 ) foi tratado com agua, a 100°, durante 4 horas.
Apos este periodo de extracdo, filtrou-se enquanto quente, e o
processo extrativo foi repetido mais duas vezes. O0s filtrados
foram. combinados e concentrados a um pequeno volume, para preci
pitagao dos polissacarideos com excesso de etanol. Apos centri-
fugacao (2.500 rpm, 20 minutos, 10°), o sobrenadante etandolico
foi desprezado, enquanto que o precipitado etanolico (44,49 g )
forneceu um rendimento de 20,709 % em relacdao ao peso de liquen

original.

A cromatografia em papel (sistema-A) do precipitado eta-
nolico hidrolisado por acido trifluoracetico, bem como a anali-
se por g.l.c. dos acetatos de alditois obtidos por redugdo e
acetilagao dos produtos de hidrolise, mostraram principalmente
glucose e tracos de manose e galactose, em concentracoes mola -

res de 90,14%, 4,50% e 5,36%, respectivamente.

Separacdo dos Polissacarideos do Precipitado Etanolico

por Congelamento e Degelo

0 precipitado etan61{co foi entao, solubilizado em égua
com auxilio de aquecimento, e submetido ao congelamento, segui-
do por degelo a temperatura ambiente e posterior centrifugagao
(10.000 rpm, 20 minutos, 60). Este processo de purificagao (26)
foi repetido diversas vezes, ate que o sobrenadante aquoso nao
formasse mais residuo por congelamento e degelo, e 0 residuo a-
quoso, apos tentativa de solubilizacao em agua usando aquecimen
to, n3o apresentasse mais polissacarideos soluveis em agua fria,
detectados pelo teste do fenol-acido sulfurico (17), que esti -

vessem contaminando este material.
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0 residuo aquoso resultante da purificagao por congela -
mento e degelo do extrato aquoso, que mostrou uma composicao mo
nossacaridica de ramnose (4,75%), fucose (4,81%), xilose (4,12%),
manose (12,29%), galactose (48,30%) e glucose (25,73%), ndo foi

investigado no presente trabalho.

0 sobrenadante aquoso, apos analises de cromatografia em
papel (sistema-A) do material hidrolisado e g.1.c. dos respecti
vos acetatos de alditois, mostrou ser constituido principalmen-
te por glucose (85,07%), embora tracos de manose (4,29%) e galac
tose (10,64%) tambem estivessem presentes, de forma que foi sub
metido a outro processo de purificacao pelo emprego de solugao

de Fehling(26, 39).

Fracionamento dos Polissacarideos do Sobrenadante Aquoso

por Precipitacdao com Solugcao de Fehling

Ao sobrenadante, que foi concentrado a pequeno volume
(150 mL), adicionou-se igual quantidade de solugao de Fehling ,
havendo a formacao de um precipitado. Apos centrifugacdao (8.000
rpm, 10 minutos, 60), 0 sobrenadante de Fehling foi neutraliza-
do com acido acetico concentrado a temperatura de 0-2°, dialisa
do e entao, deionizado pelas resinas Dowex 50W x 8 (forma H+) e
Dowex 2 x 8 (forma HCO§). Ja o precipitado de Fehling foi lava-
do sucessivamente com solucdao de hidroxido de potassio a 2%, e
metanol, eem seqguida o complexo cuprico insoluvel foi decomposto
por agitagao numa suspensao aquosa de Dowex 50W x 8 (forma H+),
durante, no minimo 20 minutos, para entao ser filtrado. Esta pu
rificagao, pela solucao de Fehling, foi repetida diversas vezes,
ate que o sobrenadante nao mostrasse mais precipitacao pela adi
cao de solucao de Fehling e o precipitado nao revelasse mais a

presenca de polissacarideos soluveis na solugao de Fehling, que
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fossem evidenciados por cromatografia em papel do material hidro

lisado por TFA e detectados pelo teste do fenol- H,SO

,S0,  (17).

Uma vez obtidos o sobrenadante e o precipitado de Fehling
puros, ambos foram liofilizados, fornecendo produtos de 9,64 g
(4,48 g% do peso de liquen original) e 0,90 g (0,429%), respec
tivamente. A cromatografia em papel (sistema-A) dos materiais
de Fehling hidrolisados, juntamente com a analise por g.l.c.
dos respectivos acetatos de alditois, mostraram que © precipita
do de Fehling era constituido principalmente por galactose (68,
60%) e manose (21,62%), embora tragos de ramnose (2,67%), fuco
se (3,12%), xilose (3,99%) e glucose tambem estivessem presen -
tes, enquanto que 0 sobrenadante de Fehling era constituido ex-

clusivamente por glucose.

Desde que no sobrenadante de Fehling, evidenciou-se a
presenca deuma glucana, aparentemente pura, este polimero foi
submetido a testes de homogeneidade quimica, que incluiram cro-
matografias em colunas de DEAE-celulose e Sepharose 6B, como se
ra descrito mais adiante. Por estes testes , a a-D-glucana
([a]%f= +]71°; c. 0,6 em H20) apresentou-se homogenea ou consti
tuida de uma mistura inseparavel nas condigOes empregadas, sen-
do portanto, considerada adequada para estudos estruturais. Ja
0 precipitado de Fehling apresentou uma galactomanana contamina-
da por diversos acgucares, inclusive glucose, de modo que empre-
gou-se outro procedimento de purificacao pelo uso de um sal de

amonio quaternario (Cetavlon).
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Fracienamento dos Polissacarideos do Precipitado de

Fehling por Precipitacao com Cetavlon (Brometo de Hexa-

deciltrimetilamonio)

0 material liofilizado (0,90g) foi dissolvido em agua e
submetido a um processo de fracionamento, usando-se sal de amo-
nio quaternario, em diferentes pH, como descrito por Scott (59 )

e Duarte e Jones (16).

Em pH 7, houve a formagao de um precipitado que foi de -
composto por solucao de cloreto de sodio 4M e o polissacarideo
da solugao obtida, foi precipitado com excesso de etanol. Este
processo de dissolucgao na solugao do eletrolito e precipitacao
com etanol foi repetido mais duas vezes e o residuo (0,119 g) re
sultante forneceu um rendimento de 0,0559% em relagao ao peso de

1iquen original.

0 sobrenadante de pH 7 foi tratado com tampao borato a
3%, pH 8,5 e o precipitado obtido na forma de complexo polissa-
caridico boratado com base quaternaria foi descomplexado com so
lugao de acido acetico 2M. A solucao obtida, foi adicionado ex
cesso de etanol, e o precipitado, apos mais dois procedimentos
de dissolugao em acido acetico e precipitagao com etanol, forne

ceu um produto de 0,510g9 (0,237 % ).

0 sobrenadante de pH 8,5 foi tratado com solugcao de NaOH
a 40%, para ajustar o pH ate 12, e como nao houve formagao de
precipitado, neutralizou-se a solugao com acido acetico concen-
trado, a temperatura de 0 - 2°. Apos concentracao a um pequeno
volume, precipitou-se o polissacarideo com excesso de etanol e
o precipitado obtido apos centrifugacao, foi submetido a dois

tratamentos de dissolucdo em acido acetico 2M e precipitagao
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com etanol, como realizado para o polissacarideo de pH 8,5. 0
precipitado resultante (0,015g) apresentou um rendimento de

0,007 g% em relacao ao peso de liquen original.

0s polissacarideos de pH 7, pH 8,5 e pH 12 foram entao
hidrolisados por TFA e os produtos de hidrolise reduzidos por
boroidreto de sodio e acetilados com anidrido acetico - piridina
1:1, como descrito em metodos analiticos gerais. Os acetatos de
alditois resultantes, quando analisados por g.l.c., mostraram
ramnose (4,08%), fucose (10,61%), xilose (22,67%), manose (14,50%),
galactose (44,64%) e glucose (3,50%) para o polimero de pH 7
A maior parte destes componentes ja tinha sido identificada. pe
la cromatografia em papel (sistema-A) do material de pH 7 hidro
lisado por TFA, que mostrou tambem um componente nao identifi-

cado, cujo RGAL foi iqual a 0,13.

Visto que o polissacarideo de pH 7 apresentou um rendimen
to relativamente baixo, alem de exigir uma metodologia experimen
tal mais complexa devido a provavel presenca de residuos de aci
do urdonico, a estrutura deste heteropolimero ndo foi investiga-
da no presente trabalho, bem como a da galactomanana neutra iso
lada em pH 8,5, que apresentou uma composi¢do monossacaridica
bem definida com manose e galactose numa concentragao molar de
60,33% e 39,67% respectivamente. 0 polimero de pH 12 apresentou
glucose como unico componente, que pela rotagdo especifica mostrou

ser a a-D-glucana presente no sobrenadante de Fehling.

3.4- EXTRACAO ALCALINA

0 1iquen residual (137,0 g), apos extragao aquosa, foi
tratado com solucdo de hidroxido de potassio a 2%, a 100%, du -

rante 2 horas. Em segquida, filtrou-se a quente, e o0 residuo
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liquenico foi seco em estufa a 500, durante a noite, resultando
um peso de 1iquen, apos extrégéo alcalina, igual a 83,60 g. 0
extrato alcalino resultante foi neutralizado com acido acetico
concentrado, a temperatura de 0 - 29, concentrado a um pequeno
volume e os polissacarideos foram precipitados com excesso de
etanol. 0 precipitado etanolico obtido apos centrifugagao (2500
rpm, 20 minutos, 100), forneceu um produto de 26,23 g, o qual

correspondeu a 12,21 g% do peso de liquen original.

A analise por g.l.c. dos acetatos de alditois obtidos pe
la reducao e acetilacao dos produtos de hidrolise do precipita-
do etanolico, mostrou que este material era constituido princi
palmente por glucose (47,23%), galactose (27,53%)e manose (23,88%),
embora tragos de xilose (0,34%) e ramnose(1,02%) tambem estives

sem presentes.

Separacgdo dos Polissacarideos do Precipitado Etanolico

por Congelamento e Degelo

0 precipitado etanolico foi ent3dao, solubilizado em agua
pelo uso de aquecimento e dialisado contra agua corrente, duran
te 48 horas. Apos dialise, o material foi concentrado a pequeno
volume e submetido a processos de purificacao por congelamento,
seguido por degelo a temperatura ambiente, com posterior centri-
fugacio (11000 rpm, 20 minutos, 6°), de maneira idéntica a puri
ficagao realizada para o precipitado etanolico da extragao aquo
sa. 0 sobrenadante aquoso resultante desta purificagao, que apre
sentou uma composicdo monossacaridica de ramnose (0,97%), xilose
(0,67%), manose (36,94%), galactose (36,57%) e glucose (24,85%),
nio foi investigado no presente trabalho, enquanto que o0 residuo
aquoso, apos analises de cromatografia em papel (sistema-A) do

material hidrolisado e g.1.c. dos respectivos acetatos de alditois,
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mostrou ser constituido principalmente por glucose (65,31%), po
rem contaminado por ga1actosé (21,41%) e manose (13,28%). Em de
correncia da contaminacdo, este material foi submetido a outro
procedimento de purificagao por tratamentos com alcali, devido a

sua insolubilidade em agua (67).

Purificagao do Polissacarideo do Residuo Aquoso por Tra-

tamentos com Alcali (KOH 2%)

Este residuo foi solubilizado em solucao de hidroxido de potassio
a 2%, contendo NaBH;, e levadoa fervura,durante 20 minutos. Apos resfri
amento (0 - 2°), o material foi neutralizado com acido acetico
2 M e dialisado contra agua corrente, durante 72 horas. A fracgdo
nao dialisavel foi concentrada ate pequeno volume e em seguida,

centrifugada (3.000 rpm, 15 minutos, temperatura ambiente).

Varios tratamentos do residuo aquoso, insoluvel em agua
mas soluvel em alcali, foram realizados com solucdo de KOH 2 %
e acompanhados por cromatografias em papel (sistema-A) do mate-
rial hidrolisado, obtendo-se no final, um residuo (0,41 g) cons
tituido apenas por glucose, que forneceu um rendimento de 0,19g%
em relacdo ao peso de liquen original. 0 polissacarideo foi en-
tao, submetido a testes de homogeneidade quimica, pela passagem
em colunas cromatograficas de Sepharose 4B-200 e Sepharose 6B ,
como sera descrito a seguir. Uma vez que foi demonstrada homoge
nea nas condigoes empregadas, a B-D-glucana ([a]%f= + 3% c.0,4
em NaOH 1%) foi considerada adequada para ser investigada estru

turalmente.
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4. TESTESDE HOMOGENEIDADE APLICADOS AOS POLISSACA
RIDEOS OBTIDOS DAS EXTRAGOES AQUOSA E ALCALINA

4.1- o«-D-GLUCOPIRANANA

Amostras da a-D-glucana, obtida pela extragdao aquosa do
1iquen, foram solubilizadas em agua e cromatografadas nas se-
guintes condigoes:

(a) 100 mg da amostra foram aplicadas em coluna de DEAE-
celulose forma fosfato (24,5 x 3,8 cm), usando eluigdao etapa por
etapa com solucoes de tampao fosfato pH 6,3 (0,01 M, 0,05 M,
0,10 M e 0,20 M) (~ 90 mL/h). O volume das fragoes coletadas foi
igual a 5 mt (31,62,79.

(b) 5 mg da amostra foram aplicadas em coluna de Sepharo
se 6B (33,5 x 1,7 cm), usando-se como eluente agua destilada

(v 40,8 mL/h) e o volume das fragoes igual a 1 mL.

Todas as fragoes coletadas foram analisadas para carboi-

dratos totais (17).

4.2- B-D-GLUCOPIRANANA

Amostras da B-D-glucana, obtida pela extragao alcalinado
1iquen, foram solubilizadas em alcali e cromatografadas nas se-
guintes condigoes:

(a) 100 mg da amostra foram dissolvidas em NaOH 0,1M e
aplicadas em coluna de Sepharose 4B-200 (27,0 x 1,7 cm). O elu-
ente empregado foi NaOH 0,1M (~ 56,6 mL/h) e o volume das fra-
¢oes coletadas foi de 3 mL.

(b) 3 mg da amostra foram dissolvidas em NaOH a 1% e apli
cadas em coluna de Sepharose 6B (33,5 x 1,7 cm). 0 eluente foi

NaOH a 1% (~ 24 mC/h) e o volume das fracoes igual a 1 mL.

Todas as fragoes coletadas foram analisadas para carboi-

dratos totais (17).
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5. METILAGAO DOS POLISSACARIDEOS E OLIGOSSACARIDEOS

OBTIDOS DO LIQUEN Stercocaulon ramulosum (Sw.) RRUSCH

5.1- METILAGAQ DOS POLISSACARIDEOS o-D-GLUCANA E B-D-

GLUCANA

Uma amostra de cada polimero (30 mg) foi tratada com bo
roidreto de sodio, a temperatura ambiente, durante 15 horas. A-
pos redugao neutralizou-se o meio alcalino com acido acetico 2M
a temperatura de 0 - 29, e dialisou-se contra agua corrente, du
rante uma noite. A fracao nao dialisavel foj evaporada a secura
e submetida a metilagdo com sulfato de dimetila em solucdo alca

lina, segundo processo descrito por Haworth (32,34).

Primeiramente, o residuo no balao de metilagao foi dissol
vido em 15 mL de solugao de hidroxido de sodio a 33%. Em sequi-
da, fez-se 10 adigoes de 0,5 mL de sulfato de dimetila, em in -
tervalos de 20 minutos, sob agitacao constante e a temperatura
ambiente. Novas adigoes de solucao de NaOH a 33% (15 mL) e sul-
fato de dimetila (10 vezes 0,5 mL) foram feitas em mais dois
dias consecutivos, sendo que no 40 dia, o processo de metilacao,
foi interrompido pelo aquecimento do balao de metilagao a 100°,
durante 30 minutos, para decomposigao do excesso de sulfato de
dimetila. Apos resfriamento a 0 - 29, neutralizou-se o meio com
acido acetico concentrado e dialisou-se contra agua corrente du
rante 72 horas e com agua destilada durante 24 horas. Decorrido
este perjodo de dialise, os polissacarideos parcialmente metila
dos foram liofilizados e submetidos ao tratamento com oxido de
prata e iodeto de metila, de acordo com o metodo descrito por

Purdie e modificado por Kuhn et alli (34, 41).

0 material liofilizado foi dissolvido em 2 mL de dimetil
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formamida. No 10 dia de metilagao, adicionou-se 2 mL de iodeto de
metila e 1gde oxido de prata, porem nos dois dias seguintes |,
fez-se apenas adicao de 1 g de AgZO. Durante estes tres dias, o
sistema de reagao foi mantido sob agitacdo constante, a tempera
tura ambiente e na ausencia de luz. Depois de 72 horas o proces
so foi interrompido pela extracao exaustiva do material metila-
do com cloroformio e apos filtracao por papel, o filtrado cloro
formico foi evaporado a secura e 0s polissacarideos permetila -

dos foram convertidos em acetatos de alditois parcialmente meti

lados, como sera descrito no proximo topico.

5.2- METILACAO DA UMBILICINA E DOS PRODUTOS OBTIDOS DA

DEGRADAGAO DE SMITH CONTROLADA DA o-D-GLUCANA

Estes materiais (10 mg) foram metilados somente pelo pro
cesso de Kuhn, como descrito anteriormente. Os produtos metila-
dos foram entdao, extraidos com cloroformio e derivatizados para

seus respectivos acetatos de alditois.

6. ANALISE DOS PRODUTOS DE HIDROLISE ACIDA DOS POLISSACARI
DEOS METILADOS NA FORMA DE ACETATOS DE ALDITOIS

Uma amostra de cada polissacarideo metilado (2 a 5 mg) foi
submetida a hidrolise com solucdao aquosa de acido formico a 90%
(v/v), durante 1 hora, a temperatura de 100° (10, 42). 0 exces-
so de acido formico foi removido por evaporagao, sob pressao re
duzida, a 50%, e o residuo foi lavado duas vezes com agua desti
lada, e submetido ao tratamento com acido sulfurico 0,25M, du -
rante 16 horas, a temperatura de 100°. 0 excesso de acido sulfu
rico foi eliminado com carbonato de bario, e o filtrado limpido
foi deionizado por meio de resina Dowex 50W x 8 (forma H+).Ap65

filtracao, a solugdo resultante foi evaporada a um pequeno volume
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e tratada com boroidreto de §6dio, durante 15 horas, a tempera-
tura ambiente. Decorrido o periodo de redugdo, os jons sodio fo
ram eliminados da preparagao pelo tratamento com resina Dowex
500 x 8 (forma H') e o acido borico formado foi removido, na for

ma de borato de metila, por co-destilagao com metanol.

A acetilagdo dos alditois parcialmente metilados foi rea
lizada por metodo convencional, com anidrido acetico e piridina

numa relagao de 1:1.

O0s produtos metilados na forma de acetatos de alditois fo
ram extraidos com cloroformio e analisados por g.l.c. na colu-
na convencional de ECNSS-M a 3% em Gas Chrom. Q e por g.l.c.-
m.s. na coluna capilar preenchida por 0V-225 e OV-17, na propor

cdo de 3:1, como descrito em metodos analiticos gerais.

7. DETERMINACOES DO CONSUMO DE META-PERIODATO DE SODIO
E PRODUCAO DE ACIDO FORMICO PELOS POLISSACARIDEOS

7.1- a-D-GLUCOPIRANANA

A a-D-glucana (30 mg) isolada por extragao aquosa do 17 -
quen Stereocaulon ramulosum e o metil-a-D-galactosideo (30 mg),
usado como um controle, foram oxidados com solugao de meta-perio
dato de sodio 0,05 M (50 mL), durante, em media 96 horas, a tem

peratura de 0 - 2% e na auséncia de luz (33, 50).

(a) Consumo de Meta-periodato de Sodio.

Em diferentes intervalos de tempo, foram retiradas aliquo
tas de 1 mL da solucdo oxidante, para determinagcao do consumo de
periodato, por titulagao com solugao padronizada de tiossulfato

de sodio 0,0IN, usando solucao de amido 1g %, como indicador.
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Para o calculo do numero de moles de periodato reduzido

por mol de hexose anidra, empregou-se a seguinte formula:

(B - A) x Volume total da solucdo oxidante X Ny
X = a25203

2xmL de aliquota titulada x g de amostra oxidada x 1.000

x 162

onde,
x = Numero de moles de periodato consumido por mol de hexose anidra.

B = Volume da solugao de tiossulfato encontrado para a titula -

¢ao do branco.

A = Volume da solucao de tiossulfato encontrado para a titula -

¢ao das aliquotas colhidas em diferentes intervalos de tempo.

Nya.s.g. = Normalidade da solugdo de tiossulfato de sodio, mul-

Naz3203
tiplicada pelo seu fator de correcao.

Usando-se o consumo de periodato, expresso em moles de
meta-periodato de sodio consumido por mol de hexose anidra , em
diferentes intervalos de tempo, obteve-se um grafico, em que o
valor real da quantidade de periodato requerida para a oxidagao
completa do polissacarideo, foi obtida pela extrapolagdo da cur

va para 0 tempo zero.

(b) Producao de Acido Formico.

Ja a produgdo de acido formico foi determinada por titu-
lagdo de aliquotas de 5 mL., retiradas no final da oxidagao, com
solugao padronizada de hidroxido de sodio 0,0IN, usando solugao

de fenolftaleina a 1g9%, como indicador.

0 numero de moles de acido formico liberado por mol de

hexose anidra, foi calculado por intermedio da formula a seguir:
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y = (A-B) x Volume total da solugao oxidante x NNaoH

mL de aliquota titulada x g de amostra oxidada x 1.000

x 162

onde,

y = Numero de moles de acido formico liberado por mol de hexose

anidra.

B = Volume da solugao de NaOH encontrado para a titulacdo do

branco.

A = Volume da solucao de NaOH encontrado para a titulagao das

aliquotas coletadas no final da oxidacdo.

NNaOH = Normalidade da solugao de NaOH, multiplicada pelo seu

fator de correcao.
Para a a-D-glucana, as quantidades de periodato consumi
do e de acido formico liberado por unidade de hexose anidra fo-

ram de 0,39e 0,005, respectivamente.

7.2- B-D-GLUCOPIRANANA

Em decorrencia da insolubilidade da B-D-glucana em agua,
foi necessario preparar a solugao para ser oxidada pelo periodato,
de uma maneira diferente daquela empregada para o polissacarideo so-
luvel em agua (67). Primeiramente, dissolveu-se uma amostra do
polimero (30 mg) em solugao de NaOH 1M (5,4 mL) e em seguida,
ajustou-se o pH para 4,85 com solugao de HC1 0,5M (10,2 mL). A
solugao resultante foi entao, tratada com solugao de meta-perio
dato de sodio 0,05M (34,4 mL), durante 96 horas, a temperatura
ambiente, sob agitacdo constante e na ausencia de luz. As deter
minacoes do consumo de periodato, bem como a produgdo de acido
formico foram feitas de modo identico ao empregado para o polis

sacarijdeo soluvel em agua, como descrito anteriormente.
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Apos 96 horas, verificou-se que a B-D-glucana nao "consu
miu periodato" e consequentemente, nao houve a "producao de aci
do formico", indicando tratar-se de um polimero resistente 3 oxi

dacao pelo meta-periodato de sodio.

8. DEGRADAGAO TIPO SMITH DOS POLISSACARIDEOS

Uma amostra de cada polissacarideo (30 mg) foi oxidada
com meta-periodato de sodio, exatamente como descrito no topico
anterior. 0 excesso do agente oxidante foi destruido pela adi -
¢ao de etileno-glicol (3 mL) e a solugdao oxidada foi dialisada
contra agua corrente, por 15 horas. Apos dialise, a solucdo con
tendo o polialdeido foi tratada com boroidreto de sodio (1 ,35),
durante 15 horas, a temperatura ambiente. 0 excesso do agente
redutor foi destruido pela adigao cuidadosa de acido acetico 2M
ate pH 5-6, a temperatura de 0 -2% e a solugao reduzida foi no

vamente dialisada contra agua corrente, durante uma noite.

A fragao nao dialisavel foi evaporada a secura e submeti
da 3 hidrolise com acido sulfurico O;5M (2 mL), durante 7 horas ,
3 temperatura de 100°. Decorrido este periodo de hidrolise, neu
tralizou-se o meio acido com carbonato de bario e filtrou-se por
papel. 0 filtrado 1impido foi deionizado com as resinas Dowex
500 x 8 (forma H') e Dowex 2x 8 (forma HCO3) e apos filtragao ,

foi evaporado a um pequeno volume.

Uma parte do material hidrolisado foi analisada por cro-
matografia em papel (sistema-A), enquanto que a outra parte foi
reduzida com boroidreto de sodio, a temperatura ambiente, duran
te 15 horas. 0 excesso do agente redutor foi destruido pelo tra
tamento da solugao reduzida com resina Dowex 50W x 8 (forma H+L

e 0 acido borico resultante foi removido por co-destilagao com
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metanol, na forma do ester volatil borato de metila.

O0s alditois obtidos foram acetilados com anidrido aceti-
co-piridina (1:1) e os acetatos de alditois resultantes foram
extraidos com cloroformio e analisados por g.l.c. em coluna con
vencional de ECNSS-M a 3% em Gas Chrom.Q, com programacao de

temperatura de 130 a 180°, pela variacdo de 4° por minuto.

. 9. DEGRADAGAO DE SMITH CONTROLADA DA o-D-GLUCANA

0 polissacarideo (1 g) foi oxidado com meta-periodato de
sodio 0,05M (1.000mL), durante 96 horas, a temperatura de 0 - 2°
e na ausencia de luz. 0 excesso do agente oxidante foi destrui-
do pela adigao de etileno-glicol (10 mL) e a solucao oxidada foi

reduzida e dialisada, como descrito no topico anterior.

A fracao nao dialisavel foi evaporada a um pequeno volu-
me e 0 poliol foi parcialmente hidrolisado em pH 2 (pH ajustado
com H2304 3M), a temperatura de 100°, durante 40 minutos (26).
Apos hidrolise acida parcial, neutralizou-se o meio acido com
carbonato de bario e filtrou-se por papel. 0 filtrado 1impido
foi tratado com as resinas Dowex 50W x 8 (forma H+) e Dowex 2x8
(forma HCO§) e apos filtracdo, foi evaporado a um pequeno volu-
me (FRACAO0-B), para ser cromatografado em papel usando o siste-

ma de solvente-A.

Pela analise da cromatografia em papel desta fracao, obser
vou-se tres manchas com RGE de 1,60, 1,05 e 0,66, que nao foram
visualizadas pelo cloridrato de para-anisidina, de modo que a
proxima etapa foi o fracionamento e purificagao dos componentes
contidos na Fragao-B, por cromatografia em coluna de celulose,

como descrito a seguir.
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10. FRACIONAMENTO DOS PRODUTOS DE DEGRADAGAQ DE SMITH CONTROLADA
DA a-D-GLUCANA POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE CELULOSE

A montagem da coluna de celulose, bem como a preparagao
e aplicagao da amostra, foram feitas de modo identico ao empre-
gado para o fracionamento dos alditois e oligossacarideos da

fracao-A, obtida pela extracao metanol-agua 4:1 do l1iquen.

Apos o empacotamento da coluna e lavagem do leito de ce-
Tulose (altura do leito 32,5 cm, volume de leito 368,59 cm3)com
tres vezes o seu volume total de acetona, verificou-se pela apli
cagao de uma amostra da Fragao-B (171,9 mg), que a altura de ce
lulose alcangou 39,5 cm, correspondendo a um volume de leito

igual a 447,96 cm3.

A eluicao foi realizada inicialmente com acetona (500 mL),
sequida por solugbes de acetona-agua (v/v) nas proporcgoes de 9:]
(1.000mL), 4:1 (1.000mL), 3:1 (1.000mL) e 2:1 (1.000mL), para
finalmente ser utilizada agua (1.000mL), como eluente. 0 volume
das fracoes coletadas foi igual a 200 mL, e com o decorrer das
eluigOes, estas fracoes foram evaporadas a um pequeno volume, pa
ra serem cromatografadas em papel, utilizando-se o sistema de

solvente-A e o visualizador AgNO5 alcalino.

0 fracionamento da Fracao-B pela cromatografia em coluna
de celulose forneceu apenas tres compostos que foram eluidos por
acetona-agua 9:1 com Rgp de 1,60 (7,7 mg), por acetona-agua 7:1
com Rop de 1,05 (38,5 mg) e por acetona-agua 4:1 com Rgp de 0,66
(98,5 mg).

0 componente com RGE de 1,06 foi identificado pela pro -

pria cromatografia em papel e tambem por g.l.c. , como sendo
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eritritol, enquanto que os outros dois componentes foram reco -

nhecidos pelas analises de 13

C-n.m.r. e metilacao, como sendo o
glicosideo O0-a-D-glucopiranosil-(1 » 2)-D-eritritol (RGE 1,05 )
e 0 oligossacarideo O-a-D-glucopiranosil-(1 - 3)-0-a-D-glucopi-

ranosil-(1 + 2)-D-eritritol (R 0,66).

GE
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RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Stereocaulon ramulosum, um liquen com micossimbionte as-
comiceto, nao foi investigado ate a presente data quanto aos seus
componentes carboidratados, embora Ramaut et alii (56) , em
1978, pesquisaram outros constituintes quimicos neste 13-
quen. Estes autores, apos estudos de cromatografia em cama
da delgada e espectroscopia de Ultra-violeta, mostraram a
existencia de acidos liquenicos (atranorina e acido perlatd
lico) no liquen Stereocaulon ramulosum (Sw.) Rgusch, coleta-
do nas montanhas da Africa Oriental (Zaire/Kivu, Rwanda e Bu-

rundi).

Este mesmo liquen, tambem bastante comum no Brasil,
foi <coletado na Serra do Mar-Estrada da Graciosa-Estado do
Parana, e, apos ser devidamente seco e limpo, foi sub-
metido a quatro processos de extragao, como mostrado no Es

quema-I.
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ESQUEMA - 1

PROCESSOS DE EXTRAGARO DOS COMPONENTES QUIMICOS EXISTEN

TES NO LIQUEN Stereocaulon Ramulosum (Sw.) RAUSCH.

LIQUEN SECO E LIMPO (214,99)

Benzeno-etanol 9:1 (v/v),
sob refluxo, 4h;
filtragao a quente.

Y
LTQUEN DELIPIDIFICADO (210,0 g)
Metanol-agua 4:1 (v/v);

sob refluxo, 6h;
filtr<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>