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Re s u m o

O líquen 'RamaJ.Lna eck-lon.Ã.1 forneceu principalmente 
uma a-D-glucana obtida pela extração aquosa, com o elevado ren 
dimento de 25,7% e uma D-galactomanana, obtida através da extra 
ção alcalina, com rendimento de 3,7%

A a-D-glucana tem uma estrutura linear em que as uni­
dades de glucose encontram-se ligadas por a-(l -*■ 3) e a-(l -*• 4) 
na relação molar de 3:1. A sequência das mesma foi verificada 
pela análise estrutural dos três oligossacarídeos obtidos pela 
degradação de Smith controlada, que demonstra estar estas liga­
ções dispostas de forma irregular ao longo do polímero, estrutu 
ra; típica da família de isolequenanas.

A galactomanana é formada por uma cadeia principal 
constituída por unidades a-D-manopiranosídicas ligadas por
(1 + 6) nao substituidas, tambem mono-O-substituidas em 0-4 e 
di-0- substituídas em 0-2 e 0-4, por unidades 8-D-galactopirano 
sídicas.

Evidências preliminares foram obtidas quanto à pre­
sença de uma e-D-glucopiranana linear ligada por (1 -*■ 3) e uma 
a-D-glucopiranana (mycodextrana),nigerana, também linear, con­
tendo ligações (1 -*■ 3) e (1 -*■ 4) com relação molar aproximada­
mente 1:1. Quanto a isto e.ck-Loni.i. contém uma acentuada di­
versidade em glucanas.

X V



On hot aqueous extractions, the lichen RamaJusia e.ck-k>- 
!%ii provided principally an a-D-glucan, isolated in a high yield 
of 25.7%. Also isolated via aqueous alkaline extraction was a 
galactomannan (3.7% yield).

The a-D-glucan is linear with (1 + 3) and (1 -*• 4)-lin 
kages in a molar ratio of 3:1. The arrangement of these linka­
ges along the chain was shown by a controlled Smith degradation, 
to be irregular, typical of the family of isolichenans.

The galactomannan has a main chain consisting of 
(1 6)-linked a-D-mannopyranosyl units, Which are unsubstitu­
ted, mono-O-substituted at 0-4, and di-O-substituted at 0-2,4 
by 3-D-galactopyranosyl units. This type of disubstitution re­
presents a hitherto unreported structure in lichen galactoman- 
nans.

Preliminary experiments showed the presence of a 
(1 + 3)-linked linear e-D-glucopyranan and an a-D-glucopyranan 
with (1 3)- and (1 ■+ 4)-linkages in a 1:1 ratio (mycodextran,
nigeran). Thus ft. cckJ.on.ll contains a diversity of glucans»which 
is rare in lichens.

xvJ



1  I n t r o d u ç ã o

A primeira descrição dos liquens, segundo XAVIER L. 
FILHO e RIZZINI (95), que destacam o trabalho de inúmeros pesquji 
sadores, foi feita por TOURNEFORT em 1964, que no entanto,não os 
distinguiu dos musgos. A verdadeira definição do termo "liquen" 
(do grego "lichen"), como planta rasteira ou lambechão, em que 
os apotécios foram chamados de receptáculos florais, foi feita 
em 1729 pelo biólogo italiano Micheli.

Quase um século depois, em 1815, é que BERZELIUS 
veio publicar o primeiro trabalho sobre o isolamento de um polis 
sacarídeo via sua precipitação por resfriamento de um extrato a­
quoso quente, obtido do líquen C&tn.ajii.a L^dand-Lca "Iceland moss", 
dando com isso os primeiros passos no estudo dos componentes quí_ 
micos dos liquens. Contudo, a verdadeira natureza dos liquens só 
viria ser conhecida em 1868, quando o biólogo suiço SIMON 
SCHWENDENER demonstrou tratar-se, não de uma entidade vegetal e 
sim, de uma simbiose complexa de fungo e alga; idéia que, entre­
tanto, não foi bem aceita pelos botânicos da época. Todavia, qua 
renta anos antes da definição dada aos liquens por SCHWENDENER, 
MARTIUS, o precursor da botânica no Brasil, no seu livro "I- 
cones Plant. Cryptog." de 1828, se reportava ao estudo de liquens 
brasileiros, possivelmente sem conhecer a sua estruturação de 
vegetal simbionte "alga-fungo", o que, entretanto, lhe valeu o 
título de "pioneiro dos estudos sobre liquens no Brasil".

Em 1833, F. ESCHWEILER, no seu livro "Lichens in 
Martius, Fl. Bras.", estaria publicando comentários sobre os tra 
balhos de Martius.

MARTIUS, em 1843, ao publicar um outro livro "Sist. 
Mat. Med. Brasil", se jreporta à utilização dos liquens como medi 
camento, ao observar que a população de Minas Gerais utilizava- 
se dos mesmos no tratamento de "afta das crianças", observação 
confirmada em 1957 por FUJIKAWA et alii (29).
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Mesmo sem o total conhecimento da estrutura liquênica, 
muitos pesquisadores apresentavam trabalhos sobre sistemática, 
mas só por volta de 1890 é que outros pesquisadores comoW>Z0PF, 
daria a conhecer seus trabalhos sobre a estrutura química dos lí 
quens*

Os estudos detalhados para determinação da estrutura 
fina dos componentes de liquens surgiram novamente na literaturatfem 1947 com MEYER e GURTLER (66), os quais, trabalhando com o 
líquen -i-ilaadlca, isolaram um polissacarídeo pelo mesmo proce 
dimento de BERZELIUS, o qual foi denominado "lichénine", ou mais 
precisamente uma B-D-glucana linear contendo ligações (1+3) e 
(1 +4), na proporção molar de 1:3. Estudos posteriores para de- 
terminaçao da sequencia das ligações (1 +3) e (1 +4) deste po­
límero foram realizados em 1957 por CHANDA et alii (18 ), utili­
zando o mesmo procedimento de extração aquosa quente, precipita­
ção por resfriamento e posterior fracionamento com solução de 
Fehling; PEAT et alii (73), em 1957, com estudos através de hi­
drólise ácida parcial; PERLIN e SUZUKI (75), em 1962, por proce^ 
sos de enzimólise seletiva com enzimas celulase e laminarinase; 
bem como FLEMING e MANNERS (26), em 1966, utilizando degradação 
de Smith controlada, concluiu-se por um polissacarídeo estrutu­
ralmente constituído por uma sequência de celotrioses, que indi­
cam duas ligações consecutivas (1 +4), alternada por uma liga­
ção (1 +3) isolada; porém, ocasionalmente, quatro monomeros con 
secutivos apresentavam-se unidos por ligações (1 +4), sendo en­
tão sugerida a estrutura I como predominante:

-B-D-GlC/?-(1 + 4)- B-D-GlC/O-(1 + 4)-8-D-GlCp-(1 + 3)-

(I)

Em 1947, em outro trabalho sobre Ce-í̂ a/t-ia d^dandlca,
" <MEYER e GURTLER (67) isolaram um polissacarídeo do sobrenadante

aquoso frio, que foi denominado "11isolichénine", o qual, por hi 
drólise ácida forneceu principalmente glucose, mas também traços 
de galactose e manose. Contudo, em 1957, CHANDA et alii (is), u­
tilizando o mesmo procedimento de extração aquosa, obtiveram des 
se líquen um polissacarídeo similar ao isolado por MEYER eI!GURTLER, o qual, entretanto, ao ser tratado com solução de Feh-
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ling, apresentou-se constituído apenas por resíduos de D-glucose. 
A análise por polarimetria, metilação e oxidação com-periodato 
mostrou que este polímero é de configuração alfa com ligação
(1 + 3 ) e (1 ■*’ 4 ), numa relação molar de 6 0 :4 0 .

Em 1961, PEAT et alii (74), após os estudos sobre os
produtos de hidrólise ácida parcial da isoliquenana e oxidação
com periodato confirmaram a presença das ligações a-d + 3 ) e
a- (1 4 ), numa relação molar de 55:45.

Em 1966, FLEMING e MANNERS (27), efetuando também a
degradação de Smith controlada sobre a isoliquenana, tal como já
haviam feito com a liquenana, obtiveram desta os seguintes pro­
dutos: a-nigerosil-eritritol (4 3%), a-glucosil-eritritol (3 8%) e 
em menores quantidades - glicerol (3%), eritritol (6%), nigerose 
(3%) e um oligossacarídeo de peso molecular mais elevado (possi 
velmente nigerotriosil-eritritol) (5%). Assim»calcularam a pro­
porção das ligações (1 -*■ 3 ) e (1 4 ) em 5 7 :4 3 .

Face a esses resultados, concluiu-se que a estrutura
" >*• <da isoliquenana apresentava sequencias de um ou dois resíduos de

glucose unidos por ligações a-d + 3 ), alternados por resíduos 
de glucose unidos por ligações o-d -*■ 4 ). Todavia, a relação mo­
lar de ligações (1 -*■ 3 ) e (1 + 4 ) presente na isoliquenana perma
necia duvidosa até que, em 1984, GORIN e IAC0MINI (34), empregan

*13 <do a espectroscopia de C-n.m.r. ao analisar os polissacarídeos
de C. lyjJ.and.lca, bem como o utnca, obtiveram de ambas, isoli- 
quenanas que apresentaram espectro com sinais para C-3 (6 8 2 , 1 e 
81,9) e C-4 ( <5 79,3) substituídos, numa relação molar de 66:34, 
indicando uma proporção superior de resíduos de glucose substi­
tuídos em C-3, ao contrário de 60% (18;, 55% (74) e 57% (27),
em que não havia sido empregado esse recurso para a química de 
carboidrato, sugerindo uma estrutura com duas ligações consecu­
tivas a —(1 3 ), alternada por uma ligação a - d  -*■ 4 ) isolada (eŝ
trutura II), embora uma outra estrutura com sequencia alternada 
de ligações a-d 3 ) e à — (i -*■ 4 ) também ocorresse ao longo do 
polímero.

-ce—D—GlC/?— (1 + 3)-ct-JQ-GlC/?-(1 '+ 3 )-0t-D-GlC/?-(1 + 4)~

(II)
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Objetivando isolar outros componentes carboidratados de 
C. 14-lan.d.i.ca, além dos já conhecidos, CHANDA et alli (18), atra­
vés dos processos de extração e fracionamento descri­

*tos, separaram a liquenana da isoliquenana. Esta ul­
tima, apresentava-se constituída principalmente por glucose, mas 
pequenas quantidades de galactose, manose e uma pentose, estavam 
presentes. Tratando este polissacarídeo com solução de Fehling, 
os autores obtiveram uma isoliquenana mais pura, segundo sua ro­
tação específica, entretanto, traços de galactose e manose ainda 
permaneciam. Observações semelhantes já haviam sido feitas por 
KARRER e JOOS, em 1924 (54), os quais, ao isolar a liquenana da 
C. i-óiandica, por resfriamento do seu extrato aquoso quente e 
tratamento do sobrenadante com solução de Fehling, obtiveram um 
complexo cúprico insolúvel, o qual, após decomposição por ação 
do ácido acético diluído, forneceu um polissacarídeo formado por 
glucose, galactose e manose, com relação molar 4 4 :3 5 :2 1 ,indican­
do uma co-precipitação de um heteropolissacarídeo contendo mano­
se galactose, como complexos cúpricos, juntamente com uma lique­
nana residual.

Em 1933, BUSTON e CHAMBERS (17), empregando o processo 
de extração aquosa quente, em C. i^iandica seguido por extração 
a frio com solução aquosa de hidróxido de sódio a 4% e posterior 
mente a quente, isolaram do resíduo liquênico uma fração chamada 
hemicelulose,constituída particularmente por manose e galactose, 
bem como ácido urônico (galacturônico). É oportuno ressaltar que 
o termo "hemicelulose" utilizado por BUSTON e CHAMBERS como sig­
nificado de substâncias resistentes à extração com água, mas so­
lúvel em álcali diluído, deveria ser uma definição incorreta, u­
ma vez que as hemiceluloses não poderiam ser definidas unicamen­
te por suas propriedades de solubilidade.

Em 1943, GRANISCHSTADTEN e PERCIVAL ( 41 ), submetendo 
também, o líquen C. i^iandica à extração aquosa e alcalina, nas 
mesmas condições descritas por BUSTON e CHAMBERS não obtiveram 
resultados similares,cano confirmação daquela propriedade atri 
buída às hemiceluloses, uma vez que o tratamento posterior do ex 
trato alcalino com solução de Fehling forneceu um complexo cúpri 
co insolúvel,o qual, após decomposição por ácido diluído, forne­
ceu uma mistura de polissacarídeos constituída de glucose (89%), 
galactose (7%), manose (3%) e um ácido urõnico (5%). Esta eleva-
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da concentração de glucose no extrato alcalino mostrou uma dife­
rença significativa em comparação ao extrato alcalino obtido por 
BUSTON e CHAMBERS (17), no qual a glucose se mostrou ausente, 
tendo sido revelada apenas no resíduo celulósico após extração e 
xaustiva com solução aquosa de hidróxido de sódio a 17%, quando 
pelo menos 80% desse resíduo forneceu glucose. Estes resultados 
discordam ainda daqueles relatados por ULANDER e TOLLENS (94) ,
que em 1906 haviam relatado a presença de manose e galactose no 
resíduo liquênico de C. t/iiandtca, C. Aan.g.tf.eAtna, f elti.§.eAa aph- 
tkoóa e outras espécies, bem como quantidade significativa de glu 
cose, após a remoção de liquenana por extração aquosa quente, ob 
servação esta também confirmada por HESSE em 1916, segundo BUS­
TON e CHAMBERS ( 17) .

GRANICHSTADTEN e PERCIVAL (41), baseados nos dados de 
metilação foram os primeiros a encontrar uma possível estrutura 
de um heteropolímero de CetAaAla t^tandtca, embora o mesmo não 
tenha sido isolàdo no estado puro, uma vez que a glucose obtida 
do extrato alcalino certamente era oriunda da liquenana residual 
parcialmente extraída por água quente. Foi demonstrado por aque­
les autores a presença do derivado metilado 2,3,4,6-tetra-0-me- 
tii-D-galactose, indicando que aquele polissacarídeo era ramifi­
cado, com unidades terminais não redutoras de D-galactopiranose, 
enquanto que, os polissacarídeos isolados daquele líquen, eram 
todos lineares.

Além dos intensos trabalhos dirigidos para a determina­
ção da estrutura química dos componentes de Ce.tn.aAla l̂ landlca, as 
atenções dos pesquisadores se voltaram também para outros liquens. 
ASPINALL et alii ( 7 ), em 1955, trabalhando com o líquen Ctado- 
nía alpe^íAl*, submeteram-no a uma extração com solução aquosa 
de hidróxido de potássio a frio, e posteriormente o fracionaram 
via precipitação com solução de Fehling. Através desse processo, 
obtiveram uma mistura de polissacarídeo extremamente ramificado; 
o inicialmente precipitado com etanol continha glucose (51,4%), 
galactose (12,6%) e manose (34,2%), enquanto que, a fração cor­
respondente ao complexo cúprico apresentou a composição: glucose 
(28,2%), galactose (15,2%) e manose (49,8%), mostrando que, embo 
ra reproduzível, não era um polissacarídeo homogêneo. Os dados 
de metilação desse material mpstraram que a maioria dos resí­
duos de D-galactose ocupavam as posições terminais, bem como uma
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pequena quantidade dos resíduos de D-glucose e D-manose, ao pas­
so que a cadeia principal da estrutura molecular era constituída 
especialmente por resíduos de D-glucose e D-manose. 0 fato desse 
líquen conter mais que 90% de carboidrato, aumentou o interesse 
pelo seu estudo, supondo-se que ele pudesse servir como uma exce 
lente fonte de alimento para as renas norueguesas. Surgiu daí o 
nome vulgar de "reindeer moss" relatado por HAUAN e KJOLBERG 
(44).

LINDBERG e McPHERSON (61 ), em 1954, acreditando na pre 
sença de um polissacarídeo com unidades galactofuranosídicas no 
líquen Umbi.llc.an.la pu.4 tu.lata, face à ocorrência da umbilicina- 
um glicosídeo (galactofuranosídeo de D-arabinitol) - já detecta­
do naquele líquen, embora não tivessem sido premiados nas tenta­
tivas de seu isolamento, encontraram, contudo, uma glucopiranana 
linear com ligações B-0 -► 6) e rotação específica-38°, que segundo
SHIBATA et alii (82), veio confirmar este achado, então anuncia­
do por DRAKE em 1943 (83) de que o havia isolado daquele mesmo 
líquen, bem como de Umbltlcanta ktn.4uta. Este polímero foi tam­
bém isolado dos liquens Çyn.opkona e.4cute.nta e La^attta paputo^a, 
em 1968, por SHIBATA et alii (83), que apresentou ao infra-verme 
lho, bandas de absorção de éster em 1735 e 1250 cm-1 para as glu 
canas destes liquens, ao passo que, as pustulanas isoladas de U. 
pu4tulata e U. ktn4uta, por DRAKE, em 1943, não apresentaram es­
pectros de absorção nestas regiões.

NISHIKAWA et alii, em 1970 (69), determinaram a estru­
tura dos polissacarídeos isolados dos liquens Umblttcanla anyuta 
ta, U. can.ottn.tana e U. poty.pky.tta, sendo que de todos estes, e­
les isolaram glucanas tipo pustulana 0-acetiladas, que lembram a 
quelas da Ç. e-scutenta e L. paputo^a, isoladas por SHIBATA et 
alii (83), em que cerca de 10% das unidades de glucose carregam 
grupos 0-acetil na posição 3.

Face a essas observações, pensou-se numa possível cor­
relação entre a estruturação polissacarídica dos liquens e sua 
posição taxonõmica, uma vez que as pustulanas parcialmente acila 
das foram encontradas em três gêneros: Çyn.opkon.a, La^attlae Um-
bltlcanta, da família Gyrophoraceae,o que foi confirmado em 1974 
por NISHIKAWA et alii (71) ao isolar glucana dessa natureza em 
outra espécie do gênero La4attta - L., pe.n4ytvanla. Em contrapar­
tida, as pustulanas isoladas de U. pu^tutata e U. hln.4uta por
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DRAKE, segundo SHIBATA (83), não eram aciladas.
Quanto à natureza acidica de certos polissacarídeos li_ 

quênicos, em 1969, MICOVIC et alii (68), provavelmente foram tam 
bem os primeiros a isolar um heteropolissacarídeo puro dessa na­
tureza, ao submeter o líquen Cvenruia pn.un.a4 tni. a uma extração com 
solução aquosa de hidróxido de sódio, a frio, seguido de purifi­
cação por precipitação com hidróxido de ;bário;solução de Fehling 
e solução de iodo, cuja estrutura identificada apresentou D-ga- 
lactose (36%), D-manose (54%) e ácido D-galacturônico O0%).Pe 
la análise de metilação, verificou-se que esse polissacarídeo e­
ra abundantemente ramificado, com unidades terminais não reduto­
ras de galactopiranosil, manopiranosil e ácido D-galacturônico a 
presentando ainda unidades de manopiranosil 2-0; 2,6-di-0; 3,6-
di-0- e 2,3-6-tri-O-substituídas, sendo que a tri-O-substituição 
foi um achado inédito, uma vez que fora então observado pela pri 
meira vez como constituinte destes polissacarídeos. Na oportuni­
dade, foi ainda esclarecido pelos dados de espectroscopia de in­
fra-vermelho e hidrólise enzimática, que os resíduos de galacto­
se apresentavam-se com a configuração beta, ao passo que os de 
manose apresentavam-se com predominância a configuração alfa.

Posteriormente, TAKEDA et>alii (91),estudando o líquen 
E. p/iuna.4t/ii, obtiveram três polissacarídeos com estruturas dife 
rentes, os quais foram isolados via processo repetitivo de conge 
lamento e degelo, do seu extrato aquoso quente, em que foi fra­
cionada uma a-D-glucana com rotação específica +200°, apresen­
tando ligações (1 + 3) e (1 -*-4) numa relação molar 4:1 e uma ou
tra fração polissacarídica solúvel em água fria, a qual foi por 
sua vez purificada por precipitação com solução de hidróxido de 
cetiltrimetilamônio, fornecendo um componente insolúvel neste 
reagente, identificado como e-glucana com ligações (1+ 3 )  e 
(1 + 4) com relação molar 3:1 e rotação específica +12° e ainda 
uma fração solúvel, constituída por um polissacarídeo apresentan 
do ligàções (1 +3) e (1 + 40 com relação molar 3:2 e rotação es 
pecífica +164°, característica de a-D-glucopiranosídeo. Ainda nes­
te trabalho, em 1972, TAKEDA et alii (91), investigando os compo 
nentes químicos de AcA.04cy.phu4 4phaeA0ph0n.0i.dc4, verificaram que o mesmo 
apresentava uma glucana linear com bandas de absorção ao infra-1 r\vermelho de 845 cm~ e rotação específica +176 , na qual apare­
cia também ligações a-(1 -*• 6) na molécula, além daquelas a-
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(1 +3) e a-(1 +4), já caracterizadas nos outros liquens. Quan­
to aos demais liquens objeto deste trabalho: ALectoALa 4ulcata e 
A. 4 aAm.en.t0 4a, os mesmos apresentaram um polímero com ligações 
e-(l + 3) e a-(l 4) e rotação específica +18° e outro a-(l 3) 
e ou(i 4) com +272°, identificados como liquenana e isoliquena 
na, respectivamente, semelhantes àqueles da CetAaAta L4 tandLca.

TAKARASHI et alii, em 1974 (87), estudando sete espé­
cies de liquens da família Stictaceae, com objetivo de determi­
nar os seus constituintes em açúcares. Os polissacarídeos obti­
dos eram constituídos por rhamnose, manose, arabinose, galactose 
xilose, glucose e glucosamina, com rotação específica que variou
de +28° a +49°, com bandas de absorção nas faixas de 877 cm- a 

1890 cm ao infra-vermelho, levando estes pesquisadores a suge­
rir mais uma vez a correlação da estrutura química dos liquens , 
com sua posição toxonõmica. Por outro lado, estes autores,traba­
lhando mais especificamente com uma fração do líquen LobaAta o- 
AtentalL4, daquele grupo, obtiveram pelo menos dois glicopeptí- 
deos, os quais foram as primeiras amostras dessa classe de hete- 
ropolímero a ser detectadas com atividade anti-tumorígena; . Um 
desses heteropolímeros, submetido a fracionamento por Sephadex
G-200, forneceu três componentes com composição semelhantes as

~ -1 mencionadas acima; com bandas de absorçao 875 a 895 cm ; compo­
sição em açúcares bastante semelhantes e rotação específica de 
+28° a +50° indicando predominância de e-D-configuração na molé­
cula. Estes resultados também levaram os autores a destaca - los 
como um novo ponto quimiotaxonSmico, ao ressaltar ainda,como pre 
cedente, o encontro por eles mesmos de glicopeptídeos semelhan­
tes, em liquens de Cladoniaceae.

Em 1973, NISHIKAWA et alii (70), ao estudar oito espé­
cies de liquens, inclusive C. L/ilan.di.ca pela análise de cromato 
grafia líquido-gasosa do material obtido por extração a quente 
com metanol-água, verificaram a predominância de arabinitol so­
bre manitol, destacando ainda a presença de dissacarídeos, além 
dos monossacarídeos,já vistos como uma constância nos liquens. É 
oportuno ressaltar que já em 1953 LINDBERG et alii (62), traba­
lhando com sessenta espécies de liquens, através extração com é­
ter e posteriormente com acetona, verificaram a presença marcan­
te de D-manitol em todas e arabinitol em cerca de 90% delas.

Em 1985, GORIN e IACOMINI (35), trabalhando com seis
* * * * *especies de liquens,através da analise do extrato metanol- agua,
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verificaram a presença de arabinitol e manitol em todas as esp£ 
cies, sendo que o primeiro, em maior quantidade. Observação i­
dêntica foi também relatada em 1985 por IACOMINI et alii ao 
trabalhar com o extrato metanol-água de três espécies de liquens 
do gênero Ciadonia, confirmando assim, os resultados obtidos por 
NISHIKAWA.

Em 1974, NISHIKAWA et alii (71), trabalhando com seis 
espécies de liquens, dentre as quaisiy quatro do gênero Ciadonia;
C. cnÍ4pa; C. mitÍ4; C, nang.if.cn.ina e C. 4qu.am.04a, revelaram a

/ / /-presença de heteropolissacarideo complexo solúvel em agua fria,
constituído principalmente por manose e galactose e predominân­
cia de glucose, bem como pequena quantidade de o-_D-glucanas, in-

/ / / Qsolúveis em agua fria, com rotaçao especifica variando de + 215 
a + 245°, em (1 M NaOH), a exemplo das glucanas tipo-nigerana 
apresentando ligações (1+3) e (l -> 4), alternadas. Os hetero-
polímeros isolados dos quatro liquens do gênero Ciadonia apre­
sentaram constituição bastante semelhante, em glucose,galactose, 
manose, bem como em relação aos de menores quantidades - arabino 
se, xilose e ramnose. Os dados de rotação específica e de infra­
vermelho também se apresentaram bastante semelhantes. Esses re­
sultados sugeriram que tais polímeros deveriam ocorrer sistemati_ 
camente como principais componentes carboidratados nos liquens 
do gênero Ciadonia . Um outro líquen também estudado neste tra­
balho - Ü4nea nubcn4ccn4, apresentou uma a-D-glucana, linear com 
rotação específica + 21°, em (1KM NaOH), insolúvel em água, com 
ligações (1 -"3) e (1 -*-4), numa relação molar de 3:7, a qual
foi identificada com a liquenana da Cctn.an.ia Í4Íandica ( + 18°) 
que, juntamente com a presença de uma isoliquenana (+ 272°), em
menor quantidade, levou os autores a concluir também que uma pe­. * quena quantidade de isoliquenana co-existe com a liquenana em muitos liquens.

A idéia de uma relação quimiotaxonêmica dos liquens le 
vou LEWIS e SMITH, em 1967 (59), a estudar o metabolismo de car-
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boidratos de liquens, verificando que o carboidrato transferido 
como nutriente do ficobionte ao micobionte, depende do gênero da 
alga. Com este trabalho, concluiram que em cinco liquens de gene 
ros diferentes de cloroficeas (algas verdes), os carboidratos for 
mados na fotossintese eram transferidos ao fungo como polióis ri 
bitol em T/iebouxi.a, 'My.simeci.a e Coccomy.xa‘, eritritol em TAe.nts.fio-
lía e sorbitol em Hy.a-Lococcu<j. Em outros liquens, nos quais os
ficobiontes são cianoficicias, como No4toc,Co-loth./iÁ.x e Scy.tone- 
ma, a glucose é o carboidrato reduzido pela alga. Através de téc 
nicas utilizando carbono radioativo, estes autores estudaram o 
metabolismo simbionte separadamente e descrobriram que a D-gluco 
se formada no ficobionte No^toc é transferida ao fungo e conver­
tida em D-manitol, ao passo que, o ribitol formado na alga verde 
T^iebouxla, é transformada em D-manitol e D-arabinitol, no fungo, 
segundo RICHARDSON et alii, em 1967 e 1968 (76, 77).

Com relação ainda a essas recombinações metabólicas en 
tre micobionte e ficobionte, TAKAHASHI et alii(88) 1979, com 
pararam os polissacarideos de micobiontes e ficobiontes, separa­
damente, dos liquens do gênero Cladoni.a,fa^ime-ila e HamaZincc, com
os polissacarideos solúveis em água, caracteristicos destes li­
quens intactos. Micobiontes e ficobiontes desses liquens foram então iso­
lados e cultivados separadamente, em meios de cultura especifi-

< " -cos e em seguida foram extraídos, sequencialmente, com eter e e-
tanol a 80% para remoção dos componentes lipofilicos e finalmen 
te com água para extração dos polissacarideos, os quais foram 
precipitados em excesso de etanol e por último submetidos ao pro 
cesso de congelamento e degelo, fornecendo duas frações: uma so­
lúvel e outra insolúvel em água fria, as quais pelas análises 
demonstraram que os polissacarideos de micobiontes eram muito se 
melhantes àqueles dos liquens intactos, ao contrário dos polissa 
carideos de ficobiontes que tinham caracteristicas diferentes. Fa 
ce a essas conclusões, sugeriram os autores que os polissacari - 
deos solúveis em água eram principalmente produzidos pelos mico­
biontes.

Mais recentemente, com auxilio constante da espectros- 
copia de C-n.m.r., o estudo estrutural dos polissacarideos,bem 
como de outros componentes, passou a contar com mais esse podero
so recurso. Y0K0TA. et alii, em 1979 (104), utilizando-se da espec

13 ~troscopia de C-n.m.r. puderam determinar as proporçoes relati-
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vas das ligações existentes em homo-D-glucanas isoladas de seis 
espécies de liquens, demonstrando que a fanmeiia capenata conti+ 
nha uma a-D-glucana com ligações (1 +3) e (1 +4) numa relação
molar 1:1, enquanto que a Ce.tn.ania nich.and.4on.ii apresentava uma 
e_D-glucana e uma a-D-glucana com ligações (1 +3) e (1 + 4),nas 
proporções relativas de 3:7, 3:2, respectivamente, que a acros- 
cyphana obtida de Acno4cy.ph.u4 4phaenophonoide4 era uma a-D-gluca 
na, com ligações (1 -*• 3) e (1 +4) numa relação de 2:3 e que 
continha também 6% de ligações (1 + 6), confirmando e completando 
os dados obtidos anteriormente por TAKEDA et alii (90) em 1972, 
através de análise química, sem contudo determinar a proporção. 
Um polímero idêntico à acroscyphana, obtida do A. 4phaenophonoi- 
de4, foi também encontrado no Sphaenophonu4 gtobo4U4 , ambos da 
mesma família. Utilizando-se da análise por C-n.m.r., concluiu 
se que o polissacarídeo isolado de ?iiophonon acicuianÍ4 era i­
dêntico ao do Steneocauion yaponicum , que mostrou ser uma a- 
D-glucana com ligações (1 + 30 e (1 +4) com relação molar de 
2:1, ambos da família Stereocaulaceae. De posse de mais esses da 
dos, os autores concluiram por uma relação quimiotaxonêmica dos 
liquens.

0 estudo da estrutura química dos liquens e sua relação 
taxonomica na verdade teve seu início em 1906, quando ULANDER e 
TOLLENS (94), trabalhando com St. pa4chaie, detectaram apenas 
manose e galactose. Em trabalhos posteriores, em 1951, SVENNING- 
SEN, conforme descrevem HAUAN e KJOLBERG, em 1971 (4 4 ) mostrou
que a glucose também ocorria em grande quantidade nesse líquen. 
Ainda HAUAN e KJOLBERG, nesse mesmo trabalho, através de extra­
ção aquosa quente, purificação por congelamento e degelo e pos­
terior fracionamento dos seus componentes em coluna de.DEAE-celu 
lose, obtiveram da fração principal uma a-D-glucana com rotação 
específica + 233°, contendo ligações (1 + 3) e (1 + 4 ), numa re­
lação molar 1:2,5; contendo ainda ligações (1 +3) nos pontos de 
ramificação.

Em 1978, YOKOTA e SHIBATA (103), usando metodologia simi-x Mlar aquela empregada por HAUAN e KJOLBERG, obtiveram de St.^apo- 
nicum um polímero solúvel em água fria, identificado como a -D- 
homoglucana com rotação específica + 201°, o qual por análise de 
metilação e metanólise, mostrou ser uma glucana parcialmente ra­
mificada, contendo ligações (1 + 3) e (1 + 4 ) numa relação molar
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de cerca de 3:1. Entretanto, a degradação deSmith controlada des 
te polímero, acetilação e análise por espectrometria de massa 
dos produtos de degradação, evidenciaram a presença de um frag­
mento representado pelo a -nigerosil-eritritol peracetato, indi­
cando que a glucana era constituída por ligações (1 + 3) e (1+4),
porém numa relação molar de 2:1. o que veio a ser confirmado em

13 • •1979, com os dados do espectro de C-n.m.r., por YOKOTA et alii
(104).

Importante observação quanto a relação quimiotaxonõmica 
dos liquens vamos encontrar no trabalho de TAKAHASHI et alii 
(89), quando em 1981, estudaram os polissacarídeos de seis espé­
cies de Stesieocauton obtidos por extração aquosa quente, purifi­
cados por congelamento e degelo e finalmente fracionamento por 
coluna de DEAE-celulose - a mesma metodologia empregada por HAUAN 
e KJÍJlberg (44), no estudo de St. pa4 chate. Face aos resultados, 
estes autores dividiram as seis espécies em dois grupos, de acor 
do com a solubilidade de seus polissacarídeos, em água - um gru
po constituído por St. apontcum, St. 4 0Aed.ttf.eAum e St. exutum,
contendo <x-glucana com ligações (1 +3) e (1 + 4) na proporção 
de 3:1, característica de isoliquenana solúvel em água; outro 
constituído por St. ve4uvLanum , St. tomento4um e St. tnteAmedtum, 
caracterizados pela presença predominante de e-heteroglicano,con 
tendo D-manose, D-galactose e D-glucose. Esses resultados forne­
ceram uma importante orientação para futuras investigações qui- 
miotaxonômicas dos liquens da família SteAeocautaceae. Entre­
tanto BARON et alii ( 8 ), em 1988, trabalhando com o líquen St. 
Aamuto4um (coletado na Serra do Mar - estrada da Graciosa - PR, a 
900 metros de altitude, obtiveram uma e-D-glucana apresentando ape­
nas ligação (1 +3), o que a diferencia daquelas espécies estuda­
das por TAKAHASHI et alii (89). BARON obteve ainda desse líquen
uma a-D-glucana apresentando ligações (1 +3) e (1 +4) que por
sua disposição sequencial irregular no polímero, tambem a difere 
daquelas espécies estudadas por TAKAHASHI et alii (89).

GORIN e IAC0MINI, em 1984 (34), pesquisaram os polissa 
carídeos dos liquens C. t4tan.dtca e Ramattna u4nea, objetivando 
um estudo mais completo e comparativo entre as galactomananas 
desses liquens, uma vez que esses polímeros até então não haviam 
sido obtidos no estado puro de C. t4tandtca. Através dè< extração 
aquosa quente, purificação por congelamento e degelo e finalmen-
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te tratamento dos sobrenadantes por solução de Fehling,obtiveram 
galactomananas na forma de complexo cúprico insolúvel, bastante 
semelhantes estruturalmente, com cadeias principais formadas por 
unidades de a-D-manopiranosil unidas por ligações a-(1 + 6 ).

Ce.t/ian.La l^Landlca apresentou o polímero mais ramifica 
do, com cadeias laterais de a-D-Gal/j-í 1 + 2) e e-D-Gal/?-( 1 4)
ligadas à mesma unidade de a-D-manopiranosil, da cadeia princi­
pal (estrutura III).

a —D—G a 1̂ ,9

” 1 4
2

a-D-Man/?-(1 ■" 6 )-a-D-Man/?-( 1 *■ 6 )-
~ 4 ~+

1

B-D-Ga 1/7

(III)

'RamaLLn.a u^nea, por outro lado, apresentou uma galacto 
manana com apenas ramificações constituídas por grupos P-D-Galp- 
(1 + 4 ) ligados às unidades de a-D-manopiranosil da cadeia prin­
cipal, unidas por ligações (1 + 6 ) (estrutura IV).

(1 6 )-a-D-Man/o-( 1 + 6 )-a-D-Man/?-(1 -*■ 6)-
4
4
1

p —D—Galp

(IV)

Foi ainda observado que:̂  ao contrário de C. L^LandLea, 
o líquen 'k.û mea não continha p-D-glucana identificado como li- 
quenana, mas sim, úm polímero identificado como a-D-glucopirana- 
na, apresentando ligações (1 -*• 3 ) e (1 4 ) na relação molar de
3:1 (estrutura V):

a-D-Man/?-
4
:+
1

g —D—Gâl/7



14

a-D-GlC/?- (1 - 3 )—a—D-GlC/?-( 1 3 )-a-D-GlC/? - (1 -*■ 3 ) -a-D-GlC/J-(1 - 4)

(V)

GORIN e IACOMINI, em 1985 (35), estudaram seis espé­
cies de liquens comuns no Canadá tendo sido coletados na região 
central (Saskatchewan), exceto Le.tkan.la vulpina que foi coletada 
nas Montanhas Rochosas. 9anmella julcata; St. patckale; 9. apktko_ 
/ia;Letkanla vulpina; Actlnog.gna mueklenbeng.ll e Uvinea sp, dos 
quais, através extração aquosa quente seguida por extração aquo 
sa de hidróxido de potássio a 2%, nas mesmas condições, obtive­
ram polissacarídeos, cujas estruturas foram comparadas com as eŝ  
truturas dos polissacarídeos anteriormente obtidos desses liquens.
Os autores observaram que apenas 9. -dulcata continha galactomana 
na com estrutura idêntica a de C. Ivslandlea, mas pequena quantida 
de de glucana (tipo liquenana), estava presente.

Ao contrário, A. mueklenbeng.ll continha pequena quantî  
dade de galactomanana e grande quantidade de glucana, a 
qual formava complexo cúprico insolúvel quando tratado
com solução de Fehling, identificada como pu^tulana(insolúvel em 
água). Essa propriedade físico-química permitiu a separação da 
galactomanana, uma vez que esta é solúvel em água. GORIN e IACOW 
MINI verificaram ainda com este trabalho, que a diversidade es­
trutural das galactomananas depende dos substituintes sobre as 
unidades a-D-Man/?- (1 ■+ 6) da cadeia principal e que as cadeias
laterais ocorrem como monosubstituintes ao 0-2 ou 0-4, como di­

" < substituintes em 0-2 e 0-4 e ainda, frequentemente insubstituidas ,
concluindo por fim que oito tipos de substituição já foram reco­
nhecidas nas quais, e-D-Gal/? tem ligação do tipo (1 -*• 4), B-45-GaHf 
e a-D-Man^-d **• 2) '(35).

IACOMINI et alii (50), ainda em 1985, empregando os mo 
dernos recursos para análise de carboidratos, estudaram três es­
pécies de liquens do gênero Clndonla como C. conluia, C. amauno- 
cnaea e C. alpê tn-li, objetivando com isso comparar também os no­
vos resultados, com aqueles obtidos por ASPINALL et alii (7) de 
Cladonla alpevitnl*, estudado por eles em 1955. Pelo estudo com­
parativo dos resultados obtidos, os autores concluíram, que há s:L 
milaridade entre C. alpe^tnl* e C. confLuta , especialmente quanto 
a forma de crescimento. Não obstante possuirem habitat diferen-
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te, ambas contém ainda traços de nigerana. As galactomananas ob­
tidas pura, via seus complexos cúpricos insolúveis por tratamen­
to com solução de Fehling, não eram idênticas, mas eram relacio­
nadas com as cadeias principais de a-D-Man^-d -*• 6 ), substituídas 
em diferentes posições por grupos k-D-Galp e a-D-Man/> (estrutura 
VI). “ ~

a—D—Man/?
~ 1 

4­
2

—a—D—Man p— (1 -*• 6 )-
_ 4 .

+
1

B-D-Galp

(VI)

0 polissacarídeo de C. alpa/it/ii.* continha unidades con 
secutivas de a-D-Man/?-(1 + 2)0-6 substituídas por p-D-galactofu 
ranose (estrutura VII).

3—D—Galf 
1

6
a-D-Man/?- (1 + 2 ) -

(VII)

C. conjtusia apresentou uma galactomanana com ambas as 
formas - piranosídica e furanosídica. De C. am.au/ioc/iae.a também 
foi isolada uma a-D-glucana, com bom rendimento, bem como uma D- 
galacto-D-manana, na forma de complexo cúprico insolúvel. A pri­
meira foi identificada como pu^tu-Lana, insolúvel em água, o que 
permitiu sua separação da galactomanana, a qual tinha em tudo u­
ma estrutura semelhante àquelas de C. aípejt/il* e< C.corif.uAa, mas

1 ̂que, de acordo com o espectro de C-n.m.r., mostrou diferenças.
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Por outro lado, seguindo o método de ASPINALL et alii ( 7 ), o ex 
trato alcalino a quente, de C. a-Lpe-óinl^, tratado com solução de 
Fehling forneceu um conteúdo de manose (66%), galactose (24%) e 
glucose (9%), e, através da análise de metilação, pelo menos on­
ze alditois O-metil acetatos encontrados, indicam uma estrutura 
complexa muito diferente daquela D-galacto-D-manana obtida desse 
mesmo líquen por GORIN e IACOMINI, em 1984 (34). 0 líquen C., con 
fiuta também forneceu uma galactomanana que, purificada via seu 
complexo cúprico insolúvel, apresentou uma composição de mano­
se (63%), galactose (33%) e glucose (4%). Esse resultado, junta-

1 3mente com os do espectro de C-n.m.r., revelou ser uma galacto­
manana similar àquela encontrada em C. alpe^tnl-i , em que ambas 
contêm extremidades não redutora a-D-manopiranosil e resíduos 
manopiranosil substituídos em 0-6 e 0-2,6, indicando ser o polí­
mero constituído por a-D-Man£-(1 + 6) com substituição de Galp- 
(1 2). Com esses dados, os autores concluiram que os heteropo-
límeros desses liquens estudados, eram representados principal­
mente por galactomananas estruturalmente relacionadas pela pre­
sença de cadeia principal constituída por unidades de a-D-manopi^ 
ranosil com ligações (1 + 6), embora com algumas variações rela­
cionadas às ramificações laterais, representadas principalmente 
por unidades de galactose.

BARRETO-BERGTER e GORIN, em 1983 (11), descreveram uma
8-glucana com ligações (1 + 3) interceptadas por (1 -*• 6),altamen 
te ramificada, como típica de basidiomicetos e diferentes das 
a e B-glucanas de ascomicetos, que são lineares e com muito 
pouca ramificação.

Em 1987, IACOMINI et alii (51), em um trabalho pionei­
ro, estudaram os componentes polissacarídicos do líquen Cozia pa- 
vonla, em que a entidade simbiõntica é representada por um micos 
simbionte basidiomiceto. Os autores verificaram que seus compo­
nentes químicos formavam-se mais no micobionte que no fico 
bionte. Uma e-D-glucana e um heteropolímero complexo foi obtido. 
A B-D-glucana e altamente ramificada com 21% de extremidades não 
redutoras, contendo unidades e-D-glucopiranosil 3-0-, 6-0-, e 
3,6-di-O-substituídos, tendo cadeia principal formada por liga­
ções (1 -*• 3) e (1 -► 6). 0 heteropolissacarídeo continha princi­
palmente manose e xilose, tendo um núcleo contendo manose e uma 
cadeia principal com preponderância de resíduos a-D-manopirano -
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sil ligados (1 -*-3), dos quais (10%) eram não substituídos (es­
trutura VIII) enquanto que (10%) eram 4-0- (estrutura IX) e 
2,4-di-0-substituídos (10%) continham resíduos de fc-J^-xilopirano 
se (estrutura X).

-a-D-Manp-(1 -*■ 3)

(VIII)

(IX)

B-D-Xilp
~ 1 

+
4

- oe-D—Manp—(1 -*■ 3 )-
2

. +
1

B-D-Xilp

(X)

A presença de heteropolímero com a cadeia principal 
formada por unidades o-D-manopiranosil ligação (1 -*• 3); um dis- 
sacarídeo a,a-D-trealosê na quantidade de (4,4g%); o teor de pro 
teina (36%); atè então encontrado nos ascomicetos de (4 a 20%) e 
ainda com tirosina (10%), a qual nos ascomicetos foi encontrada 
com variação de (4 a 7%), revelou uma característica certamente 
peculiar aos basidiomicetos. Comparativamente com os resultados 
deste trabalho, IAC0MINI et alii (51) relatam a presença 
da planta (5eÂ.ag.i.n.ei.-ia le.pi.doph.y,J.la) f no Sudoeste Americano, que 
apresentando apenas um teor de (2%) em a,a-D-trealose, foi contu 
do sugerida como de interesse econômico. '

A expectativa frente ao estudo dos componentes quí­
micos dos liquens não se limita ao aspecto geral do enfoque de 
sua composição polissacarídica na relação taxonômica. Comparados 
a verdadeiros complexos laboratoriais, seus produtos podem repre

e-D-Xilp
1
4
4

-a-D-Manp-(1 + 3)-
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sentar grande fonte de compostos de ação farmacológica ou de va 
lor comercial.

É oportuno ressaltar ainda a pesquisa de FUJIKAWA 
et alii (29), que em 1957, trabalhando com 128 espécies de li­
quens, em experimentos sobre a ação germicida dos mesmos, desta­
caram a ação bactericida sobre Sancina lutea e ação fungicida 
sobre Candlda alblcan*, função que atribuiram aos ácidos liquên:L 
cos.

A partir do final da década de 60, as pesquisas se 
concentraram nos testes visando a ação antineoplásica dos compo­
nentes liquinicos, conforme relatam.WHISTLER et alii, 1976 (98), 
que muitos polissacarídeos, principalmente as glucanas já esta­
vam sendo testadas na regressão do Sarcoma-180, implantados em 
camundongos, como tratamento experimental alternativo, face à in 
satisfação com a quimioterapia até então empregada, a qual, des­
truindo totalmente as células cancerígenas, poderia causar tam­
bém a morte do paciente.

FUKUOKA et alii (30), em 1968, iniciaram testes com 
o mesmo objetivo usando preparações polissacarídicas isoladas de 
liquens, cujas frações polissacarídicas brutas foram inoculadas 
em ratos, previamente implantados subcutaneamente com Sarcoma - 
180. Esse tipo de experiência não havia sido até então registra­
do, segundo os autores, embora testes nesse sentido já tivesse 
sido experimentado, com derivados de plantas superiores, fungos, 
leveduras, bactérias e algas, em que mostraram a capacidade ini- 
bidora desses componentes sobre o Sarcoma-180. Trabalhando com 
dez amostras de camundongos implantados com o Sarcoma-180, os au 
tores obtiveram efetiva ação inibidora acima de 90% em 70% das a 
mostras (sete camundongos).

Dos liquens estudados, empregando-se extração aquo­
sa quente e precipitação em excesso de etanol - Çgnophona e-icu- 
lenta forneceu uma e-D-glucana com ligação (1 6), (pustulana)
parcialmente acetilada que inoculada apresentou uma relação ini­
bidora de 99,1%. A liquenana e isoliquenana isolada de C. Itlan- 
dlca variedade o/ilentall* apresentaram relação de inibição de 
100% e 99,6%, respectivamente. Um heteropolímero obtido de Ciado 
nla mltlo mostrou uma relação de inibição de 99,4%. Esta última 
foi estudada em grupo com outras oito espécies de liquens, sendo
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que, em algumas amostras destas, bem como das outras duas ( Q. 
eAcudenta e C. dAdanddca ), observou-se completa regressão dos 
tumores. Neste trabalho os autores ainda se reportam às observa­
ções de SHIBATA et. alii (82 ), ao verificarem o efeito inibidor so 
bre o Sarcoma-180, de extratos obtidos de< Basidiomicetos.

SHIBATA et alii (83), em 1968, utilizando uma B-glu 
cada ligada (1 6) (pustulana), isolada dos liquens Çgnopkona eA
cudenta e LaAaddda papudoAa, verificaram uma efetiva ação des­
ses polissacarídeos na inibição do Sarcoma-180, sendo que, o iso 
lado de ç.cacudenta na sua fração parcialmente acetilada, apre­
sentou uma atividade inibidora de 99,1%, enquanto que a fração 
principal de L. papudo a a apresentou uma atividade de 98,4%.

Em 1970, NISHIKAWA et alii (69), trabalhando com 
três espécies de liquens do gênero Umbdddcanda; U. ang.ud.ata; U. 
canodlndana e U. podgphgdda , obtiveram um polímero linear b- 
D-glucana ligada (1 + 6) (pustulana), com 10% das unidades de glu 
cose contendo grupos 0-acetil na posição-3 (0-3, substituído),so 
lúvel em água. Esse polissacarídeo, injetado intraperitonialmen- 
te, na forma de suspensão em água destilada, em camundongo im­
plantado subcutaneamente com Sarcoma-180 (forma sólida),observa­
ram notável efeito daquele polissacarídeo contra tais tumores.

Em 1972, TAKEDA et alii (91), trabalhando com os lí_ 
quens £v ennda, Ac.noAc.gph.uA e Ade.cton.da, isolaram, pela metodolo­
gia tradicional, de £. pnunaAtnd , uma e-D-glucana ligada(1 -*■ 3) 
e (1 +4) numa relação molar de 4:1, insolúvel em água e uma B- 
D-glucana ligada (1 -► 3) e (1 +4), numa relação molar de 3:1,so 
lúvel em água, segundo os autores; de A. AphaenophonoddeA isola­
ram uma a-D-glucana ligada (1 ->-3), (1 -*• 4) e (1 +6), solúvel 
em água, segundo os autores, e ainda um glicopeptídeo; de/iA. Audcata 
e A. AanmentoAa , isolaram (liquenana) e (isoliquenana). Inocula 
dos esses polissacarídeos 150 mg/kg em camundongos implantados com Sar­
coma-180, os autores observaram uma inibição que variou de 84 a 
100% e uma significativa regressão; apenas a isoliquenana de A. 
AanmentoAa , embora com inibição de 87%, nenhuma regressão pro­
duziu .

Em 1974, NISHIKAWA et alii (71), trabalhando com 
seis espécies de liquens dos gêneros LaAaddda, UAnea e Cdadonda, 
já citados anteriormente nas considerações estruturais, empregan
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do as pustulanas e liquenanas obtidas desses liquens, em ex­
perimentos sobre Sarcoma-180, implantado em camundongos,observa­
ram uma inibição variável de 67 a 100% em todas as amostras e re 
gressão de até 100% em alguns casos.

Ainda em 1974, TAKAHASHI et alii (87), pesquisando 
sete espécies de liquens da familia Stictaceae, isolaram polissa 
carideos e glicopeptídeos> qUe além de representar aspectos im­
portantes do ponto de vista quimiotaxonomicos, conforme descrito 
anteriormente, quando inoculados, por sua vez, em camundongos im 
plantados com Sarcoma-180, observaram significativa inibição do 
Sarcoma e razoável regressão.

Ao que se sabe, os polissacarideos atuam por uma a­
ção imunológica e quanto a isso, é importante destacar o traba­
lho de BISH0P e JENNINGS, de 1982 (14), em que relatam aspectos 
imunológicos dos polissacarideos componentes estruturais de bac­
térias, leveduras e fungos, nas doenças humanas, os quais são 
bastante similares estruturalmente aos encontrados nos liquens.

É oportuno ressaltar que nenhum trabalho nesse sen­
tido, foi encontrado até o presente, sobre polissacarideos de
Ramal-Lria eck̂ lon-L-L.

Em trabalho recente, de 1987, CZECZUGA e C0R0NA (21), 
relatam haver isolado 23 carotenoides de 12 espécies de liquens 
coletados na provincia de Corrientes - Argentina, dentre eles, 
Ramallna e.ck-íon.11, demonstrando o interesse dos pesquisadores pa 
ra outros aspectos da constituição quimica dos liquens.

Finalmente, com o estudo do liquen Rama-lina zcklo- 
ni.L, o isolamento e purificação de polissacarideo com nova compo 
sição estrutural, provavelmente servirá como subsídio, não só quan­
to aos estudos estruturais e quimiotaxonomicos, mas também como 
instrumento útil para o tratamento de tumores do tipo Sarcoma - 
180, conforme está sendo testado.



2 Ma t e r ia is e Métodos

2.1. LOCAL, DE COLETA E CARACTERÍSTICAS GERAIS DO LÍQUEN RamaUna. 
e-C-kl.om.LL (Spremg.) Mey. and Flot.

0 líquen 9am.aJ.Lna e.cklon.11 faz parte dos Ascol iquens, ca 
racterizando-se pelo seu aspecto arbustivo, fixado fortemente 
às árvores, em geral por um único talo achatado ou anguloso em 
forma de curto pecíolo que se alarga discretamente como uma bai­
nha rizínica. 0 cortex talino tem consistência de cartilagem. Os 
apotécios são biatorínicos e os esporos em geral fusiformes (95).

A classificação sistemática do líquen foi confirmada a­
través o envio da amostra ao Departamento de História Natural, 
Montevideo - Uruguai, na colaboração do Professor Hector S. OSÓ­
RIO, assim como ao National Museum of Natural History - Smith­
sonian Institution - Washington - USA, na colaboração do Dr. Ma­
son E. HALE.

0 líquen Ramallna ecklonll é bastante comum no Estado 
do Paraná e provavelmente em outras regiões do país, sendo encon 
trado às margens dos lagos e orla dos bosques, onde o ambiente é 
rico em umidade e ao mesmo tempo amplamente exposto à luz solar, 
tendo sido coletado, com a devida autorização da Secretaria do 
Meio Ambiente da Prefeitura - Setor de Parques e Jardins, nos 
Parques João Paulo II, são Lourenço, Barreirinha e em especial , 
no Parque Barigüi, Curitiba - PR.

2.2. TRATAMENTO PRÉVIO DO LÍQUEN ftamaLLn-a. ecJkJLotnuLL (Sprejig.)
Mey. and Flot.

Antes de ser submetido aos processos analíticos gerais, 
o líquen coletado passou por um processo de limpeza manual para
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retirada de musgos e outros liquens, após o que foi então lavado 
cuidadosamente em água corrente e seco à temperatura ambiente. Fî  
nalmente, foi pulverizado em moinho marca Willy sob malha ne 20, 
fornecendo 269,7g de líquen na forma de pó seco.

2.3. MÉTODOS AMALÍTICQS GERAIS

As evaporações foram efetuadas sob pressão reduzida, em 
evaporador rotatório modelo FISAT0M-802, em banho de água em tem

' Operaturas próximas de 40 C.
As medidas de pH foram determinadas em aparelho"IONALY- 

ZER" modelo 399, na temperatura ambiente.
As rotações específicas foram determinadas com o polarímetro 

automático "PERKIN-ELMER" modelo 141, a 25°C, em água,em concen­
trações de 0,1 a 0,5% e ou solução de hidróxido de sódio a 1% pa 
ra polímeros insolúveis.

As análises espectrofotométricas foram efetuadas em apa 
relo "COLEMAN JÚNIOR" modelo 6-A, na região do espectro visível.

As cromatografias líquido-gasosa (g.l.c.), foram reali­
zadas utilizando-se o cromatógrafo "VARIAN" modelo 2440, com de­
tector de ionização de chama, usando nitrogênio como gás de ar­
raste (37,5 mL/minuto) e temperaturas da câmara de injeção e do 
detector á 200°C e 250°C, respectivamente (4) e coluna de aço i­
noxidável (200 x 0,15 cm d.i.) revestida com OV-225.

Para determinação quantitativa dos acetatos de alditóis 
a temperatura empregada foi de 190°C, enquanto que os acetatos 
de alditóis parcialmente metilados foram determinados na tempera 
tura de 170°C, sendo seus tempos de retenção (T) relativos ao xi_ 
litol penta-O-acetato e do 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil- 
D-glucitol, respectivamente. A composição molar de cada compo­
nente analisado por g.l.c. foi calculada segundo o método de trjL 
angulação preconizado por SAWARDEKER et alii (79) e SNYDER e KIRK 
LAND (85).

Os espèctros de ressonância nuclear magnética de carbo-
13no 13 ( C-n.m.r.) foram obtidos pelo uso do espectrômetro Bru-

ker AM-360 WB, incorporado ao transformador de Fourier. Os polis 
sacarídeos insolúveis em água foram examinados como soluções em
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D20 contendo NaOD a 2%, enquanto que os polissacarídeos solúveis 
em água foram examinados como soluções em D20. Essas soluções 
(2 mL) foram colocadas em tubo de 200 mm de comprimento e :i 10 mm 
de diâmetros e mantidas a 33°C, para serem analisadas no espec- 
trometro, cujos deslocamentos químicos foram por fim corrigidos 
para temperatura de 70°C.

Os parâmetros espectrais empregados 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 quan­
tidade da amostra utilizada. Os deslocamentos químicos foram ex­
pressos em 6 (p.p.m.), relativos à ressonância do Me^Si (TMS) de 
terminada em experimento separado.

As liofilizações das soluções contendo os oligossacarí- 
deos ou polissacarídeos foram feitas no aparelho Virtis, modelo 
10-145 MR-BA.

As análises cromatográficas em papel (c.p.) foram efe­
tuadas em papel Whatman ns 1, com os sistemas de solventes: sis­
tema I - benzeno-n-butanol-piridina-água (1:5:3:3, v/v, fase su­
perior) e sistema II - n-butanol-etanol-água (2:1:1, v/v). A vi­
sualização dos açúcares foi efetuada com os reagentes de nitra­
to de prata alcalino (48,92) e cloridrato de para-anisidina (22) 
para açúcares redutores.

A migração dos produtos de degradação de Smith controla 
da da a-D- glucana foi relacionada à do 2-0-B-D-glucopiranosiL-p- eri tri 
tol (Rq e )» enquanto que a migração dos componentes extraídos com 
a mistura de solvente metanol-água 4:1 foi relacionada à da D- 
galactose

A determinação quantitativa de carboidratos totais foi 
realizada pelo método do fenol-ácido sulfúrico, descrito por DU­
BOIS et alii (24) e o complexo colorido resultante da conjugação 
do hidroximetilfurfural com o fenol, foi lido a 490 nm, no espec 
trofotõmetro Coleman Jr., usando-se como padrão a D-galactose 
na faixa de 10 a 100 ng/ensaio.

0 teste de homogeneidade foi realizado por gel-filtração 
em coluna de Sephadex G-100 para a a-D-glucana, eluída com solu­
ção de cloreto de sódio a 0,9% e Sepharose 4B-200 para a galacto 
manana, eluída com água destilada, de acordo com o método descri
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to por WHITAKER (100.).
A acetólise parcial foi levada a efeito com anidrido 

acético e ácido acético, em meio fortemente acidificado com áci­
do sulfurico, conforme o método de LEE e BALLOU (57) e ALLS0- 
BROOK et alii (5).

A composição química dos alditóis, oligossacarídeos e 
polissacarídeos foi determinada pelos seguintes procedimentos:

. Hidrólise ácida
As amostras analisadas (5 mg) foram tratadas com 2,0 mL 

de ácido trifluoracético (TFA), solução 2 M e mantidas em estufa 
a 100 C por 5 horas (5 0). Apos esse tempo de hidrólise, o exces­
so de TFA era removido por evaporações até secura, sendo a ope­
ração repetida por mais três vezes com água destilada. 0s resí­
duos foram dissolvidos em água e cromatografados em papel.

. Redução e acetilação dos produtos de Hidrólise ácida 
total

As misturas de açúcares hidrolisados foram reduzidas com 
boroidreto de sódio, segundo W0LFR0M & THOMPSON (101) à temperatu 
ra ambiente por um período de 16 horas, findo o qual, o excesso 
de boroidreto de sodio foi decomposto com acido acético 1 M e as 
soluções foram a seguir tratadas com resina Dowex 50 X 8 forma 
H+, que converteu o sal borato de spdio ainda existente, em áci­
do livre. Após filtração por papel, as soluções foram evaporadas 
à secura e o ácido bórico formado durante este tratamento foi e­
liminado, na forma de éster volátil borato de trimetila, por su­
cessivas co-destilações com metanol.

0s alditóis obtidos, foram submetidos à acetilação se­
gundo o método de W0LFR0M & THOMPSON (102) com uma mistura de ani_ 
drido acético-piridina, na proporção de 1:1 (v/v, 1,0 mL de ca­
da) , à temperatura ambiente durante 14 horas ou a 100°C por uma 
hora, após o que, o processo de acetilação era interrompido por 
adição de gêlo ao sistema reagente e os açúcares acetilados ex­
traídos com clorofórmio.

A piridina residual era finalmente eliminada do meio na 
forma de sal de piridõnio por sucessivos tratamentos com solu­
ção aquosa de sulfato de cobre a 2% e finalmente por água desti­
lada para eliminação do cobre remanescente. Após a evaporação do
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solvente (clorofórmio), os acetatos de alditóis obtidos, foram a 
nalisados por (g.l.c.), nas condições já descritas.

2.4. Isolammeinilto dos alditóis, ©ligossacarídeos e polissacarídeos 
do líqpem ftmaJLina. ecÀJLomJJL (Spremg.) Mey. and Flot.

0 líquen pó seco foi submetido a quatro processos fís_i 
co-químicos de extração.

2.4.1. Extração toenzeno-etanol

A deslipidificação prévia do material foi feita por tra 
tamento do líquen (244,7 g) com o solvente benzeno-etanol (9:1, 
v/v, 1,00 L), durante 4 horas, sob refluxo, à 80°C. 0 material
foi filtrado enquanto ainda quente e após evaporado à secura for_ 
neceu (2,49 g) de material o que corresponde a 1,01% do líquen o 
riginal.

2.4.2. Extração netamol-água

0 resíduo liquênico proveniente da extração benzeno-e­
tanol (238,65 g) foi tratado com a mistura extratora metanol - á­
gua (4:1, v/v, 1,20 L), durante 4 horas, sob refluxo, à 80°C e fll 
trado ainda quente.

0 resíduo da primeira extração foi ,submetido a uma se­
gunda extração nas mesmas condições anteriores. Os extratos foram 
reunidos e evaporados até pequeno volume e então deionizados pe­
las resinas Dowex 50 W x 8 (forma H+) e Dowex 2 x 8 (forma HSOg- ) 
para dessalificação, após o que foi novamente concentrado a volu­
me reduzido e liofilisado, fornecendo 35,45 g de material (Fra­
ção A ) .  Uma alíquota desta . foi submetida à c.p. (Sistema 
II), revelando grande' quantidade de arabinitol, razoável 
quantidade de manitol e discreta quantidade ... de 
um componente com mobilidade inferior, o qual não foi caracteriza 
do. Nenhum açúcar redutor foi visualizado quando este material foi 
tratado por cloridrato de.para-anisidina.

Em virtude da grande quantidade de arabinátol nesse ma­
terial, seguiu-se o fracionamento por coluna de carvão-celite e 
posteriormente de celulose, objetivando isolar os componentes de
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✓
presentes em pequenas quantidades, especialmente os oligossacari_ 
deos.

2.4.2.1. Fraciomaiment© dos alditois e ©ligossae&rjídeos p©r 
cronmat ografIa em coluna de carvão-eelite (1:1)

A amostra do material (6,0 g) (Fração A), extraída com 
a mistura de solvente metanol-água, foi aplicada a um funil deIIBuchner medindo (4 x 9,4 cm d.i.), de placa porosa (preparado 
como adaptação ao preconizado por WHISTLER & DURSO (96).

0 fracionamento foi realizado em três etapas: a primei_ 
ra com (4,50 L) de água destilada para eluição de alditóis, sendo 
a primeira fração coletada de (1,00 L) e as demais de (500 mL); a 
segunda com (2,40 L) de etanol-água a 30%, com o objetivo de eluir 
os oligossacarídeos, sendo as frações coletadas de (400 mL); e a 
terceira, com uma única fração de (400 mL) de etanol-água a 50% 
para eluição do restante dos componentes.

As frações foram concentradas a pequeno volume e retira 
das alíquotas para c.p. (Sistema I) e visualização com solução 
de AgN03 alcalino. -

As frações F1 a F7 foram eluídas com água; F8 a F13, fo 
ram eluídas com etanol-água a 30% a F14 foi eluída com etanol-á­
gua a 50%.

As frações F1 a F7 foram reunidas por apresentarem com 
ponentes sémelhantes por cromatografia em papel e após deioniza- 
ção com resinas catiõnicas e aniõnicas para dessalificação e ou poste 
riormente liofilisadas, forneceu 3,63 g de material - (Fração A^), 
a qual e formada principalmente por arabinitol e manitol.

As frações F8 a FIO também foram reunidas por apresenta 
rem componentes semelhantes, que após tratamento idêntico ao dado 
às frações anteriores, apresentaram um rendimento de 732 mg de ma 
terial - (Fração A£).

2.4.2.2. Fraciomanmemto dos alditóis e oligossacarídeos da 
fração-A_pela cromatografia em coluna de celulose

Uma coluna de vidro (58 x 3,0 cm d.i.) foi empacotada
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*com suspensão de celulose em acetona de acordo com a técnica des­
crita por WHISTLER e BeMILLER (97) e GARDELL (31). 0 pó de celulo 
se Whatman (Grau CF 11), previamente lavado e seco em estufa a 
50°C, foi suspenso em acetona e aplicada na coluna cromatográfica ̂ O
até a altura de 50 cm (volume de 353,43 cm ). 0 leito de celulose
foi lavado com três vezes o seu volume, em acetona (1,10 L) e a
seguir (600 mg da Fração ) foi aplicada, de forma que a altura
do leito de celulose alcançou 54 cm, elevando o volume do leito 

3 ~para (381 cm ). A eluiçao foi efetuada com a mistura de solventes 
acetona-água (7:1, v/v, 1,00 L) e (4:1, v/v, 1,00 L), em ambas, 
com frações coletadas de (100 mL); (3:1, v/v, 1,00 L) e (2:1,v/v, 
1,00 L), estas cpm frações coletadas de (300 mL).

Enquanto as frações eram eluídas, cromatografias descen 
dentes foram efetuadas no (Sistema II) e visualizadas com solução 
de AgN03 alcalino. Os produtos de hidrólise ácida foram analisados por 
g.l.c. (Fig. 1-A, B e C) (Tabela I).

2.4.3. Extração aquosa

0 líquen residual remanescente das extrações " benzeno- 
etanol" e "metanol-água" (203,2 g), foi posteriormente tratado 
com (1,20 L) de água a 100°C por 8 horas, sob refluxo. Findo esse 
tempo, o sistema foi filtrado ainda quente. Esse procedimento de 
extração foi repetido por mais quatro vezes. Os extratos foram 
sequencialmente concentrados a pequeno volume (cerca de 200 mL) e 
precipitados em excesso de etanol, sendo a seguir centrifugados 
(3.000 rpm, 20 min.). Este precipitado depois de solubilizado em 
água e liofilisado apresentou um rendimento de 91,4 g de material 
(Fração B). Cromatograf ia em papel (c.p.) (Sistema I), do precipi_ 
tado etanólico, hidrolisado com TFA 2 M por 5 horas, a 100°C, re­
velou principalmente glucose, manose e galactose. Essa amostra, a 
pós redução e acetilação, foi posteriormente analisada por g.l.c. 
(Fig. 2).

2.4.3.1. Separação dos polissacarideos do precipitado eta­
' eólico por coegelaimeeto e degelo

Uma aliquota do precipitado etànolico (85,0 g) foi so- 
lubilizada em 300 mL de água, aquecida a 100°C por 30 minutos, e 
a seguir submetida ao processo de congelamento e posterior degelo
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à temperatura ambiente, resultando na formação de um precipitado 
insolúvel em água fria, que foi separado dos componentes solúveis 
por centrifugação (10.000 rpm, 10 min. 4°C), segundo a metodolo­
gia de G0RIN & IACOMINI (34). Este precipitado por último forma­
do com o congelamento e degelo, foi submetido a esse procedimento 
de congelamento e degelo por várias vezes, até que o sobrenadante 
límpido não mais apresentasse polissacarídeo detectável pela rea­
ção do fenol-sulfúrico (24).

0 sobrenadante aquoso, após c.p. (Sistema I), do mate­
rial hidrolisado, mostrou ser constituído principalmente de gluco 
se e em menor proporção manose e galactose, essa amostra apos re­
dução e acetilação, foi analisada por g.l.c. (Fig. 3). Em razão 
disso, o material foi submetido ao processo de purificação por 
precipitação em solução de Fehling, conforme preconizado por G0- 
RIN & IACOMINI (35); JONES & STOODLEY (53).

2.4.3.2. Fraciomaimeinito dos poiissacarídeos do sobrenadante 
aquoso por precipitação com solução de Febling

A medida que se efetuava o processo de congelamento e
degelo, os sobrenadantes aquosos eram concentrados e reunidos. No
final dessa fase de purificação, o volume total do concentrado
(1,40 L), foi tratado com (2,80 L) da solução de Fehling (53). A­
' Opos repouso por uma noite a 4 C, verificou-se abundante precipita 

do, por sua vez separado por centrifugação (8.000 rpm, 10 min., 
4°C).

0 sobrenadante de Fehling foi neutralizado com ácido
acético glacial, em banho de gelo e posteriormente dialisado em 
*agua corrente por 72 horas* concentrado e deionizado pelas resi­
nas Dowex 50W x 8 (forma H+) e Dowex 2 x 8  (forma HC0g~). 0 mate­
rial, após liofilisação apresentou um rendimento de 58,5 g de ma­
terial (Fração B1), que por cromatografia em papel e análise por 
g.l.c. na forma de acetatos de alditóis, mostrou ser um homopolí- 
mero constituído por glucose.

Embora esse polímero se apresentasse aparentemente pu­
ro, foi ainda submetido ao processo de purificação por precipita-
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ção em Cetavlon, bem como a teste de homogeneidade em coluna de 
Sephadex G-100, a serem descritos adiante e tendo-se apresentado 
homogêneo, foi considerado próprio para estudos estruturais.

0 precipitado de Fehling foi lavado sucessivamente 
com solução de KOH a 2% e metanol (3 vezes cada), sendo centrifu­
gado em cada operação, nas mesmas condições que o sobrenadante.
0 complexo cúprico insolúvel foi decomposto por agitação numa su£ 
pensão aquosa de resina Dowex 50W x 8 (forma H+), por 20 minutos 
em agitador magnético, após o que foi filtrado e esgotado até rea 
ção negativa por fenol-ácido sulfúrico. Esse processo de precipi­
tação por solução de Fehling foi repetido por mais duas vezes, pa 
ra se obter completa purificação desta fração,que depois de liofi_ 
lizada, apresentou um rendimento de 4,8 g de material (Fração B^).

/ \ N / /Por c.p. (Sistema I) de uma amostra submetida a hidrólise acida 
total, revelou manose, gálactose e ârabinose, sendo então po£ 
teriormente analisada por g.l.c. na forma de seus acetatos de al- 
ditóis (Fig. 10-A).

Este componente apresentou rotaçao especifica + 60.

2.4.3.3. Fraciomamento dos pollssacarídeos purificados pe­
la solução de Febliug, por precipitação com Cetav 
lom (brometo de bexadeciltrimetilamouio).

2.4.3.3.1. Precipitado de Febliug

Embora o componente constituído pelo precipitado de Feh 
ling se apresentasse como uma galactomanana pura (Fig. 10-A), uma a 
líquota (500 mg) foi submetida a um outro fracionamento por precî  
pitação em sal de amónio quaternário (Cetavlon), conforme prescr£ 
ve SCOTT (80 ) ; DUARTE & J0NES (23 ) .

Em pH 7,0 não houve formação de precipitado.Entretanto, 
o sistema foi centrifugado para que se tivesse a certeza de tra­
balhar com o sobrenadante absolutamente límpido, o qual a seguir 
foi tratado com tampão borato a 3%, pH 8,5, verificando-se a for­
mação de um precipitado na forma de complexo polissacarídico bora 
tado com base quaternáriá. Esse composto foi descomplexado com so 
lução de ácido acético 2 M; A solução polissacarídica foi final­
mente tratada por excesso de etanol formando novo precipitado. Es



30

te procedimento foi repetido por mais duas vezes fornecendo 415 mg 
de material. Cromatografia em papel desta fração ( Sis­
tema I), bem como g.l.c. dos seus acetatos de alditóis, revelou 
um polímero com grau de pureza idêntico ao utilizado neste proces 
so de precipitação (Fig. 10-B).

Ao sobrenadante resultante da precipitação em pH 8,5 
foi adicionado solução de NaOH a 40%, elevando-se o pH até 12. A 
este pH verificou-se um discreto precipitado, o qual foi separado 
por centrifugação. Após tratamento semelhante àquele dado ao pre­
cipitado em pH 8,5, apresentou um rendimento de 48 gig de mate- / / / > . rial, que apos hidrólise acida total e c.p. (Sistema I), mostrou
ser heteropolímero constituindo por glucose e manose. Essa fração 
não foi estudada, bem como o sobrenadante final em virtude da pe­
quena quantidade.

2.4.3.3.2. Sobrenadante de Febling

Embora o sobrenadante de Fehling apresentasse um único 
componente, que por cromatografia em papel e pela análise por g. 
l.c. do seu componente na forma de acetato de Alditol, revelasse 
uma glucana aparentemente pura (Fig. 4), uma alíquota (500 mg)foi 
submetida a fracionamento por Cetavlon, nas mesmas condições cita 
das para o precipitado de Fehling.

Em pH 7,0 não houve precipitação, entretanto, o mate­
rial foi centrifugado para se ter a certeza de trabalhar com o so 
brenadante absolutamente límpido.

0 sobrenadante límpido foi tratado com tampão borato 
pH 8,5 nas mesmas condições já descritas para o precipitado de
Fehling, formando-se abundante precipitado, que ao final da opera
ção, , rendeu 478 mg de material. Por cromatografia
em papel e análise por g.l.c. do seu componente na forma de aceta
to de alditol, revelou ser uma glucana com grau de pureza muito
semelhante a já obtida anteriormente com a solução de Fehling.

2.4.3.4. Resídbuio liquênico após extração aquosa

0 resíduo liquênico resultante da extração aquosa, de­
pois de seco pesou (109,9 g). Este resíduo foi reservado para ex­
tração com KOH aquoso.
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2.4.3.5. Spbrenadante etamólico da extração aquosa

Esta fração após ser evaporada à secura apresentou um 
rendimento de 7,41 g de material, que não foi estudado neste tra­
balho .

2.4.3.6. Precipitado resultante do gelo e degelo

0 precipitado do gelo e degelo, correspondente ao compo 
nente insolúvel em água fria, apresentou um rendimento de 5,0 g 
de material, que por c.p. (Sistema I) e posterior g.l.c. dos seus 
componentes na forma de acetatos de alditóis mostrou ser constituí_ 
do por glucose, conforme mostra a Tabela II.

2.4.4. Extração alcalina

0 resíduo liquenico (109,9 g), resultante da extração a 
quosa, foi tratado com solução aquosa de hidróxido de potássio a 
2%, a 10Ò°C, durante uma hora, sob refluxo. Em seguida, filtrou- 
se ainda quente e o resíduo foi submetido a uma segunda extração, 
nas mesmas condições, após o que os extratos resultantes foram 
neutralizados com ácido acético concentrado, em cuba de gelo, eva 
porados a vácuo até pequeno volume e os polissacarídeos foram 
precipitados em excesso de etanol e finalmente separados por cen­
trifugação (3.000 rpm, 20 min.). 0 precipitado formado, depois 
de solubilizado em água e liofilizado, apresentou um rendimento 
de 14,4 g de material - (Fração C). Uma alíquota foi hidrolisada 
por TFA 2 M, cromatografada em papel (Sistema I), revelando mano- 
se, galactose, glucose e ramnose. Posteriormente foi analisada por 
g.l.c., na forma de seus respectivos acetatos de alditóis (Fig.
9-A), e (Tabela IV).

/ A / M0 residuo liquenico apos essas duas extrações, foi des­
cartado.

2.4.4.1. Separação dos polissacarídeos do precipitado eta- 
nólico por congelamento e degelo

0 precipitado etanólico da extração alcalina (14,4 g) 
foi solubilizado em água destilada e colocado em diálise contra 
água corrente por 48 horas, sendo a seguir concentrado a pequeno
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volume e então submetido ao processo de purificação por congela 
mento e degelo, nas condições já descritas para o precipitado eta 
nólico da extração aquosa, verificando-se a formação de precipita 
do, que foi centrifugado (10.000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C). 
Este processo foi repetido por várias vezes, sendo os precipita­
dos e sobrenadantes reunidos, separadamente.

0 precipitado, constituído pelo componente solúvel em á 
gua quente, mas insolúvel em água fria, após liofilisação forne­
ceu 1,8 g de material - (Fração C^). Uma alíquota foi hidrolisada 
com TFA 2 M por 5 horas a 100°C, cromatografada por papel (Siste­
ma I) e posteriormente analisada por g.l.c. na forma de seus ace- 
tatos de alditóis, revelando ser uma glucana-

130 espectro de C-n.m.r. revelou ser uma mistura de a< e B -gluca
na, embora apresente sinais em campo alto pàra C-l e outro em campo baixo (Fig. 
13).

0s sobrenadantes alcalinos foram reunidos e concentra­
dos a um volume de 400 mL. Uma alíquota desse material foi hidro­
lisada com TFA 2 M nas condições já descritas e por c.p. (Siste­
ma I), revelou ser constituída principalmente por manose, galacto 
se e glucose.

2.4.4.2. Fraciomaiieinito dos polissacarideos do sobrenadam te 
alcalino por precipitação com solução de Febling

0s polissacarideos constantes do sobrenadante, concen­
trados a um volume de (400 mL), foram tratados com solução de Feh 
ling (1,20 L) e finalmente centrifugados (8.000 rpm, 10 minutos, 
a 4°C) (53). Este procedimento foi repetido por mais duas vezes.
0s sobrenadantes foram reunidos, neutralizados, dialisados contra 
água corrente por 24 horas e concentrados conforme descrito na ex 
tração aquosa, fornecendo 1,42 g de material - (Fraçao Cg). Uma 
alíquota foi hidrolisada e por c.p. (Sistema I), revelou ser um 
heteropolissacarídeo constituído principalmente por manose, ga­
lactose e glucose.

0 precipitado de Fehling foi tratado conforme descrito 
para material idêntico obtido na extração aquosa e após liofilisa 
ção forneceu 9,1 g de material - (Fração Cg). A te.p. (Sistema I) 
revelou principalmente manose e galactose. Esta fração foi poste­
riormente analisada por g.l.c. (Fig. 9-B ) e Tabela III.
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~ ' oA rotaçao especifica + 57 , apresentada por este componente,
é compatível com galactomanana de liquens, conforme citado adian 
te.

Este polímero, embora se apresentasse aparentemente pu­
ro, foi submetido a fracionamento por Cetavlon (brometo de hexa- 
deciltrimetil-amonio), bem como a teste de homogeneidade química 
em coluna de Sepharose 4B-200, a serem descritos adiante, no que, 
tendo-se apresentado homogêneo, nas condições empregadas, foi con 
siderado próprio para estudos estruturais.

2 . 4 . 4 . 3 .  F raciom suneirrto  dos p o l i s s a c a r í d e o s  d o  p r e c i p i t a d o  

d e  F e f i l in g .  p o r  t r a t a m e n t o  com C e t a v lo n

Embora o componente constituído pelo precipitado de Feh 
ling se apresentasse como uma galactomanana aparentemente pura 
(Fig. 9-B ) uma alíquota (500 mg) foi submetida a outro fraciona- 
mente, por precipitação em "Cetavlon", conforme prescrevem SCOTT 
(80); DUARTE & JONES (23).

Em pH 7,0 houve turvaçio da solução que foi centrifugada 
(8.000 rpm, 10 min. a 20°C) e o precipitado insignificante, foi 
desprezado.

0 sobrenadante de pH 7,0 foi a seguir tratado com tam­
pão borato a 3% (pH 8,5), verificando-se à formação de abundante 
precipitado na forma de complexo polissacarídico boratado com ba­
se quaternária. Esse composto foi descomplexado com solução de á­
cido acético 2 M. A solução polissacarídica foi finalmente trata­
da por excesso de etanol, formando novo precipitado. Este procedji 
mento foi repetido por mais duas vezes, recuperando-se (460 mg) 
do material.

Ao sobrenadante resultante da precipitação em pH 8,5 foi 
adicionado solução de NaOH a 40%, elevando-se o pH até 12,no qual 
ocorreu então um discreto precipitado, que separado por centri­
fugação e liofilisação forneceu 35 mg de material.Cromatografia 
em papel (Sistema I) revelou ser este material representado por 
um heteropolímero constituído por manose, galactose e glucose.
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2.5. TESTES DE HQMQGEMEIBABE APLICADOS AOS POLISSACARÍBEOS OBTI­
DOS DAS EXTRAÇÕES AQUOSA E ALCALIMA

2.5.1. a-B-glucaea

Uma amostra (2 mg ) da glucana obtida por purificação com 
solução de Fehling e Cetavlon foi aplicada a uma coluna de Sepha- 
dex G-100 (50 x 2,1 cm d.i.), empacotada de acordo com WHITAKER 
(100) e eluída com solução de cloreto de sódio a 0,9%, na velocida 
de de escoamento de 32,5 mL/hora. Frações de 1 mL do eluato foram 
coletadas à temperatura ambiente e o açúcar total determinado pe­
lo método de DUBOIS et alii (24).

0 volume morto da coluna foi determinado pelo "blue dex 
tran", eluído com pico máximo em 57 mL.

2.5.2. Galactomauniainias da extração arjangs» e com M M  a 2%

Amostras das galactomananas (2 mg) foram dissolvidas em 
agua e aplicadas separadamente, em coluna de Sepharose 4B-200 (50 
x 2,1 cm d.i.), conforme o método de WHITAKER (100). As amostras fo 
ram eluídas com água destilada na velocidade de escoamento de 
13 mL/hora. Frações de 1 mL dos eluatos foram coletadas e o açú­
car total foi determinado pelo método de DUBOIS et alii (24). 0
volume morto da coluna foi determinado pelo "blue dextran", eluí­
do com pico máximo em 49 mL.

2.6. HIDRÓLISE ÁCIDA PARCIAL DAS GALACTOMAMAMAS DA EXTRAÇÃO COM
KOH A 2% AQUOSO E EXTRAÇÃO AQUOSA

A uma alíquota de cada amostra (100 mg) juntou-se (10 mL) 
de H2S04 0,16 M e os sistemas foram então mantidos em estufa a
100°C por 18 horas (34). Após esse tempo de hidrólise, as solu­
ções foram neutralizadas por carbonato de bário e filtradas. Os 
filtrados límpidos foram concentrados e deionizados pela resina 
Dowex 50W x 8 (forma H+) e novamente filtrados, concentrados a 
pequeno volume e finalmente submetidos à precipitação em excesso 
de etanol (5:1). Os precipitados foram separados por centrifugação 
(3.000 rpm, 20 min.), apresentando ò rendimento de (48 e 44 mg) ,
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respectivamente. Alíquotas dessas amostras foram tomadas e hidro- 
lizadas com TFA 2 M a 100°C.cromatografadas em papel (Sistema I) 
e posteriormente acetiladas e analisadas por g.l.c. (Tabelas II e 
IV). Outras alíquotas foram tomadas para rotação óptica.

2.7. ACETOLISE PARCIAL. DA GALACTOMAMAUA OBTIDA PELA EXTRAÇÃO COM 
KQH A 2% AQUOSO

Uma alíquota (150 mg) da (Fração Cg) foi tratada com u^
/ / /ma mistura reagente contendo (8 mL de anidrido acético, 8 mL de a

eido acético e 0,8 mL de HgSO^ concentrado) durante 96 horas, sob
agitação, na temperatura ambiente, conforme o preconizado por LEE
& BALLOU (57). Após esse tempo de reação, o material foi centrifu
gado para separar a fração por ventura não acetolisada.

A reação foi interrompida pela adição de gelo picado ao 
sobrenadante contendo o material acetolisado. Em seguida a solu­
ção foi neutralizada com bicarbonato de sódio.

A extração dos oligossacarídeos foi feita com clorofór­
mio (60 mL), em balão de separação, que após agitação suficiente, 
permaneceu por uma noite. Após esse tempo, a camada aquosa foi 
separada, repetindo-se a operação anterior com a fase clorofórmi- 
ca. Após essa segunda etapa, a camada clorofórmica foi desidrata­
da por adição de sulfato de sódio anidro, agitação e filtração
por algodão. 0 filtrado foi evaporado e liofilisado, fornecendo 
( 2 0 1 mg) de material, o qual foi desacetilado com a mistura rea­
gente (15 mL de clorofórmio para dissolução do material, 15 mL de 
metanol e 15 mL de metóxido de sódio), com agitação e repouso 
por uma hora. Por último, o pH foi corrigido para 7,0 com ácido 
acético, em banho de gelo, após o que foi evaporado a quase secu 
ra. Foi adicionado pequena quantidade de água e o material foi en 
tão deionizado por um pool de resina (catiónica e anónica), seguî  
do por filtração, evaporação e liofilisação, fornecendo (132 mg ) 
de material.

Cromatografia em papel sistema de (solvente-II) após 72 
horas de corrida e visualizada por AgNOg âmoniacal (22), revelou 
manchas RqAL 1,63, RqAL 1,0, RqAL 0,25.
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2.7.1. Fraclonnameirato dos oligossacarldeos acetolisados, 
por cromatografia preparativa em papel

0 produto da acetólise parcial (132 mg) foi submetido à 
cromatografia em papel Whatman ne 3, (Sistema II), por 72 horas e 
e visualisação, conforme descrito (22). A fração com RqAL 0,25 foi 
eluída em água, concentrada e liofilisada, fornecendo (19 mg).

Alíquotas desta fração foram retiradas para acetila- 
ção, bem como para metilação e análise por (g.l.c.).

2.8. OETERMIMÂÇ0ES DO C0MSUMO DE META-PERIODATO DE SODIO E PRO­
DUÇÃO DE ÁCIDO FQRMICO PELOS POLISSACARÍDEOS OBTIDOS DAS EX­
TRAÇÕES AQUOSA E ALCALIMA

Uma alíquota (50 mg) de cada amostra, a-D-glucana obti­
da da extração aquosa e da galactomanana da extração com KOH a 
2%, do líquen Ramaiin.a ec.k-Lon.-il , foi dissolvida em (10 mL) de 
água destilada e oxidada com solução de meta-periodato de sódio 
0,1 M (10 mL), durante 96 horas, em balão protegido contra a luz 
e mantido a uma temperatura próxima de 2°C, conforme prescreve 
HAY et alii (46) e DYER (25).

2.8.1. Consumo de meta-periodato de sódio

No decorrer da oxidação, alíquotas de (1 mL) das mistu­
ras em reação foram retiradas para determinação do consumo de pe- 
riodato. As titulações foram feitas com solução padronizada de 
tiossulfato de sódio 0 , 1  M, em meio fortemente ácido, usando co­
mo indicador gotas de solução aquosa de amido a 1 % (p/v).

0 cálculo do número de moles de periodato reduzido por 
mol de hexose anidra foi feito empregando-se a fórmula abaixo;

(B-A) x volume total da solução oxidante x M NagSgO^x 162
X = . ' —  ... — ■ "

2 x mL de alíquota titulada x g de amostra oxidada x 1.000

X = Numero de moles de periodato consumido por mol de hexose ani­
dra.
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B = Volume da solução de tiossulfato consumido na titulação do 
branco;

A = Volume da solução de tiossulfato consumido na titulação das 
alíquotas, nos diferentes intervalos de tempo.

M Na2S2C>2 - Molaridade da solução de tiossulfato de sódio x fator 
de correção.

162 = PM da hexose anidra, por unidade no polímero.

Com base no consumo de periodato, expresso em moles de 
meta-periodato de sódio consumido por mol de hexose anidra, em di_ 
ferentes intervalos de tempo, obteve-se gráficos, em que o valor 
real da quantidade de periodato necessária para a oxidação comple 
ta de cada polissacarídeo, foi obtido pela extrapolação da curva 
para o tempo zero.

2.8.2. Produção de ácido jfómmico

Ao final de cada oxidação com meta-periodato, alíquotas 
de 1 mL foram retiradas e tituladas com solução padronizada de hi_ 
dróxido de sódio 0,01 M, usando-se como indicador gotas de solu­
ção aquosa de fenolftaleína a 1%.

0 cálculo do número de moles de ácido fórmico liberado 
por mol de hexose anidra foi feito utilizando-se a fórmula abaixo:

(A - B) x volume total da solução oxidante x M NaOH x 162
Y = -------------------------------------- :----------------------

mL da alíquota titulada x g de amostra oxidada x 1.000

Y = Número de moles de ácido fórmico liberado por mol de hexose a
nidra;

A = Volume da solução de NaOH consumida na titulação das alíquotas 
coletadas no final dai oxidação;

B = Volume da solução de NaOH encontrada para a titulação do bran 
co;

M NaOH = Molaridade da solução de NaOH x fator de correção.

2.9. DEGRADAÇÃO COUTROLADA TIPO SHITH DA ot-D-GLUGANA

Uma amostra do polissacarídeo (250 mg) foi oxidada com
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* / \ ' meta-periodato de sodio 0,05 M (250 mL), durante 134 horas, a
temperatura próxima de 4°C e na ausência de luz. 0 excesso do a­
gente oxidante foi destruído pela adição de etileno-glicol(10 mL) 
e após 30 minutos na obscuridade, foi o sistema dialisado contra 
água corrente por 24 horas. 0 conteúdo não dialisado foi concen­
trado a pequeno volume e o polialdeido foi então reduzido comnbo- 
roidreto de sódio à temperatura ambiente, por 16 horas (34). A rê  
dução foi interrompida por adição de ácido acético 2 M, em banho 
de gelo até pH 6,5 e o material foi novamente dialisado por 72 ho 
ras contra água corrente.

A fração não dialisável foi concentrada a volume reduzi_ 
do (3 mL) e o poliol foi em seguida parcialmente hidrolisado em 
pH 2,0 (pH ajustato com solução de HgSO^ 3 M) e então mantido na 
estufa à 100°C por 40 minutos, segundo o método adotado por G0RIN 
& IACOMINI (34). Após a hidrólise ácida parcial, o meio foi neu­
tralizado com carbonato de bário, seguido por filtração em papel. 
0 filtrado límpido contendo os oligossacarídeos foi deionizado 
pelas resinas Dowex 50W x 8 (forma H+) e Dowex 2 x 8  (forma HCOg") 
e após filtração, foi concentrado a volume reduzido e liofilisado 
fornecendo um rendimento de 211 mg de material (Fração ^). Cro- 
matografia em papel (Sistema I) apresentou quatro componentes 
com R_,_ 1,58, 1,00, 0,66 e 0,37, reveladas por nitrato de prata 
alcalino e não visualizadas por cloridrato de para-anisidina, su­
gerindo o fracionamento desses componentes por coluna de celulo­
se .

2.10. FRACIOMAMEMTO DOS PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO COUTROLADA TIPO 
SMITH, DA a-D-GLUGAMA POR CROMATOGRAFIA EM GQMMA

A montagem da coluna de celulose, bem como a prepara­
ção e aplicação da amostra foi feita conforme descrito para o fra 
cionamento dos alditois e oligossacarídeos da fração Ag, obtida 
pela extração metanol-água 4:1.

Após o empacotamento da coluna e lavagem do leito de ce 
lulose (altura do leito 48 cm, com um volume de 339 cm ) com três 
vezes o volume total, com acetona,ufoi então aplicada a amostra
( 2 1 1 mg) com que a altura da coluna foi elevada para 52 cm, cor-

3respondendo a um volume de leito igual a 367 cm .
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A eluição foi realizada inicialmente com acetona - água 
(v/v), nas proporções de 9:1 (1,00 L); 7:1 (1,00 L); 4:1 (1,00 L) 
e 2:1 (1,00 L). As frações coletadas no volume de (200 mL)foram e 
vaporadas a pequeno volume para então serem cromatografadas em pa 
pel (Sistema I) e visualizadas com AgNO^ alcalino. Pela cromato- 
grafia em coluna de celulose esta fração, além de glicerol 
e eritritol, forneceu três componentes de maior peso molecular,
os quais foram eluídos com acetona-água 7:1, com Rç£ 1,00 (5 mg)

* / \ * ' por acetona-agua 4:1; com RçE de 0,66 (25 mg)e por acetona - agua
2:1, com RGE de 0,37 (70 mg).

Os componentes com RGE 1,0; RGE 0,66 e R^E 0,37, já ana 
lisados por cromatografia em papel, foram então acetilados e ana­
lisados por g.l.c. na forma de seus acetatos de alditóis e poste­
riormente metilados (45, 47, 56, 60) e analisados na forma de seus 
acetatos de alditóis parcialmente metilados (81).

2.11. METILAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS E OLKGOSSACARÍDEOS OBTIDOS DA 
EXTRAÇÃO AQUOSA E KOH 2% AQUOSO

2.11.1. Polissacarídeos obtidos da extração aquosa e KOH 2%

Uma amostra ( 1 0 0 mg) de cada polissacarídeo obtidos da 
extração aquosa (a-D-glucana) e da extração com KOH aquoso e mistura de
a e (B-g_-glucana e galactomanana), foi reduzida por boroidreto de sódio duran 
te 16 horas á temperatura ambiente, após o que foi neutralizada 
com ácido acético 2 M, em banho de gelo e colocada em diálise con 
tra água corrente por 24 horas.

As frações não dialisáveis dos polissacarídeos foram e­
vaporadas a quase secura e os produtos finalmente solubil.izados 
em 20 mL de solução aquosa de hidróxido de spdio a 3 3 ,3% (p/v),sob 
agitação magnética, após o que foram submetidos à metilação com 
sulfato de dimetila, em meio alcalino, segundo o processo descrjL 
to por HAWORTH (45); HIRST & PERCIVAL (47). Aos resíduos, manti­
dos em balões de metilação, então dissolvidos com 20 mL de solu­
ção aquosa de hidróxido de sódio a 33,3%, foram feitas 1 0  adições 
dê 1 mL de sulfato de dimetila, com intervalos de 20 minutos e 
mantidos sob agitação magnética à temperatura ambiente. Este pro­
cedimento foi repetido por mais dois dias consecutivos. A metila­
ção foi interrompida por aquecimento dos balões à 100°C, duran­
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te trinta minutos, para decomposição do excesso de sulfato de di- 
metila. Em seguida, os polissacarídeos foram resfriados em banho 
de gelo e neutralizados com ácido acético 2 M, dialisados contra 
água corrente durante 72 horas e por último, em água destilada du 
rante 36 horas. Após a diálise os polissacarídeos parcialmente m£ 
tilados foram liofilisados e submetidos a tratamento com óxido 
de prata e iodeto de metila, de acordo com o método de PURDIE (47) 
modificado por KUHN et alii (56).

Os polissacarídeos foram dissolvidos em 5 mL de dime- 
tilformamida e em seguida adicionou-se 2 mL de iodeto de metila , 
bem como 2 gramas de óxido de prata, sendo o sistema mantido na tem 
peratura ambiente sob agitação magnética e protegido da luz. 
Esse procedimento se repetiu por mais dois dias. Após 72 horas, o 
processo foi interrompido pela extração exaustiva dos polissacarí_ 
deos metilados, com clorofórmio e filtração por papel. Os filtra 
dos foram evaporados à secura e os polissacarídeos permetilados fo 
ram convertidos em acetatos de alditóis parcialmente mçtilados,co 
mo será descrito adiante.

2.11.2. 01igossacarídeos obtidos da degradarão de Smith 
da a-B-glucaea

Uma alíquota de cada componente obtido da coluna de ce 
lulose foi tomada nas seguintes proporções: componente de RGE
1,00, 4 mg; 0,66, 5 mg e R^E 0,37, 20 mg. Respeitadas as pro-
porcionalidades, estas amostras foram submetidas á metilação se­
gundo o método de PURDIE (47) modificado por KUHN et alii (56) t 
descrito no item anterior.

Os oligossacarídeos permetilados foram convertidos em a 
cetatos de alditóis parcialmente metilados, conforme descrito a­
baixo para os polissacarídeos.

j. f  -    ̂ / /2.12. AMALISE BOS PROBÜTOS BE HIBRQLISE ACIBA BOS PQLISSACARI- 
BEOS PEE—O—METILADOS, MA FORMA BE ACETATOS BE ALBITÓIS

Uma amostra de cada polissacarídeo metilado (10 mg) foi 
submetido à hidrólise de "Saeman" segundo ADAMS (2) por adição de 
0,5 mL de solução aquosa de ácido sulfúrico a 72% (p/v), selan-
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do-se os tubos, os quais foram então mantidos inicialmente em cu­
ba de gelo por uma hora, com agitação periódica. Após esse tempo, 
adicionou-se em cada tubo 4,5 mL de água destilada, tomando a con 
centração do ácido a 8% (0,5 M). 0 sistema foi mantido assim por 
18 horas em estufa a 100°C. 0 excesso de ácido sulfúrico foi eli­
minado com carbonato de bário, separado no final, por filtração.O 
filtrado límpido foi deionizado pela resina catiónica Dowex 50W

/ "t* \  ̂ 'x 8 (forma H ) e agitaçao constante por uma hora. Em seguida a no 
va filtração, o filtrado límpido foi evaporado a uma temperatura 
de 37°C, até pequeno volume, após o que foi tratado com boroidre 
to de sódio, na temperatura ambiente, por 16 horas. Findo esse 
tempo, os íons sódicos foram removidos por tratamento com a resi­
na Dowex 50W x 8 (forma H+) e o ácido bórico formado no processo, foi e­
liminado na forma de borato de metila, por sucessiva co-destila- 
ção com metanol. Finalmente os alditóis parcialmente metilados foram 
acetilados pela mistura anidrido acético e piridina 1 :1 , método já des­
crito anteriormente.

Os produtos, na forma de acetatos de alditóis parcial­
mente metilados, foram extraídos com clorofórmio e analisados por 
g.l.c. em coluna capilar revestida com OV-225, conforme métodos 
analíticos gerais.

2.13. AMÁLISE DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ÁCIDA DOS OLIGOSSACARÍ- 
DEOS METILADOS, MA FORMA DE ACETATOS DE ALDITÓIS

Os oligossacarídeos obtidos da a-D-glucana da extração 
aquosa, fracionados na coluna de celulose, após metilação de KUHN, 
foram hidrolisados e acetilados de acordo com o método descrito no 
item anterior e seus produtos, na forma de acetatos de alditóis 
parcialmente metilados, analisados por g.l.c.

2.14. DOSAGEM DE PROTEÍMAS E NITROGÊMIO TOTAL DOS POLISSACARÍDEOS 
DA EXTRAÇÃO AQUOSA E KOH 2%

Uma alíquota (10 mg) de cada amostra (a-D-glucana e ga- 
lactomananas da extração aquosa e KOH 2%) foram tomadas e o teor 
de proteínas e:nitrogênio total, determinado pelo Reagente de Fo- 
lin, de acordo com o método de LOWRY et alii (65), usando como pa 
drão albumina bovina.



3 Re s u l t a d o s e D iscussão

'RamaJ.ina eckionii é um líquen com micobionte ascomice- 
to, sobre o qual nenhum trabalho foi encontrado na literatura, 
quanto aos seus componentes carboidratados.

Este líquen foi coletado nos bosques da Região Metro­
politana de Curitiba - PR., especialmente no Parque Barigüi (or­
la do bosque e às margens do lago).

Após devidamente limpo,seco e reduzido a pó, 244,7 g do 
mesmo foram submetidas a quatro processos de extração (Esquema 
I).
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ESQUEMA I

PROCESSOS DE EXTRAÇÃO DOS COMPONENTES QUÍMICOS DO LÍQUEN 
fiamaJ..ina e.c.kloni.L (Spreng.) Mey. and Flot.

LÍQUEN PÓ SECO (244,7 g)
Benzeno-etanol 9:1 (y/v) 
sob refluxo, 4 h, 80 C 
filtração a quente

LÍQUEN DELIPIDIFICADO: (238,6 g)
Metanol-água 4:1 (v/v) 
sob refluxo, 4 h, 80 C 
filtração a quente 
(2 x)

LÍQUEN RESIDUAL1 (203,2 g)
.o,Agua, 8 h, 100VC 

(5 x) _
filtraçao a quente

EXTRATO METANOL-AQUOSO (35,45 g) 
I (A)

í--------------------------
Arabinitol

X
Manitol

LÍQUEN RESIDUALg (109,9 g)
KOH a 2%, 1 h, 100°C 
Filtração a quente 
(2 x)

EXTRATO ALCALINO _ 
Precipitação 
etanólica

PRECIPITADO (C)

EXTRATO AQUOSO
Precipitação
ètanólica

PRECIPITADO 
(B)

GELO/DEGELO

PRECIPITADO

IGELO/DEGELO
J _________

SOBRENADANTE PRECIPITADO 
(Tratfsol.Fehling)

(3 x)
PRECIPITADO

SOBRENADANTE 
(Trat. sol. Fehl ing) 

(3 x)
 I

PRECIPITADO SOBRENADANTE

V V
(Galactomanana) (o e (HHaucaia) (oca Ê-D-GliraTa) (Galactrrranena) (onD-GlucaTa)

9,1 g 1,8 g 5,0 g 4,8 g . 58,5 g
(3,71%) (0,73%) (2,19%) (2,30%) (25,70%)
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3.1. COMPOMENTES SOLÚWIS MO EXTRATO METAMOL-AQÜOSO

0 resíduo liquênico (238,6 g), proveniente da extração 
benzeno-etanol quente, um processo que removeu 1 ,01% de componentes a- 
polares, como graxas, gorduras, ácidos liquêndcos e compostosOca 
rotenoides, foi tratado com metanol contendo 20% de água (v/v),a 
quente, para extração de constituintes carboidratados de baixo 
peso molecular. 0 extrato metanol-aquoso resultante, após deio- 
nizado e liofilizado, forneceu 35,45 g de material, que corres­
pondeu a 14,4% do peso do líquen original.

Este extrato (Fração A), por c.p. (Sistema II), apre­
sentou principalmente arabinitol (Rqal 1»15), manitol (rq^l 1 .02) 
e dois outros componentes (rq^l 0,96 e 0,79), todos revelados 
por AgN03 e não Visualizados por cloridrato de /?-anisidina.

A análise por g.l.c. (Fig. 1-A), dos acetatos de poliois 
obtidos simplesmente por acetilação da Fração-A, confirmou a pr£ 
sença de arabinitol (87,88%) e manitol (12,11%), numa relação mo 
lar de 7:1* cujos tempos de retenção estão relacionados na Tabe­
la I. A tabela mostra ainda que os acetatos de poliois obtidos a 
pós redução e acetilação desta fração (Fig. 1-B), foram também 
representados por arabinitol e manitol nas mesmas proporções, 
ficando demonstrado, dessa forma, que esta fração não era cons­
tituída por monossacarídeos redutores livres, comprovado por cio 
ridrato de /?-anisidina, o que só foi evidenciado após hidrólise 
ácida e posterior análise dos acetatos de alditois, por g.l.c. 
(Fig. 1-C), a qual mostrou ainda que além dos alditois mencio­
nados, também foram evidenciados galactitol e glucitol, suge­
rindo a presença de um glicosídeoi e oligossacarídeo na Fração-A.

Na tentativa de isolar os componentes presentes em me­
nor quantidade, como glicosídeos e oligossacarídeos, conforme já 
relatado por BARON et alii (8 ), os quais trabalhando com o St. 
/lanutoAum., isolaram através do extrato metanol-água, o glicosí- 
deo umbilicina, bem como IACOMINI et alii (51), que através do mes­
mo procedimento isolaram de C. pavonta o oligossacarideo o-çx-D- 
trealose, procedeu-se o fracionamento por uma coluna de carvão 
celite. A um funil de Büçbner empacotado com carvão-celite (1:1) 
foi aplicado uma amostra (6 , 0 0 g) da Fração-A, a qual foi eluí-
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da com etanol-água (v/v) em proporções crescentes de etanol.
Por esta cromatografia de adsorção separou-se as fra­

ções constituídas por arabinitol e manitol (Fração com 3,60g) 
e frações contendo ainda altas concentrações de ambos, mas tam­
bém contendo os outros dois componentes já mencionados, (Fração 
A2 com 732 mg). -

Com o objetivo de separar os componentes da Fração-Ag , 
(600 mg) da mesma foram eluídas da coluna de celulose (31,97) com 
acetona-água e c.p. (Sistema II) das frações, eluidas com aceto- 
na-água 7:1 e 4:1, revelou principalmente arabinitol e manitol, 
bem como traços dos outros dois componentes, oligossacarídeos,an 
teriormente citados, eluídos com acetona-água 4:1, os quais não 
foram caracterizados estruturalmente devido a pequena quantidade. 
Entretanto, o componente de RqAl por c.p. (Sistema II) a­
presentou a mesma mobilidade observada para o glicosídeo umbili- 
cina, isolado de St. /lamulotum. (8) e por hidrólise ácida e g.l. 
c. dos seus componentes na forma de acetato de alditóis, apresen 
tou galactitol e arabinitol em iguais quantidades. Por sua vez, 
o componente de RqAL 0,79 e mobilidade igual a do padrão trealo- 
se, não visualizado anteriormente por cloridrato de /O-anisidina, 
após hidrólise ácida e c.p. (Sistema II), apresentou exclusiva­
mente glucose, como açúcar redutor.

Os compostos carboidratados de baixo peso molecular, ob 
tidos do líquen 'RamaZZna e.ckZonZZ, tem sido isolados de inúme­
ras espécies de liquens. LINDBERG et alii (62) investigando 60 
espécies de liquens, verificaram a presença dos alditóis manitol 
em todas as espécies estudadas, bem como arabinitol em 90% de­
las. 0 volemitol foi encontrado em apenas cinco espécies da famí_ 
lia Pyrenocarpeae, exatamente naqueles em que o arabinitol se 
mostrou ausente.

0 resultado obtido com a extração metanol-água de ft. 
eckZontl, conforme (Tabela I), está coerente com o relatado por 
GORIN & IACOMINI (35), que ao estudar seis espécies de liquens, 
encontraram arabinitol e manitol também com predominância do pri 
meiro, bem como aqueles resultados encontrados por IACOMINI, SCH 
NEIDER & GORIN (50) em tres espécies do gênero Cladonia. .

SILVA (84) , trabalhando com StZcta dam.ae.co/int4, além 
de oligossacarídeos, isolou também componentes de baixo peso mo­
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lecular como volemitol, arabinitol e manitol, embora com predorrã 
nãncia deste último.

Figura 1 - Cromatogramas obtidos por g.l.c. do extrato metanol-á 
gua (Fração A), na forma de acetatos de alditóis(colu 
na OV-225): A - acetilada; B - reduzida e acetilada e 
C - hidrolisada, reduzida e acetilada (dados na Tabe­
la I).
A e B - 1 - Arabinitol penta-O-acetato 

2 - Manitol hexa-O-acetato 
C - 1 - Arabinitol penta-O-acetato

2 - Manitol hexa-O-acetato
3 - Galactitol hexa-O-acetato
4 - Glucitol hexa-O-acetato
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A similaridade mais significativa com relação a estes 
constituintes de R. ecklon.ll (Tabela I), vamos encontrar no lí­
quen Sten.eocaulon. namuloAum, estudado por BARON, GORIN & IAC0MI)4 
NI (9), que do extrato metanol-água, na fração hidrolisada, re­
duzida e acetilada, obtiveram arabinitol 65,70%, manitol 8,06%, 
galactose 20,70% e glucose 5,53%.

Estes resultados nos levam a pensar que os liquens de 
fato mantém uma similaridade com relação aos seus constituintes 
alditois e que o sistema de solvente metanol-água é sem dúvida o 
mais indicado para extração desses componentes de baixo peso mo­
lecular.

TABELA I - ANÁLISE POR g.l.c.^ DA FRAÇÃO-A OBTIDA PELA EXTRA­
ÇÃO METANOL-ÁGUA 4:1 DO LÍQUEN Ramallna ecklon.ll 
(Spreng.) Mey & Flot.

Componentes ip( 2 )
Composição relativa '%

I II III

Arabinitol 0,74 87,88 87,58 77,76
Manitol 2,14 1 2 , 1 1 12,18 11,72

(*)Galactitol 2,35 —. 7,25(*)Glucitol 2 , 6 8 - - 3,25

(*) .Galactitol e glucitol - designativo dessas hexoses, apos redu
ção e acetilação.
Coluna revestida com OV-225, 190°C.

(2) ~ ~Tempos de retenção em relaçao ao do xilitol penta-O-acetato.
I - Fração-A acetilada.
II - Fração-A reduzida e acetilada.
III - Fração-A hidrolisada, reduzida e acetilada.
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3.2. POLISSACARÍDEOS BA EXTRAÇÃO AQUOSA

0 líquen residual após a extração com benzeno-etanol e 
metanol-agua (203,2 g), foi submetido a tratamento com agua quen 
te e o extrato aquoso resultante, depois de concentrado foi pre­
cipitado em excesso de etanol.

0 precipitado etanólico forneceu 91,4 g de material,que 
correspondeu a 37,1%'., d©!'-peso do líquen original - (Fração B). A 
análise por g.l.c. (Fig. 2) dos acetatos de alditóis dessa fra­
ção revelou ramnitol, arabinitol, xilitol, manitol, galactitol e 
glucitol numa relação molar de 0,5:2,0:1,0:6,0:5,0:85,5 (Tabe­
la II).

Uma alíquota (85,0 g) do precipitado etanólico foi sub­
metida ao processo de purificação por congelamento e degelo,fome 
cendo sobrenadante e um precipitado insolúvel em água fria.

3.2.1. Polissacarídeo do sobrenadante de gelo e degelo

A c.p. (Sistema I1) dos sobrenadantes, após hidrólise, reve 
lou principalmente glucose, manose e galactose. Esta fração quando a 
nalisada por g.l.c. (Fig. 3), apresentou ramnitol, arabinitol, xi_ 
litol, manitol, galactitol e glucitol numa relação molar de 0,7: 
1,5:1,2:7,5:6,2:83,0 (Tabela II).

Como esta fração revelou-se constituída por mais de um po 
lissacarídeo, a mesma foi então submetida a tratamento com solu­
ção de Fehling, que forneceu um precipitado polissacarídico na 
forma de complexo cúprico insolúvel e o sobrenadante contendo o 
polissacarídeo solúvel neste reagente.

3.2.1.1. Polissacarídeo do sobrenadante de Feblíng

0 sobrenadante de Fehling, após os tratamentos descri­
tos na metodologia, forneceu 58,5 g de material, que correspon­
deu a 25,7% do líquen original (Fração B1). Esta fração polissa- 
carídica por hidrólise ácida total e c.p. (Sistema I), revelou a 
penas glucose, o que foi ainda confirmado por g.l.c. dos seus 
componentes na forma de acetatos de alditóis, que também apresen­
tou exclusivamente glucitol (Fig. 4). Eijibora as cromatografias re
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velassem um polissacarídeo aparentemente puro após o tratamento 
com solução de Fehling, uma alíquota desse material (500 mg) foi 
tomada e submetida à precipitação com Cetavlon, o qual em pH 
8,5 forneceu um precipitado que pesou 478 mg. A a
nálise por g.l.c. desta fração não apresentou nenhuma alteração 
em relação ao estado de pureza já registrado com a solução de 
Fehling.

6

Figura 2 - Cromatograma obtido por g.l.c. dos resultados de hi­
drólise ácida total dos polissacarídeos do extrato 
aquoso (precipitado etanólico total), na forma de a- 
cetatos de alditóis (coluna OV - 225, 190°C).
1. Rhamnitol penta-O-acetato (0,5%)
2. Arabinitol penta-O-acetato (2,0%)
3. Xilitol penta-O-acetato (1,0%)
4. ManitDl)hexa-O-acetato (6,0%)
5. Galactitol hexa-O-acetato (5,0%)
6. Glucitol hexa-O-acetato (85,5%)
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Entretanto, a importância da purificação de polissaca- 
rídeos por tratamento com Cetavlon foi registrada com o líquen 
St. alamutooum (8), quando através deste processo, em pH 12,0, 
uma a-D-glucana foi isolada do precipitado de Fehling.

6

Figura 3 -Cromatograma obtido por g.l.c. dos resultados de hi­
drólise ácida total dos polissacarídeos do sobrenadan 
te de gelo e degelo do extrato aquoso, na forma de a- 
cetatos de alditóis (OV-225, 190°C).
1 - Rhamnitol penta-O-acetato (0,7%)
2 - Arabinitol penta-O-acetato (1,5%)
3 - Xilitol penta-O-acetato (1,2%)
4 - Manitol hexa-O-acetato (7,5%)
5 - Galactitol hexa-O-acetâto (6,2%)
6 - Glucitol hexa-O-acetato (83,0%)



51

Alguns dados importantes sobre as propriedades e purii*- 
ficação dos polissacarídeos obtidos com a extração aquosa podem 
ser observados na Tabela II, como os resultados das dosagens 
de proteínas, realizadas de acordo com o método de LOWRY et alii 
(65) e rotação específica.

Figura 4 - Cromatograma obtido por g.l.c. dos produtos de hi­
drólise ácida total do polissacarídeo do sobrenadante 
de Fehling (extração aquosa), na forma de acetatos 
de alditóis (OV-225, 190°C).
1. Glucitol hexa-Q-acetato.

Não obstante a análise por g.l.c. evidenciasse um po­
límero puro como foi dito, estes dados foram ainda complementa­
dos pela passagem desse material em coluna de Sephadex G-100. A 
amostra analisada (2 mg), foi eluída nos volumes 54 a 72 mL do 
eluato e a determinação dos carboidratos totais das jfrações e-



TABELA II - PROPRIEDADES DE ALGUNS POLISSACARÍDEOS OBTIDOS POR EXTRAÇÃO AQUOSA DO LÍQUEN 
Ramalína ecklonll (Spreng.) Mey. and Flot.

FRAÇÃO N Proteínas
Totais

%

r 1 25 [a ] D
Componentes em monossacarídeos (%) Rendimento em 

relação ao pe 
so do líquen 
original (%)

POLISSACARIDICA
% Glc Man Gal Xil Ara Rha

Precipitado etanólico 
(Fração B) - - - 85,5 6,0 5,0 1,0 2,0 0,5 -

Sobrenadante gelo/de- 
gplo - - - 83,0 7,5 6,',2 1,2 1,5 0,7 -

Sobrenadante de Feh­
ling (a-D-glucana) 
(Fração

0,05 0,3 +213° 100 - - - - - 25,7

Precipitado gelo/de­
gelo (e-D-glucana) 
(Fração ~B3)

- - 100 - - - - - 2,2

Precipitado de Feh­
ling (galactomanana) 
(Fração B2)

- - - 54,0 37,0 - 9,0 - 2,1

Galactomanana 
(ppt. Cetavlon) 0,43 2,7 + 60° - 54,0 46,0 - - - -

Galactomanana 
após hidrólise par­
cial - - + 80° - 72,0 28,0 - - - -
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luidas (24) revelou uma eluição máxima em 61 mL (Fig. 5). A determina­
ção do carboidrato total indicou ainda a recuperação de 100% do 
polissacarideo e, tendo sido considerado homogêneo, foi o mesmo 
indicado para análise estrutural•
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Figura 5 - Cromatograma da ot-D-glucana em Sephadex G-100 (93).
Eluição com solução de cloreto de sódio 0,9%.Frações 
de 1 mL.

~ / QA rotaçao especifica com o alto valor + 213 , indicou uma
configuração a—D para as unidades de glucose.

13 '0 espectro de C-n.m.r. deste polissacarideo (Fig.
6) que forneceu quatro sinais em 6 101,3, 100,41, 100,35 e
100,04 para C-l das unidades de a-D-glucopiranosil; três sinais 
em 6 81,44, 81,26 e 81,02 para C-3 O-substituído; um sinal em 
6 78,46 para C-4 O-substituído das unidades de glucopiranosil e 
dois sinais em 6 61,60 e 61,40 para C-6 não O-substituído,indi­
cou, uma glucana com ligações a-(l + 3) e (1 4) na relação mo
lar de 3:1 (Tabela III).
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Figura 6 - Espectro de

deutério (D20), a 70°C. Os deslocamentos químicos são 
expressos em <5 p.p.m.

A atribuição de sinais para esta glucana foi ainda fa­
cilitada pela comparação do seu espectro com outros de glucanas 
lineares com ligações a-(l + 3) e (1 -*■ 4), embora na proporção 
de 2:1, como as obtidas de C. L4lan.di.ca e U4nea (18, 34) e
ainda de St. n.amuLo4um (8), particularmente quanto aos sinais a 
tribuídos para C-l, C-3 e C-4.

A análise por g.l.c. (OV-225, 170°C) dos produtos de 
hidrólise da glucana, na forma de acetato de alditóis parcial­
mente metilados apresentou os componentes 1,5-di-0-acetil-2,3,4, 
6-tetra-O-metil-D-glucitol (2,0%); 1, 3,5-tri-O-ace ti 1-2,4,6-tri-
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TABELA III - SINAIS ATRIBUÍVEIS E DE RELEVÂNCIA ESTRUTURAL DE 
13C-n.m.r. E SUAS ATRIBUIÇÕES PARA a-D-GLUCANA*

Atribuições de 
sinais C-l C-3 C-4 C-6

Unidades de 
-(1 -*■ 3) -D-GlC/O- 101.03

81.02 
81.26 
81.44

- 61.49

Unidades de 
-(1 * 4)-D-Glc/5-

100.41
100.35
100.04

- 78.46 61.63

(*)Sinais em 6 p.p.m.
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0-metil-D-glucitol (72,0%) e 1,4,5-tri-0-acetil-2,3,6-tri-0-me- 
til-D-glucitol (26,0%), e relação molar 2,8:1 o que está de acordo com— 13o resultado de C-n.m.r.

Este polímero quando oxidado, apresentou um consumo de 
0,30 moles de periodato de sódio por mol de hexose anidra e a 
produção de ácido fórmico foi de 0,03 moles por mol de hexose 
anidra. 0 consumo de periodato de sódio se deu pela unidade de 
glucose 4-0-substituído, o que é consistente com a relação 3:1.

Os produtos da degradação de Smith, glucose (75%) e e- 
ritritol (25%) (Fig. 7), este último proveniente das unida-, 
des de glucose 4-0-súbstituídos, mostram um polímero com cerca 
de 75% de unidades de glucose refratárias à oxidação com perio­
dato, o que vem corresponder com as ligações (1 + 3) apresenta-

13 ~das pelo espectro de C-n.m.r. que lhe atribuiu uma proporção
de 3:1 em relação às ligações (1 + 4), bem como com o consumo
de periodato que foi de 0,30 moles por mol de hexose anidra e
ainda com a análise de metilação dos produtos de hidrólise, que
apresentou (72%) do componente 1,3,5-tri-0-acetil-2,4,6-tri-0 -
metil-D-glucitol, correspondente àquelas unidades de glucose
com ligação (1 + 3 ) que não consumiram periodato; bem como os
(25%) de eritritol correspondendo às unidades de glucose com li_
gações (1 + 4), que foram oxidadas mas não produzem ácido fórmi_
co e estão também de acordo com a análise de metilação que apr<5
sentou ;(26%) do componente 1,4, 5-tri-0-acetil-2,3,6-tri-O-metil^
D-glucitol, caracteriza um polímero ligado por (1 + 3) e (1 + 4)
— ~ 13 'nas proporçoes indicadas pelo espectro de C-n.m.r. Por ulti­
mo, a baixa produção de ácido fórmico com apenas 0,03 moles por 
mol de hexose anidra, está também de acordo com a análise de m£ 
tilação a qual apresentou (2%) do componente 1,5-di-0-acetil-2,
3,4,6-tetra-O-metil-D-glucitol, que no caso deste polímero, só 
poderia ter origem das extremidades não redutoras.

A somatória destes resultados reforçam as evidências 
de uma estrutura linear para esta a-D-glucana,comnpredominância 
de ligações ( 1 + 3 )  sobre (1+4).

Como era de se esperar, os dados da degradação de Smith 
deste polímero apresentam uma certa diferença em relação ao en­
contrado para St. /lamuto^um (8), com (61,77 e 38,23%) para glu­
cose e eritritol, respectivamente, uma vez que naquele líquen
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a relação das ligações (1 + 3) e (1 -*■ 4) é de 1,6:1.

Figura 7 - Cromatograma obtido por g.l.c. dos resultados de de 
gradação tipo Smith da a-D-glucana, na forma de ace- 
tatos de alditóis: (OV-225, 190°C).

. 1. Eritritol tetra-O-acetato (25,0%)
2. Glucitol hexa-O-acetato (75,0%)

Objetivando determinar a sequência das ligações o- 
(1 -*■ 3) e ct— (1 -*■ 4) no arranjo estrutural desta glucana.foi rea 
lizada a degradação controlada tipo Smith, deste polímero. A hi_ 
drólise ácida branda (pH 2,0, 100°C, 40 min.), do poliol resul­
tante da oxidação, seguida por redução do material (Fração )̂, 
não apresentou glucose livre e nem oligossacarídeos redutores , 
demonstrando que o polímero havia sido degradado como era espe­
rado, apenas nas unidades susceptíveis à oxidação. Essa fração 
submetida a fracionamento em coluna de celulose forneceu três 
componentes principais quando revelados por AgNOg alcalino e 
não visualisados por cloridrato de ^o-anisidina, apresentando 
RGE 1,0 ms)> rqe °»66 (25 e rge °»37 (70 mg), eluídos
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com acetona-água nas proporções de 7:1, 4:1 e 2:1,respectivamen 
te. A análise por g.l.c. desses componentes na forma de seus res 
pectivos acetatos de alditóis (Fig. 8-A, B e C), apresentou glu 
cose e eritritol nas relações molares de 1:1 para o componente 
de R_,„ 1,0; 2:1 para o componente de 0,66 e de 3:1 para oLrli. LrJli
componente de RG£ 0,37. Após metilação o componente de Rç£ 1,0 
apresentou somente o 1, 5-di-0-acetil-2 , 3,4,6-tetra-.Q-metil-D- 
glucitol, o glicosídeo de Rç£ 0,66 apresentou l,3,5-tri-0-acetil-
2,4,6-tri-O-metil-fí-glucitol e 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0- 
metil-D-glucitol numa relação molar de 1:1 e o componente de RGE 0,37 a­
presentou os mesmos derivados metilados, porém numa relação de 2:1, que es­
tá de acordo com ligações (1 -*• 3) e (l -► 4) na relação molar 3:1.

Estes resultados são similares aos da la-H-glucana de 
5t. /ia.muJ.o4um (8), embora aquela, por degradação de Smith te­
nha apresentado apenas dois componentes, com R^E 1,08 e 0,66 e 
ligações (1 -► 3) e (1 4) na relação molar de 1,6:1.

Maior similaridade estrutural com a a-D-glucana de 9. 
ecklontl vamos encontrar na isoliquenana de C. JL4l.andi.ca, que a 
presenta ligações (1 -*■ 3) e (1 4) na relação de 3:2, bem como
com a isoliquenana de 9. utnea que apresenta ligações (1 + 3) e 
(1 -*■ 4) na relação de 3:1 (34). e ainda com a isoliquenana obti­
da de St. /apontcum, St. 4onedlt{Le/ium e St. exutum (89), que 
também apresentam ligações (1 + 3) e (1 4) na relação molar
de 3:1.

Entretanto, quantò ao rendimento obtido em a-D-glucana 
os mais significativos até então registrados pela literaturas 
dão como aqueles obtidos dos liquens Spkac/Lopkonu4 g.lobo4U4 - 
6,6% (104); St. 4.apontcum. - 6,1% (89) e 5,5% (103); St. exutum - 
5,4% (89); 9liophonon aclculan.14 - 5,0% (89); / St. namulo4um - 
4,48% (8) ; St. 4 onedtlfLenum - 1,8% (89); uAnea - 2,0% (34); C. 
amau/10cnaea - 1,0% (50) ; C. Itlandlca - 1,14% (67) ;e outros com 
rendimento menos expressivos, como os obtidos ainda de C. Itlan 
dica - 0,55% (67) e 0,07% (18), bem como de €. p/iuna^tnl- 0,75% 
(91); C. conduta - 0,3% (50) e C. alpe^tnl* - 0,12%(50).

Comparado com os resultados registrados, o rendimento 
de 25,7% em a-D-glucana obtido com o líquen 'Ramallna ecklontl 
foi um achado inédito que o indica como grande fonte desse im­
portante: polissacarídeo.
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Figura 8 - Cromatogramas obtidos por g.l.c. dos resultados de 
hidrólise ácida total dos produtos de degradação de 
Smith controlada da a-D-glucana, na forma de aceta- 
tos de alditóis (OV-225, 190°C).
A - Componente com de 1,00, eluído por acetona-água 7:1.
B - Componente com de 0,66, eluído por acetona-água 4:1.
C - Componente com R^ de 0,37, eluído por acetona-água 2:1.
' A,B e C) 1. Eritritol tetra-O-acetato.

2. Glucitol hexa-O-acetato.
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Estrutura XI - A, B e C - Oligossacarídeos obtido de R. eckÁonl-i
por degradação de Smith e coluna de celulose:
A - Componente de RçE 1,00
B - Componente de RGE 0,66
C - Componente de RGE 0,37
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Como vimos anteriormente, os produtos da degradação de
Smith forneceram (75%) de unidades de glucose e (25%) de eritri_

13tol, o que foi coerente com os espectros de C-n.m.r. e tam­
bém está de acordo com a análise por g.l.c. dos oligossacarídeos 
obtidos pela degradação controlada tipo Smith.

Pelos resultados de metilação dos oligossacarídeos 
o componente de RçE 1,00 foi identificado como sen 
do o glicosídeo 2-0-a-D-glucopiranosil-D-eritritol, o compo 
nente de RGE 0,66 como sendo o oligossacarídeo 0 -“-D-glucopira- 
nosil (1 3)-0-a-D-glucopiranosil-(l -*■ 2)-D-eritritol e
o componente de R-,.-, 0,37 como sendo o oligossacarídeo O-cx-D-vjrii =
glucopiranosil-(1 -*■ 3)-O-a-D-glucopiranosil-(1 + 3 )-0-ot-D-gluco 
piranosil-(l -*• 2)-D-eritritol.

Diante desses resultados, embora sem poder definir e­
xatamente a sequência das ligações ao longo do polímero, foi 
sugerida a Estrutura XII como a principal estrutura para a a-g- 
glucana de 'kama-li.na e.ck-LonLL.

-a-D-GlC/O-(1 -v 3)-a-D-Glqo-(1 + 3)-a-D-Glqp-(l -*■ 3)-a-D-Glc/>-(l + 4)­

. Estrutura XII

3.3. PQLISSACAMÍBEOS BA EXTRAÇÃO AQUOSA E COM KOH AQUOSO A QUEM 
TE

0 precipitado etanólico da extração com KOH aquoso a 
2% forneceu 14,4 g de material (Fração C), que correspondeu a 
5,8% do peso do líquen original, enquanto que o precipitado eta 
nólico previamente obtido da extração aquosa (Fração B), forne­
ceu 91,4 g ou 37,3% do peso do líquen original, gerando 58,5 g 
de o-D-glucose, que corresponde a 25,7% do peso do líquen ori­
ginal .

A análise por g.l.c. (Fig. 9-A) dos acetatos de aldi- 
tóis derivados do hidrolisado do precipitado etanólico da extra 
ção com KOH aquoso indicou ramnose, manose, galactose e gluco­
se numa relação molar de 2:42:37:19 (Tabela IV ), enquanto que
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o precipitado etanólico da extração aquosa conteve ramnose,ara- 
binose, xilose, manose, galactose e glucose numa relação molar 
de 0,5:2,0:1,0:6,0:5,0:85,5 (Fig. 2) e (Tabela II).

Pela relação molar dos componentes obtidos pelos dois 
processos de extração, observamos a predominância de glucose na 
extração aquosa e manose juntamente com galactose na extração al 
calina. Como já foi discutido anteriormente a glucose correspon 
de à a-D-glucana, que representa 25,7% em relação ao peso do lí_ 
quen original, enquanto que a manose e galactose que são os com 
ponentes da galactomanana, representam apenas 3,7%.

Os produtos da extração com KOH, tal como procedido 
com os da extração aquosa, foram em seguida submetidos a suces­
sivos processos de congelamento e degelo, fornecendo também po­
lissacarídeos solúveis em água fria (sobrenadante) e insolúveis 
(precipitado).

3.3.1. Polissacarídeos do sobrenadante de gelo e degelo 
da extração COM KOH aqposo

0 sobrenadante de gelo e degelo, por c.p. (Sistemal), 
visualização com AgNOg alcalino e cloridrato de /D-anisidina, re­
velou ser uma mistura de polissacarídeos constituídos princi­
palmente por manose, galactose e em menor quantidade glucose e 
ramnose. Este extrato foi então submetido a três sucessivas pre_ 
cipitações com solução de Fehling, conforme procedido com os da 
extração aquosa, fornecendo sobrenadante e precipitado.

3.3.2. Precipitado de Fehling da extração aquosa e com 
KOH aquoso (galactomananas).

0 precipitado de Fehling da extração aquosa forneceu 
4,8 g de material (Fração B^), enquanto que o da extração com 
KOH aquoso forneceu 9,1 g (Fração C^), que corresponde respecti_ 
vãmente a 2,1 a 3,7%, do peso do líquen original.

Por c.p. (Sistema I), os produtos de hidrólise ácida to 
tal do precipitado de Fehling da extração com KOH aquoso a 2% 
quente, visualização por AgN03 alcalino e cloridrato de /?-anif- 
sidina e ainda análise porg.l.c. dos respectivos acetatos de
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos por g.l.c. dos resultados de 
hidrólise ácida total dos polissacarídeos do extrato 
alcalino: A - precipitado etanólico total e B - ga- 
lactomanana do precipitado de Fehling e Cetavlon, na 
forma de seus acetatos de alditóis (OV-225, 190°C).
A - 1. Rhamnitol penta-O-acetato ( 2%)

2. Manitol hexa-O-acetato (42%)
3. Galactitol hexa-O-acetato (37%)
4. Glucitol hexa-O-acetato (19%)

B - 1. Manitol hexa-O-acetato (57%)
2. Galactitol hexa-O-acetato (43%)
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alditóis, revelaram manose e galactose numa relação molar de 
57:43 (Fig. 9-B) e (Tabela IV ), mostrando a remoção dos resí­
duos de ramnose e glucose (Fig. 9-A), enquanto que o precipitado 
de Fehling da extração aquosa quente, pelos mesmos sistemas de 
cromatografias mostrou arabinose, manose e galactose numa rela­
ção molar de 9:54:37 (Fig. 10-A) e (Tabela II). Os resultados 
das dosagens de proteínas totais, relacionados nas (Tabelas II 
e IV ), respectivamente para as galactomananas da extração aquo 
sa e com KOH aquoso, foram considerados normais.

Alíquotas (500 mg) de cada fração (B2 e Cg), foram tra 
tadas por Cetavlon o qual, em pH 8,5 em presença de borato for 
neceu para ambas um precipitado que rendeu 415 e 460 mg, respec_ 
tivamente.

A análise por g.l.c. da (Fração Bg) (Fig. 10-B), reve­
lou apenas manose e galactose numa relação molar de 54:46, mos­
trando que o fracionamento por Cetavlon removeu as unidades de
arabinose, comprovando que o mesmo não deveria fazer parte da
estrutura da galactomanana, devendo portanto ter sido removido 
com alguma fração do Cetavlon, não estudada. Por outro lado, a 
análise por g.l.c. da (Fração Cg), como era de se esperar, não 
apresentou qualquer modificação, uma vez que o tratamento com a 
solução de Fehling já havia fornecido uma galactomanana aparen 
temente pura.

É importante ressaltar, entretanto, que a a-D-glucana 
obtida do sobrenadante de Fehling via extração.aquosa, quando 
tratada pelo Cetavlon, foi também fracionada em pH 8,5 em pre­
sença de borato. Desta forma se conclui que o tratamento prévio 
deste material por solução de Fehling revelou-se como um pro­
cesso eficaz no fracionamento destes polímeros, uma vez que não 
fosse esse tratamento, a purificação desses polissacarídeos ex­
clusivamente por Cetavlon, seria impossível.

Estas galactomananas apresentaram rotação específica 
muito próximas, sendo +60° e + 57°, para as frações B2 e Cg,res 
pectivamente, mostrando uma similaridade entre ambas frente a
essa propriedade física, Esses dados de rotação específica das 
galactomananas de ft. eckioaii, por sua vez, são coerentes com 
os resultados observados em algumas galactomananas de liquens 
como de ft. u-iriea + 63° (34) ; C. a-ipe.yitn.i-yi + 52° e C. con£u-ia + 52°
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Figura 10 - Cromatograma obtido por g.l.c. dos resultados de hi 
drólise ácida total da galactomanana da extração a- 
quòsa: A - precipitado de Fehling e B - precipitado 
de Fehling, seguido de precipitação com Cetavlon em 
pH 8,5, em presença de borato na forma de seus res­
pectivos acetatos de alditóis (OV-225, 190°).
A - 1. Arabinitol penta-CK-acetato ( 9%)

2. Manitol hexa-O-acetato (54%)
3. Galctitol hexa-O-acetato (37%)

B - 1. Manitol hexa-O-acetato (54%)
2. Galactitol hexa-O-acetato (46%)



TABELA IV - PROPRIEDADES DE ALGUNS POLISSACARÍDEOS OBTIDOS POR EXTRAÇÃO COM KOH DO LÍQUEN 
n. echloníí (Spreng.) Mey. and Flot.

Fração polissacarídica
N Proteínas

totais
(%)

r 1 25 
[o]D

Componentes em monos 
sacarídeos {%)

Bn relação ao lí­
quen originai

{%) Man Gal Glc Rha {%)

Precigitado etanólico 
(Fração C) - - - 42 37 19 2 5,8

Precipitado de Fehling 
(galac tomänana)
(Fração Cg)

0,6 3,9 +57° 57 43 - - 3,7

Galactomanana / / / ■ .(apos^hidrolise parcial) 
(Fração Cg)

- - +74° 80 20 - - -

Precipitado de gelo/degelo 
(ß-D-glucana)
(Fração C^)

- - +41°(1) - 100 - 0,4

(1) Após tratamentos com solução de Fehling.
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e C. am.au/ioa/iaea + 46°(50) e St. pa-ichate. + 63° (35).
Alíquotas (2 mg) de cada fração (B2 e C3), fracionadas 

por Cetavlon, quando aplicadas em coluna de Sepharose 4B-200,fo 
ram eluídos com pico máximo em 55 e 57 mL, respectivamente, mos 
trando mais uma vez a identidade existente entre as duas, comprovando 
ainda ser ambas homogêneas, pelo que foram consideradas adequa­
das para estudos estruturais. Todavia, em virtude da similarida 
de verificada entre as duas, relativamente aos dados físico-quí_ 
micos, como rotação específica e comportamento na cromatogra- 
fia em coluna de Sepharose, os estudos complementares da análi­
se estrutural tiveram prosseguimento apenas com o polímero ex­
traído com KOH aquoso devido ao maior rendimento desta (3,7 con 
tra 2,1%), embora alguns outros testes tenham sido executados 
com aquela da extração aquosa, na tentativa de melhor justificar 
a semelhança entre ambas.

A galactomanana obtida por extração alcalina foi subme 
tida à análise de metilação e g.l.c. dos derivados O-metil ace- 
tatos de alditois, indicando os seguintes fragmentos: l,5-di-0-a 
cetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-manitol :(2,0%), o 1, 5-di-0-acetil-
2,3,4,6-tetra-O-metil-D-galactitol (41,0%), o 1,5,6-tri-0-ace—  
til-2,3,4-tri-O-metil-D-manitol (20,0%), o 1,4,5,6-tetra-0-ace- 
til-2,3-di-O-metil-D-manitol (24,5%) e o 1,2,4,5,6-penta-0-ace 
til-3-0-metil-D-manitol (8,5%) (Tabela V). Estes resultados nps 
tram um polímero bastante ramificado, conforme se verifica pela 
elevada percentagem dos grupos terminais não redutores, repre­
sentados pelos componentes tetra-O-metilados, bem como pela pre 
sença dos di e mono-0-metil. Os resultados de metilação mostram 
que as ramificações ocorrem principalmente em 0-4, embora algu­
mas di-O-substituições também ocorram envolvendo o 0-2, em par­
ticular.

Os dados de oxidação deste polímero com metaperiodato 
de sódio apresentaram um consumo de 1,60 moles de periodato por 
mol de hexose anidra e a produção de 0,70 moles de ácido fórmico ' por 
mol de hexose. Tal consumo de periodato e produção de ácido fór 
mico estão de acordo com os resultados de metilação anteriormen 
te discutidos que preveem valores de 1,53 moles/mol e 0,63 mo­
les/moi, respectivamente.

Os produtos de degradação tipo Smith, que após redução
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N* de Froções ImL/tubo

Figura 11 - Cromatogramas das galactomananas em coluna de Sepha- 
rose 4B-200 (50 x 2,1 cm d.i.). As amostras analisa­
das (2 mg) foram eluidas com água destilada na velo­
cidade de escoamento de 13 mL/h. Frações de 1 mL do 
eluato foram coletadas à temperatura ambiente.
A - extração aquosa.
B - extração com KOH aquoso a 2%.
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e acetilação forneceram glicerol (65,0%), eritritol (22,0%),ma- 
nitol (11,0%) e galactitol (2,0%) também estão de acordo com os 
resultados de metilação e oxidação. 0 glicerol obtido é prove­
niente das extremidades terminais não redutoras e dos resíduos 
mono-substituídos em C-6, enquanto que o eritritolé proveniente 
dos resíduos de manopiranosil di-O-substituídos correspondentes 
ao 2,3-di-O-metil-D-manose. A presença de manitol nos produtos 
da degradação de Smith é proveniente dos resíduos de manose tri- 
O-substituídos que após metilação correspondeu ao derivado 1,2, 
4,5,6-penta-0-acetil-3-0-metil-D-manitol. Este componente entre­
tanto, poderia ser um derivado do 3-0 como do 4-0-metil-manose. 
0 hidrolisado obtido da galactomanana O-metilada tratada suces­
sivamente com metanol-HCl sob refluxo e acetilado com anidrido 
acético-piridina (34) 9 por g.l.c. o produto mostrou um pico em 
T = 25 min. correspondente ao padrão metil 2,4,6-tri-0-acetil - 
3-0-metil-manopiranosídeo e não ao seu isomero 4-0-metil-manopi_ 
ranosídeo que apresentou um pico em T = 35 min. Desta forma o 
derivado mono-metilado encontra-se substituído em 0-2, 0-4 e 
0- 6 .

Desejando alcançar a estrutura da cadeia principal das 
galactomananas (Frações Bg e Cg), amostras das mesmas foram sub 
metidas à hidrólise parcial, após o que, a análise por g.l.c. 
das mesmas revelou para a Fração Bg - manitol e galactitol numa 
relação molar de 72:28 (Tabela II) e para a Fração Cg - manitol 
e galactitol na relação de 80:20 (Tabela IV) e rotação especí­
fica de + 80° e + 74°, respectivamente, para as Frações Bg e Cg, 
o que indica uma configuração alfa para as unidades de manopira 
se de ambas as galactomananas.

Os valores apresentados pela rotação específica,bem co 
mo a relação molar manose e galactose apresentada por ambas as 
galactomananas indicam a existência de uma semelhança entre e­
las, que por último são similares aos dados encontrados para as 
galactomananas obtidas dos liquens C. alpe.sstJiÀ.4 + 69°, C. confLu 
-da + 77° e C. amau/ioc/iae.a + 76° (50), também após hidrólise ácî  
da parcial.

A análise de metilação por g.l.c. (OV-225, 170°C) dos 
produtos de hidrólise da galactomanana da extração com KOH (Fra 
ção Cg), após a hidrólise ácida parcial, na forma de acetato de
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alditóis parcialmente metilados, apresentou o 1,5-di-0-acetil-
2.3.4.6-tetra-O-metil-D-manitol (4,0%), o 1,5-di-0-acetil-2,3,
4.6-tetra-O-metil-D-galactitol (11,0%) ,o 1,5,6-tri-0-acetil-2, 
3,4-tri-O-metil-D-manitol (70,0%)e o 1,4,5,6-tetra-0-acetil- 2,
3-di-O-metil-D-manitol (13,0%) (Tabela V). Isto indiòa que a 
cadeia principal da galactomanana (Fração C^) é formada predomi_ 
nantemente por unidades manopiranosídicas ligadas por (l + 6).

130 espectro de C-n.m.r. da galactomanana obtida por 
extração com KOH aquoso (Fig. 12-B), apresentou dois sinais em 
<5 104,75 e 101,93 para C-l, sendo o sinal em campo baixo 6 104,75, 
proveniente dos grupos B-D-galactopiranosil ligados por ( 1 + 4 )  
e (1 + 2) aos resíduos a-D-manopiranosil, enquanto que o ; sinal

*  rem campo alto 6 101,93 foi atribuido aos residuos a-D-manopira-
/ \ * * nosil ligados por (1 + 6) nao substituidos e substituidos em 0-4.

A ocorrência de um sinal em campo mais alto que 6 101,93, ou se_
ja <5 100,9, provavelmente correspondendo ao C-2 das unidades
manopiranosídicas substituídas em 0-2,4,6, é devido a um efeito
de S-substituição (39). Observa-se ainda um forte sinal em <5
77,86 para a-D-manopiranosil 4-0-substituídos (9) e outro 6
77,13 do C-5 das unidades fc-D-galactopiranosídicas (32). Estes
resultados são similares aos encontrados para D-galactomananas
de ft. U4nea è C. L/i-LancL-Lca (34) e ainda da P. aph.th.04a (35).,

13 ~0 espectro de C-n.m.r. da galactomanana da extraçao
aquosa (Fig. 12-A)> também apresentou dois sinais em 6 104,82 e 
101,90, porém a presença de outros sinais nesta, indica que a 
galactomanana obtida por extração alcalina apresenta uma estru­
tura mais pura.

Objetivando ainda determinar o arranjo estrutural des­
ta galactomanana, uma alíquota da mesma foi submetida à acetóli_ 
se parcial (57) e após desacetilação, a c.p. (Sistema II),reve­
lou manose, galactose e principalmente um componente de r qal 
0,25, o qual foi posteriormente obtido no estado puro por cro- 
matografia preparativa em papel, no mesmo sistema de solventes.

A análise por g.l.c. dbs produtos de hidrólise ácida 
total do componente de H^AL 0,25, apresentou manose e galactose 
na relação molar de 1:1 (Fig. 13). 0 mesmo apresentou rotação 
específica -15° (Tabela' VI). Desejando-se conhecer a ponta ter 
minai não redutora deste dissacarídeo, foi o mesmo reduzido
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TABELA V - RESULTADOS DA ANÁLISE POR G.L.C. DOS ACETATOS DE 
ALDITÓIS PARCIALMENTE O-METILADOS, DA GALACTOMANA- 
NA OBTIDA COM A EXTRAÇÃO ALCALINA.

0-Metil -alditóis T(l)
Percentagem dos picos

Precipitado 
de Fehling

Após hidró­
lise parcial

2,3,4,6-Me4-Man 0,99 2,0 4,0

2,3,4,6-Me4-Gal 1,17 42,0 11,0

2,3,4-Me3~Man 2,24 20,0 70,0

2,3-Me2-Man 4,12 24,5 13,0

3-Me-Man 6,7 8,5 -

(1) ~ ~T 7 - Tempo de retenção em relaçao ao 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-
tetra-O-metil-D-glucitol.



72

8?e: CO
%

\\\1////

110 100 90  80
PPM

"i”
70 60

B

WIÁ
tfijvo 3
r

PPM

13 / ,Figura 12- Espectros de C-n.m.rv em óxido de deutério (D20)a
70°C, das galactomananas obtidas: A - via de extra­
ção aquosa e B - via extração com KOH aquoso. Os 
deslocamentos químicos são expressos em 6 em p.p.m.



73

Figura 13 - Cromatograma obtido por g.l.c. dos produtos de hi­
drólise ácida total de oligossacarídeo obtido pela 
acetólise parcial da galactomanana extraída com KOH 
aquoso, na forma de seus acetatos de alditóis (0V- 
225, 190°C):
1 - Manitol hexa-O-acetato (50,0%)

. 2 - Galactitol hexa-O-acetato (50,0%)

TABELA VI - PROPRIEDADES DO OLIGOSSACARÍDEO OBTIDO POR ACETÓLI- 
SE PARCIAL DA GALACTOMANANA OBTIDA . PELA EXTRAÇÃO 
COM KOH AQUOSO A 2%V DO LÍQUEN namallna e.ckJ.orill 
(Spreng.) Mey. and Flot.

Fração polissacarídica U ] 25D
Comçonente em monossa- 
carídeo (%)
Man Gal

Dissacarídeo -15° 50 50
(Fração Cg)
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com NaBH^ e em seguida submetido à hidrólise ácida total. A c.p. 
(Sistema I) do material hidrolisado e visualização com o clori_ 
drato yO-anisidina mostrou apenas galactose como açúcar redutor, 
indicando que a galactose encontra-se na extremidade terminal 
não redutora do dissacarídeo. A análise de metilação deste dis- 
sacarídeo por g.l.c. (OV-225, 170°C) dos produtos de hidrólise 
na forma de seus respectivos acetatos de alditóis parcialmen­
te metilados forneceu o 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil - 
D-galactitol, o 1,4,5-tri-0-acetil-2,3,6-tri-O-metil-D-manitol 
e traços do 1,2,5-tri-0-acetil-3,4,6-tri-O-metil-D-manitol.

Os dados da análise de metilação são consistentes com 
a estrutura 4-0-galactopiranosil-manose. Objetivando determi­
nar a configuração da ligação glicosídica, foi verificada a ro­
tação específica que revelou ser -15°, um valor que se situa nu 
ma faixa de -30° a +30°, devido a baixa concentração da amostra 
e perda da sensibilidade do polarímetro. Entretanto, este valor 
está próximo de +27° registrado para 4-0-8-D-galactopiranosil - 
D-manose (43) e bem abaixo de +125° e +76° encontrados para 6-Q- 
(99) e 2-0-a-D-galactopiranosil-D-manose (39), respectivamente. 
Desta forma, a estrutura do presente dissacarídeo é 4-0-6 -JQ-ga- 
lactopiranosil-D-manose, indicando que a galactomanana tem ca­
deia lateral constituída por $-D-Galp ligada por (1 -►4) à ca­
deia principal de “-D-manopiranose ligada (1 + 6), cujas ligações 
são preferencialmente clivadas sob as condições de acetólise parcial, indi­
cando três prováveis seguimentos para a estrutura dessa galactomanana.
-a-D-Mann-(l ->-6)- -a-D-Man/j-(1 + 6) B-D-Gal/j

- “ 4 “ 1+ +1 4
XIII 8-D-Gal -a-D-Man/j-(l + 6)­

“ “ 2
XIV f1

6 -fi-GalyO 
XV

3.3.3. Soforemadante de Fehling da. extração com KQH
Os sobrenadantes de Fehling da extração com KOH aquo­

so a 2% forneceram 1,4 g de material (Fração C2 ) que correspon­
de a 0,58% do líquen original. Esta fração que por c.p. (Sistema 
I), visualização por AgNOg e cloridrato de />-anisidina, revelou 
uma mistura de polissacarídeos constituída por ramnose, manose, 
galactose e glucose, não foi estudada em virtude do baixo rendi­
mento apresentado.
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3.3.4. Pollssacarídeos do precipitado obtido por comge— 
lamento e degelo do extrato aquoso e alcalino

Os precipitados resultantes do congelamento e degelo 
dos extratos aquoso e alcalino, constituídos pelo componente in 
solúvel em água fria, apresentaram rendimento de 5,0 g de mate­
rial (Fração B^), que corresponde a 2,2% do peso do líquen orig_i 
nal (Tabela II) e 1,8 g (Fração C^), que corresponde a 0,73% do 
peso do líquen original (Tabela II). A c.p. (Sistema I) de am­
bas as frações revelou apenas glucose, o que foi confirmado pe­
la análise por g.l.c. dos seus componentes na forma de acetatos 
de alditóis, que apresentou apenas glucitol.

Em virtude da insolubilidade desses polissacarídeos 
em água (Frações e C^), tentou-se outra alternativa para o 
seu fracionamento. Foi desenvolvida uma extração com álcali a­
quoso quente e o extrato, neutralizado e dialisado, resultou na 
formação de um precipitado, o qual, contendo 95% de glucose, a-

«s>  ̂ Qpresentou rotaçao especifica + 167 , sugerindo uma a-glucana di 
ferente estruturalmente da isoliquenana solúvel em água. Estas 
características físico-qúímicas suscitaram a possibilidade da 
presença de micodextrana (nigerana) insolúvel em água, que é 
constituída por unidades a-D-glucopiranosidicas ligadas alterna­
damente por (1 + 3) e (1 + 4), a qual foi isolada de A/ipe./ig,iJ.J.u.-4 

n-Lg.e./i (10) e do líquen CJ.ad.on.-ia a-lpe.-4t/iÍ4 . - Entretanto, sua 
rotação específica em NaOH aquoso é extremamente alta + 283°, su 
gerindo contaminação da a-glucana com outro componente provavel_ 
mente uma a-glucana. As frações acima (Bg e C1) foram então sub­
metidas à sucessivos tratamentos de congelamento e degelo e os produtos 
constituídos pelo precipitado insolúvel, com baixo rendimento, apresentaram 
uma queda para +i41° na rotação específica, indicando a remoção 
de a-D-glucana, devido aos inúmeros tratamentos de gelo/degelo.

Assim, estas frações devem ser constituídas por uma 
mistura de micodextrana com rotação específica + 283° e B-gluca 
na + 3o (8) em proporções variadas, tendo sido o último compo­
nente concentrado pelo congelamento e degelo, uma vez que é 
mais insolúvel em água do que a mycodextrana.

13 ~0 espectro de C-n.m.r. da Fraçao C1 (Fig. 13), apre
sentou sinais em s 101,56 e 102,36, semelhantes àqueles de mico 
dextrana (50), juntamente com outro em 6 105,20, similar ao en-
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contrado na 3-D-glucopiranana linear 3-0-substituída, de St. 
/lamuto^um (8). As diferenças nos deslocamentos químicos dos três 
sinais previamente observados (8,34), talvez se explique pelo u 
so de NaOH aquoso como solvente na análise por n.m.r. Todavia, 
uma correspondência exata dos deslocamentos químicos provavel­
mente não tenha ocorrido devido a presença de NaOH que age como 
reagente deslocador no caso de ligações (1 3) e (1 4).

Y S W

W W W
15o" 110 lio

PPM
60 70

~i—  --r~
60 50

1 QFigura 14 - Espectros de C-n.m.r., em óxido de deutério (D20) a 
70°C , da mistura de glucanas extraída com- KOH aquoso. 
Os deslocamentos químicos são expressos em 6 p.p.m.



CqinclusÕes

’RamaJJjia nckloniÀ., ^  líquen ascomiceto, foi submetido a uma ex­
tração com bènzeno-etanol para remover material apoiar (1,0%) e o resíduo foi 
tratado com metanol aquoso a quente, cujo extrato mostrou-se constituído prin 
cipalmente por arabinitol e manitol numa ralação molar de 7,3:1.

Extração aquosa a quente do líquen remanescente forneceu uma mis­
tura dê glucana e galactomanana. Por tratamento com solução de Fehling, o com 
plexo cúprico da gal ac tomanana foi precipitado e a glucana foi isolada do so- 
brenadante com alto rendimento dè (25,7%). 0 espectro de ^̂ C-n.m.r. da gluca­
na mostrou sinais de C-l em campo alto e dos ̂demais carbonos correspondendo 
às ressonâncias de carbonos 3-0 e 4-0-substituídos de ot-D-glucopiranose numa 
relação molar de 3:1. A configuraçãojglicosídica foi conTirmada pela rotação 
específica de +213 bem cano a relação molar por análise de metilação e de­
gradação de Smith empregando hidrólise ácida forte. A degradação controlada 
de Smith forneceu glucosil-eritritol, glucobiosil-eritritol e glucotriosil- 
eritritol, indicando que as ligações (1 -»-3) e (1 +4) estão distribuídas de 
forma irregular ao longo da cadeia linear, semelhante a família das isolique- 
nanas.

Uma galactomanana foi recuperada do complexo cúprico insolúvel e 
purificada pelo precipitado formado con Cetavlon em pH 8,5, em presença de bo 
rato. 0 rendimento foi de 2,1%, enquanto que a extração alcalina forneceu 
3,7%̂ de galactomanana, cujo espectro l̂ C-n.m.r. apresentou menos sinais de 
C-l é aparentemente mais pura. Portanto, foi escolhida para as demais análi- 
seŝ estruturais. A preparação apresentou unidades de gal ac tose e manose na re 
lação molar de 57:43 e rotação específica + 57 . A crcmatografia em coluna de 
Sepharose 4B-200 mostrou ser um polissacarídeo homogêneo.

A análise do produto de hidrólise parcial mostra que a gal ac toma­
nana é formada por uma cadeia principal constituída por unidades de a-D-mano- 
piranose ligadas por (1 -*■ 6). Os dados da análise de metilação,oxidação con 
metaperiodato de sódio e acetólise çarcial para formar dissacarídeo indicam u 
ma galactomanana estruturalmente inédita, devido às substituições em 2-0 e
4-0 das unidades de a-D-manopiranose, por unidades de 3-D-galactopiranose (Es 
truturas XIII, XIV e XV). ~

A degradação de Smith utilizando condições hidrolíticas fortes 
forneceu glicerol (65%), eritritol (22%), manose (11%) e galactose(2%). A 
formação de eritritol (22%) corresponde a 44% de estrutura XIV na galactoma­
nana, bem cano a produção de 11% de manose indica que 33% de estrutura XV es­
tá tambérn presente. Os dados de metilação mostram ̂ que a estrutura XIII 
(-8,5%) é outro componente significativo no polissacarídeo.

Resultados preliminares mostram que o líquen contém outras gluca- 
nas que foram isoladas por extração com álcali acjuoso a quente, cano precipi­
tado formado no saco de diálise após neutralizaçao. Estas são aparentemente 
micodextrana (nigerana) e uma 6-2,-glucopiranana linear 3-0-substituída, de a­
cordo com as evidências de -̂̂ C-n.m.r.
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