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RESUMO

0 ascoliquen Sticta damaecornis contém alditdis, oligossa
carideos e polissacarideos. Os oligossacarideos, assim como  o0s
alditois arabinitol, manitol e volemitol, foram obtidos por ex -
tragao metanol-agua sendo a mistura fracionada em colunas de car
vao-Celite e celulose. Oligossacarideos com Ry 1,175 0,51 (0,74)
e 0,25 foram obtidos com rendimentos de 0,21% , 0,11% e 0,04%,
respectivamente. 0 componente com RI 1,17 (D]) contem galactose
e glucose na proporgao molar 1:1, estando a galactose na extremi
dade terminal ndo redutora, ligada (1 + 4) a glucose. Atraves de
]3C-n.m.r., g.l.c.-m.s., ponto de fusao e ponto de fusao da mis-
tura, esse componente foi identificado como lactose (4-0-B-galac
topiranosil-D-glucose). Os outros dois oligossacarideos sdao cons
tituidos de uma elevada proporcgao de glucose ligadas (1 - 2).

Uma fracdo polissacaridica obtida por extragao aquosa (E)
foi soluvel em solucao de Fehling e isolada como sobrenadante do
pH 12, quando tratada por Cetavlon. Com rendimento de 0,10% este
componente continha arabinose (12%), manose (12%) galactose
(49%) e glucose (27%).

0 material remanescente foi submetido a extragao com alca
1i a 1009 e o extrato foi tratado com solugao de Fehling. A fra-
¢ao polissacaridica, soluvel em Fehling e isolada como sobrena -
dante do pH 12 (rend. 0,16%, H) quando tratada por Cetavlon,apre
sentou arabinose (15%), manose (5%), galactose (56%) e glucose
(24%). Este componente mostrou alguma similaridade com aquele ob
tido da extragdo aquosa (E), o que pode ser observado atraves de

]3C~n.m.r. e pela presenca comum, de unidades g-galactofuranosi-
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dicas e a-arabinofuranosidicas, atraves de analises por metila-
¢ao-g.l.c.-m.s.

Uma fracgao po]issacaerica obtida da extragao a]ca]ina,sg
luvel em Fehling precipitou em pH 8,5 (rend. 0,14%, G) quando
tratada com tampao borato e mostrou-se constituida de manose
(22%), galactose (56%) e glucose (22%). Esta fragao se caracteri
zou pela elevada proporcao de unidades o-galactofuranosidicas ,

]3C—n.m.r. e metilagao.

de acordo com dados de
A fragao polissacaridica F (rend. 1,04%) obtida da extra-
cao alcalina e insoluvel em solugdo de Fehling, foi precipitada
em pH 8,5 quando tratada por tampao borato e mostrou-se consti -
tuida de manose (63%), galactose (21%) e glucose (16%). Estudos
da degradagao de Smith, indicaram uma elevada proporgao de glice
rol (81%). Por hidrolise acida parcial, este polissacarideo apre
sentou manose (71%), galactose (12%) e glucose (17%) e apos meti
lagao mostrou como maior componente o 2,3,4-tri-0-metil manitol,
indicando predominantemente ligagdes (1 = 6), no nucleo da mana-

]3C-n.m.r., degradagao de Smith

na. Com estudos de g.l.c.-m.s.,
e hidrolise acida parcial-metilacdo, pode ser proposta a galacto
manana uma estrutura cujo nucleo seria constituido de manose 1i-
gada (1 - 6), parcialmente substituida com unidades B-giga1acto-

piranosil, manopiranosil e manobiosil ligadas em 4-0-e/ou 2-0 da

cadeia principal, conforme Estruturas 8-11 (paginas 75-76).
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SUMMARY

The ascolichen Sticta damaecornis contains alditols and
oligo- and polysaccharides. The oligosaccharides,like the alditols
arabinitol, mannitol, and volemitol, were obtained by methanol -
water extraction followed by successive fractionations on columns
of charcoal-Celite and cellulose.0ligosaccharide fractions having
Ry 1.17, 0.51 (contaminated with 0.74), and 0.25 were isolated in
yields of 0.21, 0.11, and 0.04% respectively. That with RI 1.17
contained glucose and galactose in an equimolar ratiowith glucose
as the reducing end. Methylation-g.l.c.-m.s. analysis of the
disaccharide indicated that galactopyranosyl units were linked

]3C-n.m.r. data were consistent wifh a B -

(1 - 4) to glucose and
glycosidic linkage and to the structure of lactose (4-0-B-D-galatc-
pyranosyl- ag-D-glucose). This was confirmed by the m.p.and mixed
m.p. of a crystalline preparation. The oligosaccharides could not

]BC-n.m.r. evidence showed

be purified by crystallization,but
that they contained, in a high proportion, (1 - 2)-linked gluco -
pyranosyl structures with both o and B-configurations.

A polysaccharide Fraction E, obtained via hot aqueous extrac
tion, was soluble in Fehling solution and.purified by virtue of its
solubility at pH 12 in the presence of borate and Cetavlion. The
material (0.10% yield) contained arabinose (12%), mannose (12% ),
galactose (49%), and glucose (27%). The residual 'lichen was
extracted with hot aqueous alkali and similar}y fractionated to
give Fraction H (0.16% yield) containing arabinose (15%), mannose
(5%), galactose (56%), and glucose (24%).It also resembled closely

13

Fraction E, by virtue of their C-n.m.r. spectra and products
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formed on methylation-g.l.c.-m.s. analysis, and contained high
proportions of B-galactofuranosyl and a-arabinofuranosyl units.

A polysaccharide Fraction G (0.14% yie]d),prepared via
successive alkaline extraction, treatment with Fehling solution,
isolation from the supernatant, and precipitation with Cetavlon
at pH 8.5 in the presence of borate, was composed of mannose

(22%), galactose (56%), and glucose (22%). 13

C-n.m.r. and methy-
lation-g.1.c.-m.s. data indicated that it contained a high
proportion of o-galactofuranosyl units.

Another Fraction F (1.04% yield) was isolated, following

alkaline extraction and precipitation of its insoluble copper
complex formed with Fehling solution, by ‘precipitation with
Cetavlon at pH 8.5 in the presence of borate. It contained

mannose (63%), galactose (21%), and glucose (16%) and a Smith
degradation (strong hydrolytic conditions) gave 7% of tetritol
corresponding to .the presence of 4-0- and/or 4,6-di-0O-substituted
hexopyranosyl residues. Partial "hydrolysis of Fraction F gave a
core polysaccharide containing mannose (71%), galactose ( 12%),
and glucose (17%), which gave, on methylation analysis, 2,3,4, -
tri-0-methylmannitol acetate in a high yield indicating a main
chain with predominant (1 » 6)-1linked mannopyranosyl residues

These studies, combined with those of methylation analysis and
]3C-n.m.r. spectroscopy carried out on Fraction F, show that it
is composed principally of a galactomannan with the above mannan
main-chain probably partially substituted with side chains

containing B-D-galactopyranosyl, mannopyranosyl, and mannobiosy]l

units, as depicted in Structure 8-11 (page 75-76).
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INTRODUCGCAKDO

A verdadeira natureza dos liquens so foi reconhecida em
1868, quando o biologo suicc SCHWENDENER demonstrou tratar-se de
uma simbiose entre alga e fungo, associados de tal forma que pa-
reciam constituir um unico vegetal. O fungo quase sempre envolve
o componente algal da associagao e do crescimento de ambos resul
ta um talo, de forma e estrutura interna constantes e definidas,
que permitem o reconhecimento de generos e especies.As algas sao
sempre cloroficeas ou cianoficeas e o fungo pode ser ficomiceto,
ascomiceto, basidiomiceto ou um fungo imperfeito ( 43).

Na maior parte dos estudos quimicos de liquens a atencao
e voltada para dois grupos de substancias: a) constituintes car-
boidratados e proteicos soluveis em agua e b) os chamados aci -
dos liquenicos (17).

Dentre os constituintes carboidratados solluveis em agua
encontram-se os poliois, aldoses e cetoses, glicosil - alditois,
oligossacarideos nao redutores e redutores e polissacarideos.

SMITH e colaboradores (47,77 ) estudaram extensivamente
o metabolismo de carboidratos em l1iquens e verificaramque a iden
tidade do carboidrato, transferido como nutriente do ficobionte
ao micobionte, depende do géenero de alga presente. Em 1iquens
contendo cinco generos diferentes de cloroficeas (algas verdes),
os carboidratos produzidos por fotossintese sao transferidos ao
fungo como poliois, sendo ribitol em Trebouxia , Myrmecia e
Coccomyxa, eritritol em Trentefolia e sorbitol em Hyalococcus.Em

alguns 1iquens cujos ficobiontes sdo cianoficeas como Nostoc ,
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Calothrix e Scytonema, a glucose e o carboidrato produzido pela
alga., Usando tecnicas com carbono radioativo, os autores acima
estudaram o metabolismo nos simbiontes, isoladamente, e descobri
ram que a D-glucose inicialmente formada no ficobionte Nostoc e
liberada ao fungo e convertida em D-manitol, enquanto que o ribi
tol formado na alga verde Trebouxia e transformado em D-manitol
e D-arabinitol no fungo (77,78 ). Mais recentemente, SHIBATA e
KOMIYA ( 44 ) estudaram o metabolismo de poliois em Ramalina
erassa e Ramalina subbreviuscula, assim como em seus ficobiontes
e micobiontes, atraves de cromatografia liquido-gasosa apos tri-
fluoroacetilagao dos metabolitos.

LINDBERG e colaboradores (51 ) examinaram sessenta espe -
cies de 17quens; todas apresentaram D-manitol e 90% delas tam -
bem continham D-arabinitol, sendo que este Ultimo poliol ocorre
em todos os liquens da ordem Gymnocarpeae examinados, porem nao
nos liquens da ordem Pyrenocarpeae. NISHIKAWA e cclaboradores(63)
verificaram que, atraves da analise em cromatografia liquido-ga-
sosa do extrato metanol-agua a quente, de oito 17quens examina -
dos, o conteudo de arabinitol predomina sobre o de manitol em se
te deles. Mais recentemente, GORIN e IACOMINI (40, 29) encontra-
ram as seguintes percentagens de manitol e arabinitol, respecti-
vamente, nos liquens: Cladonia alpestris (0,32%, 1,4%), Cladonia
confusa (0,4%, 2,2%), Cladonia amaurocraea (0,4%, 1,5%),Actinogyra
muehlenbergii (0,6%, 1,2%), Peltigera .aphthosa (2,4%, 2,8% )
Usnea sp (0,04%, 4,0%), Letharia vulpina (0,4%, 2,5%). Parmelia
sulecata (0,3%, 2,5%) e Stereocaulon paschale (0,8%, 2,5%). Alem
desses dois poliois, outros tambem foram encontrados em l1iquens,
como: glicerol, eritritol, ribitol, mio-inositol, sorbitol, xili
tol (12,73), sifulitol (1-deoxi-D-glicero-D-talo-heptitol ( 50 )
e volemitol (g—glicero-g-talo-heptitol) (51, 48)-

: -
Dentre os monossacarideos livres encontrados em 1liquens

estao: glucose, galactose, manose, frutose, tagatose, arabinose.
xilose, lixose e ramnose (12,74 ).
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A partir dos extratos de Lichina pygmaea, Parmelia
saxatilis e Xanthoria, PUEYO (71,72 ) detectou a glucose por cro
matografia em papel. SMITH e colaboradores (47,77 ) registraram
a presenca desse agucar nos ficobiontes WNostoe e Scytonema. Em
1973, NISHIKAWA e outros ( 63 ), detectaram a glucose em mais se
te especies de 17quens atraves de cromatografia 17quido-gasosa.

0 monossacarideo galactose foi identificado por PUEYO( 71
72) nos liquens P.saxatilis e Umbilicaria pustulata e posteri-
ormente em Xanthoria parientina. LESTANG-LAISNE ( 46 ) assinalou
a presencga dessa hexose em Lichina pygmaea. A cromatografia em
papel foi o metodo empregado para a analise desse acucar. A ma-
nose foi encontrada livre pela primeira vez por SOLDBERG ( 83),
no liquen Lecanora myrinii.

Un grande numero de investigagoes tem mostrado a presen-
ca de frutose livre em liquens. Dentre esses encontram-se L.
pygmaea, X.parietina, Cetraria islandica, Cladonia crispata ,
Cladonia rangiferina, Cladonia squamosa , P.aphthosa , P.
nigripunctata, Umbilicaria caroliniana e Usnea rubescens. A cro
matografia em papel e cromatografia l1iquido-gasosa foram os me-
todos aplicados para a confirmacdo desse acucar (71,72,46,84 ).

LINDBERG ( 48) estudando o l1iquen Roccella lineartis, ve-
rificou que ele continha tagatose e galactose. A cetose foi iden
tificada por cromatografia em papel atraves de seu Rf,pela cor
vermelha obtida da revelagdo com resorcinol-acido cloridico e
pela cor amarela com fosfato de p-anisidina. A galactose foi
identificada na forma derivatizada de cristais metilfenilhidra-
zona, com ponto de fusao entre 1850 a 1879. Esses monossacari -
deos tambem foram detectados por cromatografia em papel, no 17-
quen Roccella fucoformis.

Embora haja registros das presencgas de lixose em St
paschale e ramnose em Rivularia bullata (74 ) livres,estas ain-

da devem ser confirmadas.
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0 primeiro glicosil-alditol isolado de Tiquen foi a umbili
cina (54 ), composta de uma unidade de B—£-ga]actofuranose ( 55,
56, 57) em ligagao (1 > 2) com uma unidade de D-arabinitol. 0 137
quen inicialmente usado para o isolamento desse composto foi a U.
pustulata, sendo posteriormente a mesma substancia encontrada nos
liquens Usnea rigida, Haematomma ventosum e C. islandica (51). Re
centemente, em t}abalho de tese ( 5 ) BARON isolou a wumbilicina
do Stereocaulon ramulosum a partir do extrato metanol-agua 4:1
Pela passagem desse extrato em coluna de celulose, a substancia
foi obtida com 0.86% de rendimento e teve sua estrutura confirma-
da pela comparagao de seu espectro de ressonancia nuclear magneti
ca de carbono 13 (]3C-n.m.r.) com o espectro da umbilicina isola-
da do 1iquen A. muehlenbergii ( 29). Esta tecnica e Util para uma
identificacao preliminar de carboidratos em liquens.

PUEYO (70 ) isolou outro glicosil alditol do 1iquen
Peltigera horizontalis, 0 qual denominou peltigerosideo. LINDBERG
e colaboradores (53 ) esclareceram a estrutura desse composto co-
mo 3-0-g-D-galactofuranosil-D-manitol (ponto de fusao = 1610 a
1630 {a}D= -640). Outras especies de Peltigera foram estudadas
(53), porem mais nenhuma apresentou esse componente. LINDBERG e
colaboradores ( 53 ), estudando o liquen P. aphthosa (L,) Willd.,
isolaram outro carboidrato de baixo peso molecular constituido de
glucose e manitol, sendo sua estrutura esclarecida como 3-0-8-D -
glucopiranosil-D-manitol e comprovada atraves de sintese e poste-
rior redugao do 4-Q-B—E—glucop1ranosil-g—manose. Tal glicosil-al-
ditol tambem foi encontrado em outras oito especies de Peltigera
(53 ).

Duas outras substancias foram isoladas do 1iquen X.
parietina (22 ): g-a-g—galactopiranosil—(] -> 6)-Q-B-£-ga1actopirg
nosil-(1 » 1)-D-glicerol e 1—Q-B—E—ga]actopiranosi1—g-ribitol. A
primeira, por hidrolise acida, produziu g—galactose e glicerol nas

proporgoes de 2:1, sendo seu ponto de fusao (1909-193?) e infra -
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vermelho identicos a uma amostra autentica de 0-a-D-galactopira-
nosil-(1 ~ 6)-0-g-D-galactopiranosii-(1 - 1)-D-glicerol,que e um
componente comum em glicolipideos( 59 ). A segunda substancia
({a}= -30), que por hidrolise acida forneceu quantidades equimo-
leculares de D-galactose € ribitol,foi analisada por r.n.m. 6 oxida
Gao com meta-periodato de sodio e finalmente teve sua estrutura
confirmada atraQés de sintese.

0s dissacarideos ndo redutores sacarose (a-D-glucopiranosil
(1 » 2)-B-D-frutofuranose) e trealose (a-D-giucopiranosil-(1 » 1)
a-D-glucopiranose) foram isolados de varios liquens. LINDBERG e
outros (55 ) estudando a U. pustulata isolaram em pequenas quan-
tidades a-a-trealose e sacarose. Essas duas substancias ndo ti -
nham sido, ate entdo, isoladas de liquens, mas pelo fato da saca
rose ocorrer quase que universalmente no reino vegetal e a trea-
lose ser um constituinte comum dos fungos, esse resultado nao
foi totalmente surpreendente aos autores. Esses dois acucares
tambem foram encontrados em C. rangiferina, Umbilicaria rigida ,
H. ventosum, C. islandica, Lecanora atra (51 ) e Dermatocarpon
miniatum (48 ). A sacarose foi ainda isolada do liquen Paphthosa
(52 ) e A. muehlenbergii (29 ). Trealose foi encontrado no St.
ramulosum ( & ), assim como no basidioliquen Cora pavonia (92 ),
neste ultimo em percentagem elevada (4,4%) quando comparado as
de outros liquens.

Um dissacarideo e um trissacarideo, aparentemente redutores,
foram isolados dos liquens Roccella hypomecha, R. linearis e R.
fucoformis (48 ), os quais, por hidrolise acida, deram dois agu-
cares redutores, uma aldose e uma cetose, identificadas cromato-
graficamente como galactose e tagatose. Pela intensidade dos
"spots", as proporgoes aldose: cetose foram estimadas em 1:1 no
dissacarideo e 2:1 no trissacarideo. Acredita-se que uma investi

gacao mais detalhada, do ponto de vista estrutural desses oligos



sacarideos, seja necessaria.
Valiosa ajuda para o estudo dos componentes quimicos dos
1iquens foi dada atraves de revisdes escritas por CHICITA CULBER

SON (12, 11,13), PUEYO (73,74,75 ) e GORIN e colaboradores (24).

Desde o trabalho pioneiro de BERZELIUS em 1815, varios po
lissacarideos de 17quens foram estudados. Os polissacarideos so
luveis em agua sao classificados quimicamente em treés grupos: h
moglucanas, heteroglicanas e glicopeptideos. As homoglucanas fo-
ram as especies mais estudadas; apesar disso, heteroglicanas e
glicopeptideos tambem encontram-se distribuidos em 1iguens.

A fim de determinar a origem dos polissacarideos na asso-
ciagao alga-fungo, TAKAHASHI e colaboradores ( 87 ) em 1979, estu
daram alguns l1iquens, assim como seus micobiontes e ficobiontes.
Atraves de tecnicas adequadas eles separaram os dois organismos
da associacao e os cultivaram em meios proprios. Apos estudos de
solubilidade em agua, infravermelho (I.V.), rotacao especifica e
composicao em agucares,verificaram que as estruturas parciais as
sim determinadas, dos polissacarideos isolados dos micobiontes ,
apresentavam semelhancas com os polissacarideos dos liquens ori-
ginais. No fungo cultivado em laboratorio, obtido a partir do 17
quen Parmelia caperata, foi isolada uma glucana insoluvel em
agua fria, identica a o glucana contendo ligagoes (1 =+ 3) e (1 ~»
4) numa relagao molar 1:1, encontrada no l1iquen original. A mes-
ma semelhanca foi observada com as g]ucénas insoluvel e soluvel
obtidas do micobionte Ramalina crassa, praticamente identicas as
glucanas do 1iquen original. Por outro lado, os polissacarideos
isolados dos ficobiontes apresentaram caracteristicas bem distin
tas daqueles dos liquens originais.

As primeiras constatagoes da presenga de polissacarideos
foram feitas quando BERZELIUS estudando a C. Zslandica isolou um

polissacarideo atraves de sua precipitagao por resfriamento do
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extrato aquoso a quente (6 ). Em 1947, MEYER e GURTLER ( 66) ve
rificaram que a liquenana, assim denominada, constituida unica -
mente de D-glucose, apresentava uma rotacdo especifica de +89 ,
consistente com a configuracao B8 e por analise dos produtos de
metilagao apenas ligagoes (1 » 3) e (1 » 4) mostravam estar pre-
sentes, as quais foram confirmadas na proporgao molor de 3:7, pe
los dados de oxidagao quantitativa com periodato. Essa estrutura
foi comprovada por CHANDA e colaboradores ( 10) que purificaram
a liquenana ( Estrutura 1) via seu complexo cuprico insoluvel,for
mado com solugao de Fehling. Atraves de hidrolise acida parcial,
separacao e identificacdo dos oligossacarideos resultantes por
coluna de carvao-celite. PEAT e colaboradores ( 67) sugeriram
que a cadeia da liquenana seria constituida, predominantemente ,
de 3 unidades de ngig]ucopiranose 4-0-substituidas regularmente

interceptadas por uma ligagao (1 - 3).
-8-D-G1cp-(1 » 3)-B-D-Glcp-(1 » 4)-B-D-Glcp-(1 + 4)-
Estrutura 1

PERLIN e SUZUKI (69 ) estudaram a liquenana por hidrolise
enzimatica utilizando as enzimas celulase e laminarinase e verifi
caram, pelos fragmentos formados, que a constituicdo basica da mo
lecula era semelhante a proposta acima, o que tambem foi confirma
do pelos produtos formados atraves da degradacao de Smith, incor-
porando condig¢bes hidroliticas suaves (18 ).

Enquénto MEYER e GURTLER estudavam a liquenana, verifica -
ram que na solucao sobrenadante havia uma mistura de polissacari-
deos, que por hidrolise acida produzia glucose, galactose e mano-
se; esses dois Ultimos acucares em menores quantidades (61 ). Es-

sa mistura foi denominada de isoliquenana. CHANDA e colaboradores

(10)separaram aisoliquenana da liquenana por processos repetitivos
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de congelamento e degelo Ppara remover liquenanainsolivel,como ja
tinha sido feio por MEYER e GURTLER, assim como de outros polis-
sacarideos contaminantes removidos como complexos clupricos inso-
luveis em alcali. A rotagdo especifica da isoliquenana ( Estrutu
ra 2) foi de +2550 e por hidrolise acida produziu quase que ex -
clusivamente D-glucose. Analise dos derivados metilados do polis
sacarideo mostrou a presenca de ligagoes (1 - 3) e (1 » 4), sen-
do a relagao molar dessas ligagoes, determinada por oxidagao quan
titativa com meta-periodato de sodio, igual a 60:40. PEAT e cola
boradores ( 68) submeteram o polimero em estudo a hidrolise aci-
da parcial e subsequente fracionamento em coluna de carvao-celi-
te, formando o monossacarideo D-glucose e os dissacarideos nige-
rose {o-(1 » 3)} e maltose {oa-(1 » 4)}. Pelo estudo do polissaca
rideo atraves da oxidacao quantitativa com meta-periodato de so-

dio, esses autores sugeriram a relacao molar de 55:45 das liga -

coes (1 - 3) e (1 » 4).
-a-D-Glcp-(1 » 3)-a-D-Glcp-(1 ~ 3)-a-D-Glcp-(1 ~ 4)-

Estrutura 2

FLEMING e MANNERS (19 ) efetuaram uma degradacao de Smith
controlada na isoliquena e concluiram, pelos resultados obtidos,
que ligagoes (1 -~ 3) e (1 - 4) se encontravam numa proporgao mo-
lar de 56,5 e 43,5, respectivamente.

Outras glucanas contendo ligagoes (1 » 3) e (1 -~ 4) foram
encontradas. Em 1970, TAKEDA e colaboradores (89 ) estudando 0
1iquen P. caperata isolaram, apos extragao aquosa e processos re
petitivos de congelamento e degelo, uma glucana insoluvel em
agua fria, eletroforeticamente homogenea em presenga de borato ,
que precipitou em solugao de hidroxido de bario, mas nao em solu

¢do de Fehling. A rotagdo especifica de + 20109 e o espectro de
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infravermelho com absorgoes caracteristicas em 925 , 845 e
780 cm-] indicaram que a configuragao o era predominante na mole
cula. Atraves da analise do produto metilado, a presenca de igua
is quantidades dos derivados 2,4,6 e 2,3,6-tri-0-metil glucose,as
sim como pequena quantidade de 2,3,4,6-tetra-0-metil glucose foi
observada. Na oxidagao quantitativa com meta-periodato de sodio
houve consumo de 0,50 moles de reagente por molecula de glucose.
Pelo procedimento da degradagao de Smith controlada apenas a glu
cosil eritritol e aldeido glicolico foram detectados tanto por
‘cromatografias em papel e camada delgada como g.1l.c.. A partir
dos resultados expostos, os autores concluiram que a a-homogluca
na era linear com ligagoes (1 » 3) e (1 = 4) alternadas em pro -
porgcao 1:1.

0 mesmo grupo de autores (88 ) encontrou em 1972, duas a-
glucanas no liquen Evernia prunastri. Atraves de processos repe-
tidos de congelamento e degelo, uma o glucana, insoluvel em agua
fria, apresentou rotagcao especifica de + 2000, contendo ligagoes
(1 - 3) e (1 » 4) nas proporgoes 4:1. A solugao sobrenadante foi
tratada com cetiltrimetilamonio precipitando uma B-glucana e dei
xando em solugao uma o glucana com rotacdo especifica + 1640
e ligagoes (1 - 3) e (1 - 4) na proporgdo de 3:2.No.17quen
Aeroscyphus sphaerophoroides, uma a glucana constituida de liga -
¢oes (1 = 3), (1 - 4) e (1 » 6) foi encontrada, pelos mesmos au-
tores.

HAUAN e KJOLBERG (35), trabalhando com o 1iquen St .
paschale, verificaram que, pelo tratamento de congelamento e de-
gelo do extrato aquoso, nao ocorria precipitagao, o mesmo aconte
cendo pela adigao de solugao de Fehling. Dessa forma o material
foi cromatografado em coluna de DEAE-celulose onde tres componen
tes apareceram. 0 primeiro deles era constituido unicamente de
glucose, enquanto os outros dois apresentavam manose, galactose

e glucose. A fragdo que continha apenas glucose apresentou rota-
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¢do especifica de + 2330, indicando ligagdo a-glicosidica. Apds
hidrolise do produto metilado os derivados obtidos foram: 2,3,6
(65%) e 2,4,6-tri-(25%), 2,3,4,6-tetra-0-metil glucose (3%) e pe
quenas quantidades de 2,3-di-0-metil glucose. Pelos resultadas
da oxidagao quantitativa com meta-periodato de sodio, 30% de 1i-
gacoes (1 - 3) estavam presentes, alem de, na hidrolise acida par
cial, maltose e ﬁigerose serem detectadas, estando o primeiro em
maior quantidade. Pelos resultados acima obtidos. os autores con
cluiram tratar-se de uma a glucana com ligagoes (1 - 3) e (1 - 4)
na proporgao molar de 1:2,5.

NISHIKAWA e colaboradores ( 64 ) estudando os liquens do
genero Cladonia encontraram uma o - glucana, insoluvel em agua
fria, com ligagoes (1 = 3) e (1 » 4) alternadas,jaencontrada por
TAKEDA e colaboradores(89)na P.caperata.Mais recentemente IACOMINI
e colaboradores ( 40) encontraram glucanas similares, insoluveis
em agua fria, nos liquens C. alpestris e C. confusa, a partir da
extragao aquosa. A glucana apresentava configuragao a, uma vez

13¢-n.m.r. continha dois sinais de C-1, tipi

que seu espectro de
camente em campo alto, em §100,8 e 101,8. Por analise de metila
cao os acetatos de 2,3,6 e 2,4,6-tri-0-metil glucitol foram de -
tectados e suas proporgoes relativas indicaram que as ligagoes
(1 - 3) e (1 »4) eram de 1:1.

YOKOTA e SHIBATA (93 ) isolaram do liquen Stereocaulon
japonicum, uma o-glucana, soluvel em agua fria, a partir do ex -
trato aquoso. Esse composto foi obtido por cromatografia em colu
na de DEAE-celulose e apos metilagao, hidrolise e analise dos pro
dutos por g.l.c. mostrou ser uma mistura constituida de uma a -
glucana com ligagoes (1 -~ 3) e (1 - 4) na proporgao 3:1, parcial
mente ramificada nas posicoes 3e4 ou 2e3, acompanhada de quanti-
dade menor de o glucana com ligagoes (1 =+ 3) e (1 -~ 4) na propor
cao 2:1.

TAKAHASHI e colaboradores ( 85) estudando polissacarideos
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dos liquens"stereocaulaceous"descobriram o glucanas com ligagoes
(1 - 3) e (1 - 4) na proporcao 3:1, em .St. Japonicum, St

sorediiferum e St. exutum. Mais recentemente BARON ( 5 ) isolou,
do St. ramulosum, uma o glucana que de acordo com analises de

metilacao-g.l.c., espectroscopia de 13

C-n.m.r. e oxidagao por pe
riodato mostrou ligacoes (1 - 3) e (1 > 4) que encontravam-se na
proporcao de 1,6:1.

Quando TAKEDA e colaboradores (88 ) isolaram do 1iquen E.
prunastri umaa-glucana,insolivel emagua fria,uma B-glucana, com
rotacao especifica + 120, encontrada no sobrenadante foi precipi
tada pela adigcdo de hidroxido de cetiltrimetilamonio e mostrou
ser constituida, apos analise por metilacdo-g.l.c. assim como
oxidacao quantitativa com meta-periodato de sodio, de 1ligagles
(1 - 3) e (1 - 4) na proporgcao 3:1. Uma B-glucana contendo liga-
coes (1 > 3) e (1 - 4) na proporgao de 3:7 foi isolada da Usnea
rubescens ( 64).GORIN e IACOMINI (27 ) isolaram da L. vulpina e
Usnea sp a partir da extragao com DMSO, um processo no qual se
obtem a glucana mais pura que na extracao aquosa, uma B-glucana.
Analise dos derivados metilados por g.l.c.-m.s. mostrou a pre -
senca de ligagoes (1 - 3) e (1 + 4) na proporgao 1:3. Pela de -
gradacao de Smith, incorporando condigoes hidroliticas suaves ,
apenas eritritol e 2-0-B-D-glucopiranosil-D-eritritol foram de-
tectados comprovando a existencia de uma B-glucopiranana linear.

Uma glucana insoluvel em agua fria foi obtida do 1iquen
St. ramulosum ( 5 ) e atraves de sua rotacio especifica + 30 e

]3C-n.m.r. a configuragao B foi indicada para

seu espectro de
as unidades de glucose. Analises por g.l.c.-m.s. dos acetatos
de alditois parcialmente metilados mostraram apenas o componen-
te 1,3,5-tri-0-acetil-2,4,6-tri-0-metil glucitol, indicando uni
camente ligacoes (1 » 3), o que pode ser confirmado pelo nao

consumo do oxidante durante o tratamento do polimero com meta -

periodato de sodio. Essa B-D-glucana foi isolada pela primeira
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vez em 17quens ndo tendo sido encontrada em fungos, embora possa
ser produzida por outras fontes naturais como algas e bacterias.
A partir da extragao aquosa da U. pustulata, LINDBERG e
MCPHERSON ( 49) isolaram um polissacarideo que por hidrolise aci
da forneceu apenas glucose. A fim de estudar a estrutura da glu-
cana, uma amostra foi parcialmente hidrolisada e os oligossacari
deos fracionados em coluna de carvéo-Ce]ite.Ghumse,genthﬂﬁose,genpi
otriose e gentiptetraose foram detectados, nao sendo observado mais ne
nhum oligossacarideo, indicando com isso que a glucana, denomina
da pustulana, continha exclusivamente ligacoes B-(1 - 6). Poste-
riormente, SHIBATA e colaboradores ( 82) isolaram dos T1iquens
Gyrophora esculenta e Lasallia papulosa uma B-glucana ( rotagao
especifica - 37,59) semelhante a pustulana isolada por LINDBERG,
uma vez que por hidrolise acida parcial e hidrolise enzimatica
{B-(1 » 6) glucanahidrolase} a serie de oligossacarideos obtida
foi identica aquela de LINDBERG. Dados de metilagcao mostraramque
o polissacarideo era constituido unicamente de ligacoes (1 » 6).
Essa glucana diferia da pustulana pelo fato de seu espectro de
infravermelho mostrar bandas de absorcao em 1735 e 1250 cm-]
Quando tratada com carbonato de sodio a 2% para formar acetato
de sodio, o produto desacetilado apresentava seu espectro de I.V.
identico ao da pustulana. Estudos posteriores revelaram que a B-
glucana (1 - 6) linear possui aproxidamente 10% de unidades de
glucose com grupos O-acetil na posicao 3 ( 65). NISHIKAWA e cola
boradores ( 65) investigando tres especies de 1iquens Umbilicaria,
U. angulata, U. caroliniana e U. polyphylla atraves de hidrolise
acida parcié], I.V. e n.m.r. detectaram a B~glucana (1 > 6) par-
cialmente acetilada. GORIN e IACOMINI ( 27 ) obtiveram esse com -
posto por extragao com DMSO do 1iquen A muehlenbergii. Analises
de metilacao indicaram que todos os residuos glucopiranosil eram

6-g-substitu7dos com configuracao B, desde que a rotagao especi-

13

fica da glucana foi de -429 e o espectro de C-n.m.r. continha
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um sinal de C-1 em campo baixo, igual § 104,6. Uma pequena propor
¢ao de grupos acetil estava presente, o que pode ser evidenciado
por sinais em § 22,1 (CH3) e 175,3 (C=0).

ZANIN (92 ) obteve a partir do basidioliquen Cora pavonia
uma glucana com rotagao especifica + 130 e sinais de C-1 em campo
baixo ( & 104,5) caracteristicos de unidades em ligacao B,alem de
de outro sinal em § 86,5 correspondente a residuos 3-0-substitufi-
dos de B-glucopiranose. Analises de metilagdo-hidrolise-g.l.c. -
m.s. forneceram fragmentos correspondentes a 21% de grupos termi-
nais nao redutores, unidades de glucopiranose 3-0-(30%) ,6-0-(30%)
e 3,6-di-0-substituidos (19%). A B-glucana com ligagdes (1 -+ 3 )
interceptadas por (1 -~ 6) e uma estrutura altamente ramificada ,
tipica de B-D-glucanas de basidiomicetos (25 ), porem diferentes
das a e B-glucanas de ascomicetos, que sao lineares ou apresen -
tam menos de 10% de ramificacgoes.

ULANDER e TOLLENS (91 ) registraram a presenca de galacto
se e manose, alem de glucose, no liquen C. Zslandica. Posterior-
mente BUSTON e CHAMBERS ( 9 ) detectaram a presenga desses dois
acucares, assim como de acido galacturonico, apos remogao de 1i-
quenana e isoliquenana, em material obtido a partir da extragao
alcalina, o qual denominaram erradamente de hemicelulose, GRANI-
CHSTADTEN e PERCIVAL (33 ) tambem encontraram manose, galactose
e glucose e um acido uronico, que acreditavam ser D-glucoronico.

MICOVIC e colaboradores ( 62 ) descobriram uma galactoma-
nana acidica no extrato alcalino do liquen E. prunastri. 0 hete-
ropolissacarideo purificado por precipitagdo com hidroxido de ba
rio, solucao de Fehlingede jodo mostrou-se constituido de D-galac
tose (36%), D-manose (54%) e acido galacturonico (10%). Com base
em dados de metilacao conclui-se que a galactomanana era altamen
te ramificada com grupos nao redutores de manopiranose (11%) e
de galactopiranose (36%), alem de unidades de manopiranose 2-0-,

2,6-di-0-, 3,6-di-0 e 2,3,6-tri-0-substituidos, sendo essa tri -
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substituicao encontrada pela primeira vez em 17quens. Com base em
dados de I.V. e hidrolise enzimatica os residuos de galactopira-
nose apresentavam configuracao B, enquanto os residuos de manopi-
ranose apresentavam configuragao predominantemente a.

NISHIKAWA e colaboradores ( 64) estudando quatro especies
de 1iquens do genero Cladonia, C. erispata , C. mitis , C .
rangiferina e C. squamosa verificaram a presenca de heteroglica -
nas complexas, soluveis em agua fria, constituidas principalmente
de manose, galactose e glucose. Anteriormente, TAKAHASHI e colabo
radores ( 87 ) provaram a existencia de heteropolissacarideo ( ma-
nose-galactose 3:2), soluvel em agua fria, obtido a partir de cul
tura de micobionte do 17quen Cladonia mitis.

TAKAHASHI e colaboradores ( 85) estudando polissacarideos
de 1iquens'"sterocaulaceous",soluveis em agua e separaveis por pro
cesso de congelamento-degelo e cromatografia em DEAE-celulose, di
vidiu-os em dois grupos: glucanas e heteropolissacarideos atraves
de analises em composigao de agucar, conteudo de nitrogenio, rota
cao especifica e I.V. . As especies St. vesuvianum,St. tomentosum
e St. intermedium se caracterizam por B-heteroglicanas, contendo
manose-galactose e glucose, este ultimo agucar possivelmente como
contaminante,

GORIN e IACOMINI (28) estudando a C. Zslandica e Ramalina
usnea isolaram a partir da extragao aquosa, seguida de procedimen
tos de congelamento degelo e precipitagcao em solucao de Fehling ,
um heteropolissacarideo constituido de manose, galactose e gluco-
se. A hidrolise parcial do heteropolissacarideo isoiado da R
usnea forneceu um polimero residual com rotagdo especifica de
+ 610, contendo 17% de D-galactose e 83% de D-manose. De ‘acordo
com estudos de metilacdo mostrou ser constituido principalmente
de residuos de D-manopiranosil (66%) ligados (1 - 6),cmngﬁuposim3
minais ndo redutores D-manopiranosil (11%) e D-galactopiranosil

(14%), assim como residuos de D-manopiranosil 4,6-di-0-(7%)e 2,6~
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di-0-substituidos (2%). 0 espectro de 13

C-n.m.r. da D-galacto-D-
manana original mostrou D-galactopiranosil na configuragao B (C-1 em
6§ 104,8). Apos esses dados a cadeia basica da galactomana (Estru

tura 3) pode ser representada como:

-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

Estrutura 3

A galactomanana da C. Zslandica mostrou-se mais ramifica-
da possuindo residuos de B-D-galactopiranosil substituindo as po

sigcoes 4 e 2 dos residuos a-D-manopiranosil
a-D-Galp
1
¥
2

-a-D-Manp-(1 » 6)-a-D-Manp-(1 + 6)-

>

——

Estrutura 4

Seis outros liquens foram estudados por GORIN e IACOMINI
(29 ), Parmelia sulcata, St. paschale, Peltigera aphthosa , L.
vulpina, A. muehlenbergii e Usnea sp. onde galactomananas foram
encontradas atraves de precipitacao em solugcao de Fehling. Estu-
dos analiticos mostraram que a cadeia principal era constituida

de residuos a-D-manopiranosil ligados (1 - 6), substituidos nas
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posicoes 2 ou 4 ou 2,4. 0s substituintes era g-D-Galp (1 » 4), a-
D-Galp e a-D-Manp (1 + 2) e B-D-Galf (1 - 4).
Tres especies de Cladonia foram investigadas por IACOMINI

e colaboradores (40 ), C. alpestris, C. confusa e C. amaurocraea.
As duas primeira especies apresentaram galactomananas a partir da
extragao com KOH aquoso e posterior formacao de complexos cupri -
cos insoluveis pela adigdo de solugao de Fehling. Analises basea-
das na composigao monossacaridica, hidrolise parcial, rotagdao es-
pecifica, dados de metilacao e acetolise parcial revelaram galac-
tomananas contendo cadeias principais de a-D-manopiranosil (1 - 6),
sendo algumas 2-g—substitquas por a:E—manopiranosi] ou 4-0-subs-
tituidas por B-D-galactopiranosil e algumas ainda 2,4-di-0-substi
tuidas. Galactomananas estruturalmente diferentes foram obtidas
no sobrenadante da solugao de Fehling. C. alpestris continha ga -
lactose, manose e alguma glucose, com maior proporcao de residuos
a-2-manopiranosi] unidos em ligagcao (1 - 2) e substituidos na po-
sigao 6 por B-Q-ga]aftofuranosi]. C. amaurocaraea apresentou uma

- - 1
galactomanana, porem atraves de seu espectro de 3

C-n.m.r. era es
truturalmente diferente das outras galactomananas estudadas.

Um heteropolissacarideo constituido de ramnose, fucose,xi-
lose, manose, glucose e galactose, alem de 5,1% de proteina, foi
encontrado no liquen Cora pavonia ( 92 ). Este composto (Estrutura
5) apos ser obtido por extragao aquosa e sucessivos tratamentos
com solucao de Fehling formando complexo cuprico insoluvel, mos -
trou-se homogéneo na ultracentrifugacao e, atraves de cromatogra-
fia em Sepharose Gel 4B-200 e eletroforese em tampao barbital,mos

trou uma banda de acilicar e proteina. Tal estrutura e tipica da pa

rede celular de basidiomicetos ( 25).
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B-D-Xilp
Estrutura 5

Trabalhos ja haviam sido realizados com 1iquens da fami-
lia Stictaceae ( 86), em que glicopeptideos foram encontrados em
Lobaria orientalis, Lobaria isidiosa, Lobaria pseudopulmonaria ,
Lobaria linita, Lobaria japonica, Sticta gracilis e Sticta
wrightii. Um estudo mais detalhado foi efetuado em L. orientalis.
A fracao po]issacaericé foi obtida por adicao de etanol ao ex -
trato aquoso e posteriormente cromatografada em coluna de Sepha-
dex G-200, fornecendo tres fracdes distintas uma das outras. As
fragoes coletadas e liofilizadas deram cada uma um Unico pico na ultra
centrifugacdo e eletroforese, Duas delas mostraram ser glicopeptideos, sen
do a'parte de carboidratos constituida principalmente de galactose e gluco -
se, com menor quantidade de xilose, ramnose, arabinose e manose.
0s valores de rotacao especifica e I.V. mostraram que a configu-

racao B era predominante na molecula.

0 crescente interesse pelo estudo dos 1iquens vem do fa-
to de varios polissacarideos, em maior ou menor grau, terem  se
mostrado ativos contra Sarcomas 180 implantados subcutaneamente
em ratos.

Polissacarideos derivados de fontes naturais como plan -
tas superiores, fungos, leveduras e algas ( 20 ) mostraram ini -

bir o crescimento de tumores transplantados. Trabalhos posterio-
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res foram efetuados no sentido de isolar tais macromoleculas , a
partir de liquens.

B-Glucanas (1 » 6) parcialmente acetiladas obtidas de 17-
quens G. esculenta ( 20), U. angulata, U. caroliniana e U.
polyphylla ( 65), isoladas em estado puro, tiveram seu efeito
antineoplasico testado, havendo alta proporgao de inibicdo. Tal
efeito tambem foi observado em liquenana e isoliquenana obtida
de C. Zslandica, as quais apresentam ligagoes (1 - 3) e (1 - 4 )
e mostraram uma inibicao de 100 e 99,6%, respectivamente. Acredi
ta-se que a acao antineoplasica desses polissacarideos esteja Ti
gada a distribuigao uniforme destas ligagoes ao longo da cadeia
linear do polimero. 0 emprego da degradacao de Smith e hidrolise
acida suave sao importantes processos quimicos utilizados na de-
terminagao da sequencia das ligag¢Oes na estrutura destes homopo-
limeros.

Heteropolissacarideos encontrados em liquens do genero
Cladonia tambem apresentaram atividade, embora moderada, contra
Sarcoma 180 ( 64 ).

A acdo antineoplasica desses polissacarideo parece ser me
diada pelo hospedeiro, uma vez que a regressao do tumor nao ocor
re de imediato e sim apos algum tempo. Nenhum efeito citotoxico
foi observado.

0 objetivo deste trabalho foi promover o isolamento e a
analise estrutural de polissacarideos obtidos por extragoes aquo
sa e alcalina, assim como oligossacarideos obtidos por extragao
metanol-agua do 17quen Sticta damaecornis. A importancia primor -
dial na caracterizagso estrutural destes componentes .baseia-se
no fato de que, futuramente, eles possam ser testados quanto as

suas possiveis atividades antineoplasicas.
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MATERIAIS E METODOS
1. METODOS GERAIS

As rotagoes opticas foram obtidas com polarimetro automa-
tico Perkin-Elmer, modelo 141 a 259. Para estas determinagdes os
polissacarideos e oligossacarideos foram solubilizados em agua.

As evaporagoes foram realizadas em evaporadcr rotatorio ,
modelo Blichi, a vacuo e em banho de agua com temperatura nunca
superior a 500.

As medidas de pH foram tomadas a temperatura ambiente em
aparelho Metrohm.

As determinacOes espectrofotometricas foram efetuadas em
aparetho Coleman Junior, modelo 6A, para regiao do espectro visi
vel.

A cromatografia liquida-gasosa (g.l.c.) foi realizada em
Cromatografo Varian, modelo 2440, com detector de ionizacgao de
chama, usando-se nitrogéenio como gas de arraste (37,5 mL/min).As
temperaturas da camara de injecao e do detector foram de 2000 e
2500, respectivamente. A coluna de ago inoxidavel 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, sendo utilizada para determinagao quan
titativa dos acetatos de alditois ( a tehperatura de 1809 ou com
programacdo de temperatura de 1300 a 1800, com variagao de 40
por minuto,entdo mantido)e dos acetatos de alditois parcialmente
metilados (a temperatura de 1600) sendo seus tempos de retengao
(T) relativos ao do xilitol penta-0O-acetato e do 1,5-di-0-acetil-
2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol, respectivamente. As determina-

¢oes quantitativas dos materiais analisados por g.l.c. foram ob-
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tidas de acordo com o metodo de triangulagao, segundo SAWARDEKER
e colaboradores (79).

A cromatografia liquida-gasosa acoplada a espectrometria
de massa (g.l.c.-m.s.) foi realizada com os derivados aceta -
tos de alditdis parcialmente metilados em espectrdmetro marca Fin
nigan, modelo 4000, dotado de um sistema de dados Incos 2300 e
equipado com coluna capilar (30m x 0,25mm.d.i.) revestida com OV-
225 e 0V-17 na proporcao de 3:1 (26) e DB-210. Os espectros fo -
ram obtidos por impacto de eletrons, repetitivamente a cada 2 se
gundos, desde massa 40 ate 420. As injecoes foram feitas direta-
mente na coluna a 509, utilizando a tecnica "split" (34 ) e en -
tao, o aparelho foi rapidamente programado (409/min.) a 2200 (en
tao mantido), Helio foi utilizado como gas de arraste com veloci
dade linear de 22 cm/s. A identificagao final dos produtos foi
realizada por co-injecao com padroes e as areas dos picos foram
obtidos por integracao automatica.

0s espectros de ressonancia nuclear magnetica de carbono

13 (13

C-n-m.r.) foram obtidos pelo uso de um espectrometro Bru -
ker AM-360 WB incorporado ao transformador de Fourier. Oligossa-
carideos e polissacarideos (10-100 mg) foram examinados como so-
lugoes em D20. Estas solucoOes (2 mL) foram colocadas em um tubo
de 20 cm de comprimento e 10 mm de diametro e mantidas a 339, pa
ra serem analisadas no espectrﬁmetrof Os parametros espectrais
foram: "spectral width" de 18.519 Hz, " acquisition time" de
0.44s, "pulse width" de 21,0 us e "number of transients”de 2.000
a 180.000, dependendo da quantidade de amostra utilizada. Os des
locamentos quimicos foram expressos em § (p.p.m.), relativos a
ressonancia do Me451 (TMS) determinada em experimento separado.

As liofilizacdoes das solugdes contendo oligossacarideos ou

polissacarideos foram feitas em aparelho Virtis, modelo 10 - 145

MR-BA.

*0s deslocamentos guimicos obtidos a 33% foram corrigidos para a tempe
ratura de 70°.
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As cromatografias em papel (c.p.) foram efetuadas pelos me
todos ascendente e descendente, utilizando-se como suporte papel
Whatman n? 1, com os seguintes sistemas de solventes: Sistema I -
benzeno-n-butanol-piridina-agua (1:5:3:3, v/v, fase superior); e
Sistema II - n-butanol-etanol-agua (2:1:1, v/v). A visualizagdo
dos acgucares foi efetuada mergulhando as cromatografias em nitra-
to de prata alcalino (90) e nebulizagdo por cloridrato de para -
anisidina (14 ) para agucares-redutores. A migragcao dos oligossa-
carideos da extragcao metanol-agua 4:1 foi relacionada a do inosi-
tol (RI).

A determinagao quantitativa de carboidratos totais foi re-
alizada pelo metodo do fenol-acido sulfurico descrito por DUBOIS

e colaboradores ( 16 ). A determinacdo quantitativa de proteinas

foi feita com o reagente de Folin-Ciocaulteau, segundo processo

descrito por LOWRY e colaboradares (58).

A composigao em acucares dos oligossacarideos e polissaca-
rideos foi determinada da seguinte maneira:
1) Hidrolise acida total: amostras de aproximadamente 5 mg foram
tratadas com acido sulfurico (H,S0,) ( 2 ) 0,5M (2 mL) e aqueci -
das a 1000 por cerca de 16 horas. Apos esse tempo, a solugao foi
neutralizada com BaCO3 e a suspensao filtrada.0 filtrado foi pas-
sado por resina Dowex 50 W x 8 (forma H+) para remogao de tragos
dos ions bario, concentrado a vacuo e cromatografado em papel pa-
ra detecgdo dos monossacarideos.
2) Redugdo e acetilagao dos produtos de hidrolise acida total: as
misturas de acucares obtidas dos hidrolisados foram reduzidas
com boroidreto de sodio (81 ) a temperatura ambiente por 16 ho-
ras. Apos esse periodo, com a finalidade de eliminar os cations
sodio, as solucoes reduzidas foram tratadas com resina Dowex 50 W
x 8 (forma H*), que converteu o sal borato de sodio em acido 1i-
vre. As solucgoes foram, a seguir, filtradas por papel e os fil -

trados resultantes foram evaporados a secura. 0 acido borico re-
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sultante deste tratamento foi evaporado a vacuo como ester vola-
til borato de trimetila , por sucessivas co-destilacoes com me-
tanol. Os alditois foram acetilados ( 97 ), usando-se anidrido -
acetico-piridina na proporgao de 1:1 (v/v) a temperatura ambien-
te, durante 14 horas. Posteriormente, o processo de acetilagao
foi interrompido pela adicao de gelo e os agucares acetilados fo
ram extraidos com cloroformio. Por tratamentos sucessivos com
acido sulfurico 0,5M, a piridina residual foi eliminada. A fra -
¢ao cloroformica foi lavada varias vezes com agua destilada, de-
sidratada com sulfato de sodio anidro e filtrada por algod3ao.Apos
evaporacao do solvente, os acetatos de alditois foram analisados

por g.l.c., nas condigoes descritas anteriormente.

2.. CARACTERISTICAS GERAIS DO LIQUEN Sticta damaecornis
(Sw.) Ach.

0 1iquen Sticta damaecornis, bastante comum no sul do Bra
sil, foi coletado em Tomas Coelho, municipio de Araucaria, Esta-
do do Parana, proximo a varzea do rio Passauna. Dispoe-se sobre
troncos, posicionando-se preferencialmente para o leste ou sudes
te, ocupando geralmente baixas altitudes, em media ate dois (2 )
metros, ambiente de sombra e elevado grau de umidade. Comumente
encontra-se associado a musgos, ocorrendo em vales e proximo a
corregos. Tem seu maximo crescimento em epoca de chuvas regula -
res, perdendo em tonalidade de cor esverdeada para um verde bem
claro (cinza), passando a superficie inferior de amarelaa esbran
quigcada.

Esse 17quen caracteriza-se por possuir um talo foliaceo
assentado frouxamente ao substrato, por meio de seus feixes de
rizoides (rizina) donde pode ser destacado facilmente. Faz parte
dos Ascoliquens (os liquens sao classificados primariamente pe-

lo tipo de fungo que comple a associagao-ascomiceto) com a alga
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componente da associagao sendo uma cloroficea (algas verdes) do

genero Pleurococcus( 17).

3. ISOLAMENTO DOS ALDITOIS, OLIGOSSACARIDEOS E POLISSACA-
RIDEOS DO LIQUEN Sticta damaecornis (Sw.) Ach.

0 1iquen foi inicialmente limpo para a retirada de musgos
e outros vegetais contaminantes. Lavado rapidamente, em agua cor
rente, para a retirada de terra, seco por 48 horas a temperatura
ambiente e apo0s, em estufa a 500 por mais 5 horas. Posteriormen-
te foi pulverizado em moinho da marca Willy sob malha n? 20,
a fim de que um po mais fino fosse obtido para as extracoes. Em
seguida foi submetido a quatro diferentes processos de extracao.

para a obtencao de seus constituintes quimicos.

3.1 - EXTRAGCAO BENZENO-ETANOL

0 Tiquen:limpo, completamente seco e moido (93,7 g) foi
submetido ao primeiro processo de extragao com a mistura benze -
no-etanol (9:1, v/v, 1000 mL), sob refluxo, por 4 1/2 horas. Es-
sa mistura tem a propriedade de extrair oleo, ceras e gorduras ,
alem de possiveis acidos liquenicos. Apos filtracao a quente, o
extrato foi descartado, enquanto que o 1iquen residual foi seco
em estufa a 500 por 1 hora, uma vez que a temperatura ambiente

ele nao secava completamente.

3.2 - EXTRACAKO METANOL-AGUA

0 residuo da extracao benzeno-etanol (89,1 g) foi tratado
com metanol-agua (4:1, v/v 1000 mL), sob refluxo, por 5 horas
Foi filtrado a quente e o extrato resultante evaporado a secura,
sendo posteriormente solubilizado em agua e deionizado pelas re-

sinas Dowex 50W x 8 (forma H+) e Dowex 2 x 8 (forma HCOé). Apos
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dessalificagcao o extrato foi evaporado a secura (7,3 g).

Fracionamento dos Alditois e Oligossacarideos por Cromato

grafia em Coluna de Carvao-Celite 1:1

Tres gramas do extrato metanol-agua foram aplicados a uma
coluna de carvao-Celite com 40 mm x 95 mm, em funil de placa po-
rosa, preparada de acordo com WHISTLER e DURSO (95). A eluicdo
foi realizada, inicialmente, com 2 litros de agua destilada, pa-
ra obtencao dos alditois e as fracoes coletadas foram de aproxi-
" madamente 250 mL. Apos eluigdo com agua, usou-se agua-etanol a
30% (2500 mL), para obtencao dos oligossacarideos. Cada fracao
(250 mL) foi sucessivamente concentrada a pequeno volume e croma
tografada em papel, utilizando-se o sistema de solvente I e o re
velador AgN03. As fracgoes F, F], F2, F3, F4 e F5 foram eluidas
com agua; Fes Fy e Fg foram eluidas com agua-etanol 30%.

As fracoes F2 a Fg foram reunidas, por apresentarem compo -
nentes semelhantes, deionizadas com as resinas cationica e anio-
nica, e evaporadas a secura (126,0 mg). Da mesma forma as fragoes
6 a 8 tambem foram reunidas, deionizadas pelas resinas anterior-
mente citadas e evaporadas a secura (480,0 mg).

Para posterior separacdo dos oligossacarideos, estes dois
conjuntos de fragoes foram passados por coluna de celulose, separa

damente.

Fracionamento dos Oligossacarideos por Cromatografia em

Coluna de Celulose.

Uma coluna de vidro (com 45 x 3,8 cm d.i.) foi empacotada
com uma suspensao de celulose em acetona, observando a tecnica
descrita por WHISTLER e BeMILLER (94) e GARDELL ( 21).As fracoes

2 e 5 provenientes da coluna de carvao-Celite foram aplicadas a
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coluna de celulose. A eluigao foi realizada com acetona- agua
10:1 (2000 mL), 7:1 (2000 mL) e 4:1 (1000 mL) e as fragbes cole
tadas com volume aproximadado de 250 mL.

Uma nova coluna de celulose foi preparada para aplicacao
das fracoes 6 a 8. Inicialmente a eluigao foi realizada apenas
com acetona (500 mL), seguida de solugoes de acetona-agua 7:1
(2000 mL). 4:1 (1000 mL), 3:1 (1000 mL) e 2,5:1 (2000 mL), sen-
do o volume das fragoes coletadas de 50 mL (em 7:1 e 4:1 ) e
250 mL (em 3:1 e 2,5:1).

R medida que as fragoes eram eluidas, cromatografias des
cendentes foram efetuadas no sistema II e reveladas em AgNO; al
calino. 0 tempo de corrida foi de 48 horas.

Uma vez separados, o oligossacarideo eluido com acetona-
agua 4:1 foi metilado segundo método de PURDIE modificado por
KUHN ecolaboradores(38,45),hidrolisado eanalisado porg.l.c., na

forma de acetatos de alditois parcialmente metilados.

3.3 - EXTRACAO AQUOSA

0 residuo liquenico seco (72,1 g), proveniente da extra-
cao benzeno-etanol e metanol-agua, foi tratado com agua a 1009,
durante 7 horas, sendo filtrado ainda quente apos esse periodo.
0 procedimento da extragao foi repetido por mais 2 (duas) ve -
zes. 0s filtrados provenientes das trées extragoes foram combina
dos, concentrados a pequeno volume (mais ou menos 100 mL) e pre
cipitados em excesso de etanol (1000 mL). Apos centrifugacao
(2500 r.p.m., 20 minutos, 109) foram separados o sobrenadan-
te etanolico ( 1,2 g) e precipitado etanolico (6,1 g).

0 precipitado etanolico foi hidrolisado e cromatografado
em papel (Sistema I). Posteriormente, foi feita analise 'g.l.c.
dos acetatos de alditois obtidos por reducao e acetilacao dos

produtos de hidrolise.
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Purificacao dos Polissacarideos do Precipitado Etanolico

por Precipitacao com Solucao de Fehling

0 precipitado etanolico da extracao aquosa foi solubiliza
do em agua (50 mL) e adicionado de solugao de Fehling (100 mL )
Com este procedimento houve formacao imediata de um precipitado,
e a mistura da reagao foi mantida em geladeira por uma noite. Pos
teriormente foi centrifugado (10.000 r.p.m., 20 minutos, 59), ten
do o sobrenadante de Fehling sofrido um procedimento de neutrali-
zacao com acido acetico concentrado, sob banho de gelo, dialisa-
do e entao deionizado pela resina Dowex 50W x 8 (forma H+) e Do-
wex 2 x 8 (forma HCO&). 0 precipitado de Fehling foi 1lavado su -
cessivamente com solucao de hidroxido de potassio a 2% e metanol,
sendo, em seguida, o complexo cuprico insoluvel decomposto por
agitacao numa suspensao aquosa de Dowex 50W x 8 (forma H+) , du -
rante duas horas, para posterior filtragao. A purificagao pela so
lucao de Fehling foi repetida diversas vezes, ate que o sobrena -
dante n3ao mais mostrasse precipitado pela adigao da solugao de
Fehling e, o precipitado nao mais revelasse a presencga de polis
sacarideos soluveis na solucao Fehling, que fos$sem evidenciados
por.cromatografia em papel do material hidrolisado;por H2804 e
detectados pelo teste fenol- acido sulfurico ( 16).

Uma vez que tanto precipitado quanto sobrenadantes da Feh

ling mostraram-se constituidos por diversos agucares , um outro
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procedimento de purificagao foi aplicado atraves do uso de um sal

de amonio quaternario (Cetavlon).

Fracionamento dos Polissacarideos Obtidos do Precipitado e

Sobrenadante de Fehling por Cetavlion (Brometo de Hexadecil

trimetilamonio

Tanto o precipitado quanto o sobrenadante de Fehling, solu
bilizados em agua, foram submetidos a um processo de fracionamen-
to, usando-se sal de amonio quaternario, em diferentes pH, como

descrito por SCOTT ( 80) e DUARTE e JONES ( 15).

(a) Precipitado de Fehling Extragao Aquosa

Em pH 7,0 houve formagao de um precipitado que foi decom -
posto por solugao aquosa de cloreto de sodio 4M, o qual foi nova-
mente precipitado por excesso de etanol. Esse procedimento foi re
petido mais duas vezes fornecendo um residuo com peso de 0,005 g.

0 sobrenadante do pH 7,0 foi tratado com tampao borato 3%,
pH 8,5 e o precipitado obtido como complexo polissacarideo borata
do com base quaternaria, foi descomplexado com solucao de acido
acetico 2M. 0 polissacarideo foi obtido pela adigao de excesso de
etanol,centrifugado e o processo de solubilizacao em acido aceti-
co repetido por mais duas vezes. 0 produto final pesou 0,021 g.

0 sobrenadante do precipitado em pH 8,5 foi tratado com al
cali ate pH 12,0 e, nao havendo formagao de precipitado, a solu -
cao foi neutralizada com acido acetico, em banho de gelo, e adici
onada em excesso de etanol. 0 precipitado, apos centrifugacao foi
submetido a dois tratamentos de dissolugcao com acido acetico 2M

e precipitacdo em etanol. 0 precipitado resultante pesou 0,003 g.
(b) Sobrenadante de Fehling Extracao Aquosa

Em pH 7,0 houve formagao de um precipitado que foi decom -
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posto por solugao de cloreto de sodio 4M e precipitado por exces
so de etanol. Esse procedimento de solubilizagao em cloreto de
sodio e precipitacdo em etanol foi repetido por mais duas vezes,
fornecendo um residuo com 0,019 g.

0 sobrenadante do pH 7,0 foi tratado com igual volume de borato 3%
pH 8,5, resultando na formagao de um precipitado (complexo polis
sacaridico boratado com base quaternaria) que se desfez pela adi
cao de solugdao de acido acetico 2M. A solucdo foi adicionada em
excesso de etanol e o precipitado tratado por mais duas vezes co
mo descrito, fornecendo um produto de 0,026 g.

0 sobrenadante foi tratado com solugao de NaOH aquosa a
40% para levar o pH ate 12,0, nao havendo porem formacao de pre-
cipitado. Em seguida, a solucao foi neutralizada com acido aceti
co, em banho de gelo, concentrada a pequeno volume e adicionada
em excesso de etanol. Apos centrifugacao o precipitado foi dis -
solvido em acido acetico 2M e precipitado em excesso de etanol
A dissolugao e precipitagcao foram repetidas por mais duas vezes,
fornecendo um residuo, que apos liofilizacdo, pesou 0,096g9.0 po-
lissacarideo foi submetido a hidrolise e cromatografia em papel

(Sistema I), seguido de reducdo, acetilagao e analise por g.l.c.

3.4 - EXTRAGAO ALCALINA

0 resjduo liquenico proveniente da extragao aquosa (55,8g)
foi tratado com solugao de hidroxido de potassio a 2%, 1000, du-
rante 2 horas. Em seguida filtrou-se a quente, e o extrato resul
tante foi neutralizado com acido acetico concentrado, em banho
de gelo, evaporado ate pequeno volume e os polissacarideos preci
pitados em excesso de etanol. 0 precipitado -etanolico obtido
apos centrifugagdo (2500 r.p.m., 20 minutos, 100) forneceu um

produto de 24,10 g.

0 precipitado etanolico foi hidrolisado e cromatografado
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em papel (Sistema I). Posteriormente, foi feita analise por g.l.c.
dos acetatos de alditois obtidos por redugao e acetilacao dos pro-

dutos de hidrolise.

Purificacao dos Polissacarideos do Precipitado Etanolico

com Solucao de Fehling

0 precipitado etanolico da extragao alcalina foi solubiliza
do em agua e colocado em dialise contra agua corrente por uma noi
te e entao, concentrado ate pequeno volume e submetido a processo
de purificagao por congelamento e degelo a temperatura de 49. Hou-
ve formagao de residuo de origem nao carboidratada, de tal forma,
que se estudou apenas o sobrenadante desse tratamento. O procedi -
mento de gelo-degelo foi repetido por mais quatro vezes, ate que
nenhum residuo se formasse. 0 sobrenadante foi concentrado a peque
no volume (100 mL) e adicionado de solugao de Fehling (200 mL),on
de houve formagao imediata de um precipitado, ficando a mis-
tura da reagao por uma noite em geladeira . Posteriormente o ma -
terial foi centrifugado (10.000 r.p.m., 20 min. 59 ), tendo o so-
brenadante de Fehling sofrido uma neutralizagdo com acido acetico
concentrado, sob banho de gelo, dialisado e entao deionisado pe -
las resinas Dowex 50 W x 8 (forma H+) e Dowex 2 x 8 ( forma HCOE).

0 precipitado de Fehling foi lavado sucessivamente com hidroxido

de potissio aquoso 2% a frio e metanol. O complexo cuprico insoll
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vel foi decomposto por agitagao em suspensao aquosa de Dowex
50W x 8 (forma H+) por aproximadamente duas horas, filtrado e
concentrado a pequeno volume. A purificacao pela solugao de Feh-
ling foi repetida por quatro vezes ate que o sobrenadante de Feh
ling nao mais formasse precipitado quando da adigao de solugao
de Fehling e o precipitado, apresentasse a composigao em aguca -
res constante.

Uma vez que tanto precipitado quanto sobrenadante de Feh-
ling mostraram-se constituidos por diversos agucares, um outro
procedimento de purificagao foi aplicado, atraves do uso de Ce -

tavion.

Fracionamento dos Polissacarideos obtidos do Precipitado

e Sobrenadante de Fehling por Precipitacao com Cetavlon

(Brometo de Hexadeciltrimetilamonio)

Sobrenadante e Precipitado de Fehling, solubilizados em
agua, foram submetidos a um processo de fracionamento, usando-se

sal de amonio quaternario, em diferentes pH, como descrito por
SCOTT (80) e DUARTE e JONES (15).

(a) Precipitado de Fehling Extragao Alcalina

Em pH 7,0 formou-se um pequeno precipitado que foi decom-
posto por solucdo aquosa de cloreto de sodio 4M e precipitado em
excesso de etanol. Esse procedimento foi repetido mais duas ve -
zes fornecendo um pequeno residuo, de tal forma que nao foi estu
dado.

0 sobrenadante resultante da precipitagao em pH 7,0 foi
tratado com tampao borato a 3%, pH 8,5 onde houve formagao de
uma grande quantidade de precipitado, obtido na forma de comple-
xo polissacaridico boratado com base quaternaria, o qual foi des
feito pelo tratamento com acido acetico 2M. 0 material soluvel

em acido acetico foi precipitado em excesso de etanol, centrifu-
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gado e o processo de dissolucao em acido acetico e precipitacao
em etanol foi repetido por mais duas vezes, fornecendo um resi-
duo final com peso de 0,978 g.

0 sobrenadante resultante da precipitacao em pH 8,5 foi
tratado com NaOH aquoso a 40% ate pH 12,0 onde houve formacao
de um precipitado, em pequena quantidade, de tal forma que nao
foi estudado.

Visto que os polissacarideos precipitados em pH 7,0 e
12,0 apresentaram-se em quantidades minimas, nao tiveram suas
estruturas investigadas.

0 polissacarideo resultante do pH 8,5 foi submetido a hi
drolise e cromatografia em papel (Sistema I). Posteriormente foi
efetuada uma analise por g.l.c. dos acetatos de alditois obti -

dos pela redugao e acetilagao dos produtos de hidrolise.

(b) Sobrenadante de Fehling Extragao Alcalina

Em pH 7,0 houve formacao de um precipitado que foi decom
posto por cloreto de sodio aquoso 4M e precipitado por excesso
de etanol. Esse procedimento de dissolugao em cloreto de sodio
e precipitacao em etanol foi repetido por mais duas vezes, for-
necendo em residuo com 0,007 g.

0 sobrenadante resultante da precipitagcao em pH 7,0 foi
tratado com tampao borato a 3%, pH 8,5 onde houve formagao de
um precipitado, que se desfez pela adigdo de acido acetico 2M.
A essa solugao foi adicionado excesso de etanol e o precipitado
resultante sofreu mais duas vezes a dissolugdo em acido acetico
e precipitacao em etanol, fornecendo um produto pesando 0,130 g.
Posteriormente foi feita uma hidrolise e cromatografia em papel
(Sistema I), seguido de analise por g.l.c. dos acetatos de aldi
tois obtidos pela redugao e acetilagao dos produtos de hidroli-

se.
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4. METILACKO DOS OLIGOSSACARIDEO E POLISSACARIDEOS 0BTI-
DOS DO LIQUEN Sticta damaecornis (Sw.) Ach.

4.1. METILACAO DO OLIGOSSACARIDEO OBTIDO NA EXTRACAO META

NOL-AGUA

Uma amostra liofilizada do oligossacarideo ( 5 mg) eluido
com acetona-agua 4:1, dissolvida em N,N dimetil formamida‘(z mL),
foi deixada em agitagao por quatro horas e posteriormente em ba -
nho maria a 1009, por uma hora. Apos o material estar totalmente
solubilizado, foram adicionados 2 mL de iodeto de metila e rapida
mente 1 g de oxido de prata, de acordo com metodo descritopor PUR
DIE e modificado por KUHN e colaboradores(38,45).Nos quatro diasse
guintes foram adicionados oxido de prata (1,0 g), por dia, sendo
sempre o sistema mantido em agitacao constante e em ausencia de
luz. Vinte e quatro horas apos a G]tima'adigio de oxido de prata.
o processo foi interrompido pela extracgao exaustiva do material
com diclorometano, seguida da filtragao em papel. 0 filtrado foi
evaporado a secura e o oligossacarideo metilado foi convertido em

acetatos de alditois parcialmente metilado, como sera descrito ,

posteriormente.
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4.2 - METILACAO DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS NA EXTRACAOQ

AQUOSA (Sobrenadante pH 12,0) E ALCALINA (Precipi

tacao pH 8,5, Sobrenadante pH 8,5 e Sobrenadante
pH 12,0).

Uma amostra de cada polissacarideo (20 mg) foi reduzida
com boroidreto de sodio, a temperatura ambiente, por aproxidamen-
te 16 horas, sendo posteriormente neutralizada com acido acetico
2M, em banho de gelo e dialisada em agua corrente durante uma noi
te. A fragdo nao dialisavel foi evaporada a secura e submetida a
metilacao, segundo processo descrito por Haworth ( 37, 38 ).

0 material, em balao de evaporagao, foi dissolvido em 15
ml de NaOH aquoso a 33%, sob agitacao. Dez adigoes de sulfato de
dimetila (0,5 mL) foram feitas em intervalos de 20 minutos. ¢Este
processo foi repetido por tres dias consecutivos, ficando o mate-
rial em agitac3ao, em balao completamente vedado. 0 processo de me
tilagcao foi interrompido no 40 dia consecutivo pelo aquecimento
do balao a 1009, durante 30 minutos com o objetivo de decompor o
excesso de sulfato de dimetila. Apos o material estar resfriado ,
foi neutra]izqdo com acido acetico concentrado, sob banho de ge -
lo, e dialisado em agua corrente por tres dias e em agua destila-
da por um dia. Apds o periodo de dialise o polissacarideo parcial
mente metilado foi liofilizado e submetido ao tratamento com AgZO
e iodeto de metila, de acordo com o metodo de PURDIE modificado
por KUHN e colaboradores (38,45 ).

0 processo de KUHN foi exatamente como descrito parao oli
gossacarideo , apenas com tres adigoes de Ag,0, ao inves de cin -

co. Os produtos metilados foram extraidos com diclorometano e con
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vertidos em acetatos de alditois.

5. ANALISE DOS PRODUTOS DE HIDROLISE ACIDA DOS OLIGOSSA-
CARIDEO E POLISSACARIDEOS METILADOS NA FORMA DE ACETA
TOS DE ALDITOIS

A hidrolise foi efetuada de acordo com SELVENDRANe cola-
boradores (g1). Em tuboselado, contendo material metilado(10mg para
polissacarideos e 3 mg para oligossacarideo), foi adicionado
H2504 aquoso (0,5 mL) a 72%, em banho de gelo, agitando suavemen
te, ate total solubilizag3ao. O material permaneceu em repouso por
uma hora, e entdo foram adicionados 4 mL de agua destilada para
diluir o acido (ate ~ 0,5M). 0 tubo, completamente vedado, foi
colocado em estufa a 1009 por 18 horas. Apos esse tempo o exces-
so de acido sulfurico foi neutralizado com BaCO5 e o filtrado de
jonizado através de resina Dowex 50W x 8 (forma H'). ApGs concen
tragao do material a pequeno volume, foi feita uma redugao com
boroidreto de sodio, a temperatura ambiente, durante 15 horas.0Os
Jons sodio foram eliminados pelo tratamento com resina Dowex 50W
x 8 (forma H+) e 0 acido borico eliminado sob forma de borato de
trimetila, por co-destilagao com metanol. A acetilagao dos aldi
tois metilados foi realizada pela adigdao de anidrido acetico-pi-
ridina 1:1 (1 mL).

0s produtos metilados na forma de acetatos de alditois
foram analisados por g.l.c. em coluna convencional de ECNSS-M 3%
em Gas Chrom. Q e por g.l.c.-m.s. em colunas capilares revestidas

com 0V-225 - OV-17 3:1 e DB 210.
6 . DEGRADAGRO TIPO SMITH DO POLISSACARIDEO

0 polissacarideo (30 mg) que precipitou em pH 8,5 (obti-
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do do precipitado de Fehling extracao alcalina), solubilizado em
agua (25 mL), foi oxidado com meta-periodato de sodio  0,05M
(25 mL) por 96 horas, a temperatura de 00 - 40 e na ausencia de
Tuz ( 36). 0 excesso de agente oxidante foi destruido pela adi -
¢ao de etileno-glicol ( 3 mL) e em seguida dialisado contra agua
corrente por aproximadamente 15 horas. Posterior a dialise o po-
lialdeido foi reduzido com boroidreto de sodio ( 1, 39 ), duran
te 15 horas, a temperatura ambiente. A reducdao foi interrompida

pela adigao de acido acetico 2M, em banho de gelo, até pH 6,0 e
a solucao novamente dialisada por mais 15 horas. A fragdo ndo di
alisavel foi concentrada a 2 mL e em seguida hidrolisada pela
adicao de H,50, 0,5M ( 2 mL), 1009, 5 horas. Apos o periodo de
hidrolise o meio acido foi neutralizado com BaCO; e filtrado,sen
do este deionizado com resina Dowex 50W x 8 (forma H+), evapora-
do a pequeno volume e cromatografado em papel (Sistema I). O ma-
terial hidrolisado foi reduzido com boroidreto de sodio é aceti-
lado com anidrido acetico-piridina 1:1. 0s acetatos de alditois
foram analisados por g.l.c. em coluna convencional ECNSS-M 3% em
Gas Chrom. Q., com programacao de temperatura de 130-1809, (en -

tao constante) pela variagao de 49 por minuto.

7. HIDROLISE PARCIAL DO POLISSACARIDEO PRECIPITADO EM pH
8,5.0BTIDO DO PRECIPITADO DE FEHLING DA EXTRAGCAO ALCA-

LINA

0 polissacarideo (100 mg ) foi tratado com H,50,

0,16M (10 mL) por 18 horas a 1009 ( 40). 0 hidrolisado foi neu -
tralizado com BaCO3 e o filtrado deionizado por resina Dowex 50W
x 8 (forma H*). Apos o material ser concentrado a pequeno volume
(2 mL), foi precipitado em excesso de etanol (10 mL), centrifuga
do, solubilizado em agua e novamente precipitado em etanol.

0 precipitado etanolico, apos ser pesado (17 mg, 17%), te
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ve uma aliquota de 5 mg retirada para hidrolise com HZSO4. 0 ex-
cesso do acido foi neutralizado com BaCO3 e o filtrado deioniza-
do com resina Dowex 50W x 8 (forma H+). Em seguida, o material
foi concentrado a pequeno volume e reduzido com boroidreto de so
dio, a temperatura ambiente, durante 10 horas. Os jons sodio fo-
ram eliminados pelo tratamento com resina Dowex 50W x 8 ( forma
H+) e 0 acido borico eliminado sob a forma de borato de trimeti-
la, por co-destilagao com metanol. A acetilagao dos alditois foi
realizada pela adigdao de anidrido acetico-piridina 1:1 (1 mL).
Cinco (5) miligramas deste material foram metilados .( 41)
e analisados por g.l.c. na forma de acetatos de alditois parcial

mente metilados.
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RESULTADOS E DISCUSSRAKDO

Sticta damaecornis €& um liquen foliaceo, mais ou menos es
vgrdeado, dotado de odor desagradavel. Tem como micobionte um as-
comiceto, ainda desconhecido, sendo a alga componente da associa-
cao uma cloroficea do genero Pleurococcus (17 ). Ha informacdes
na literatura ( 3 ) que alguns liquens da familia Stictaceae, co
mo Lobaria scrobiculata, Sticta fuliginosa e Sticta Spp..tem como
ficobiontes algas verde-azuladas do genero Nostoc. Ate o presente
momento a especie damaecornis nao foi estudada em relacdo aos se-
us componentes carboidratados, embora alguns 1iquens -da familia
Stictaceae tenham sido estudados por TAKAHASHI e .colaboradores
(86 ), quanto a possivel atividade anfineop]ésica dos polissacari
deos deles obtidos.

0 liquen Sticta damaecornis (Sw.) Ach., frequentemente en
contrado no sul do Brasil, foi coletado em Tomas Coelho, munici -
pio de Araucaria, Estado do Parana, proximo a varzea do rio Pas -
sauna. Foi limpo para a retirada de musgos, lavado em agua corren
te, seco e moido. Posteriormente foi submetido a quatro processos

diferentes de extragao, como mostrado a seguir (Esquema I).



ESQUEMA - I

PROCESSOS DE EXTRAGAO E FRACIONAMENTO DOS COMPONENTES QUIMICOS
EXISTENTES NO LIQUEN Sticta damaecornis (Sw.) Ach.

LTQUEN MOTDO (93,7 g)

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

y

LTQUEN DELIPIDIFICADO (89,1 g)

Metanol-agua 4:1 (v/v);
sob re refluxo, 5 h;
filtragao a quente.

LTQUEN RESIDUAL (72,1 g) EXTRATO METANOL-AGUA
l i
ARABINITOL| MANITOL VOLEMITOL
A B c
Kgua (0,02%)
1000, 4h (3x); LACTOSE Outros
- D X -
filtracido a quente. 1 ligossacarideos
(0,21%) D, 3
l ’ (0,11%)  (0,04%)
LTIQUEN RESIDUAL EXTRATO AQUOSO
(55,8 9)
Congelamento e
Degelo
Precipitado Sobrenadante
KOH 2%; Tratamento com solugao
1009, 2h; r de Fehling
filtragao a quente. Precipitado Sobrenadante
Cetavlion
LYQUEN RESIDUAL EXTRATO ALCALINO Arabinose
(29,5 g) Sobr. pH 12|Manose
Congelamento e E Galactose
(0,10%) Glucose
Degelol
)
Precipitado Sobrenadante
T Tratamento com solugdao de Fehling
\
Precipitado Sobrenadante
Cetavlion Cetavlon
pH 8,5 Manose pH 8,5 Manose
F Galactose G Galactose
(1,04%) Glucose (0,14%) Glucose

Sobr. pH 12 Arabinose
H Manose
(0,16%) Galactose

Glucose
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1. COMPONENTES SOLUVEIS NO EXTRATO METANOL-AGUA

0 liquen inicialmente extraido com benzeno-etanol para re
mogao de material apolar (4,9%) foi tratado com metanol-aquoso a
80% sob refluxo, para extragao de carboidratos de baixo peso mole

cular.

1.1 - CARACTERIZACAO DOS ALDITOIS ARABINITOL E MANITOL

0 extrato metanol-agua, apos deioniza¢ao, (7,3 g, rendi -
mento 7,8 g%) forneceu por cromatografia em papel (sistema I) e
revelagdo por AgNO; alc. arabinitol (R; 4,4), manitol (R; 3.5)e
um componente com mobilidade proxima a do inositol. A analise por
g.l.c. dos acetatos de alditois obtidos apos acetilagao do extra-
to metanol-agua forneceu somente arabinitol (43%, T= 0,72) e mani
tol (57%, T= 2,0), porem nada correspondente ao inositol, confor-
me Tabela 1. 0s acetatos de poliois obtidos apos redugao e aceti-
lacao encontravam-se na mesma proporgao da fragao apenas acetila-
da, o que nos levou a concluir na ausencia de monossacarideos 1i-
vres, em solugao. Apos hidrolise acida e posterior analise dos
acetatos de alditois, glucose e galactose tambem foram detectadas,
alem de arabinitol e manitol ( Tabela 1) sugerindo a ‘existencia
de oligossacarideos nesse extrato.

Com o objetivo de separar oligossacarideos de alditois,
tres ( 3,0) gramas de extrato metanol-agua deionizado, foram adi-
cionados a uma coluna de carvao-Celite 1:1. A eluigao foi inicial
mente realizada com dois litros de agua destilada e as fragoes co
letadas com volume aproximado de 250 mL. As fragOes eluidas com
agua destilada foram denominadas de F ate Fg.

Por cromatografia em papel (Sistema I) e revelagao por
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TABELA 1

ANALISE POR G.L.C.(a)DO EXTRATO METANOL-AGUA 4:1 do LTQUEN 5.

damaecornis.

Composicao relativa %
Componentes 7(P) MA, MA, MAgc)
Arabinitol 0,7 43 44 45
Manitol 2,0 57 56 48
Galactose 2,5 - - 5
Glucose 2,9 - - 2

(a)Coluna convencional de ECNSS-M a 3% (p/p) em Gas Chrom. Q. com

temperatura de 1800.

(b)Tempos de retencao, em relacao ao do xilitol penta-0-acetato,dos
acetatos de alditois derivados.

(C)Para obtencao do grafico com material hidrolisado, reduzido e
acetilado a temperatura da coluna foi de 1550,

MA]— Material simplesmente acetilado.

MA2- Material reduzido e acetilado.

MA3— Material hidrolisado, reduzido e acetilado.
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AgNO3 alc. as fragoes F e F] apresentaram unicamente arabinitol e
manitol. A F2 apresentou arabinito], manitol e um componente com
RI 1,94. F3, F4 e F5 apresentaram esse ultimo componente e tra -
¢os de arabinitol.

As fracoes eluidas com agua-etanol a 30% foram denominadas

F6 a F8' Por crqmatografia em papel (Sistema I) e revelacgao por
AgNO3 alc. mostraram um componente principal com RI 1,17, alem
de tragos de dois outros com RI 0,51 (contaminado com R 0,75 )
e Ry 0,25,

1.2 - CARACTERIZAGCAO DO VOLEMITOL

Com a finalidade de se obter o componente com R11,941ivre de
arabinitol e manitol, as fragoes F, a Fe foram reunidas e o prody
to (126 mg) submetido a cromatografia de partigcao em coluna de ce
lulose, sendo a eluigcao realizada com solugoes de acetona - agua
(v/v) em proporgoes crescentes de agua.

A medida que as fracoes eram eluidas e concentradas, croma-
tografias descendentes (Sistema II) foram efetuadas. Arabinitol e
manitol foram eluidos com acetona-agua 10:1, e o componente com

R 1,94 (denominado C segundo Esquema I, 21,0 mg) foi eluido com

I
acetona-agua 7:1. 0 teste negativo pela revelagao com cloridrato
de p-anisidina indicou tratar-se de um agucar nao redutor. Por
crbmatografia em papel o componente C se movia mais Jlentamente
que o manitol e por analise em g.l.c. do acetato derivado, seu
tempo de retencao era maior que os dos hexacetatos de hexitois.Em
virtude destes resuftados, supos-se que se tratava de um heptitol,
desde que na literatura ja havia sido encontrado alcoois com sete
carbonos como volemitol (48 ) e sifulitol ( 50 ).

]3C-n.m.r. do composto C (Figura 1A) foi com-

0 espectro de
parado ao de um padrdo autentico de volemitol (Figura 1B, Estrutu

ra 6) isolado do 1iquen Dermatocarpon miniatum ( 48). Os seis si-
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Figura T - Espectros de C-n.m.r. dos alditois volemitol, em
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A - Isolado do liquen S. damaecornis
B - Isolado do 1iquen Dermatocarpon miniatum
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" 4,6

4,7

Figura 2 - Cromatogramas obtido por g.l.c. dos produtos de acetilagao do
volemitol (A e B). (coluna ECNSS-M a 3%/gas chrom.Q, 1909.

A - Volemitol obtido do 17quen S. damaecornis
B - Volemitol obtido do 1iquen Dermatocarpon miniatum.
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nais encontrados no espectro da amostra 673,8; 72,6; 71,9; 70,7;
64,1 e 63,1 correspondem aos seis sinais do padrao, sendo a ausen
cia do sinal em 70,6 devido, provave]mente, a resolucao incomple-
ta da amostra. A analise por g.l.c. do acetato de volemitol (Figu
ra 2B) confirmou que os tempos de retengao do padrdo e do compo -
nente C (Figura 2A) eram idénticos.

Este hept#to] ja foi encontrado nos liquens: Dermatocarpon
miniatum, D. lachneaum, D. fluviatile, D. vellereum, Endocarpon
adscendens e Physcia setosa ( 73 ). LINDBERG e colaboradores (51)
investigaram constituintes carboidratados de baixo peso molecular
em 60 17quens diferentes. Verificaram que os liquens pertencentes
a ordem Gymnocarpeae (atualmente chamada Lecanorales) apresenta -
vam arabinitol e manitol, porem nao apresentavam volemitol, en -
quanto os pertencentes a ordem Pyrenocarpeae (atualmente Verruca-
riales) continham manitol e volemitol, mas nao arabinitol.

0 1iquen Sticta damaecornis, ordem Lecanorales, ao contra-
rio dos demais, apresentou os tres alditois: arabinitol, manitol

e volemitol.

1.3 - FRACIONAMENTO DOS COMPONENTES OLIGOSSACARIDEOS

As fragoes F6 a F8 obtidas da coluna de carvao-Celite e
eluidas com agua-etanol a 30% foram reunidas e cromatografadas em
coluna de celulose. A eluigao desse material foi efetuada inicial
mente com acetona e posteriormente com solucgoes deacetona-agua em
proporcoes crescentes de agua. Pequenas quantidades de arabinitol
(R; 2,3) e manitol (R 1,9) foram eluidos com acetona-agua 7:1.
Tres fracgoes com RI 1,17 (200 mg), Ri 0,51 contaminado com

Ry 0,74 (100 mg) e Ri 0,25 (40 mg) foram eluidas respectivamen-

I
te com solucoes de acetona-agua 4:1, 3:1 e 2,5:1. Apos hidrolise

acida e cromatografia em papel (Sistema I) o componente com

R 1,17 mostrou-se constituido de galactose , glucose e tragos

I
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de manose, enquanto os dois outros componentes com R, 0,51 (0,74)

I
e RI 0,25 apresentaram principalmente glucose, com tragos de ga-
lactose e manose. Essas observacoes foram efetuadas em fungio da
intensidade dos "spots".

0 teste positivo pela revelagao com cloridrato de p-anisi-
dina indicou que os componentes de cada fracao continham unidades
terminais redutoras. Apos reducao e acetilacao do material hidro-

lisado, foi efetuada analise por g.l.c. (Tabela 2) dos acetatos

de alditois.

1.4 - CARACTERIZACAO DA LACTOSE

A fim de verificar qual monossacarideo fazia parte da ex -
tremidade redutora, o composto com RI 1,17 foi reduzido, hidroli
sado, cromatografado (Sistema I) em papel e revelado com cloridra
to de p-anisidina. 0 teste positivo para a galactose e negativo
para a glucose ( convertida a glucitol), mostrou a presenca de ga
lactose na extremidade terminal nao redutora. Este oligossacari -
deo, denominado D] segundo Esquema I, foi metilado e o produto
convertido em acetatos de alditois parcialmente metilados (Tabela
3).

0s dados de metilacao confirmaram que a galactose e a glu-
cose encontravam-se, respectivamente, nas extremidades terminais
nao redutora e redutora na proporcao molar de 1:1, alem de mos -
trar que a ligacao entre as unidades de galactopiranose e glucose
era do tipo(1 -+ 4).

]SC-n.m.r. deste composto, ele po

Analisando o espectro de
de ser identificado como lactose (Figura 3), uma vez que apresen-
tou sinais com deslocamentos quimicos caracteristicos e semelhan-
tes aos da lactose (88, Tabela 4). Os sinais em ¢ 103,0; 95,8 e

91,8 s3do caracteristicos de C-1, estando o primeiro deles relacio

nado ao residuo B-D-galactopiranosil e os outros dois a C-1 deg e



-46-

TABELA 2

ANALISE POR G.L.C.(a) DOS HIDROLISADOS PROVENIENTES DOS OLIGOSSA-
CARIDEOS OBTIDOS DO LTIQUEN S. damaecornis.

Composicao relativa dos oligossacari-
deos.(c).
Componentes 7(b) Ry 1,17 | Ry 0,51 (+R; 0,74)|R; 0,25
Manose 1,8 2 2 2
Galactose 2,0 42 10 5
Glucose 2,3 56 88 93

(a)Coluna convencional de ECNSS-M 3% (p/p) em Gas Chrom. Q, com
programacao de temperatura de 1300 a 1709, pela variacgao de

40 por minuto.

(b)Tempos de retencao (T),em relagao ao do xilitol penta-0O-acetato,
dos acetatos de alditois derivados.

(C)Os oligossacarideos foram hidrolisados, reduzidos e acetiiados.



TABELA 3

ANALISE POR G.L.C.-M.S.(2) pos ACETATOS DE ALDITOIS PARCIALMENTE
0-METILADOS 0BTIDOS DO OLIGOSSACARIDEO D,

0-Metil Alditol T(b) p(c)
2,3,4,6-Me -Gl 0,96 8,0
2,3,4,6-Me,~Gal 1,00 44,0
2,3,6-Me,-G1c 1,24 48,0

(a)G.l.c.-m.s. em coluna capitlar revestida com OV—17-0V-225 1:3,

p/p.

(b)Tempos de retencao (T) relativos ao do 1,5-di-0-acetil-2,3,4,

6-tetra-0-metil-D-galactitol.

(C)Percentagens total das areas dos picos do oligossacarideo me-

tilado.
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SINAIS DE ]3C-n.m.r. E SUAS ATRIBUICOES PARA 0 DISSACARIDEO
LACTOSE
Atribuigao de
Sinais C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
(a)
B-Gal-(1 » 4) 103,0 71,1 72,6 68,6 75,4 61,1
o-Glc 91,9 70,2 71,2 78,4 71,5 60,2
B-Gal-(1 - 4) 103,0 71,1 72,6 68,6 75,4 61,1
B-Glc 95,8 73,9 74,5 78,4 74,9 60,2
(b)
B-Gal-(1 ~+ 4) 103,0 | 71,0 |72,6 |68,6 |75,3 | 61,0
a-Glc 91,8 70,1 71,2 78,6 71,4 60,2
B-Gal-(1 ~» 4) 103,0 71,0 72,6 68,6 75,3 61,0
B-Glc 95,8 73,9 74,4 78,6 74,8 60,2
(a)Dados obtidos da referencia 8.
(b)pissacarideo obtido do 17quen S. damaecornis
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Figura 3 - Espectro de 13¢-n.m.r. do oligossacarideo lactose do
17quen S. damaecornis, em oxido de deuterio (D,0), a
700. Os deslocamentos quimicos Sao expressos em
§ p.p.m.
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a-D-glucopiranosil, respectivamente. Os cinco sinais & 75,3; 72,6,
71,0; 68,6 e 61,0 correspondem, respectivamente, aos atomos de car
bono 5,3,2,4 e 6 nao substitqugs do residuo B-D-galactopiranosil.
Os sinais & 74,8; 74,4; 73,9 e 60,2 correspondem, respectivamente
a C-5, C-3, C-2 e C-6 do residuo B-D-glucopiranosil, assim como os
sinais 6§ 71,4; 71,2; 70,1 e 60,2 correspondem a C-5, C-3, C-2 e
C-6 do residuo o-D-glucopiranosil. 0 sinal em &§ 78,6 esta relacio-
nado a C-4 substituido dos residuos a e B-D-glucopiranosil.

A confirmagao final da identidade da lactose foi efetuada
pela cristalizacao do material (2X) a partir de metanol aquoso,
com ponto de fusao é009-2069 e na mistura com padrao nao houve
abaixamento do ponto de fusao.

Embora a lactose seja um agucar comum na natureza, presen-
te em leite de mamiferos numa concentracao aproximada de 5%, & re
lativamente rara em plantas e fungos, tendo sido encontrada no po
len de flores de alguns generos de plantas oleaceas, bem como no
fruto de Achras sapota ( 66). Este dissacarideo tambem foi encon-
trado em folhas de algumas variedades de trigo e folhas de «cen -
teio, estando suas quantidades aumentadas nos meses de inverno( 4 ).

Ate o presente momento, nao foi encontrado na literatura es
tudos a respeito da presenca de lactose em liquens, sendo a 3.

damaecornis o primeiro liquen a apresenta-la.
1.5 - ESTUDOS PRELIMINARES DAS FRAGOES 02 e 03

A fragao D2 (Esquema I) apresentou-se como uma mistura des-
de que por cromatografia em papel apareceram duas manchas correspon

dendo a R 0,51 e RI 0,74. Os dois componentes sao redutoras ,

I
pois forneceram reagdo positiva frente ao cloridrato de p-anisidi
na. Apos hidrolise, a fragao D, mostrou-se constituida principal-
mente de glucose (88%) com menores quantidades de galactose (10%)

e manose (2%).
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Analise do espectro de 13

C-n.m.r. (Figura 4) mostrou uma
regido de C-1 bastante complexa com sinais em § 103,3 e 104,]1 cor
respondendo a unidades B hexopirgnos?dicas: § 98,5; 96,6 e 92,5 a
residuos o-hexopiranosidicos, e a unidades redutoras 8 e o, res-
pectivamente. A presenca dos dois sinais em § 76,5 e 76,3, prova-
velmente, correspondem a unidades hexopiranosidicas 2-0 substitui
das, e a possibilidade de quantidades apreciaveis de unidades 6-0
substituidas e pequena, desde que sinais fortes de C-6 n3do substi
tuidos encontram-se em § 61,2 e 61,4. A auséencia de sinais em &79-
83 comprovam a ndo existencia de residuos 3-0 e 4-0 substituidos
nestes oligossacarideos ( 8 ).

A fragao D3 (Esquema I) correspondendo a RI 0,25 forneceu
reagcao positiva com cloridrato de p-anisidina. Apos hidrolise apre
sentou principalmente glucose (93%) alem de tragos de galactose
(5%) e manose (2%).

]3C-n.m.r. desta fracao (Figura 5) mostrou -

0 espectro de
se bastante semelhante a fracao DZ’ com sinais 6 103,3; 98,5;96,3
e 92,7 correspondendo, respectivamente, a unidades B e a-hexopira
nosidicas e a grupos redutores de o e B hexopiranose, em uma pro-
porgao mo]a} 2:2:1, aproximadamente, sugerindo a existencia de
pentassacarideo (s). Sinais de intensidades iguais em § 76,3 e
76,5 correspondem a unidades hexopiranosidicas 2-0 substituidas

A ausencia de sinais na regiao de 3-0 e 4-0 e a presencga de
sinais intensos de C-6 nao substituidos, levam a crer na existen-
cia da oligossacarideos ligados (1 - 2).

Desde que essas fragoes nao foram obtidas em estado puroc e
nio puderam ser cristalizadas, analises de metilagao nao foram
realizadas.

Tentativas serao efetuadas, futuramente, no sentido de se

obter esses componentes puros para caracterizacao estrutural dos

oligossacarideos.
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Figura 4 - Espectro de 13

C-n.m.r. do componente D, obtido do
1iquen $. damaecornis, em oxido de deuterio (D,0) ,
a 709. 0s deslocamentos quimicos sao expressos em

S p.p.m.



-53-

o
©
|
<
Q0 H 6\
[To l ¢
(N
\/
0
n [« o]
7o) (0}
o
<
(o]
o W\
o
@

W\WW PR / ol

Figura 5 - Espectro de 13

C-n.m.r. do composto D; obtido do 17 -
quen S. damaecornis, em oxido de deuterio (D,0), a
700. O0s deslocamentos quimicos sS3ao expressos em

§ p.p.m.
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2. POLISSACARIDEOS DA EXTRAGAO AQUOSA

0 1iquen residual, apos extragao benzeno-etanol e metanol-
agua, foi submetido a extragao aquosa, a quente, com posterior pre
cipitacao dos polissacarideos resultantes deste tratamento, pela
adicao em excesso de etanol. 0 precipitado etanolico pesou 6,05 g
correspondendo a 6,5% do peso do liquen original. Pela analise por
g.l.c. dos acetatos de alditois obtidos do material hidrolisado,os
agucares encontrados, de acordo com seus T,foram arabinose (35%),
xilose (9%), manose (24%), galactose (22%) e glucose (10%).

Posteriormente, uma solugao aquosa do material foi submeti
da a procedimentos de congelamento e degelo. Um precipitado nao
carboidratado se formou, em consequencia deste tratamento, sendo
desprezado. Pela adigao de solugao de Fehling ao sobrenadante aquo
so, houve formacao de um complexo cuprico insoluvel ( precipitado
de Fehling) cujos polissacarideos foram analisados por g.l.c., na
forma de acetatos de alditois (Tabela 5) e mostraram-se constitui-
dos de arabinose, xilose, manose, galactose e glucose. 0Os polissa-
carideos do sobrenadante de Fehling continham os mesmos agucares ,
em diferentes proporgoes (Tabela 5).

Pode ser visto a partir da Tabela 5 que a precipitagao em
solucdao de Fehling resultou num fracionamento de polissacarideos ,
em que uma percentagem muito maior de manose encontra-se no comple
xo cuprico insoluvel, em»re]agﬁo a encontrada no sobrenadante de

Fehling.
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TABELA 5

ANALISE POR G.L.C.(a) DOS ACETATOS DE ALDITOIS OBTIDOS DOS POLIS
SACARTIDEOS ISOLADOS DO COMPLEXO CUPRICO INSOLUVEL E DO SOBRENA -
DANTE DE FEHLING , A PARTIR DA EXTRAGCAO AQUOSA.

Composigao relativa (%) dos compo
nentes monossacaridicos encontra-
dos nos polissacarideos do
Componentes T(b) Precipitado Sobrenadante
de de
Fehling Fehling
Arabinose 0,84 14 16
Xilose 1,00 4 10
Manose 1,51 41 23
Galactose 1,70 24 32
Glucose 1,87 17 19

(a)Coluna convencional de ECNSS-M a 3% (p/p) em Gas Chrom. Q, com
programacao de temperatura, 1300 a 1809, entao mantida, pela
variagao de 49 por min.

(b)Tempos de retencao (T),em relacao ao do xilitol penta-0-acetato,

dos acetatos de alditois derivados.
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2.1 - POLISSACARIDEOS OBTIDOS DO PRECIPITADO DE FEHLING

Em decorrencia da mistura complexa de agucares encontrada
nos polissacarideos obtidos do precipitado de Fehling, o uso de
um outro processo de purificagao tornou-se necessario. Pela adi -
¢ao de sal de amonio quaternario-Cetavlon a solugdo polissacaridi
ca houve formagao de precipitado em pH 7,0 (5,0 mg, 0.005%). Ao
sobrenadante do precipitado em pH 7,0 foi adicionado tampao bora-
to com formacao de precipitado em pH 8,5 (21,0 mg; 0,022%) e pH
12,0 (3,0 mg; 0,003%). 0 baixo rendimento destes polissacarideos

determinou a nao continuidade do estudo dos mesmos.

2.2 - POLISSACARIDEOS OBTIDOS DO SOBRENADANTE DE FEHLING

Tambem em decorrencia da mistura complexa de agUcares en-
contrada no sobrenadante de Fehling, foi necessario o fracionamen
to por Cetavlion. Houve formagao de precipitado em pH 7,0 (19,6 mg;
0,021%). Pela adigao de tampao borato ao sobrenadante do precipi-
tado em pH 7,0, formou-se um precipitado em pH 8,5 ( 25,9 mg ;
0,028%). Em decorréncia do baixa rendimento, estes componentes nao
foram estudados. A fracao polissacaridica resultante do tratamen-
to de pH 12,0 (denominada E, segundo Esquema I) pesou 96,0 mg
(0,10%).

2.2.1 - ESTUDO DA FRACAD POLISSACARIDICA E

Apos hidrolise e analise por g.l.c. dos acetatos de aldi-
tois resultantes (Tabela 6) a fragao E apresentou arabinose, xilo
se, manose, galactose e glucose e um conteudo protéico de 9,3%.

0s acetatos de alditois parcialmente metilados derivados



-57-

TABELA 6

ANALISE POR G.L.C.(a) DOS ACETATOS DE ALDITOIS OBTIDOS DA FRACAOQ

POLISSACARIDICA E, APDS CETAVLON, ENCONTRADA NO SOBRENADANTE DE
FEHLING DA EXTRAGAO AQUOSA.

Composigao relativa (%) dos compo-
Componentes T(b) nentes monossacaridicos encontra -
dos na fragao polissacaridica E.

Arabinose 0,72 35 ( -12)(¢)
Xilose | 1,00 20 ( --)
Manose 1,88 6 (12)
Galactose 2,19 25 ( 49 )
Glucose 2,47 14 (27 )

(a)Co]una convencional de ECNSS-M a 3% (p/p) em Gas Chrom. Q ,

com temperatura de 1809.

(b)Tempos de retencao (T), em relagao ao do xilitol penta-0-aceta-

to, dos acetatos de alditois derivados.

(C)Os valores entre parentesis se referem as percentagens dos

componentes manossacaridicos obtidas atraves de g.l.c.-m.s.
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da fragéo polissacar?dica totalmente metilada, foram analisados
por g.l.c.-m.s., usando-se colunas capilares revestidas com 0V -
17 — 0V - 225 1:3 e DB-210. Pelos resultados obtidos, verificou-
se que a primeira coluna apresentou melhor resolucao que a segun
da, uma vez que os derivados 2,3,4,6-Me4-Man e 2,3,5,6-Me4 - Gal
foram detectados na 0V-17 -~ 0V-225, havendo sobreposicao na DB-
210. Os fragmentbs resultantes e suas proporgoes sao apresenta -
dos na Tabela 7.

Embora a coluna 0V-17 — 0V-225 tenha sido mais eficien-
te na separacao dos dois derivados tetrametilados, assim como na
maior detecgcao de dimetilados, a discussao sera realizada base -
ando-se na DB-210, pois uma fracao polissacaridica metilada, ob-
tida na extragao alcalina (H) semelhante a esta fragao em estudo
(E) foi analisada apenas pela coluna DB-210.

Os principais componentes encontrados segundo a coluna
DB-210 (Tabela 7) foram grupos terminais nao redutores de arabino
furanose (9%), manopiranose e galactofuranose (22%), galactopira-
nose (7%), alem de residuos de galactofuranose 6-0 (10%), galacto
piranose 6-0 (5%) e 4-0 (6%) e 4,6-di-0 (5%) substituidos.

Pode ser observada a ausencia de acetatos de xilitol, as-
sim como uma menor percentagem de acetatos de arabinitol (11-13%)
parcialmente metilados (Tabela 7) quando comparado aos valores en
contrados para os correspondentes pentaacetatos de pentitois (Ta-
bela 6). Isto, provavelmente, ocorreu em virtude da presenga de
alguns componentes n3o carboidratados com tempos de retengao se-
melhantes aos dos dois compostos acima. A composigao monossacari-
dica da fragao E (Tabela 6) deve, por essa razao, ser corrigida
usando-se dados de metilagao, (Tabela 7), os quais encontram - se

entre parentesis,

0 valor relativamente baixo da rotagdo especifica, =- 320
(c.0,3 em H20) se deve provavelmente a contribuicao negativa das

estruturas B-D-galactofuranose e/ou a-L-arabinofuranose.
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TABELA 7

ANALISE POR G.L.C.-M.S.(a) DOS ACETATOS DE ALDITOIS PARCIALMENTE
0-METILADOS OBTIDOS DA FRAGAO POLISSACARIDICA E, TOTALMENTE METI

LADA.

0vV-17 — 0V-225 DB-210
0-Metil Alditol 1(b) p(C) 1(b) p(c)
2,3,5-Me3-Ara 0,783 13 0,868 - 9
2,3,4-Me3-Ara - - 0,921 2
‘2,3,4,6—Me4-Man 0,985 10 - -
2,3,5,6-Me4-Ga1 1,001 15 1,004 22
2,3,4,6—Me4-Ga1 1,023 7 1,030 7
2,3,4-Mez-Man 1,286 4 1,257 3
3,4,6—Me3-Man - - 1,190 3
2,4,6-Mes-Glc - - 1,201 4
2,3,6-Me;-Gal 1,302 3 1,244 6
2,3,5-Me;-Gal - - 1,297 10
2,3,4-Me3-Gal 1,428 6 1,342 5
4,6-Me2-Hex 1,478 1 - -
3,6-Me2-Hex 1,603 1 - -
2,3-Me,-Man 1,709 1 1,503 2
2,3-Me,-Gal - - 1,624 5
3,4-Me2-Hex 1,735 3 - -
2,4-Me2-Hex 1,882 4 - -
2-Me-Hex 2,144 3 - -
3-Me-Hex 2,307 3 1,969 3
Hexitol 2,664 7 - -
Glucitol 2,802 19 2,295 19
(a)G.l.c.-m.s. em colunas capilares revestidas com 0V-17 -— 0V-225

1:3 (p/p) e DB-210.

(b)Tempos de retencao (T) dos componentes relativos ao do 1,5-di-0-
acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol.

(C)Proporgao das areas dos picos obtidos da fragao E metilada (%).
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0 espectro de 13

C-n.m.r. da fragdo polissacaridica E (Figu
ra 6) apresentou 3 sinais em campo baixo §109,4, 109,1 e 107,8 cor
respondendo a C-1 de grupos nao redutores de B-D- galactofuranose

(32) e aigtarabinofuranose (31). 0 sinal em § 64,4 corresponde

a C-6 livre de galactofuranose enquanto & 62,6 a C-6 de todas as

unidades hexopiranosidicas e a C-5 de o-L-arabinofuranose ( 32 )

nio substituTdos.

Embora alguns polissacarideos liquenicos apresentem estru-

turas p-galactofuranosidicas (40, 29 ) a ocorréncia de arabinofu
ranose nesta fracao E, e inedita, uma vez que nao havia sido des-

crita em liquens.

3. POLISSACARIDEOS DA EXTRAGAO ALCALINA

0 1iquen residual da extracao aquosa foi submetido a extra
cao com hidroxido de potassio aquoso a 1009, e o extrato alcalino
apos neutralizacdo com AcOH, foi adicionado em excesso de etanol,
com formagao de um precipitado pesando 24,10 g correspondendo a
26% do peso do 1iquen original. Pela analise por g.l.c. dos aceta
tos de alditois obtidos do material hidrolisado, os agucares en -
contrados foram arabinose (5%), fucose (1%), xilose (2%), manose
(36%), galactose (23%) e glucose (33%).

Posteriormente, uma solugao aquosa do material foi submeti
da a processos repetidos de congelamento e degelo. Um precipitado
ndo carboidratado se formou em consequencia deste tratamento, sen
do desprezado. Pela adigao de solugao de Fehling ao sobrenadante
aquoso,houve formacao de um complexo cuprico insoluvel (precipita
do de Fehling 2,04 g; 2,18%) cujos polissacarideos foram analisa-
dos por g.l.c. na forma de acetatos de alditois (Tabela 8) e mos-
traram-se constituidos de arabinose, manose, galactose e glucose.
0s polissacarideos do sobrenadante de Fehling ( 0,70 g3 0,75% )
continham os aglcares acima e xilose (Tabela 8).

Da mesma forma que na extracao aquosa o fracionamento de
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62.6
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102.2

104.7

Espectro de 13

liquen S. damaecornis, em oxido de deuterio (D,0), a
700. Os deslocamentos quimicos Sao expressos em

C-n.m.r. da fracao po]issacar?dica E do

§ p.p.m.
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TABELA 8

ANALISE POR §.L.G.(a) DOS ACETATOS DE ALDITOIS OBTIDOS DOS POLIS-
SACARTDEOS ISOLADOS DO COMPLEXO COUPRICO INSOLUVEL E DO SOBRENADAN
TE DE FEHLINGs A PARTIR DA EXTRACAO ALCALINA,.

Composicao relativa (%) dos componen -

tes monossacaridicos encontrados nos
Componentes 7(b) polissacarideos do

Precipitado Sobrenadante

de de

Fehling Fehling
Arabinose 0,86 2 15
Xilose 1,00 - 7
Manose 1,51 53 24
Galactose 1,72 25 34
Glucose 1,89 20 20
(a)

Coluna convencional de ECNSS-M a 3% (p/p) em Gas Chrom. Q, com
programacao de temperatura, 1300 a 1800, entao mantida, pela

variacao de 49 por min.

(b)Tempos de retencao (T),em relagao ao do xilitol penta-0O-acetato,

dos acetatos de alditois derivados.
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polissacarideos pela solugdo de Fehling forneceu uma maior percen
tagem de manose no complexo cuprico insoluvel, do que no sobrena-

dante de Fehling.

3.1 - POLISSACARIDEO OBTIDOS DO PRECIPITADO DE FEHLING

Em decorréencia da mistura complexa de agucares encontrada
no precipitado de Fehling, foi necessario um outro processo de pu
rificacao com Cetavlon, identico ao realizado para o precipitado
de Fehling da extragao aquosa. Com adigao de tampao borato ao pH
7,0, houve formacao de um precipitado em pH 8,5 (978,7 mg; 1,04%)
que apos hidrolise e analise por g.l.c. dos acetatos de alditois
mostrou-se constituida de arabinose (9%), manose (47%), galactose
(23%) e glucose (21%). Esta fragcao foi denominada F, segundo es -

quema I, e sera discutida posteriormente.

3.2 - POLISSACARIDEOS OBTIDOS DO SOBRENADANTE DE FEHLING

Como tentativa para separar os polissacarideos, um sal de
amonio quaternario-Cetavlion foi adicionado a solugao polissacari-
dica do sobrenadante de Fehling. Houve formagao de um precipitado
em pH 7,0 (6,9 mg; 0,007%). Este componente nao foi estudado devi
do ao baixo rendimento. Pela adicao de tampao borato ao sobrena -
dante do pH 7,0, formou-se um precipitado em pH 8,5 (130,0 mg;
0,14%). Ao sobrenadante do pH 8,5 foi adicionado NaOH a 40% ate
pH 12,0, como nao houve formacdo de precipitado a solugao foi neu
tralizada com AcOH, sob banho de gelo, concentrada e precipitada
em excesso de etanol (148,0 mg; 0,16%). Estas duas ultimas fra -
coes, pH 8,5 e sobrenadante pH 12,0, foram denominadas, respecti-

vamente, G e H segundo Esquema I.
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3.2.1 - ESTUDO DA FRAGAO POLISSACARIDICA G

Apos hidrolise e analise por g.l.c. dos acetatos de aldi-
tois (Tabela 9) a fragao polissacaridica G apresentou manose, ga-
lactose e glucose. Esta fragao, como pode ser visto (Tabela 9)con
tem uma elevada proporgao de galactose (56%)é 2,7% de proteina.

Os acetatos de alditois parcialmente metilados derivados
da fracao polissacaridica G, totalmente metilada, foram analisa -
dos por g.l.c.-m.s. usando-se coluna capilar revestida com DB-210.
0s fragmentos resultantes e suas proporgoes sao apresentados na
Tabela 10.0s principais fragmentos encontrados foram grupos termi
nais nao redutores de galactofuranose (31%) e galactopiranose (10%),
alem de residuos manopiranosil 2-0-(16%) e galactofuranosil 2,6 -
di-0 (5%) substituido.

0 valor da rotagao especifica desta fragao polissacaridi
ca foi de + 149 (c. 0,3 HZO)' Em vista da elevada proporgao de
grupos terminais ndo redutores de galactofuranose, e interessante

]BC-n.m.r. (Figura 7) nao contem nenhum

observar que o espectro de
sinal de C-1 entre & 106,6 e 109,4 ( 32 ) correspondendo a liga -
goes B. 0 sinal em § 102,2 deve vir de estruturas galactofurano
sidicas com configuragdao o . 0 sinal em § 88,9 pode corresponder
a C-2 de unidades galactofuranosidicas 2,6-di-0-substituidas, uma
vez que o derivado 3,5-di-0-metil-galactitol acetato foi detecta-
do em analise de metilagdao (Tabela 10). Os sinais §64,4 e 62,5 cor
respondem, respectivamente, a C-6 de unidades o-galactofuranosi-
dicas e hexopiranosidicas ndo substituidas em 6.

Un polissacarideo contendo estrutura galactofuranosidica
foi isolado por JANSSEN e LINDBERG ( 42 ) a partir do Penicillium

varians. Este polimero constituido por galactose, glucose e mano

se nas proporgoes 70:15:15 foi submetido a analises de metilagao,
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TABELA 9

ANALISE POR 6.L.C.(2) pos ACETATOS DE ALDITOIS OBTIDOS DAS FRA -
CUES POLISSACARIDICAS G E H DO SOBRENADANTE DE FEHLING DA EXTRA-
CXO ALCALINA, APDS TRATAMENTO POR CETAVLON.

Composigao relativa (%) dos compo-
nentes monossacaridicos das fracodes
Componentes T(b) Polissacaridica G| Polissacaridica H
(pH 8,5) (Sobr.pH 12,0)
(c)
Arabinose 0,85 - 16 (15)
Xilose 1,00 - 17 (- )
Manose 1,52 22 4 (°5)
Galactose 1,71 56 44 (56)
Glucose 1,88 22 19 (24)

(a)Coluna convencional de ECNSS-M a 3% (p/p) em Gas Chrom. Q, com
programacao de temperatura, 1309 a 1809, entao mantida, pela va

riacao de 49 por min.

(b)Tempos de retencdo (T),em relagao ao do xilitol penta-0-acetato,
dos acetatos de alditois derivados.

(C)Os valores entre parentesis se referem as percentagens dos com-

ponentes monossacaridicos obtidos atraves de g.l.c.-m.s.
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TABELA 10

ANELISE POR G.L.C.-M.S.(a) DOS ACETATOS DE ALDITOIS PARCIALMENTE
O0-METILADOS OBTIDOS DA FRAGAO G, TOTALMENTE METILADA

0-Metil Aldito] 7(P) p(c)
2,3,5-Me,-Ara 0,848 4
2,3,4-Mey-Xi]1 0,916 1
2,3,5,6-Me,-Gal 1,004 31
2,3,4,6-Me,-Gal 1,029 10
3,4-Me2-Fuc 1,053 1
3,4,6-Mey-Man 1,210 16
2,3,6-Mey-Glc 1,263 6
2,3,4-Me3-Man 1,280 3
4,6-Me,-Hex 1,381 12
3,6-M82—Hex 1,501 4
2,3-Me2-Hex 1,550 1
3,5(2,4)-Me,-Gal 1,600 5
3,4—Me2-Hex 1,696 5
3-Me-Hex 2.040 B

(3)g.1.c.-m.s. em coluna capilar revestida com DB-210

(b)Tempos de-retengEo relativos ao do 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-

tetra-0-metil-glucitol

(C)Propofgéo das areas dos picos obtidos da fracao G metilada %.
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Figura 7 - Espectro de 13

C-n.m.r. da fragao polissacaridica G
obtida do liquen S. damaecornis, em oxido de deute-
rio (DZO)’ a 700. Os deslocamentos quimicos Sao ex-

pressos em § p.p.m.
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degradagﬁo de Smith e estudos de ressonancia nuclear magnetica fi
cando estabelecido que sua estrutura parcial seria constituida de

residuos B:B— e a -D-galactofuranosil (Estrutura 7).

+ 6)-8-D-Galf-(1 » 5)-g-D-Galf-(1 ~»
2

+

1
a-D-Glcp-(1 » 2)-a-D-Galf

Estrutura 7

A varianose foi o primeiro carboidrato natural em que am -
bos os residuos B e a-D-galactofuranosidicos foram observados.

GORIN e IACOMINI ( 40 ) estudando o 17quen Cladonia confusa
encontraram no sobrenadante de Fehling um polissacarideo (0,15% )
contendo galactose (86%), manose (4%) e glucose (10%). A galacta-
na continha sinais de C-1 em campo baixo 6 107,0-111,0, concordan
do com a elevada proporgcao de unidades B -D-galactofuranosidicas
(30%), segundo analise por g.l.c.-m.s., alem de sinais em &§102,2
e 88,9 correspohdendo, respectivamente, a C-1 de o-D-galactofura
nose e a C-2 de galactofuranose 2,6-di-O-substituida. Por ter si-
do esse polissacarideo obtido em baixo rendimento, os autores aci

ma, nao puderam identifica-lo estruturalmente.
3.2.2 - ESTUDO DA FRAGAO POLISSACARIDICA H

Apos hidrolise e analise por g.l.c. dos acetatos de aldi -
tois (Tabela 9) a fracao H apresentou arabinose, xilose, manose ,
galactose e glucose e um conteldo proteico de 5,3%.

Os acetatos de alditois parcialmente metilados derivados da

fracao H, totalmente metilada, foram analisados por g.l.c.-m.s.em
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coluna capilar DB-210. Os fragmentos resultantes e suas propor -
¢oes sao apresentados na Tabela 11. Os principais fragmentos en-
contrados foram grupos terminais, nao redutores de arabinofurano-
se (15%), galactofuranose (31%) e galactopiranose (6%), alem de
resTduos galactopiranosil e galactofuranosil 6-0-substituido (7,0
e 12,0%, respectivamente). Da mesma forma que no sobrenadante do
pH 12,0 da extragao aquosa, observou-se a ausencia de acetato de
xilitol parcialmente metilado (Tabela 11). A presenga do penta -
acetato de xilitol se deve a existencia de algum componente ndo
carboidratado com mesmo tempo de retengao.

0 valor relativamente baixo da rotacao especifica -599(c.
0,5 em HZO) se deve provavelmente, a contribuigao negativa das
estruturas B-D-galactofuranose e/ou a-L-arabinofuranose. 0 es-

]3C-n.m.r. da fragao polissacaridica H (Figura 8) apre

pectro de
sentou tres sinais em §109,4, 109,1 e 107,8 correspondendo a
C-1 de grupos terminais nao redutores des-g-ga1actofuranose (32)
e a-L-arabinose (31 ). 0 C-6 de galactofuranose e hexopiranoses
nao substituidas em 6, sao representados pelos sinais em 8§ 64,4
e 62,7 respectivamente.

As fracoes E e H (sobrenadantes do pH 12 das extragoes
aquosa e alcalina, respectivamente) sao bastante similares de acor

Beon.m.r. (Figu

do com os dados de metilagao (Tabelas 7 e 11) e
ras 6 e 8), exceto pelo fato da fracao H possuir uma maior pro -

porcao de unidades furanosidicas.

As trés fragoes polissacaridicas E, G e H nao foram comple
tamente estudadas em virtude dos baixos rendimentos, o que impe -
diu investigacoes usando tecnicas como degradagao de Smith, hidro
lise acida parcial, acetolise, etc. Estudos posteriores serao efe
tuados no sentido de se chegar o mais proximo possivel a estrutu-

ra quimica de cada um dos polissacarideos componentes destas fra-

~

coes



TABELA 11
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ANALISE POR G.L.C.-M.s.(2) DOS ACETATOS DE ALDITOIS PARCIALMENTE

0-METILADOS OBTIDOS DA FRAGAO POLISSACARIDICA H, TOTALMENTE ME-

TILADA

0-Metil Alditol 7(b) plc)
2,3,5-Me;-Ara 0,845 14
2,3,4-Me,-Ara 0,909 1
2,3,4,6-Me, -Man 1,004 -
2,3,5,6-Me4-Ga] 1,004 29
2,3,4,6-Me,-Gal 1,030 6
2,4,6-Mes-Man 1,096 2
3,4,6—Me3-Man 1,210 6
2,3,6-Me,-Gal 1,272 4
2,3,4-Me3-Man 1,291 4
2,3,5-Mes-Gal 1,335 12
2,3,4-Me;-Gal 1,342 7
2,6—Me2-Hex 1,464 1
3,6-Me2-Hex 1,515 2
2,3-Me2-Hex 1,566 1
2,4-Me,-Hex 1,675 4
2,3-Me,-Hex 1,707 4
2-Me-Hex 1,887 2
3-Me-Hex 2,107 1

(a)G.luc.-m.s. em coiuna capilar revestida com DB-210

(b)Tempos de retencdo (T) em relagao ao do 1,5-di-0-acetil-2,3,

4,6-tetra-0-metil-D-glucitol

(C)Proporgao das areas dos picos obtidos da fracao H metilada.
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Figura 8 - Espectro de C-n.m.r. da ffagao polissacaridica H,
obtida do 1iquen S. damaecornis, em oxido de deute-
rio (DZO) a 700. 0s deslocamentos quimicos sao ex -

pressos em § p.p.m.
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3.2.3 - ESTUDO DA FRAGCAO POLISSACARIDICA F

Apos analise por g.l.c. dos acetatos de alditois resultan-
tes da fragao F, foram encontrados os acicares arabinose (6%), ma
nose (59%), galactose (20%) e glucose (15%) e 4,2% de proteina.

Os acetatos de alditois parcialmente metilados, derivados
da fracao F, totalmente metilada, foram analisados por g.l.c.-m.s
em colunas capilares revestidas com 0V-17 — 0V-225 1:3 e DB -210
(Tabela12). Os principais fragmentos encontrados segundo coluna 0V-17
0V-225 correspondiam a grupos terminais nao redutores de manopira
nose (26%) e galactopiranose (19%), alem de residuos 2-0 (10%) ,
6-0 (8%), 4,6-di-0 (8%), 2,6-di-0 (7%) e 2,4,6-tri-0 (13%) substi
tuidos de manopiranose.

A ausencia de acetato de arabinitol parcialmente metilado,
quando comparado ao valor encontrado para o pentaacetato de arabi
nitol (6%) se deve, a presenca de algum componente nao carboidra
tado com tempo de retencao semelhante ao do arabinitol.

0 valor da rotacao especifica da fracao F e de + 699 ( ¢
0,4 H

20)-

0 espectro de 13

C-n.m.r. (Figura 9) mostrou sinais caracte
risticos de C-1 em 6 .104,6 e103,7 correspondendo a grupos termi -
nais nao redutores de p-D-galactopiranose e a-D-manopiranose,en
quanto § 102,1; 100,6 e 99,5 estao relacionados, respectivamente,
a residuos manopiranosil 2-0, 6-0 e 2,6-di-0-substituidos ( 40)
0 sinal em 6§ 62,5 refere-se a C-6 livre de hexopiranoses ( 23).

A fracao em estudo foi submetida a degradagao tipo Smith ,
e oS produtos resultantes analisados por g.l.c. na forma de aceta
tos de alditois. Os acucares encontrados foram glicerol (81%),eri
tritol ou treitol (7%), manose (8%), galactose (1%) e glucose(3%).

A presenca de 81% de glicerol indica uma elevada proporgao de gru
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TABELA 12

ANALISE POR G.L.C.-M.S.{3) DOS ACETATOS DE ALDITOIS PARCIALMENTE
0-METILADOS 0BTIDOS DA FRAGKO POLISSACARIDICA F, TOTALMENTE METIL
LADA

0-Metil Alditol 0vV-17—0V-225 1:3 DB - 210

1 (b) p(c) 1(b) p(c)
2,3,4,6-Me4-Man 0.985 26,0 0,995 25,0
2,3,4,6-Me4-Ga] 1.030 19,0 1,029 20,0
3,4,6-Me3—Man 1,201 10,0 1,153 12,0
2,3,6-Me3—Man (Gal) 1,240 4,0 - -
2,4,6-Me3-G]c 1,257 1,0 1.186 1,0
2,3,4-Me3-Man 1,289 8,0 1,252 8,0
3,6-Me2-Hex 1,599 3,0 1,451 3,0
2,3-Me2-Man 1,662 8,0 1,495 8,0
3,4-Me2-Man 1.740 7,0 1,622 7,0
3-Me-Man 2,318 13,0 1,964 13,0
Glc 2,485 1,0 2,265 3,0

(a)G.l.c.—m.s. em colunas capilares revestidas com 0V-17--0V-225

e DB-210

(b)Tempos de retencao dos componentes relativos ao do 1,5-di-0 -

acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol

(C)Proporggo das areas dos picos obtidos da fragdo polissacaridi

ca F.
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Figura ¢ - Espectro de ]3C-n.m.r. da fracao polissacaridica F

obtida do 1iquen S. damaecornis, em oxido de deute-
rio (DZO)’ a 700. 0s deslocamentos quimicos sdo ex-
pressos em § p.p.m.
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pos terminais nao redutores, alem de ligagdo (1 » 2) e/ou (1 ~ 6),
que pode ser confirmada pela presenga dos correspondentes aceta -
tos de alditois parcialmente metilados (Tabela 12), segundo anali
se por metilagao-g.l.c.-m.s. A presenca de eritritol (ou treitol)
e consistente com a identificacao (metilagao-g.l.c.-m.s. de resi-
duos manopiranosil 4,6-di-0-substituidos e residuos manopiranosil
(ou galactopiranosil) 4-0-substituidos.

Em seguida, a fragao F foi submetida a hidrolise parcial e
o produto resultante precipitado em excesso de etanol. 0 precipi-
tado etanolico foi analisado por g.l.c. na forma de acetatos de
alditois e os acgucares encontrados foram manose (71%), galactose
(12%) e glucose (17%). Posteriormente, o material foi metilado e
analisado por g.l.c. na forma de acetatos de alditois parcialmen-
te metilados, onde o derivado 2,3,4-tri-0-metil manitol, foi o ma
ior componente encontrado.

Com os resultados de hidrolise acida parcial-metilagao, de

]3C-n—m.r. (Figura 9) e g.1.c . -

gradacao tipo Smith, analise de
m.s. (Tabela 12) e bastante provavel que a fragao F contenha como
principal componente uma galactomanana com nucleo constituido de

unidades de manose ligadas (1 = 6), conforme estruturas 8,9,10,11.

B-Galp
1
)
4
-a-D-Manp-(1 - 6)- -a-D-Manp-(1 - 6)-
2 2
4 4
1 1
Manp Manp
2
(8) X
1
Manp



B-Galp
1
4
4
-a-D-Manp-(1 > 6)- ~a-D-Manp-(1 - 6)-

(10) (11)

GORIN e IACOMINI ( 29 ) estudaram seis especies de liquens

com micobiontes ascomicetos e, verificaram a existencia de D-galac

\

‘to-Qimananas cujas cadeias principais eram constituidas de unida -

des oa-D-manopiranosidicas ligadas (1 > 6). As cadeias laterais
ocorriam como monossubstituintes nas posigoes 0-2 ou 0-4 ou ainda
como dissubstituintes em 0-2,4. Oito tipos de substituigoes foram
reconhecidas, pelos autores acima, nas quais B -D-Galp (1 > 4),a -
D-Galp e a-D-Manp (1 » 2) e B-D-Galp (1 - 4) encontravam-se liga
das a cadeia principal de manopiranose.

Galactomananas e mananas sao constituintes da parede celu-
lar de fungos e liquens ( 25), tendo sido encontradas num grande
numero de liquens cujos micobiontes sdao ascomicetos. Acredita- se
que as galactomananas, como as mananas de levedura de padaria (25)
facam parte de um complexo peptidico ( 30) mas que durante o pro-
cesso de extracdao com alcali ocorra liberagao da parte carboidrata
da.

TAKAHASHI e colaboradores ( 27) isolaram polissacarideos ,
a partir de micobiontes de algumas especies de Cladonia constitui
dos, principalmente, de manose e galactose e menor proporgao de
glucose. 0s mesmos autores isolaram do ficobionte da Ramalina crassa,
uma galactana cuja estrutura B-Q—furanos?dica pode ser proposta
em virtude da rotacao especifica negativa - 859 ( 96 ). A descober
ta de TAKAHASHI & surpreendente, uma vez que nao havia sido encon-

trado, em plantas, polissacarideos com unidades galactofuranosidi-
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cas. Entretanto, a presenca de unidades o-arabinofuranosidicas,
estruturas comuns em plantas, juntamente com unidades galactofu-
ranosidicas nas fracoes E e H, reforcaram a descoberta de TAKA-
HASHI .

Baseando-se nestas informagoes e provavel que as fragoes
po]issacaericas E e H constituidas principalmente de galactofu-
ranose e arabinofuranose sejam produzidas pelo componente fico -
bionte do 17quen Sticta damaecornis, enquanto a fragao F, deve

ser produzida pelo micobionte.
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CONCLUSADO

0 1iquen Sticta damaecornis foi extraido com metanol-3gua
e o extrato resultante apresentou os componentes comuns arabini -
tol e manitol, alem de volemitol, lactose e oligossacarideos cons
tituidos de glucose ligados (1 -+ 2) com mistura de ligacdes a e B.
Pela primeira vez foram encontrados lactose em liquens e volemi -
tol em 1iquens da familia Stictaceae.

Tres diferentes polissacarideos foram obtidos neste 17 -
quen e tentativas foram realizadas para isola-los puros. Duas fra
goes (E e H) foram encontradas nos extratos aquoso e alcalino,res
pectivamente, estruturalmente semelhantes, com elevada proporcao
de unidades B-galactofuranosidicas e ao-arabinofuranosidicas.Por
analogia com pB-galactofurananas previamente obtidas de ficobion-
tes e, desde que estruturas a-arabinofuranosidicas sao comuns em
plantas, e bastante provavel que esses polissacarideos se origi -
nem do componente ficobionte da S. damaecornis. Tambem foi isola-
da uma fragao G com unidades o-galactofuranosidicas que ja tinham
sido observadas previamente, porem, somente em presenca de unida-
des B-galactofuranosidicas. Finalmente, uma galactomanana da pa-
rede celular do micobionte, foi isolada como fragdao F, cujo nu -
cleo & constituido de unidades D - manopiranosidicas  ligadas
(1 > 6), com residuos D-manopiranosil e D-galactopiranosil liga -
dos em Z—Qeﬂou41gdacadeia principal. Este componente & comum em

ascoliquens.
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