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Na 1¢ linha, onde se le ”r.m.n.-lBC, leia
se "r.m.n.-"H",

Na 32 linha, onde se le "com", leia-se
"con®,

Na 2992 linha, onde se le "qua®™, leia-se
que “

No texto, onde se le “llquem" leia-se
*1{quen"; onde se le "1iquens”, leia-se
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"81mblonte fungal"”, leia-se "simbionte
fingico".



ORIENTADORES: Prof. Dr. Marcello lacomini
Prof. Dr. Philip A.J. Gorin

i



191

Para meu irmao
Paulo Roberto Geyer,
com gratidao.



AGRADECIMENTOS

Aos prof.® Dr. Marcello lacomini e Dr. Philip Albert James
Gorin pela orientagao e assistencia construtivas, tornando possi-

vel a realizacao desta tese.

Ao prof. Dr. Jose Domingos Fontana pelo cordial apoio ofe-
recido como chefe do Departamento de Bioquimica da Universidade

Federal do Parana.

Aos prof.° Dr. Jose Hazencleve Duarte, Gissélia Rabello
Duarte, Maria Eugenia Rabello Duarte e Dr. Marco Aurelio Lacombe
Feijo pelas sugestoes oferecidas durante o desenvolvimento deste

trabalho.

Aos prof.S Dr. Joao Batista Chaves Correa, DrS Fany Reicher,
Dr? Maria Rita Sierakowski e PS Guido Edgar Wenzel pela valiosa
ajuda nas analises de c.f.g. e na determinacao da distribuigao de

grupos 0-acetilicos num dos polissacarideos em estudo.

A Sandra Maria Warumby Zanin, Mirjam Bllmel Chociai, Maria
de Lourdes C.C. da Silva e Monica H. Cavichiolo Grochocki pela

amizade.

Aos colegas do laboratorio de M. Tacomini, Adirce Moreira
Miceno, Geny Aparecida Cantos, Thereza Cristina Leal Brandao, Eli

ane de Oliveira, Simone Wanise Mello e Luciane Eid Massaaliki

iv



pela colaboragao e incentivo constantes na execugao da parte ex

perimental da tese.

Ao Dr. Carlos Abrao Celli, Dr. Adolfo Petikow, Cassio Mar
celo Crestani, Hayde de Oliveira Noemberg, Josemar d'Almeida Gehr
ke e Francisca Santana de Jesus pelo agradavel convivio no es -

critorio de P. Geyer, durante a redagao da presente tese.

Aos Dr. Mytosk Mazurek, Dr. Alexander P. Tulloch e Dr. Law

]36 e de 1

rence Hogge pelas analises de r.m.n. de He de c.f.g.-
e.m. (pesquisadores de Plant Biotechnology Institute, National

Research Council, Saskatchewan, Canada).

A Doroty Kubicki pela colaboragao no tratamento de hetero

polissacarideos com a enzima D-galactose oxidase.

A Thais Liane Pie pela confeccao dos desenhos apresenta -

dos nesta tese.

A prof? Edith S.E. Fanta pela coleta do liquem antartico,

Newropogon aurantiaco-ater (professora do Departamento de Biolo-

gia Celular da UFPR).

Aos prof.s Hector S. Osorio (professor do Museo Nacional
de Historia Natural, Montevideo, Uruguai) e Dr. Mason E. Hale
(professor do National Museum of Natural History, Washington,

USA) pela identificagao botanica dos 1iquens estudados.

A todos professores, funcionarios e colegas de pos-gradua
cao do Departamento de Bioquimica da UFPR pela contribuigao na

realizacao deste trabalho.

A equipe da biblioteca do Setor de Ciencias Biologicas da

UFPR pela assistencia.



SUMARIO

Lista de tabelas ..o

Lista de figuras ... it .

Lista de abreviaturas  ..... e et N

Resumo

-------------------------------------------

Abstract it i i e e .

oooooooooooooooooo

Introducgao

---------------------------------------

1. Apresentagao dos 17QUENS .. .iiiiirrrrreernnnnnn

N

Principais componentes quimicos em liquens

2.1. Acidos liquenicos e carotenoides

2.2. Carboidratos ... ... 0. e
2.2.1. Carboidratos de baixo peso molecular ......
2.2.2. P0lissacarideos = ..iiiiiiiiiennceccianennann

3. Liquens Stereocaulon ramulosum (Sw.) R4usch, Newropo-

gon aurantiaco-ater e Actinogyra muehlenbergii

ObJetivos i i i it i i e i s e e
Materiais e metodosS = t...iiiiiiieiiiieei it
1. Metodos analiticos gerais . iiiiiieiiennanineas
1.1. Metodos cromatograficos = .+ .iiieiinnnnionnennnns
1.2. Metodos espectroscopicos N

1.3. Metodos espectrofotometricos = ...iiiiiiiiiiinnn

Vi

D

12

26
29
31
31
31
35
36



1
1
1

~nN

4.
.5,
.6.

.

N

.
—
.

.1.2. Extracao metanol-agua
.1.3. Extragao aquosa

.1.4. Extragao alcalina

.2.1. Extracgao benzeno-etanol

.1.1. Extragao benzeno-etanol
.1.2. Extracao metanol-agua
.1.3. Extracao aquosa

.1.4. Extragao alcalina

.2.1. Extracao benzeno-etanol

Polarimetria e et e
Titulometria @ i i it ittt i e,
Metodos complementares e e e
Liquens em estudo e seus carboidratos et

Locais de coleta e caracteristicas gerais dos 17 -
quens em estudo e ettt

Isolamento de carboidratos dos liquens em estudo

Isolamento de polissacarideos do liquem St. ra-
mulosum ..., Chet it Ceseiaaa

Primeira serie de etapas de extracgao

.1.1. Extragao benzeno-etanol e

----------------

----------------------

oooooooooooooooooooo

.2. Segunda serie de etapas de extragao

--------------

.2.2. Extracao com dimetil-sulfoxido  .......

Isolamento de carboidratos de baixo peso molecu-

lar e de polissacarideos do 1iquem N. aurantiaco-

T R = I

.1. Primeira serie de etapas de extragao

--------------

----------------

----------------------

--------------------

.2. Segunda série de etapas de extragao

nnnnnnnnnnnnnn

.2.2. Extracao com dimetil-sulfoxido .......

Isolamento de polissacarideo do 1iquem A. mueh -

vii

37
37
37
38

39
40

40
4
I3
I3
4
44
46
46
46

46
47
47
47
49
50
50
50
51



]enbergii ooooooo 6 6 4 0 0 6 0 6 6 8 0 0 0 0 0 s 0 0 0 0

.2.3.1. Extragao com benzeno-etanol seguida por ex -
tragao com dimetil-sulfoxido et
. Analise estrutural dos carboidratos de baixo peso
molecular e dos polissacarideos isolados dos 17 -
quens em estudo = L.l iiiiieeea e “os
.1. Composig¢ao em monossacarideos dos carboidratos
de ba{xo peso molecular e dos polissacarideos
.1.1. Hidrolise acida total  ..... e
.1.2. Redugao e acetilagao dos produtos de hidrolise
acida total .....i.ii.aaan et
.2. Testes de homogeneidade aplicados aos polissaca-

FTAE0S i ittt et e e e

N

.1. Eletroforese em acetato de celulose

~nN

.2. Filtracao em geis de Sepharose 4B-200 e de Se-
pharose 6B ..... ettt st
.3. Metilagao de polissacarideos e de carboidratos
de baixo peso molecular .. iiiiiiieeiiaaas
.4. Consumo de periodato de sodio e produgao de aci-
do formico pelo heteropolissacarideo (galactoma-

nana) isolado por extragao alcalina de St. ramu-

JOSUM e s

.5. Degradacao tipo Smith de polissacarideos

.6. Degradacao de Smith branda de polissacarideos

.7. Pesquisa de amido (amilose) em homopolissacari -
deos (a-D-glucanas) ....iiiiiiiiiiaiin

.8. Tratamento de heteropolissacarideos (galactomana
nas) com enzima galactose oxidase ........

.9. Pesquisa de acucares aminados em heteropolissaca

viii

51

51

52

52
52

52

53
53

54

54

58

59

61

63

64



3.10.

3.11.

3.12.

Resu

w——
.

C
1.1.

1.2.

2. P
2.1,

.
—
.

rideos (galactomananas) ettt
Hidrolise acida parcial de heteropolissacarideos

(galactomananas) ciisestsenetecssoasanns et
Acetolise parcial do heteropolissacarideo (galac-
tomanana) isolado por extragao alcalina de St. ra-
mulosum taseessessannbes terssesesensansaenns
Hidrolise acida, com liberacao de acido acetico

do hoﬁopolissacar?deo (B-D-glucana) de A. muehlen-
bergii chitecana e eseas e e Ceeee e NN
Localizacao de grupos g-acet?1icos no homopolissaca

rideo (B-D-glucana) de A. muehlenbergii

Ttados e discussSao .t .iiiiininenenn e e
arboidratos de baixo peso molecular  ..........
Isolamento e determinacao estrutural de carboidra-
tos de baixo peso molecular .. i i,

Liquem St. ramulosum ....... e e

.2. Liquem N. aurantiaco-ater ............0..,

.3. Liquem A. muehlenbergii ... ...l

.4, Estudo comparativo entre carboidratos de baixo

peso molecular isolados de liquens  .......
Producao e fungao de carboidratos de baixo peso mo
Tecular de TTQUENS (it ennennenaenns
01955SaCarTdeOS ittt e
Isolamento e determinacao estrutural de polissaca-

rideos 1iqUeENicos  tiiiiiiiiiiiiiii e

1. a-D-Glucanas i
.1.1. Liquem St. ramulosum  ....... Ceesenenenns

.1.2. Liquem N. aurantiaco-ater .......iiia.nn

.1.3. Liquem A. muehlenbergii e

ix

64

65

66

68

68
71
73

73
73
74
76

77

81
84

84
85
85
91
95



2.1.1.4. Estudo comparativo entre o-D-glucanas isoladas

de 1iquens e et e e
2.1.2. Galactomananas R I T ST AT ceseanes
2.1.2.1. Liquem St. ramulosum  ...iieiiieiiienenan
2.1.2.2. Liquem N, aurantiaco-ater .
2.1.2.3. Liquem A. muehlenbergii ettt

2.1.2.4, Estudo comparativo entre galactomananas isola-

das de 1iquens e et e e e
2.1.3. B-D-Glucanas .. ..., N Cesrsesrassns
2.1.3.1. B-D-Glucanas sem grupos O-acetil .......
2.1.3.1.1. Liquem St. ramulosum  ..... Ciieesiaanas

2.1.3.1.2. Liquem A. aurantiaco-ater ............

2.1.3.1.3. Liquem A. muehlenbergii ...... e

2.1.3.1.4. Estudo comparativo entre B-D-glucanas sem
grupos O-acetil isoladas de liquens
2.1.3.2. B-D-Glucanas com grupos QO-acetil — .......

2.1.3.2.1. Liquem St. ramulosum  ........ e

[N
—
w
~
o

Liquem N. aurantiaco-ater ............

2.1.3.2.3. Liquem A. muehlenbergii ~  ..............

2.1.3.2.4. Estudo comparativo entre B-D-glucanas com
grupos 0-acetil isoladas de liquens

2.2. Producao e fungao de polissacarideos liquenicos

CONCTUSDES ittt ensonsonssosneneansosenensons

Referencias bibliograficas = ... .iiiiiiiiiinneaens

PUbTiCagO0es it iiiirinienean i

128
136

138
140
141
141
142
149

149
151
151
153
154

167
169
175
179
198



LISTA DE TABELAS

TABELA Pagina
I Principais acidos liquenicos isolados de liquens 6
I Distribuicao de carotenoides em alguns 1iquens
do Brasil ... 0000 e 7
IT1 Carboidratos de baixo peso molecular isolados de
1TqUENS e N 11
IV a-D-Glucanas com ligacoes (1 - 3) e (1 » 4) iso-
ladas de liquens e e et e 16
v B-D-Glucanas com ligagoes (1 - 3) e (1 » 4) iso-
ladas de liquens PN 17
VI B-D-Glucanas com apenas ligacgoes (1 - 6), prefe-
rencialmente O-acetiladas, isoladas de 1iquens 18
VII Galactomananas com cadeias principais de o-D-mano
pirananas (1 = 6) isoladas de 1iquens ceen 21
I Analise por c.f.g. dos acetatos de alditois obti

dos a partir do extrato metanol-aquoso de N. au-

rantiaco-ater L i e i et e 75

IT! Composicoes em carboidratos de baixo peso molecu

lar dos 1iquens St. ramulosum, N. aurantiaco-a -

ter e A. muehlenbergii .. ..ol 78

IT1’ Movimento de carboidratos da alga (fotobionte)

para o fungo (micobionte) em algumas especies de

X1



Iv!

VI'

VIT'

VITT'

Ix!

Tiquens L.iiiiee.. e
Propriedades das a-D-glucanas isoladas de 17 -
quens e estudadas estruturalmente no presente

trabalho cessetaierstrasenas et e
Propriedades gerais das galactomananas isola -
das de 1iquens e estudadas estruturalmente no
presente trabalho  ...... e
Aﬁé]ise por c.f.g.-e.m. dos acetatos de aldi -
tois parcialmente metilados resultantes da me-
tilagao da galactomanana obtida por extragao a
quosa de St. ramulosum ...l
Sinais e suas atribuigoes observados nos espec-

130 de polissacarideo residual

tros de r.m.n.-
resultante da hidrolise acida parcial da galac

tomanana obtida por extragao aquosa de St. ra-

mulosum e de uma o-D-manopiranana (1 - 6)

Analise por c.f.g.-e.m. dos acetatos de aldi -
tois parcialmente metilados resultantes da me-
tilacao da galactomanana obtida por extracgao
alcalina de St. ramulosum  ..............
Analise por c.f.g. dos acetatos de alditois
parcialmente metilados resultantes da metila -
cao do polissacarideo residual proveniente da
hidrolise acida parcial da galactomanana obti-
da por extracao alcalina de St. ramulosum
Analise por c.f.g. dos acetatos de alditois
parcialmente metilados resultantes da metila -
cao dos oligossacarideos provenientes da aceto

lise parcial da galactomanana obtida por extra

xii

101

105

109

114

116



XT'

XIT'

XTIT'

XIV!

XV'

XVI'

XVIr'

XVIII!

gao alcalina de St. ramulosum  ..... Chea
Analise por c.f.g.-e.m. dos acetatos de aldito
is parcialmente metilados resultantes da meti-
lag¢ao da galactomanana obfida por extracao a -

quosa de N. aurantiaco-ater et

Analise por c.f.g. dos acetatos de alditois

parcialmente metilados resultantes da metila -
¢ao do polissacarideo residual proveniente de
hidrolise acida parcial da galactomanana obti-

da por extragao aquosa de N. aurantiaco-ater

Propriedades gerais da g-D-glucana sem grupos
O0-acetil isolada de 1iquem e estudada estrutu-
ralmente no presente trabalho ..........
Sinais e suas atribuigoes observados nos espec

13

tros de r.m.n.- “C das B-D-glucanas dos 17 -

quens N. aurantiaco-ater e C. islandica

Propriedades gerais da B-D-glucana com grupos
O-acetil isolada de 1iquem e estudada estrutu-
ralmente no presente trabalho  .........
Sinais e suas atribuigoes observados nos espec

13

tros de r.m.n.- “C da B-D-glucana parcialmen-

te O-acetilada de A. muehlenbergii e de uma

B-D-glucopiranana (1 - 6) ou pustulana

Sinais e suas atribuigoes observados nos espec
tros de r.m.n. de 13¢ ¢ de ]H do acido aceti-
co liberado por hidrolise acida da B-D-gluca-

na parcialmente O-acetilada de A. muehlenbergii

e do acido acetico autentico ..o,

Analise por c.f.g.-e.m. dos acetatos de aldi -

Xxiii

121

132

134

143

146

156

158

160



XIX!

XX

XXT1'

tois parcialmente metilados resultantes das
metodologias de BOUVENG e de CORREA et al.
para a localizacao de grupos O-acetil na
B-Q—g1ucana parcialmente 0O-acetilada obtida
por extragao com dimetil-sulfoxido de A.

muehlenbergii et eertiirssen it aeese e
13

Deslocamentos da ressonancias de “C obser
vados pela mono-0-acetilagao do metil g-D-
glucopiranosideo e e
Propriedades quimicas e fisico - quimicas

de polissacarideos do 1iquem Ramalina cras-

sa intacto e de seus simbiontes

Carboidratos isolados dosliquens St. ramu-

losum, N. aurantiaco-ater e A. muehlenber-

162

165

170

176



LISTADE FIGURAS

Figura Pagina
1 Espectros de r.m.n.-]3C das oa-D-glucanas obtidas
de St. ramulosum e de C. islandica ........ 89

2 Cromatogramas da o-D-glucana de N. aurantiaco-a -

ter em colunas de geis de Sepharose 6B e de Sepharo

se 4B-200 i it i e e i e 93
3 Espectro de r.m.n.-]3C da o-D-glucana de N. au -

rantiaco-ater L i i e e e 92
4 Cromatogramas da galactomanana obtida por extra -

¢ao aquosa de St. ramulosum em colunas de geis de

Sepharose 6B e de Sepharose 4B-200  ........ 103
5 Espectro de r.m.n.-]3C da galactomanana obtida por

extragao aquosa de St. ramulosum  .......... 106
6 Espectros de r.m.n.-13C dos polissacarideos resi-

duais resultantes da hidrolise acida parcial das
galactomananas de St. ramulosum (extragao aquosa)

e de Peltigera aphthosa ... 108

7 Cromatogramas da galactomanana obtida por extra -

¢3o alcalina de St. ramulosum em colunas de geis

de Sepharose 6B e de Sepharose 4B-200 ..... 112
8 Espectro de r.m.n.-13C da galactomanana obtida por
extracao alcalina de St. ramulosum e 118

XV



10

11

12

13

14

15

16

17

18

13

Espectro de r.m.n.- “C de oligossacarideos presentes

3

na Fragao com RMan

0,44 - F3, provenientes de ace-
tolise parcial da galactomanana obtida por extracgao

alcalina de St. ramulosum Coeav et s asnasane

Espectros de r.m.n.-]H de oligossacarideos proveni-

entes de acetolise parcial da galactomanana obtida

por extracao alcalina de St. ramulosum N

Cromatogramas da galactomanana de N. aurantiaco-a -

ter em colunas de geis de Sepharose 6B e de Sepharo

se 4B-200 i et e s et et

13

Espectro de r.m.n.-""C da galactomanana de N. auran-

tiaco-ater ..., et et e e e

Cromatogramas da g-D-glucana de N. aurantiaco-ater

em colunas de geis de Sepharose 6B e de Sepharose

4B-200 i i i e e e e e e s

13

Espectro de r.m.n.-""C da B-D-glucana de N. auran -

Lo T T ol o - U o <3 o

Espectro de r.m.n.-] C da mistura de polissacaride-
os obtida por extracao com dimetil-sulfoxido do 17-
quem St. ramulosum  ..... et e
Espectro de r.m.n.-]3C da mistura de polissacaride-

os obtida por extracao com dimetil-sulfoxido do 17-

quem N. aurantiaco-ater = .. .ol
13

Espectro de r.m.n.- “C da B-D-glucana parcialmente

O0-acetilada de A. muehlenbergii ~  .............

Sequencia de reagoes utilizadas para determinar a
distribui¢ao dos grupos 0O-acetil na B-D-glucana 0-

acetilada de A. muehlenbergii, de acordo com as me

todologias de BOUVENG e de CORREA et al.

XVi

120

123

130

133

144

145

152

154

157

163



LISTA DE ABREVIATURAS

AcOH - Acido acetico.

C' - Carbono com grupo 0O-acetil.

c.c.d. - Cromatografia em camada delgada.

Cetavlion - Brometo de hexadeciltrimetilamonio.

c.f.g. - Cromatografia em fase gasosa.

c.f.g.-e.m. - Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectro-
metria de massa.

CHZSOCH3 - Ion metil sulfinil carbanion.

c.p. - Cromatografia em papel.

d.i. - Diametro interno.

DMS - Sulfato de dimetila.

DMSO - Dimetil-sulfoxido.

D,0 - Oxido de deuterio.

Fy - Fracao com R3

Man 0»44 proveniente de acetolise parcial da

galactomanana obtida por extracao alcalina de St. ramulosum.

Fq - Fragao com R4

Man 0,43 proveniente de acetolise parcial da

galactomanana obtida por extragao alcalina de St. ramulosum.

FIS - Fenilisocianato.
Fracao de pH 8,5-H20 - Fragao de pH 8,5 que apresenta galactoma-
nana obtida por extragao aquosa de St. ra-

Fracao de pH 8,5-KOH - Fragao de pH 85, que apresenta galactoma-

XVii



nana obtida por extragao alca-
lina de St. ramulosum.

J - Constante de acoplamento.

KOD - Hidroxido de potassio deuterado.

m/z - Relagao massa/carga.

NaBH, - Boroidreto de sodio.

Nal0, - meta-Periodato de sodio.

NaOD - Hidroxido de sodio deuterado.

PhNCO - Fenilisocianato.

r.m.n. - Ressonancia magnetica nuclear.

T - Tempo de retencgao.

TFA - Acido trifluoracetico.

THF - Tetraidrofurano.

TMS - Tetrametilsilano.

§ (p.p.m.) - Delta (parte por milhao).

Xviii



RESUMDO

Tres especies de 1iquens com micobiontes ascomicetos,

Stereocaulon ramulosum (Sw.) R4usch, Newropogon aurantiaco-ater e

Actinogyra muehlenbergii, coletados de locais com caracteristi-

cas geograficas e climaticas distintas, a saber, Brasil, Antarti
da e Canada, foram submetidas a investigagbes quimicas para elu-
cidagao das estruturas de seus carboidratos, principalmente as dos
polissacarideos encontrados em maiores concentragoes nos referi-
dos liquens.

A partir do 1iquem St. ramulosum foram isoladas por extra
c3o alcalina quente (100°C), uma a-D-glucana ([a]gs + 151%; 3,06
g%) do tipo isoliquenana, estruturalmente semelhante a previamen
te obtida por extracao aquosa quente do mesmo liquem, que mostrou
ligacoes (1 » 3) e (1 » 4) numa relacao molar de 1,6:1, e tambem
uma galactomanana ([a]%s + 49%; 3,48 g%), relacionada 3 obtida
por extracao aquosa quente do liquem acima, com cadeia principal
constituida por unidades de o-D-manopiranose unidas por liga-
coes (1 > 6) e com cadeias laterais de o-D-manopiranose 1ligada
(1 - 2) e de B-D-galactopiranose ligada (1 > 4) a oa-D-manopira
nana (1 =+ 6).

Do estudo pioneiro com o T1iquem N. aurantiaco-ater foram

obtidos por extracao aquosa quente (100°C), tres polissacarideos

correspondentes a uma a-D-glucana ([a]SS + 174°%; 3,73 g%) do ti



po isoliquenana, mostrando ligagoes (1 - 3) e (1 » 4) numa rela
¢ao de 1,5:1, a uma B-D-glucana ([a]lz)5 +14%; 27,02 g%) dotipo
liquenana, apresentando ligagoes (1 - 3) e (1 » 4) numa relagao
aproximada de 1:2, e a uma galactomanana ([a]%s + 76%; 1,20 g%)
com cadeia principal de o-D-manopiranana (1 = 6) parcialmente
substituida nas posigoes 2 ou 4 por cadeias laterais, com mais
de uma unidade, constituidas predominantemente por unidades ter
minais n3o redutoras de o-D-galactopiranose. No supracitado 17
quem foram tambem encontrados os poliois arabinitol (2,66 g%),
manitol (0,15 g%) e inositol (0,06 g%) e possivelmente o glico-
sideo de poliol umbilicina (0,06 g%).

E, do 17quem A. muehlenbergii foi isolada por extracao

com dimetil-sulfoxido, a frio (- 20°C), uma B-D-glucana ([a]%s
- 42°; 38,00 g%) do tipo pustulana, com apenas ligagoes (1 - 6)
entre as unidades de glucose e contendo grupos O-acetil (-~ 3%)
como monossubstituintes nas posigoes 0-2, 0-3 e 0-4, sendo a ul

tima posigao ocupada em menor quantidade.

XX



ABSTRACT

Three species of lichens with ascomycetous mycobionts, St.

ramulosum (Brasil), N. aurantiaco-ater (Antartida) and A. mueh-

lenbergii (Canada), were analyzed chemically in order to eluci-
date the structures of their carbohydrate components, namely po
lysaccharides and alditols encountered in 1large quantities.
From St. ramulosum, were isolated by hot aqueous alkaline
extraction, an isolichenan-type o-D-glucan ([a]gs + 151°%; 3.06
g%) structurally related to that previously obtained by hot a-
queous extraction from the same lichen, and containing (1 » 3)-

and (1 » 4)-linkages in a 1.6:1 ratio, and a galactomannan ([a]gs

-+49°; 3.48 g%) related to that obtained by hot aqueous extracti
on. It has a main chain with (1 > 6)-1linked o-D-mannopyranosy]l
residues and side chains of o-D-Manp linked (1 » 2) and B-D-
Galp linked (1 > 4) to the main chain.

In the first study on an Antarctic lichen, N. aurantiaco-

ater, hot aqueous extraction gave rise to three polysaccharides
corresponding to an isolichenan-type a-D-glucan ([a]%s + 174°;
3.73 g%) with (1 + 3)- and (1 » 4)-linkages in a 1.5:1 ratio and
a lichenan-type B8-D-glucan ([a]%s + 14%; 27.02 g%) with (1 + 3)-
and (1 + 4)-linkages in a ~ 1:2 ratio. A galactomannan was also
obtained ([a]%s + 76%; 1.20 g%) having a main chain of (1 + 6)-

linked o-D-mannopyranosyl units frequently unsubstituted and

XX1



substituted at 0-2 or 0-4 by side chains containing mote than
one unit and predominantly with nonreducing @-D-Galp end-groups.
Also, the lichen contained the low molecular weight carbohydra
tes arabinitol (2.66 g%), mannitol (0.15 g%), inositol (0.06
g%), and probably umbilicin (0.06 g%).

From A. muehlenbergii, was isolated by cold dymethyl sul

foxide extraction, a pustulan-type B-D-glucan ([a]gs-42°;38lm
g%) with (1 > 6)-linkages between glucose units and containing
O-acetyl groups exclusively as monosubstituents at 0-2, 0-3 and

with a smaller proportion at 0-4.

XXii



INTRODUGAD

1. APRESENTAGAO DOS LTQUENs®#»°3,110

Um liquem consiste de uma alga (fotobionte42

) e ~de um
fungo (micobionte), vivendo em associagao simbiotica complexa.
0 fotobionte e geralmente uma alga verde (ficobionte) do gene-
ro Trebouxia ou uma alga azul-esverdeada (cianobionte) princi-

palmente dos generos Nostoc ou Scytonema, enquanto que o mico-

bionte e normalmente uma especie de ascomiceto ou menos comu -
mentemente uma especie de basidiomiceto ou de deuteromiceto. De
pendendo da especie de fungo, os liquens sao divididos em asco
1iquens, basidioliquens e deuteroliquens, e segundo a classifi
cagao geral de vegetais, os 1iquens sao classificados comocrip
togamos, uma classe de vegetais inferiores que inclue tambem al
gas, fungos e musgos.

0 fungo normalmente envolve o simbionte algal da asso -
ciagao e como resultado do crescimento de ambos, ha formagao de
um talo (arbustivo, foliaceo, crustaceo ou gelatinoso) de for-
ma e de estrutura interna constantes e definidas, que permitem
o reconhecimento de generos e de especies de liquens. Na maio-
ria dos casos, cada liquem apresenta uma especie de fungo in -
teragindo com uma especie de alga, embora, em alguns liquens,

um segundo fotobionte pode estar presente em pequenas excres -
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cencias superficiais denominadas de cefalodios. Esta interacao
especifica entre a alga e o fungo sugere que a alga, sendo fo-
tossintetizante e fixadora de nitrogenio, fornece compostos or
ganicos ao fungo e este, por sua vez, abastece a alga com agua
e com sais minerais, oferecendo tambem protecao contra a desi-
dratagao e as intensidades luminosas excessivas.
0s liquens vivem em quase todos os tipos de ambientes,

inclusive naqueles onde quaisquer outros vegetais nao se desen
volvem, uma vez que podem ser encontrados em cascas de arvo -
res, em solos e mesmo em regioes extremamente frias, tais como,

a tundra artica e os "fellfields" antérticos.]3]

Alem disso,
aos liquens e atribuida uma consideravel importancia ecologica
como pioneiros da colonizagao de ambientes rochosos, ja que o
crescimento de um 1iquem sobre uma rocha e acompanhado pela de
composigao da porcgao rochosa imediatamente subjacente, e quan-
do os 1iquens morrem, os seus restos juntamente com as particu
las de rocha, formam o solo em que outros vegetais poderaocres
cer.

Uma caracteristica sumamente importante dos liquens diz
respeito a sua perenidade, que e consequéncia da extrema lenti
dao no crescimento dos talos liquenicos e da extraordinaria re
sistencia deles as condigoes ambientais. Embora os liquens se-
jam muito sensiveis a poluentes atmosfericos, particularmente
dioxido de enxofre que ocasiona danos na clorofila, os mesmos
sao excepcionalmente resistentes as variacoes de temperatura,
em estado de desidratacao. Por exemplo, o resfriamento a - 70°C
nao enfraquece as atividades subsequentes do micobionte ou do
fotobionte nos 1iquens, ja que os mesmos recuperam rapidamente,

em seu estado de reidratacao, a capacidade total de respirar,



de fotossintetizar e de fixar m’trogénio.59

E, ate mesmo os 17-
quens de regioes temperadas apresentam um alto grau de resisten
cia ao frio, de modo que esta caracteristica poderia ser consi-
derada inerente da associagao liquenica. Por outro lado, os 17-
quens sao tambem resistentes ao calor, suportando temperaturas

de ate 70°C, sendo tal propriedade facilmente observada na natu
reza, quando por exemplo os mesmos sao encontrados sobre rochas,

cuja temperatura em suas superficies expostas ao sol pode exce-

der a 50°cC.

APLICAGOES DOS LTQUENS

Apesar dos liquens apresentarem pouco valor economico di
reto, em epocas passadas e mesmo atualmente, estas entidades sim
bioticas tem sido utilizadas principalmente em medicina, como

medicamento para tuberculose pulmonar (1iquem Lobaria pulmona -

ria), como expectorante (1iquem Cetraria islandica), no trata -

mento de feridas e de doengas da pele, para o crescimento de ca

belos (17quem Usnea barbata) e na cura de estomatites cremosas
1180

ou "sapinhos" (17quem Cladonia miniata var. sanguinea). utro

emprego de consideravel valor dos 1iquens e como alimento, tanto

para seres humanos, como por exemplo os liquens comestiveis Gy -

w115

rophora esculenta ("Iwatake ) utilizado pelos japoneses e

Actinogyra muehlenbergii ("AsTnTwakonak"Gg) utilizado pelos in-

dios canadenses, quanto para insetos, como o liquem Cladonia

symphycarpa consumido pelas tragas "oribatid" dos vales alpinos
109

suigos. Alem disso, os liquens servem igualmente como pasta-

gens para renas e caribus nas florestas da Escandinavia e no Ca
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nada subartico, especialmente o 17quem Cladonia alpestris comu-

mentemente conhecido por "musgo da renas".4 E ainda, os liquens

podem ser usados na perfumaria, tais como, Evernia prunastri e

Pseudevernia furfuracea, empregados extensivamente na manufatu-

ra de perfumes que apresentam odor caracteristico de musgo.

2. PRINCIPAIS COMPONENTES QUIMICOS EM LTQUENS

0Os componentes quimicos isolados de liquens, mais inten-
sivamente investigados ate o presente estudo, foram os acidos
liquénicos, os carotendides, bem como, os carboidratos de baixo
peso molecular e os polissacarideos. Uma descricao das estrutu-
ras quimicas, de algumas propriedades fisico-quimicas e das a -

plicagoes destes componentes foi realizada a seguir.

2.1. ACIDOS LIQUENICOS E CAROTENDIDES

0s acidos liquenicos sao compostos organicos largamente
distribuidos em 1iquens e encontrados quase exclusivamente nes
tas entidades simbioticas, sendo produzidos pelos seus micobion
tes que formam depositos extracelulares destes acidos sobre a

110 Estes acidos sao insoluveis em agua e

superficie .das hifas.
consistem de uma grande variedade de compostos alifaticos e aro
maticos, mas sobretudo de acidos fenolicos fracos, cujas estru-
turas quimicas foram pioneiramente investigadas a partir de 1926,

quando foi estudado um depsideo, a atranorina, seguido pelos es

tudos de um derivado dibenzofurano, o acido usnico, e de uma dep
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sidona, o acido protocetrarico (Tabela I).34

Tais compostos po
dem ser facilmente identificados por cromatografia em camada
delgada, segundo metodo elaborado, padronizado e aperfeigoado

principalmente por Chicita F. CULBERSON,23

em 1972.
Ja com respeito aos carotenoides, os mesmos tem sido am
plamente estudados atraves das investigacoes recentes de CZEC-

ZUGA e seus co]aboradores,24’25’26’27

que indicaram essencial-
mente a influencia significativa de fatores ambientais, tais
como, clima, diferentes altitudes e latitudes, sobre a ocorren
cia de determinados carotenoides em talos de liquens coletados

28:25,26 5pctusive do Brasil?’

de diversas partes do mundo, (Ta
bela II).

Apesar da dificu]dade em assinalar conclusivamente o pa
pel metabolico destes componentes, parece que os acidos lique-
nicos e os pigmentos carotenoides apresentam certa importancia
na fisiologia dos talos liquenicos, visto que estes componen-
tes podem reduzir a quantidade de luz que atinge a alga e pre-

10 pvem dis-

sumivelmente filtrar certos comprimentos de onda.
S0, os depositos cristalinos de acidos liquenicos
na superficie dos micobiontes podem tornar o0s talos
quase impermeaveis, impedindo o consumo excessivo de agua e

auxiliando na regulagem dos niveis internos de agua.
APLICAGDES DOS ACIDOS LIQUENICOS
Em relagao as aplicagoes destes componentes, particular

mente as dos acidos liquenicos, foi demonstrado que os mesmos

sao fundamentalmente utilizados em estudos fitoquimicos e taxo



TABELA I - PRINCIPAIS ACIDOS LIQUENICOS ISOLADOS DE LIQUENS67

Depsideos

Depsidonas

Derivados
Dibenzofurano

Acido anziaico

. barbatinico
barbatolico
beomicesico
boninico
confluentinico
criptoclorofeico
difractaico
diplosquistesico
d1var1cat1co
esguamat1co

. evernico
giroforico
glomeriferico
hiascico
h1potamno11co
homosegu1ca1co
imbricarico
lecanorico

. meroclorofeico
. microfilinico
obtusatico
olivetorico
perlatolico
p]ana1co
rama11n011co
sequ1ca1co
tamnolico
umbilicarico
Atranor1na
Cloroatranorina
(+)-Eritrina
Esferoforina

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>

Peltigerina (Tenuiorina)

Tumidulina

CH, CHjs
CO—-0 OH
HO OHR CO,CH,
CHO CH,3

Estrutura quimica da
ATRANORINA

>>>>>>>>>>>>>>>>

. alectoronico

. a-colatolico

. estictinico
fisodalico
fisodico
fumarprotocetrar1co
graianico

. hipoprotocetrarico
lobarico

4-0-metil fisodico
norestictinico
protocetrar1co
psorom1co

. salazinico
var1o]ar1co
virensico
D1plo1c1na
Gangaleoidina
Norlobaridona
Panarina

Vicanicina

Estrutura quimica do
ECIDO PROTOCETRARICO

didimico

. esquizopeltico
panarico
profirilico
usnico

M>>I >

strepsilina

Estrutura quimica do

ACIDO USNICO
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8
nomicos visando a identificacao e a classificagao de espécies

de 17quens,23’53 118

bem como podem ser empregados em medicina.
A aplicagao na area medica e devida essencialmente a atividade
antimicrobiana comprovada destes componentes, como por exemplo,

123 e a da atr*anorina,]7

a do acido usnico frente a certos mi
croorganismos representados por bacterias gram-positivas, por
micobacterias e por fungos leveduriformes. Alem disso, uma ou-
tra aplic;géo seria como agentes preservativos, uma vez que foi
demonstrado que os produtos de hidrolise da atranorina e da te
nuiorina, ou seja, metil e etil orselinatos, foram especialmen

te ativos contra a bacteria Pseudomonas aeruginosa, um microor

ganismo frequentemente encontrado em produtos farmaceuticos e
bastante resistente a muitos agentes preservativos corriqueira

mente em uso.72

2.2. CARBOIDRATOS*?

A despeito dos inumeros trabalhos realizados para a i -
dentificacao de acidos liquenicos e de carotenoides em liquens,
nao ha duvida que a pesquisa de carboidratos, especialmente a
de polissacarideos, tambem despertou acentuada ou talvez maior
atencao por parte dos estudiosos, uma vez que o estudo pioneiro
de polissacarideos nestas entidades simbioticas remonta desde

10

1815, quando BERZELIUS empregou o liquem Cetraria islandica

("Isl4ndischen Mooses") como alvo de pesquisa.
A partir daquele ano, varias investigagoes foram efe -
tuadas e continuam sendo realizadas para a caracterizagao es -

trutural de polissacarideos, como @-D-glucanas, PB-D-glucanas
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e galactomananas isoladas de 1iquens, bem como, de carboidra -

tos de baixo peso molecular, principalmente poliois, dissacari
deos, agucares livres e glicosideos de poliois.

As caracteristicas gerais destes componentes, particu -

Tarmente de suas estruturas quimicas, foram descritas no pre -

sente trabalho, como segue.

2.2.1. Carboidratos de baixo peso molecular

Relativamente poucos estudos tem sido realizados a cer-
ca da distribuigao global de carboidratos de baixo peso molecu
lar em diferentes especies de Hquens.94 A investigagao mais a
brangente sobre estes componentes foi efetuada somente em 1953,

quando LINDBERG et al.%3

pesquisaram a presenca dos poliois a-
rabinitol, manitol e volemitol, dos dissacarideos trealose e
sacarose e do glicosideo de poliol umbilicina (2-0-B-D-galac-

86) em sessenta especies de liquens,

tofuranosil-D-arabinitol
sendo cinco da ordem Pyrenocarpeae, atualmente denominada de

Verrucariales, generos Dermatocarpon e Endocarpon, e as demais

da ordem Gymnocarpeae, atualmente Lecanorales, generos Lobaria,

Peltigera, Cladonia, Stereocaulon, Umbilicaria, Lecanora, Par-

melia, Cetraria, Letharia, Alectoria, Ramalina, Xanthoria, etc.

Como resultado desta pesquisa foi demonstrado basicamente que
o manitol era um componente de ocorrencia geral em liquens, en
quanto que o arabinitol e o volemitol eram caracteristicos de
grupos taxonomicos especificos, ou seja, o arabinitol nos 17 -
quens da ordem Lecanorales e o volemitol naqueles da ordem Ver

rucariales. Quanto aos demais componentes, trealose, sacarose
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e umbilicina, nao foi indicado um parecer conclusivo sobre a
distribuigao dos mesmos em l1iquens.

Dezesseis anos mais tarde, Chicita F. CULBERSON22

elabo-
rou um guia quimico de produtos liquenicos, incluindo varios
trabalhos efetuados sobre o isolamento e a identificacao de car
boidratos de baixo peso molecular encontrados em liquens. Este
guia foi devidamente complementado em 1980-1981, quando PUEY0]04’]05’106e§
creveu uma revisao bibliografica sobre poliois, agucares 1i -
vres, dissacarideos e glicosideos de poliois amplamente distri-
buidos nestas entidades simbioticas (Tabela III). A revisao mos
trou que os 1iquens poderiam apresentar: a) poliois com tres a
sete atomos de carbono, como por exemplo, glicerol, eritritol,

arabinitol, manitol, volemitol; b) agucares livres principalmen
te com cinco como ribose e com seis atomos de carbono como glu-
cose; c) dissacarideos representados essencialmente por sacaro-

se e por trealose, apesar de no liquem Sticta damaecorm‘s”7 ter

sido encontrado lactose; e d) glicosideos de polidis particular

mente umbilicina, 3—9-B—Q-glucopiranosi]-g-manito184

84

e peltige
rosideo ( 3-0-g-D-galactofuranosil-D-manitol”"). No entanto, de
veria ser ressalvado que embora os poliois, os acucares livres
e os dissacarideos possam ser distribuidos em outras fontes na-
turais, como em fungos, em algas, em bacterias e em vegetais su
periores,22 parece que tal distribuigao nao ocorre com os glico
sideos de poliois. Neste caso, especialmente a umbilicina e o
peltigerosideo, originalmente isolados respectivamente dos 17-

85 84

quens Umbilicaria pustulata e Peltigera horizontalis, apre-

sentam estruturas nao frequentemente encontradas na natureza, ou
. - .
seja, galactofuranosideos de baixo peso molecular, parecendo

portanto serem componentes caracteristicos unicamente de 17-
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TABELA II1 CARBOIDRATOS DE BAIXO PESO MOLECULAR ISOLADOS
DE LTQUENS®

Poliois Acucares Dissacarideos Glicosideos

Livres de Poliois
Arabinitol Arabinose Lactose G]ucose-mam’to]b
Eritritol Frutose Sacarose Peltigerosideo®
Glicerol Galactose Trealose Umbilicinad
Inositol Glucose
Manitol Lixose
Ribitol Manose
Sifulitol Ramnose
Sorbitol Ribose
Volemitol Tagatose

Xilose
a

(@}

d Umbilicina

Glucose-manitol

Peltigerosideo

Dados obtidos das referencias 104, 105, 106 e 117.

= 3-0-B-D-glucopiranosil-D-manitol.

3-0-B-D-galactofuranosil-D-manitol.

2-0-B-D-galactofuranosil-D-arabinitol.
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quens.

APLICAGDES DOS CARBOIDRATOS DE BAIXO PESO MOLECULAR

Levando em consideracao o enfoque investigativo dos tra-
balhos mencionados acima, parece que os mesmos foram basicamen-
te dirigidos para o isolamento e a identificagao de carboidra -
tos de baixo peso molecular em liquens, sem contudo sobrevir a
preocupagao em relacionar tais componentes com alguma aplicagao
futura. Inclusive para estudos quimiotaxonomicos parece nao ha-
ver uma aplicacao total destes componentes, devido provavelmen-
te a distribuicao dos mesmos, sobretudo dos glicosideos de po -
liois, ser especifica a certas especies de liquens e nao carac-
teristica de determinados grupos taxonomicos. Talvez, a unica
excecao, citada anteriormente, seja relacionada a distribuigao
dos poliois arabinitol e volemitol em liquens, ja que ate o pre
sente estudo, os referidos poliois foram encontrados quase ex -
clusivamente nas ordens Lecanorales e Verrucariales, respectiva

117

mente, embora no liquem Sticta damaecornis, pertencente a or

dem Lecanorales, tenham sido detectados concomitantemente arabi

nitol e pequena quantidade de volemitol (0,02%).

2.2.2. Polissacarideos

Em oposicao ao numero relativamente limitado de estudos
efetuados sobre carboidratos de baixo peso molecular em liquens,

foi observada uma grande quantidade de trabalhos sobre polissa-
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carideos, que registraram as investigacoes quimicas realizadas
para a caracterizacao estrutural das referidas moleculas isola
das de diferentes especies destas entidades simbioticas.

A primeira especie de 1iquem estudada foi a Cetraria is-

10

landica, da qual BERZELIUS, em 1815, isolou por extragao a-

quosa quente*, um polissacarideo que, apos resfriamento, era in

soluvel em agua fria*. Inumeros trabalhos foram entao reali

18,35,90,101,103

zados, para a determinagao de estrutura quimica

deste polissacarideo, originalmente denominado de "lichenin" e
atualmente de "lichenan", cujos resultados mostraram que o mes-

mo era uma B-D-glucana ([@]SO + 8% ~ 10018) linear contendo 1i

18,90,101

gacoes (1 » 3) e (1 » 4) numa relacgao molar de 3:7. Es

tas ligagoes estavam distribuidas de modo a constituir princi -
palmente uma sequencia repetitiva tetrassacaridica [uma ligagao
(1 + 3) seguida por duas ligagoes (1 -~ 4) adjacentes], e ocasio

nalmente, uma sequencia pentassacaridica [uma ligagao (1 » 3)

101,103

seguida por tres ligagoes (1 - 4) consecutivas]. A ausen

cia de ligagoes (1 -+ 3) adjacentes na estrutura da liquenana foi

posteriormente comprovada por estudos de degradagao de Smi th

35 13. 40

branda e de espectroscopia de r.m.n.- “C.

Durante os trabalhos realizados para o isolamento, a pu-

rificacao e a caracterizacgao estrutural da liquenana, foi reve-

lada inicialmente por MEYER & GURTLER,®

18

em 1947, e confirmada
mais tarde por CHANDA et al. =, em 1957, a presenga de um outro
polissacarideo no 1iquem C. islandica, também extraido por agua

quente, mas ao contrario da liquenana, soluvel tanto em agua

* Observar que no texto, o termo ''quente' €& indicativo
de temperatura a 100°C, enquanto que o termo “fria" (ou "frio"),
de temperatura ambiente (~ 20°C), tanto para processos de extra
¢ao quanto para solubilidade de polissacarideos.
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fria quanto em agua quente. Este polissacarideo, originalmente

denominado de "isolichenin" e atualmente de "isolichenan", foi

018

demonstrado ser uma a-D-glucana ([d]gs + 255 ) linear, com

ligagoes (1 = 3) e (1 - 4) numa relacao molar bastante contro-

vertida, pois foram encontrados os valores de 1,5:1,]8 de

]’2:],102 36 45

de 1,3:1 e finalmente de 1,9:1,"" provavelmente de
vida as dificuldades na preparagao de amostras puras. A distri
buigao d;stas ligagoes ao longo da cadeia da glucana foi evi -
denciada por degradacao de Smith branda,36 que indicou uma es-
trutura repetitiva preponderante com duas ligagoes (1 -+ 3) con
secutivas interceptadas por uma ligagao (1 = 4) isolada (43%),
embora uma sequencia de ligagoes (1 = 3) e (1 - 4) alternadas
tambem estivesse amplamente distribuida (38%), alem de uma me-
nor proporgao de ligagoes (1 -~ 4) adjacentes (6%).

Obviamente, a investigacao quimica de polissacarideos em
1iquens nao foi restrita aos intensos estudos efetuados com a

30

C. islandica, ja que DRAKE, quatro anos antes de MEYER & GUR

91

TLER, tinha isolado por extragao aquosa do liquem Umbilicaria

pustulata, um polissacarideo insoluvel em agua fria mas soluvel
em agua quente, originalmente denominado de "pustulin", Mais
tarde, LINDBERG & McPHERSON82 trabalhando com o referido 1iquem,
obtiveram este polissacarideo, atualmente chamado de "pustulan",
e indicaram que o mesmo era uma B-D-glucana ([@]D - 460) 1i-
near com apenas ligagoes (1 - 6) entre as unidades de glucose,
sendo tal estrutura confirmada posteriormente por HELLERQVIST

et a1.58.

A partir destes estudos com a C. islandica e a U. pus -
tulata, em que foram isolados os polissacarideos liquenana e

isoliquenana do primeiro 1iquem e a pustulana do segundo, muitos
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trabalhos sucederam, em media um trabalho ao ano apos a decada
de 50, visando a obtengao de polissacarideos, relacionados aos
citados acima, de diferentes especies de liquens.

Realmente, polissacarideos estruturalmente semelhantes
a liquenana (Tabela IV) e a isoliquenana (Tabela V) ou entdo a
presentando algumas variagoes estruturais com respeito princi-
palmente as relagoes molares de ligagoes (1 > 3) e (1 » 4), fo
ram encoétrados em outros liquens, sendo observado que as pro-
porcoes das referidas ligacoes foram bastante diversificadas es
pecialmente nas o-D-glucanas. Evidentemente, novas caracteri-
zagoes estruturais foram reveladas, sobretudo para as B-D-glu
canas, como aquela linear do tipo laminarana isolada pof'extrg

- i - 7
¢ao alcalina do 1iquem Stereocaulon ramulosum, que mostrou a-

penas ligagoes (1 = 3) entre as unidades de glucose. Uma B-D-
glucana ramificada foi tambem obtida, por extracao alcalina, do

65 que apresentou uma cadeia principal com

1iquem C. islandica,
unidades de glucose e de acido glucuronico ligadas (1 - 3) e
cadeias laterais constituidas por unidades de glucose 1ligadas
(1 > 4) e/ou (1 > 6) a cadeia principal. Alem disso, nos polis

sacarideos do tipo pustulana (Tabela VI) isolados de diversos liquens,

em particular dos generos Gyrophora, Umbilicaria e Lasallia,

foi igualmente constatada uma novidade estrutural, uma vez que
os mesmos mostraram grupos O-acetil em suas estruturas quimi -
cas. Esta constatacao foi bastante significativa, ja que os tres
generos mencionados acima eram pertencentes a mesma familia Gy
rophoraceae, sugerindo uma possivel correlagao entre a posigao
taxonomica destes liquens e seus carboidratos, especialmente as
97

pustulanas parcialmente acetiladas.

Juntamente com o interesse intensivo em pesquisar gluca
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TABELA Vv - a-D-GLUCANAS COM LIGAGDES (1 -+ 3) € (V » 4) ISOLADAS DE LTQUENS
Liquens [n]o Relagao molar de Presenca de Solubilidade Rendimento
ligagoes (1 -~ 3) outros tipos (g> do peso
e (1 + 4) de ligacoes de liquem
original)
c. %_;aqdig_‘8'36A5']02 + 255° 1,5:1 - Solivel em 0,05
a (+ 2729 (1,2:13 1,3:1; agua fria (1,14)
1,9:1)
C. 5ljhnrd§gﬂil]al - 1,5:1 - ldem -
A. gchata‘ZB + 265° Isoliquenana - Idem 9,20
A. sarmg:utosa]28 + 275° Isoliquenana - Idem 1,70
St. ramulosum’ +1n° 1,6:1 - Tdem 4,48
P. cgpg£g£g73J29J4] + 201° 1:1 - Insoluvel em 3,00
16) agua fria
95
Eogpyerate + 232° 100 - Tdem 0,57
C. mtis + 242° 1:1 - ldem -
1b)
. .95 0
C. rangiferina + 215 1:1 - Idem 0,46
16)
C.s ugmgﬁggs + 245° 1:1 - Idem 0,28
.. 70
C. al$g§}r1s - 1:1 - ldem 0,12
C. confusa’? + 189° S - 1dem 0,30
16y~ °
69 )
L. vulpina - 1,2:1 - lTdem 4,00
E. Erunqifiiﬁs'lze + 200° 4:1 - Insoluvel 0,75
+ 164° 1,5:1 - Solivel 0,43
+ 217° 101 (v > 2) Solivel 3,20
+152° 6:1 (1 +6) Insolivel 3,50-4,00
St. :i_dj!()_l[lguﬁ73’]25']40'141 + 201° 2,7:1 (1 » 2) Soluvel 5,50
(2:1; 3:1)
P. gﬁ)culg£i§]41 - 2:1 - Idem 5,00
St. sorediiferum' 2> + 230° 31 - 1dem 1,80
St. exutum'2° + 160° 3:1 - Tdem 5,40
St. paschale®® + 233° 1:2,5 - Idem 0,19
A. sphaerophoroides'?8 141 4 176° 2:3 (1 6) Insolive] 0,16
(67)
S. globosus - 2:3 (1 +» 6) Idem .
(67)
R usnea’® + 243° 3 (1 2) Solivel 2,00
(a) A a-D-glucana com ligagdes (1 » 3) e (1 - 4) isolada do liquem C. islandica & conhecida comumcnte-
mente por isoliquenana.
(b) As a-D-glucanas com ligagdes (1 » 3) e (1 » 4) isoladas dos liquens Parmelia caperata e do genero

Cladonia

sao conhecidas como do tipo nigerana.
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nas em liquens, houve tambem a curiosidade em investigar hete-
ropolissacarideos nestas entidades simbioticas, desde 1906, quan
do ULANDER & TOLLENS]36 detectaram manose e galactose com gran
de quantidade de glucose no liquem C. islandica. Deste estudo,
sequido por outros, incluindo o de GRANICHSTADTEN & PERCIVAL,>'
em 1943, foi deduzido que o referido l1iquem apresentava alem
das glucanas, reconhecidas posteriormente como liquenana e iso
]iquenang, menores quantidades de um heteropolissacarideo pro-
vavelmente constituido por manose e por galactose. No entanto,
devido a utilizagao de procedimentos de purificagao inadequa -
dos, bem como, de metodos analiticos estruturais rudimentares,
nao foi possivel determinar a estrutura quimica do referido po
lissacarideo, permanecendo entao desconhecida.

Somente em 1969, MICOVIC et al.>?

realizaram um estudo
estrutural mais aprimorado de heteropolissacarideo, utilizando

porem outro liquem, Evernia prunastri, do qual obtiveram uma

galactomanana acidica com unidades terminais nao redutoras de
B-D-galactopiranose, de a-D-manopiranose e de acido galacto-
piranosiluronico, alem de outras unidades de manopiranose 2-0-,
2,6-di-0-, 3,6-di-0- e 2,3,6-tri-0-substituidas.

Todavia, foi apenas em 1984, com os trabalhos de GORIN,

45,46,70

IACOMINI e seus colaboradores, que as estruturas quimi

cas de galactomananas isoladas de 1iquens foram devidamente e-
lucidadas, devido ao emprego de procedimentos de purificagao

mais adequados e principalmente de tecnicas analiticas mais mo

13¢

dernas, como por exemplo, a espectroscopia de r.m.n.- e a

cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de mas

sa. 0 primeiro trabalho destes autores foi justamente com o he

45

teropolissacarideo de C. islandica, que mostrou ser uma ga -
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lactomanana, soluvel em agua fria, com cadeia principal compos
ta de unidades de a-g-manopiranose unidas por ligagoes (1 -+ 6)
e com cadeias laterais de a-D-galactopiranose e de g-D-galac
topiranose ligadas (1 + 2) e (1 » 4), respectivamente, a mesma
unidade da cadeia principal (Tabela VII). Neste trabalho e nos
outros que sucederam, galactomananas de varias espécies de 17-
quens, particularmente com micobiontes ascomicetos, foram do
mesmo mo&o estudadas, e os autores concluiram que estes polis-
sacarideos apresentavam basicamente cadeias principais consti-
tuidas por a-D-manopirananas (1 > 6) (ver Tabela VII). A di -
versidade estrutural em tais polissacarideos dependia apenas
da maneira como as cadeias principais eram substituidas por de
terminadas cadeias laterais, sendo estas ultimas geralmente re
presentadas por unidades de B-D-galactopiranose ligada (1 »4),
de a-D-galactopiranose e de oa-D-manopiranose ligadas (1 > 2)
e de B-Q—ga]actofuranose ligada (1 » 4) as unidades da a-D-
manopiranana (1 * 6).

Salientando entao, que os estudos realizados acima foram
com ascoliquens, foi observado que as galactomananas dos mes -
mos poderiam ser relacionadas com aquelas comumentemente pre -
sentes em fungos ascomicetos.43 Mas ao contrario, quando IACO-

71

MINI et al.’’', em 1987, estudaram pioneiramente o basidioli -

quem Cora pavonia, constataram que o liquem continha polissaca

rideos tipicos de fungos basidiomicetos e diferentes daqueles
encontrados em ascomicetos e ascoliquens. Um dos componentes ob
tidos foi um heteropolissacarideo bastante complexo, constitui
do por L-ramnose, L-fucose, D-xilose, D-manose, D-glucose e D-
galactose. Este polissacarideo apresentou principalmente mano-

se e xilose, com um nucleo contendo manose e uma cadeia princi
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TABELA VII - GALACTOMANANAS COM CADEIAS PRINCIPAIS DE a-D-MANOPIRANANAS (1 - 6) ISOLADAS DE LIQUENS
Liquens [a]ss Composigao em Tipos de substituicao Solubilidade Rendimento
monossacarideos (g° do peso
Man : Gal : Glc de liquem
original)
45 0 a -

C. islandica + 88 43 40 17 a-D-Galp-(1 + 2) Soluvel em 0,65

R-D-Galp-(1 4) aqua fria
45 5} b .,

R. usnea + 63 53 43 3 fR-D-Galp-(1 4) Idem 2.1

P. sulcata®® + 95° 49 40 10 4-D-Galp-(1 » 2)° Idem 2,50
R-D-Galp-(1 » 4)

46 0 . b

St. paschale + 63 63 3 5 R-D-Galp-(1 ~ 4) Idem 4,30
a-D-Manp-(1 » 2)°
R-D-Galp-(1 » 4)

P. aphthosa®® + 60° 58 39 2 R-D-Galp-(1 ~ 4)° Idem 5,20
a-D-Manp-(1 » 2)°
8-D-Galp-(1 - 4)

L. vulpina®® - 66 24 9 - Idem 0,10

A. muehlenbergii® + 30° 62 30 8 a-D-Manp-(1 = 2)° ldem 0,60
B-D-Galf-(1 -~ 4)°
a-D-Manp-(1 + 2)

Usnea sp.46 + N2° 43 42 14 - Idem 2,00

C. alpestris’® + 52° 66 24 9 a-D-Manp-(1 » 2)" 1dem -
w-D-Manp-(1 + 2)?
R-D-Galp-(1 + 4)

C. confusa’? + 54° 63 33 4 a-D-Manp-(1 + 2)° 1dem 1,60
u-Q-Mang-(l » 2)a
R-D-Galp-(1 - 4)

C. gmagrocraea70 + 46° 50 29 20 - Idem 5,60

3 Como dissubstituintes na mesma unidade de a-D-manopiranose da cadeva principal,

Como monossubstituinte numa unidade de

a-D-manopiranose da cadeia principal
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pal mostrando preponderancia de unidades de a-D-manopiranose
unidas por ligagoes (1 = 3). Estas ultimas eram nao substitui
das (10%) ou 4-0- (10%) e 2,4-di-0-substituidas (10%) por uni
dades de B-D-xilopiranose, demonstrando assim, uma diversida
de estrutural deste heteropolissacarideo, tanto em relagcdao a
estrutura da cadeia principal quanto a natureza das cadeias la
terais, qyando comparadas com as dos componentes heteropolime
ricos isolados de liquens com micobiontes ascomicetos. Alem
disso, um outro polissacarideo foi obtido do 1iquem C. pavo -
nia, ou seja, uma B-g-g1ucana altamente ramificada, com 21%
de unidades terminais nao redutoras e com unidades de B8-D-glu
copiranose  3-0-, 6-0- e 3,6-di-0-substituidas, cuja  cadeia
principal era composta por ligagoes (1 * 3) e (1 = 6). Desta
forma, foi tambem verificado que a B-D-glucana ramificada do
basidioliquem era bastante diferente daquelas essencialmente

lineares e frequentemente presentes em ascoliquens.

APLICAGOES DOS POLISSACARIDEOS

Portanto, considerando todos estes estudos estruturais
realizados sobre polissacarideos isolados de liquens, tanto os
de ascoliquens quanto os de basidioliquem, poderia ser deduzido
que alguma finalidade de extrema importancia deveria existir,
para justificar o imenso interesse despertado nos pesquisadores
em estudar tais componentes.

Realmente, foi observado que, ao contrario do estabeleci
do para os carboidratos de baixo peso molecular, os polissacari

deos, em grande parte, poderiam ser utilizados como compostos
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de referencia para a classificagao quimiotaxonomica de 1iquens,
sendo o exemplo mais notavel, a ocorrencia caracteristica de
pustulanas parcialmente acetiladas em generos de 1iquens, Umbi

licaria, Lasallia, Gyrophora, pertencentes a mesma familia Gy-
97

rophoraceae.
Todavia, a principal finalidade da caracterizagao estru
tural de polissacarideos foi certamente a evidenciacao da ati-
vidade aﬁtineop]ésica destes componentes, demonstrada inicial-
mente por FUKUOKA 31_31.37, em 1968. Neste trabalho, as fra-
coes polissacaridicas brutas foram preparadas pela adigao de
etanol aos extratos aquosos obtidos de liquens e seus efeitos
antineoplasicos foram testados contra tumores do tipo sarcoma-
180 implantados subcutaneamente em ratos. Todas as fragoes tes
tadas foram altamente efetivas, com relagoes de inibigao do
crescimento de tumor geralmente superiores a 90%, merecendo des

taque a fragao com o polissacarideo tipo pustulana parcialmen-

te acetilada do liquem Gyrophora esculenta, que mostrou rela -

cao de inibicao igual a 99,1%, e as fragoes com a isoliquenana
e a liquenana, ambas do 1iquem C. islandica, com relagoes de
inibicao de 99,6% e 100%, respectivamente.

A partir de 1968, muitos estudos foram entao efetuados
com polissacarideos isolados de l1iquens, que eram caracteriza-
dos estruturalmente e em seguida testados contra sarcomas-180
implantados em ratos, confirmando quase totalmente os resulta-

dos obtidos por FUKUOKA et a1.37.

Dentre os polissacarideos es
tudados foi revelado que as B-D-glucanas do tipo pustulana par
cialmente acetilada e do tipo liquenana eram, sem duvida algu-
ma, essencialmente efetivas, com relagoes de inibigao do cres-

cimento de tumor identicas as mencionadas anteriormente. A o -
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correncia de regressao completa do tumor era notada em quase
todos os ratos tratados com ambos os tipos de tais polissacary
deos, sem acompanhamento de significante toxicidade.95 Por ou-
tro lado, apos revisao e avaliagao dos resultados obtidos com

43

as oa-D-glucanas do tipo isoliquenana e do tipo nigerana, foi

demonstrado que as mesmas eram apenas moderadamente efetivas,
sendo tal evidencia facilmente constatada para a nigerana de

\

Parmelia caperata, que apresentou relagao de inibigao do cres

cimento de tumor igual a somente 67%. Alem disso, com o intui-
to de testar a atividade antineoplasica de polissacarideos di-

ferentes de glucanas, foi obtida do 1iquem Cladonia squamosa,

uma fragao heteropolissacaridica bruta, constituida por gluco-
se, galactose e principalmente manose, que apos ser injetada em
ratos com sarcomas-180 implantados, mostrou efeito antineopla-
sico apenas moderado, com relagao de inibigcao variando entre
60 a 70%.

Assim, pela analise destes estudos foi observado que po
lissacarideos, especialmente B-D-glucanas, isolados de 17-
quens e com estruturas quimicas distintas mostraram significa-
tivas atividades antineoplasicas sobre tumores transplantados,
apesar de que uma correlagao perfeita entre as estruturas qui-
micas destes polissacarideos e seus efeitos antineoplasicos ain
da nao esta bem compreendida. No entanto, como polissacarideos an
tineoplasicos tambem podem ser obtidos de outras fontes natu -
rais, como de fungos, de leveduras, de algas, de bacterias e
de vegetais superiores, poderiam ser sugeridas algumas caracte
risticas distintamente percebidas em glucanas estruturalmente
conhecidas e sobretudo isoladas de fungos, que auxiliariam nes

8,138

ta possivel correlagao. Tais caracteristicas seriam basi-
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camente representadas por: a) tipo de ligagao, de preferencia
B-D-glucanas, uma vez que as o-D-glucanas poderiam ser sus-
ceptiveis a agao de D-glucanases humorais; b) grau de ramifi-
cagao, preferencialmente glucanas lineares ou com poucas rami
ficagoes; c) peso molecular, em que foi revelado que glucanas
com graus de polimerizagao (GP) superiores a 50 mostraram ati
vidades antineoplasicas notaveis em contraste com aquelas ten
do GP infériores a 39; e d) conformagao. Quanto a esta ultima
caracteristica parece bem estabelecido que a agao antineopla-
sica de B-D-glucanas esta intimamente relacionada as suas
conformagoes em helices triplices, como aquelas presentes em
glucanas lineares com apenas ligagoes B-(1 = 3) ou ramifica-
das com cadeias principais tambem com as referidas ligagoes.
Comparando entao estas caracteristicas das glucanas de
fungos com aquelas das glucanas do tipo pustulana e do tipo
liquenana isoladas de liquens, poderia ser assumido que as Gl
timas estao em conformidade com as primeiras, no que diz res-
peito ao tipo de ligagao, ao grau de ramificagao e ao peso mo
lTecular (GP da liquenana de C. islandica®> entre 100 a 200 e
GP da pustulana, parcialmente acetilada, de G. esculenta’® a-
proximadamente 120). Ja em relagao as conformagoes, ambas as
glucanas, de alguma forma, apresentam estruturas em helice,
pois que para a liquenana foi demonstrada a conformacgao em he
lice dupla trisseriada, em que cada serie corresponderia a uma se
quencia repetitiva de B-celotriose ligada (1 3),]34 enquan
to que para a pustulana, formadora de gel com relativa facili-
dade, foi evidenciada a conformagao em helices no seu estado

124

solido. E, ainda na pustulana, seria digno de nota salien-

tar a importancia da presenca de grupos acetil em sua estrutu
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ra quimica, uma vez que estes grupos, alem de possivelmente re
velarem especificidade imunologica, poderiam alterar a confor-
magao molecular da glucana, levando a mudangas em sua ativida-

138

de antineoplasica. Um exemplo bastante claro, foi demonstra

do por NISHIKAWA g}_gl.gé quando testaram pustulanas desaceti-
lada e totalmente acetilada em ratos com tumores transplanta -
dos. Estes autores encontraram para a pustulana desacetilada,
uma re]aé%o de inibigao do crescimento de tumor (85,5%) infe -
rior a mostrada pela pustulana parcialmente acetilada disolada
de G. esculenta. Ja uma perda quase completa do efeito anti -
neoplasico foi observada para a pustulana totalmente acetila -
da, cuja relagao de inibigao foi igual a 9,3%.

Constatando assim, a importancia biologica dos polissa-
carideos de 1iquens como agentes antineoplasicos, se bem que
nao possa ser descartada a provavel significancia antigenica e
possivelmente imunogenica, sobretudo das glucanas parcialmente
acetiladas e mesmo das galactomananas, provou ser plenamente
justificado o crescente interesse em estudar tais componentes,
visando essencialmente a determinacao de suas estruturas refi-
nadas e subsequente elucidacao das relagoes estrutura quimica-

atividade biologica.

3. LTQUENS Stereocaulon ramulosum (SW.) RAUSCH, Newropogon

aurantiaco-ater E Actinogyra muehlenbergii

Com a intencao de investigar profundamente os liquens pa
ra revelar os seus componentes quimicos, que certamente condu-

ziriam as esperadas aplicacoes biologicas, foi observado que
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nos trabalhos mencionados anteriormente os pesquisadores estu-
daram 1iquens coletados de varias partes do mundo, principal -
mente em razao de que os mesmos vivem em quase todos os tipos
de ambientes, desde regioes extremamente frias, até aquelas e-
xuberantemente quentes. Neste requisito de diversidade ambien-
tal poderiam ser incluidos os 1iquens St. ramulosum, N. auran-
tiaco-ater e A. muehlenbergii, uma vez que foram coletados de

A

locais geograficamente distintos, ou seja, do Brasil, da Antar

tida e do Canada, respectivamente. Considerando ainda, as con-
digoes climaticas bastante diversas destes tres ambientes, em
que o Brasil (Estado do Parana) apresenta clima regularmente
temperado, a Antartida (Il1ha de King George), clima constante-
mente frio e seco, e o Canada (Provincia de Saskatchewan), cli
ma sucessivamente muito frio e muito quente, deveria merecer
cuidadosa atengao a investigacao quimica destes liquens, com o
objetivo de alcangar caracterizagoes estruturais de seus compo
nentes quimicos especificas a cada liquem e consequentemente
correspondentes a cada condigao ambiental.

Dos estudos ate entao realizados com estes liquens, ape

nas o N. aurantiaco-ater nao foi investigado quanto aos seus

componentes quimicos, quer seja, acidos liquenicos e carotenoi
des, quer seja, carboidratos. Ja o liquem St. ramulosum foi

107

previamente estudado por RAMAUT et al. » que isolaram e iden

tificaram os acidos liquenicos atranorina e acido perlatolico,

e por BARON et a1.6’7

, que caracterizaram estruturalmente 0s
seus carboidratos de baixo peso molecular, arabinitol, manitol,
inositol, umbilicina e trealose, e alguns polissacarideos, ta-
is como, uma ©-D-glucana do tipo isoliquenana obtida por ex -

tragcao aquosa e uma B-D-glucana linear do tipo laminarana ob-
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tida por extragao alcalina. Por sua vez, o 1iquem A. muehlen -
bergii mostrou os carboidratos de baixo peso molecular, arabi
nitol, manitol, umbilicina e sacarose, bem como, um dos polis-
sacarideos representado por uma galactomanana, devidamente es-
tudados por GORIN & IACOMINI.*®

Assim, para dar continuidade aos estudos efetuados com
os liquens St. ramulosum e A. muehlenbergii no tocante a deter

N

minagao estrutural de outros polissacarideos ainda nao investi

gados, foi realizado o presente trabalho, sendo incrementado pe

lo estudo pioneiro do 1iquem N. aurantiaco-ater. Em relagiao a

este ultimo, deveria ser salientada a importancia cientifica em
estudar um 1iquem originalmente da Antartida, ja que até o pre
sente, poucos registros sobre investigacoes minuciosas com 17-
quens antarticos tem sido disponiveis, a despeito da coloniza-
cao preferencial do referido ambiente por estas entidades sim-
bioticas, quando comparada com a de outros vegetais, tais como,

musgos e a]gas.]]g’]3]
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OBJETIVOS

A finalidade basica do presente trabalho foi realizar um
estudo comparativo entre os carboidratos mais representativos
ou de maior rendimento presentes nos liquens St. ramulosum, N.

aurantiaco-ater e A. muehlenbergii, e em seguida, comparar os

mesmos com os obtidos de outras especies de l1iquens. Para es-

ta finalidade, obviamente, foram considerados os trabalhos an

teriores efetuados por BARON et a1.6’7

46

e por GORIN & IACOMI -
NI, com o intuito de serem utilizados como guias para 0s
processos de extracao, de purificagao e de analise estrutural
dos componentes ainda nao investigados.

Levando entao em consideracao estes procedimentos tec-

nicos, os objetivos pretendidos neste trabalho poderiam ser

resumidamente esclarecidos como especificados abaixo:

1. Caracterizar estruturalmente uma a-D-glucana obti
da por extracao alcalina e as galactomananas obtidas por extra

¢oes aquosa e alcalina do 1iquem St. ramulosum, dando continui

dade aos estudos realizados inicialmente por BARON et a].6’7
com este liquem.
2. Isolar, purificar e determinar as estruturas quimi

cas dos carboidratos de baixo peso molecular e dos polissacari

deos obtidos por extragao aquosa de N. aurantiaco-ater, um 17-
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antartico ainda nao investigado quimicamente.

3. Determinar a quantidade e o posicionamento de gru-
pos O-acetil na Bg-D-glucana, tipo pustulana, isolada por ex -

tracao com dimetil-sulfoxido do 1iquem A. muehlenbergii. Estas

investigagoes ampliariam aquelas iniciadas por GORIN & IACOMI-

N146 sobre polissacarideos encontrados neste 17quem.
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MATERIAIS E METODOS

1. METODOS ANALITICOS GERAIS

1.1, METODOS CROMATOGRAFICOS

1.1.1. Cromatografia em papel (c.p.)

As analises cromatograficas qualitativas em papel foram
desenvolvidas pelas tecnicas ascendente e descendente, em pa -
pel Whatman nQ 1, e com os sequintes sistemas de solventes:

A)  Benzeno-l1-butanol-piridina-agua 1:5:3:3 (v/v, fase

superior);62

B) 1-Butanol-etanol-agua 2:1:1 (v/v);45’62

C) 1-Butanol-etanol-agua 40:11:19 (v/v).qs’62

A detecgao de carboidratos foi efetuada com os reagen -

tes de nitrato de prata s'ddico,]33 de nitrato de prata amonia-
ca],]OO de cloridrato de p-anisidina - para carboidratos redu-
63 132

tores, e de ninidrina - para hexosaminas.
A migracao cromatografica dos carboidratos de baixo pe-
so molecular obtidos por extracao metanol-agua do liquem N. au

rantiaco-ater foi relacionada a migragao da D-galactose mGaﬂ

- tecnica ascendente, solvente B.

As migracoes cromatograficas dos produtos de degradacao
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de Smith branda de homopolissacarideos ( a-D-glucanas) e do he
teropolissacarideo (galactomanana) isolado por extracao alcali
na de St. ramulosum foram relacionadas respectivamente as mi -
gragoes do 2-0-B-D-glucopiranosil-D-eritritol (RGE) - tecnica

ascendente, solvente A, e da D-manose (R tecnica ascen -

Man)
dente, solvente C.

A migracao cromatografica dos produtos de acetolise par
cial do heteropolissacarideo (galactomanana) isolado por extra

cao alcalina de St. ramulosum foi relacionada a migragao da D-

manose (RMan) - tecnica descendente, solvente B, 72 horas.

1.1.2. Cromatografia em camada delgada (c.c.d.)

As analises cromatograficas em camada delgada foram de-
senvolvidas em placas de aluminio com silica-gel G (Merck), u-
tilizando como sistema de solventes, acetato de etila-metanol-
dgua 7:3:2 (v/v).'3

A deteccao de carboidratos foi efetuada com o reagente

de H2504 a 5% em metano].80

T:1 .85 Cromatografia em fase gasosa (c.f.g.)

As analises cromatograficas em fase gasosa foram reali-
zadas em dois aparelhos, cujas caracteristicas estao abaixo re

lacionadas:

A) Cromatografo Varian, modelo 2440, com detector de ijoniza-

¢ao de chama e utilizando nitrogenio como gas de arraste. As
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colunas de ago inoxidavel empregadas (200 x 0,15 cm d.i.) fo -
ram preenchidas com as seguintes fases estacionarias:
1- ECNSS-M a 3% (p/p) sobre Gas Chrom Q de 100-120

mesh.”2

0 fluxo de nitrogenio foi de 37,5 m1/min e as tempera
turas da camara de injecao e do detector foram de 200 e 250°C,
respectivamente. A determinagao quantitativa dos acetatos de
alditois foi feita a temperatura de 180°C ou com programagio de
temperatdra de 130 a 180°C, pelo acrescimo de 4°C/min, enquan-
to que a dos acetatos de alditois parcialmente metilados foi a
160°cC.
2- 0V-225 a 3% (p/p) sobre Gas Chrom Q de 100-200

87 0 fluxo de nitrogenio foi de 40 ml/min e as temperatu-

mesh.
ras do injetor e do detector foram de 190 e 240°C, respectiva-
mente. Esta coluna foi utilizada na quantificagao de acetatos
de alditdis, 3 temperatura de 190°C ou com programacao de tem-
peratura de 150 ou 170 a 190°C, de acetatos de alditois parci-
almente metilados, a temperatura de 170°C, e de acetatos de me
til glicosTdeos, 3 temperatura de 170°C.

0s picos foram identificados pela co-injegao de padroes,
sendo os tempos de retencao (T) dos acetatos de alditois rela-
cionados ao do xilitol penta-0-acetato, os dos acetatos de al-
ditois parcialmente metilados ao do 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-te
tra-0-metil-D-glucitol e os dos acetatos de metil glicosideos
ao do metil 2,3,4,6-tetra-0-metil- B-Q-g]ucopiranos?deo.

A composigao molar foi calculada em fungao da area do
pico registrada para cada componente, atraves dos metodos de

triangulacao e de corte e pesagem.]20

B) Cromatografo CG, modelo 37, com detector de ionizagao de

chama e utilizando nitrogenio como gas de arraste (50 m1/min).
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As temperaturas do vaporizador e do ionizador foram controla -
das para registrarem, respectivamente, 197 e 239°C. A coluna de
ago inoxidavel (180 x 0,48 cm d.i.), empacotada com Porapak Q,
foi empregada na determinagao qualitativa de acido acetico, 3a

temperatura de 201°C.96’97

1.1.4. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrome-

tria de massa (c.f.g.-e.m.)

As analises cromatograficas em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa foram realizadas em aparelho Finnigan,
modelo 4000, dotado de sistema de dados Incos 2300 e equipado
com coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) re-

vestida com 0V-225 e 0V-17 na proporgao de 3:19’44

71

ou com DB-
210. 0s espectros foram obtidos por impacto de eletrons repe
titivamente a cada 2 s, desde m/z 40 ate 420. As injegoes foram
feitas diretamente na coluna a 50°C, utilizando a tecnica
"split" e entao, a temperatura foi rapidamente programada,
40°C/min, até 220°C e mantida constante. H&lio foi utilizado
como gas de arraste, com velocidade linear de 22 cm/s.

Estas colunas foram empregadas para a quantificagao de
acetatos de alditois parcialmente metilados, identificados pe-
los seus perfis de fragmentagao caractem’sticos,74 e pelos se-
us tempos de retencao, que foram comparados com aqueles de pa-
droes co-injetados.

As areas dos picos foram obtidas por integragao automa-

tica.
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1.2. METODOS ESPECTROSCOPICOS

1.2.1. Ressonancia magnetica nuclear de carbono treze

(r.m.n.-]3C)

Os espectros de r.m.n.-]3c foram obtidos pelo uso dos

seguintes espectrometros acoplados ao transformador de Fourier:

A) Espectrometro Bruker AM-360WB.- 0s polissacarideos e car-
boidratos de baixo peso molecular (~ 10 a 100 mg) foram exami-
nados como solugoes em DZO ou em 020 contendo NaOD a 1% ou KOD
a 2% ou ainda em DMSO-2H6, enquanto que as solugoes de acetato
de sodio foram simplesmente em DZO' Estas solugoes (3 ml) con-
tidas em cilindros coaxiais foram introduzidas em tubos de 20

cm de comprimento e 10 mm de diametro e examinadas a 33%c. o0s

deslocamentos quimicos a 33°C foram ent3o corrigidos para a
temperatura de 70°C pelo acrescimo de ~ 1 p.p.m.40. 0s espec -
tros foram obtidos em 360 MHz em relagao ao nucleo de ]H

(90,56 MHz em relagao ao nucleo de ]3C).

B) Espectrometro Varian XL-100-15.- Uma solugao do homopolis

sacarideo ( B-D-glucana) de A. muehlenbergii (80 mg em 2 ml de

DZO)’ contida em cilindro coaxial, foi colocada em tubo de '20,3
cm de comprimento e 12 mm de diametro e examinada a temperatu-
ra de 70°C. 0s espectros foram obtidos em 100 MHz com respeito

1

ao nucleo de 'H (25,16 MHz em relagao ao nucleo de ]3C).

0s deslocamentos quimicos foram expressos em § (p.p.m.)
relativos a ressonancia do TMS (8 = 0) determinada em experi -

mento separado.
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1.2.2. Ressonancia magnetica nuclear de proton (r.m.n.-]H)

Os espectros de r.m.n‘—]H foram obtidos pelo uso de es-
pectrometro Bruker AM-360WB incorporado ao transformador de

Fourier, em 360 MHz em relagao ao nucleo de !

H. As solugoes dos
carboidratos de baixo peso molecular (10 a 30 mg em 3 ml de
DZO) e de acetato de sodio (em DZO)’ contidas em cilindros co-
axiais, foram colocadas em tubos de 200 x 10 mm d.i. e manti -
das a 33°C para serem analisadas no espectrometro.

0s deslocamentos quimicos foram expressos em & (p.p.m.)

relativos a ressonancia do TMS (8 = 0) determinada em experi -

mento separado.

1.3. METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

a) A determinagao quantitativa de carboidratos totais

32

foi realizada pelo metodo do fenol-H,50,, utilizando como pa

drao solugao de D-galactose.

b) A determinag3o quantitativa de proteinas foi feita

com o reagente de Folin-Ciocalteau segundo processo descrito

39’88, utilizando como padrao solugao de soro-

por LOWRY et al.
albumina cristalina. Para a obtengao do conteudo de nitrogenio

(g%) foi dividido o conteudo proteico (g%) pelo fator 6,25.

c) A determinagao do conteudo de grupos O-acetil foi

29,60

realizada de acordo com o metodo de HESTRIN, utilizando

como padrao solugao de galactose penta-0-acetato.
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1.4, POLARIMETRIA

As rotagoes especificas foram obtidas em polarimetro
Perkin Elmer, modelo 141, a temperatura de 25°C. Os solventes
utilizados nestas determinagoes foram agua para polissacari -
deos soluveis em agua fria e solucao aquosa de NaOH a 1% para

aqueles insoluveis.

15 TITULOMETRIA

a) 0 conteudo de grupos O-acetil fo1r confirmado por sa

ponificagao segundo metodo descrito por TANGHE et a1.]30.

b) As determinacoes do consumo de meta-periodato de so
dio e da produgao de acido formico foram realizadas de acordo
com os procedimentos descritos por NEUMULLER & VASSEUR93 e HAY
et a1.57.

1.6 METODOS COMPLEMENTARES

a) Os 1iquens em estudo foram pulverizados em moinho

Fort Wayne, modelo 5KH35KG114E (malha nQ 20).

b) As pesagens em geral foram feitas em balangas anali

ticas Mettler, modelo H6; e Sauter, modelo KG.D-7470.

c) As concentragoes de solucoes foram realizadas em ro
taevaporador Fisatom, modelo 802, sob pressao reduzida, e em

temperaturas geralmente inferiores a 50°C.
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d) As centrifugagoes para o fracionamento de polissa-
carideos foram realizadas em centrifugas Janetzki, modelo K70
(2500 rpm, 10°C); Celm, modelo LS-I11053 (3000 rpm, temperatu
ra ambiente); e Sorvall Superspeed, modelo SS-1 (10000 rpm,

temperatura ambiente).

e) As liofilizagoes de solucoes foram feitas em apare

lho Virtis, modelo 10-145MR-BA.

f) As medidas e aferigoes de concentragoes hidrogenio
nicas (pH) foram procedidas em potenciometros Ionalyzer, mode

1o 399; e Micronal, modelo B374,

g) As determinagoes espectrofotometricas, na regiao vi

sivel, foram realizadas em aparelho Coleman Junior, modelo 6A.

h) A precipitacao de polissacarideos em excesso de e-
tanol correspondeu aproximadamente a uma parte da solugao de

polissacarideo para tres a cinco partes de etanol.

i) A remocao de material inorganico de solugoes pelo
uso de resinas trocadoras de jons foi feita pela agitacao das
solugoes com resina cationica (Dowex 50W x 8 ou Dowex 50W X
12 - forma H+) e/ou com resina anionica (Dowex 2 x 8 - forma

HCOS) e posterior filtragao por papel ou por algod3o.

2. LIQUENS EM ESTUDO E SEUS CARBOIDRATOS

0s liquens estudados no presente trabalho foram Stereo-

caulon ramulosum (Sw.) Rdusch, Newropogon aurantiaco-ater e

Actinogyra muehlenbergii.
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2.1. LOCAIS DE COLETA E CARACTERISTICAS GERAIS
DOS LTQUENS EM ESTUDO

2.1.1. Liquem St. ramulosum.- A coleta durante o verao foi
realizada na Serra do Mar, Estado do Parana, Brasil. 0 1iquem
foi encontrado em desenvolvimento sobre rochas situadas a mar-
gem da Estrada da Graciosa, a 1 Km do Posto de Policia Flores-
tal, em diregao a Morretes - altitude de - 900 m. Esta regiao
apresenta comumentemente temperaturas medias anuais inferiores
a 14°. Contudo, no mes mais frio, a temperatura pode variar
entre + 18°C e - 3°C, e no més mais quente, pode atingir tempe
raturas acima de 22°C.89

0 referido 1iquem foi caracterizado pelo seu talo arbus
tivo denominado de pseudopodecio, sobre o qual foi observado o
desenvolvimento de aparelhos produtores de esporos ou apote -

cios.34

Ao longo do talo tambem foram notadas formagdes cilin-
dricas chamadas de ramificagoes ou ramulos filocladioides, que
conferiram um aspecto coraloide ao 1iquem. Alem disso, excres-
cencias muito comuns, de coloragao diversa da do talo e de con
formacao geralmente arredondada, foram observadas, sendo deno-

minadas de cefalodios.

2.1.2. Liquem N. aurantiaco-ater.- A coleta durante o verao

foi realizada em areas planas, livres de gelo, e situadas pro-
ximo as praias da baia Admiralty e da peninsula Keller, locali
zadas na ilha de King George, Antartida. 0 local e normalmente
caracterizado por temperaturas negativas, sendo que no inverno,
em junho, as temperaturas medias maxima e minima sao de - 6,8

131

e - 19,5°C, respectivamente, enquanto que no verao, a tempe
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ratura atmosférica n3o ultrapassa a + 5°C.
Neste 1iquem tambem foi observado o talo do tipo arbus-
tivo, que estava em desenvolvimento diretamente sobre rochas,
ou entao, juntamente com outros vegetais tais como gramas, so-

bre solo rudimentar assentado entre pequenas rochas.

2.1.3. Liquem A. muehlenbergii.- A coleta durante o verao

foi realizada em formagoes rochosas proeminentes, situadas na
costa lTeste do lago Mountain, proximo a cidade de Stanley Mis
sion, Provincia de Saskatchewan, Canada. Esta regiao mostra va
riagoes climaticas drasticas, ja que o inverno, longo e rigo-
roso, pode atingir temperatura§ de - 55°C, ao passo que o ve-
rao pode apresentar temperaturas de ate + 30°c.

0 liquem, que apresentou um talo do tipo foliaceo, foi
facilmente destacado da rochas, uma vez que estava preso frou

xamente ao substrato por meio de rizinas ou de "tomentosum".53

2.2. ISOLAMENTO DE CARBOIDRATOS DOS LIQUENS EM ESTUDO

Antes dos processos de extracoes, os liquens foram se -
cos a temperatura ambiente e limpos, para a remogao de vege tais

contaminantes.

2.2.1. Isolamento de polissacarideos do Tiquem St. ramulosum

0 17quem foi submetido a duas series diferentes de eta-

pas de extracao, para a obtengao dos polissacarideos presentes

nesta entidade simbiBtica.6’7’69
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2.2.1.1. Primeira serie de etapas de extracao

2.2.1.1.1, EXTRAGAO BENZENO-ETANOL

0 1iquem devidamente seco e limpo (50 g) foi deslipidi-
ficado com mistura de benzeno-etanol (9:1, v/v, ~ 500 ml), sob
refluxo, durante aproximadamente 3 horas. Apos filtracao por
algodao, a quente, o extrato benzeno-etanolico foi reservado
para estudos posteriores, enquanto que o 1iquem residual foi
seco em estufa a 50°C, durante a noite, para ser submetido ao

proximo processo extrativo.

2.2.1.1.2. EXTRAGCAO METANOL-AGUA

. 0 material remanescente da extragao benzeno-etanol
(47,55 g) foi tratado com metanol-agua (4:1, v/v, ~ 500 ml),
sob refluxo, por um periodo de 4 horas, e posteriormente, fil
trado por algodao, a quente. 0 extrato metanol-aquoso resul -
tante foi reservado, enquanto que o liquem residual foi seco
em estufa a 50°C, durante a noite, para ser submetido aos
processos subsequentes de extracao. Este residuo liquenico
(40,10 g) foi dividido em duas partes iguais (20,05 g), sendo

uma parte extraida com agua quente, e a outra parte submetida

a extracao com solucao de alcali quente.

2.2.1.1.3. EXTRACAO AQUOSA

Uma parte do liquem residual das extragoes benzeno-eta-
nol e metanol-agua (20,05 g) foi tratada com agua (~ 500 ml),
a 100°C, durante 8 horas. Apos filtragao enquanto quente, 0
processo extrativo foi repetido mais uma vez (~ 500 ml, a]OOOC,
durante 4 horas) e os filtrados foram combinados e concentra -
dos a pequeno volume (75 ml1), para precipitacao dos polissaca-

rideos em excesso de etanol. Pela centrifugagio (2500 rpm, 20
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min, 10°C), foi ent3o obtido um precipitado etanolico (5,18 g),
que forneceu rendimento de 20,70 g% em relacao ao peso de 17 -
quem original.

Com a finalidade de fracionar os polissacarideos da ex-
tragao aquosa, foram empregados os procedimentos de purifica -
¢ao descritos a seguir:

A) Processos alternados de congelamento e de degelo.-

O\precipitado etanolico (5,18 g) foi solubilizado em a-
gua (~ 100 m1), com auxilio de aquecimento, e submetido ao con
gelamento, seqguido por degelo a 4%¢C e posterior centrifugacgao
(10000 rpm, 15 min, temperatura ambiente). Este processo de pu
rificacao foi repetido diversas vezes, ate que o sobrenadante
nao formasse residuo por congelamento e degelo e o residuo, a-
pos tentativa de solubilizacao em agua usando aquecimento, nao
apresentasse mais polissacarideos soluveis em agua fria, que
fossem detectados pelo teste do feno]-HZSO432 e estivessem con
taminando este material.

0 residuo resultante da purificagao por congelamento e
por degelo do extrato aquoso nao foi investigado no presente tra
balho. Ja o sobrenadante foi submetido a outro processo de fra
cionamento pelo emprego de solugao de Fehh‘ng.75
B) Precipitacao com solugao de Fehling.-

Ao sobrenadante da etapa anterior, concentrado a peque-
no volume (50 ml), foi adicionado igual quantidade de solugao

2 havendo a formacao de precipitado. Apos centrifu-

de Fehling,
gacao (10000 rpm, 15 min, temperatura ambiente), o sobrenadan-
te de Fehling foi neutralizado com AcOH glacial, a temperatura
de 0-2°C, dialisado contra agua corrente, e entao deionizado

com resinas cationica e anionica. Ja o precipitado de Fehling
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foi lavado sucessivamente com solugao aquosa de KOH a 2% (3 ve-
zes) e com metanol (3 vezes), seguido pela decomposigao do com-
plexo cuprico insoluvel, por agitagao, numa suspensao aquosa
de resina cationica, durante no minino 20 min, para entao ser
filtrado. Este fracionamento foi repetido diversas vezes, ate
que o sobrenadante nao mostrasse mais precipitagao pela adigao
de solugao de Fehling e o precipitado nao revelasse mais a pre
senca de bo1issacar?deos soluveis em solugao de Fehling, que
fossem detectados pelo teste do feno]-H2504.32

0 sobrenadante de Fehling foi liofilizado, fornecendo um
produto de 0,98 g, correspondente a 3,91 g% do peso de 1iquem
original. Ja o precipitado de Fehling foi submetido a outro pro
cedimento de purificacao pelo uso de um sal de amonio quaterna
rio, ou seja, brometo de hexadeci]trimeti]amGnio (Cetavlon).

C) Precipitacao com Cetavlon.-

Uma solugao aquosa do precipitado de Fehling (15 ml1) foi
submetida ao processo de fracionamento com sal de amonio qua -
ternario, em diferentes concentragoes hidrogenionicas (pH), co

mo descrito por SCOTT”3

31

e por DUARTE & JONES, na presenca de
tampao borato.

Em pH 7, houve a formagao de precipitado, que foi decom
posto com solugao aquosa de NaCl 4 M e o polissacarideo da so-
lugao resultante foi precipitado em excesso de etanol. Este pro
cesso de dissolugao em solugao de eletrolito e precipitacgao em
etanol foi repetido mais duas vezes e o residuo obtido (0,01 g)
forneceu rendimento de 0,05 g% em relacao ao peso de liquem o-
riginal.

0 sobrenadante de pH 7 foi tratado com tampao borato a

3%, pH 8,5, e o precipitado obtido na forma de complexo polis-
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sacaridico boratado com base quaternaria foi descomplexado com
solugao aquosa de AcOH 2 M. A solug3o resultante foi adiciona-
da em excesso de etanol e o precipitado, apos mais dois proce-
dimentos de dissolugao em AcOH e precipitagao em etanol, for-
neceu um produto de 0,12 g (0,49 g¥%).

0 sobrenadante de pH 8,5 foi tratado com solugao aquosa
de NaOH a 40% para ajustar o pH ate 12, e como nao houve forma
¢ao de p;ecipitado, foi neutralizado com solugao aquosa de
AcOH 2 M, a temperatura de 0-2°C, concentrado a pequeno volume
e adicionado em excesso de etanol. 0 precipitado obtido apos
centrifugagao (10000 rpm, 15 min, temperatura ambiente) foi sub
metido ainda a dois tratamentos de dissolugao em AcOH e preci-
pitagao em etanol, como realizado para o polissacarideo de pH

8,5, fornecendo um produto de 0,004 g (0,017 g%).

2.2.1.1.4. EXTRAGAO ALCALINA

A outra parte do liquem residual das extragoes benzeno-
etanol e metanol-agua (20,05 g) foi tratada com solugao aquosa
de KOH a 2% (~ 500 ml), a 100°C, durante aproximadamente 2 ho-
ras. Em seguida, o extrato alcalino resultante da filtragao, a
quente, foi neutralizado com AcOH glacial, a temperatura de
0-2°C, concentrado a pequeno volume (140 m1), e os polissacari
deos foram precipitados em excesso de etanol. 0 precipitado e-
tanolico obtido, apos centrifugagao (2500 rpm, 20 min, 10%¢),
forneceu um produto de 8,23 g, o qual correspondeu a 32,91 g%
do peso de liquem original.

Com o objetivo de fracionar os polissacarideos da extra
cao alcalina, foram utilizados os seguintes procedimentos de
purificacgao:

A) Processos alternados de congelamento e de degelo.-
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0 precipitado etanolico (8,23 g) foi solubilizado em a
gua (~ 150 m1), com auxilio de aquecimento, e submetido a pro
cessos de purificagao por congelamento, seguido por degelo a
4°C, com posterior centrifugagao (10000 rpm, 15 min, tempera-
tura ambiente), de maneira analoga a purificacao realizada pa
ra o precipitado etanolico da extragao aquosa.

0 residuo resultante da purificacao por congelamento e
por degeio do extrato alcalino nao foi investigado no presen-
te trabalho. Ja o sobrenadante foi submetido a outro processo
de fracionamento pelo emprego de solucao de Fehh’ng.75
B) Precipitagao com solugao de Fehling.-

Ao sobrenadante da etapa anterior (100 ml1) foi adicio-
nado igual quantidade de solugao de Fehh’ng,5 havendo a forma
¢ao de precipitado. Apos centrifugagao (10000 rpm, 15 min, tem
peratura ambiente), o sobrenadante e o precipitado de Fehling
foram tratados de forma identica a realizada para a purifica-
cao daqueles da extragao aquosa.

0 sobrenadante de Fehling foi liofilizado, fornecendo
um produto de 0,76 g, correspondente a 3,06 g% do peso de 17-
quem original, enquanto que o precipitado de Fehling foi sub-
metido a outro procedimento de purificagao pelo uso de Cetav
lon.31,113
C) Precipitacao com Cetavlon.-

Uma solucao aquosa do precipitado de Fehling (30 ml)
foi submetida ao processo de fracionamento usando sal de amo-
nio quaternario, em diferentes concentragoes hidrogenionicas
(pH), como aquele realizado para o precipitado de Fehling da
extragao aquosa.

Em pH 7 foi obtida uma fragao de 0,03 g (0,12 g% do
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peso de liquem original), em pH 8,5, de 0,87 g (3,48 g%) e em
pH 12, o produto resultante foi de 0,02 g (0,09 g%).

2.2.1.2. Segunda serie de etapas de extracao

2.2.1.2.1, EXTRAGAO BENZENO-ETANOL

0 1iquem devidamente seco, limpo e pulverizado (5 g) foi
deslipidificado com solugao de benzeno-etanol (9:1, v/v, ~ 100
ml), sob agitacao, em Erlenmeyer fechado, a temperatura ambien
te, durante 18 horas. Apos centrifugagao (3000 rpm, 15 min, tem
peratura ambiente), o sobrenadante benzeno-etanolico foi reser
vado, enquanto que o liquem residual foi seco a temperatura am
biente, durante aproximadamente 7 horas, para ser submetido ao

proximo processo extrativo.

2.2.1.2.2. EXTRAGCAO COM DIMETIL-SULFOXIDO
0 material remanescente da extracgao benzeno-etanol (4,59

g) foi tratado com DMSO52

(100 m1), sob agitacao, em Erlenmeyer
fechado, a temperatura ambiente, durante 89 horas. Apos filtra
¢ao por algodao, o filtrado foi centrifugado (3000 rpm, 10 min,
temperatura ambiente) para remover particulas finas e os polis
sacarideos foram precipitados em excesso de etanol. 0 precipi-
tado etanolico obtido por filtragao em sistema de Blichner e Ki

tazato forneceu um produto de 0,26 g, o qual correspondeu a

5,20 g% do peso de 1iquem original,

2.2.2. Isolamento de carboidratos de baixo peso molecular e

de polissacarideos do 1iquem N. aurantiaco-ater

0 17quem foi submetido a duas series diferentes de eta
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pas de extragao, para a obtengao dos carboidratos de baixo pe-
so molecular e dos polissacarideos presentes nesta entidade

simbiatica.6’7’69

2.2.2.1. Primeira serie de etapas de extracao

2.2.2.1.1, EXTRAGCAO BENZENO-ETANOL

0. 17quem devidamente seco, limpo e pulverizado (50 g)
foi deslipidificado com mistura de benzeno-etanol (9:1, v/v,
350 ml1), sob refluxo, durante aproximadamente 4 horas. Apos
filtragao por algodao, a quente, o extrato benzeno-etanolico
foi reservado, enquanto que o l1iquem residual foi seco em es-
tufa a 50°C, durante a noite, para ser submetido ao proximo

processo extrativo.

2.2.2.1.2. EXTRACAO METANOL-AGUA

0 material remanescente da extragao benzeno-etanol
(49,46 g) foi tratado com metanol-agua (4:1, v/v, 350 ml), sob
refluxo, durante 6 horas, com posterior filtragao por algodao,
a quente. 0 extrato metanol-aquoso resultante foi concentrado
a secura e o residuo no balao de evaporacao foi - parcialmente
solubilizado em agua. Apos centrifugagao (3000 rpm, 15 min, tem
peratura ambiente), o residuo nao foi investigado adicionalmen
te, enquanto que o sobrenadante foi deionizado com resinas ca-
tionica e anionica. 0 filtrado obtido apos dessalificagao foi
liofilizado, fornecendo um produto de 1,47 g, que correspon -
deu a 2,94 g% do peso de liquem original.

Com o objetivo de fracionar os carboidratos de baixo
peso molecular presentes no extrato metanol-aquoso dessalifica

do foi realizada cromatografia de particao em coluna de celulo
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se, como descrito a seguir,

FRACIONAMENTO DOS CARBOIDRATOS DE BAIXO PESD MOLECULAR
POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE CELULOSE

A montagem da coluna de celulose, bem como a preparagao
e a aplicagao da amostra, foram feitas de acordo com WHISTLER

137 38

& BeMILLER, e GARDELL.

0 po de celulose (Grau Padrao What
man CF-11), apos ter sido lavado com agua e seco em estufa a
50°C, foi suspenso em acetona e compactado em coluna cromato -
grafica (60 x 3,2 cm d.i.). 0 leito de celulose (altura do lei
to = 49 cm; volume do leito = 394,08 cm3) foi entao lavado com
500 ml de acetona e a seguir uma amostra do extrato metanol-a-
quoso dessalificado foi aplicada (1,18 g), de forma que a altu
ra de celulose atingiu ~ 55 cm, correspondendo a um volume de
leito iqgual a 442,34 cm3. A eluigao foi inicialmente realizada
com acetona (500 ml), seguida por solugoes de acetona-agua (v/v)
nas proporgoes de 7:1 (3000 m1), 4:1 (1500 ml1), 3:1 (1500 ml)
e finalmente agua (1000 ml1), sendo o volume das fragoes coleta
das igual a 200 ml. Com o decorrer das eluigoes, as fragoes fo
ram concentradas a pequeno volume para serem cromatografadas
em papel - tecnica descendente, solvente B, 48 horas, visuali-
zador: nitrato de prata sodico. 33
0 fracionamento de extrato metanol-aquoso por cromato -
grafia em coluna de celulose forneceu quatro componentes, sen-
do tres eluidos por acetona-agua 7:1 com Réal 1,44 (1065,71

mg - 2,66 g% do peso de 17quem original), Réa] 1,11 (61,60 mg
- 0,15 g%) e Réa] 0,95 (25,60 mg - 0,06 g%) e um eluido por

acetona-agua 4:1 com Réa] 0,38 (24,20 mg - 0,06 g%).



49
2.2.2.1.3. EXTRAGAO AQUOSA

0 liquem residual das extragdes benzeno-etanol e meta -

nol-agua (44,92 g) foi tratado com agua (1800 m1), a 100°C, du
rante aproximadamente 6 horas. Apos este periodo de extragao,
o residuo liquenico resultante da filtragdo por algodao, a quen
te, foi submetido a mais tres processos extrativos nas mesmas
condigoes. Os filtrados foram combinados e concentrados (~ 1000
ml), paré precipitagao dos polissacarideos em excesso de eta -
nol. Pela filtragao em sistema de Blchner e Kitazato foi obti-
do um precipitado etanolico (25,60 g), que forneceu rendimento
de 51,20 g% do peso de liquem original, enquanto que o sobrena
dante etanolico foi reservado.

Com a finalidade de fracionar os polissacarideos presen
tes no extrato aquoso foram utilizados os seguintes procedimen
tos de purificacgao:

A) Processos alternados de congelamento e de degelo.-

A maior parte do precipitado etanolico (20,90 g) foi par
cialmente solubilizado em agua (-~ 400 m1), com auxilio de aque
cimento, e submetido ao congelamento, seguido por degelo a tem
peratura ambiente e posterior centrifugagao (3000 rpm, 25 min,
temperatura ambiente). Este processo de purificagao foi repeti
do mais oito vezes, fornecendo um residuo de 11,03 g, o qual
correspondeu a 27,02 g% do peso de 1iquem original, e um sobre
nadante, que foi submetido a precipitacao com solugao de Feh -
1ing.75
B) Precipitacao com solugao de Fehling.-

Ao sobrenadante da etapa anterior (100 m1) foi adiciona
do igual quantidade de solugao de Fehh’ng,5 havendo a formagao

de precipitado. Apos centrifugacao (3000 rpm, 20 min, tempera-



50
tura ambiente), o sobrenadante de Fehling foi neutralizado com
AcOH glacial, a temperatura de 0-2°C, dialisado contra agua cor
rente e entao deionizado com resinas cationica e anidonica. Ja
o precipitado de Fehling foi lavado sucessivamente com solugao
aquosa de KOH a 2% (3 vezes) e com metanol (3 vezes), e em se-
guida foi decomposto, por agitagao, numa suspensao aquosa de
resina cationica. Esta purificacao foi repetida mais duas ve -
zes, forﬁecendo um sobrenadante e um precipitado de Fehling
de 1,52 g (3,73 g% do peso de liquem original) e de .0,49 g
(1,20 g%), respectivamente.
2:2:2:1:14; EXTRAGAO ALCALINA

0 17quem remanescente da extracao aquosa (9,40 g) foi
tratado com solucao aquosa de KOH a 2% (100 ml1), a 100°C, du -
rante aproximadamente 2 horas. Em seguida, o extrato alcali-
no obtido por filtragao, a quente, foi neutralizado com AcOH
glacial, a temperatura de O-2°C, e concentrado a pequeno volu-
me (50 ml), para precipitacao dos polissacarideos em excesso
de etanol. Apos centrifugacao (3000 rpm, 15 min, temperatura
ambiente), o precipitado etandolico forneceu um produto de 2,66

g, o qual correspondeu a 5,32 g% do peso de 1iquem original.

2.2.2.2, Segunda serie de etapas de extracgao

2 w2u2:2:7 EXTRACAO BENZENO-ETANOL

0 Tiquem devidamente seco, limpo e pulverizado (7,95 g)
foi deslipidificado com mistura de benzeno-etanol (9:1, v/v,
~ 150 m1), sob agitacao, em Erlenmeyer fechado, a temperatura
ambiente, durante 16 horas. Apos filtracao por algod3ao, o so -
brenadante benzeno-etanolico foi reservado, emquanto que o 17-

quem residual foi seco a temperatura ambiente, durante a noi te,
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para ser submetido ao proximo processo extrativo.

2.2.2.2.2. EXTRAGAO COM DIMETIL-SULFOXIDO
0 material remanescente da extragao benzeno-etanol (7,72

g) foi tratado com DMSOSZ

(150 m1), sob agitagao, em Erlenmeyer
fechado, a temperatura ambiente, durante 87 horas. Apos filtra-
¢ao por algodao, o filtrado foi centrifugado (3000 rpm, 15 min,
temperatura ambiente) e os polissacarideos foram precipitados

em excesso de etanol. 0 precipitado etanolico obtido por filtra
cao em sistema de Blichner e Kitazato forneceu um produto de

2,42 g, o qual correspondeu a 30,40 g% do peso de liquem origi-

nal.

2.2.3. Isolamento de polissacarideo do 1iquem A. muehlen bergii

2.2.3.1. EXTRAGAO BENZENO-ETANOL SEGUIDA POR EXTRAGCAO COM
DIMETIL-SULFOXIDO

0 liquem (3 g), previamente extraido com benzeno-etanol,

52 (60 m1), em Erlenmeyer fechado, a tempe-

foi agitado com DMSO
ratura ambiente, por 72 horas. Apos filtracao por algodao, 0
polissacarideo foi precipitado em excesso de etanol. 0 precipi-
tado etanolico obtido por filtragao em sistema de BlUchner e Ki-
tazato forneceu rendimento correspondente a 38,00 g% do peso de

1iquem original.
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3. ANALISE ESTRUTURAL DOS CARBOIDRATOS DE BAIXO PESO MOLECU-

LAR E DOS POLISSACARIDEOS ISOLADOS DOS LYQUENS EM ESTUDO

3.1. COMPOSICAO EM MONOSSACARIDEOS DOS CARBOIDRATOS DE
BAIXO PESO MOLECULAR E DOS POLISSACARIDEOS

3.1.1. Hidrolise acida total

Amostras de carboidratos (1 a 5 mg) foram tratadas com

19,64

solucao aquosa de TFA 2 M (-~ 2 ml), durante 8 horas, a

100°C, especialmente para a hidrolise de heteropolissacarideos

(galactomananas), ou com solucao aquosa de H2504
(~ 2 m1), durante 18 horas, tambem a 100°C. Apos as hidroli ses,
o agente catalisador TFA foi removido por concentracao a secu-
raeo H2504, por neutralizagao com carbonato de bario seguida
pela remogao dos Tons bario com resina cationica. Os carboidra
tos hidrolisados foram entao dissolvidos em agua e cromatogra-
fados em papel - tecnica ascendente, solvente A, visualizador:

nitrato de prata sodico. 33

3.1.2. Reducao e acetilacdao dos produtos de hidrolise acida

total

As misturas de monossacarideos obtidas dos carboidratos

114 pH 9 a 10, durante

hidrolisados foram reduzidas com NaBH4,
em media 15 horas, a temperatura ambiente. Decorrido este pe -
riodo, as solugoes reduzidas foram tratadas com resina cationi

ca para remogao dos ions sodio. Apos filtragao por papel, as
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solugoes foram concentradas a secura e o acido borico resultan
te deste tratamento foi eliminado, na forma de ester volatil
borato de metila, por co-destilagao com metanol.

Os alditois obtidos foram entao submetidos a acetilagao
com mistura de anidrido acetico e piridina na proporgao de 1:1
(v/v, ~ 2 ml1), durante 15 horas, a temperatura ambiente.”a’]39
ApBS este intervalo de tempo, o processo de acetilagao foi in-
terrompiao pela adigao de agua gelada e os alditois acetilados
foram extraidos com cloroformio. A piridina residual foi elimi
nada da preparagao por tratamentos sucessivos com solugao aquo
sa de H,S0, 5 mM. Em seguida, a fragao cloroformica foi lavada
varias vezes com agua destilada, desidratada com sulfato de so
dio anidro e filtrada por algodao. Os acetatos de alditois re-
sultantes foram analisados por c.f.g. em colunas convencionais

preenchidas com ECNSS-M, a 180°C, ou com 0V-225, a 190°C.

3.2. TESTES DE HOMOGENEIDADE APLICADOS A0S POLISSACARIDEOS

3.2.1. Eletroforese em acetato de celulose

A eletroforese de polissacarideos soluveis em agua fria
[homopolissacarideos ( a-D-glucanas) e heteropolissacarideos
(ga]actomananas)] (aproximadamente 10 mg), previamente cora -
dos com azul de Procion M-3G (Imperial Chemistry Industry) se-

33 foi realizada em

gundo metodo descrito por DUDMAN & BISHOP,
fitas de acetato de celulose (2 x 12,5 cm), utilizando tampao
borato-NaCl 0,05 M, pH 9, nas seguintes condigoes: 200 V, 30 a

40 mA, 10 min (Fonte: LKB Bromma, modelo 3371E).
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3.2.2. Filtracao em geis de Sepharose 4B-200 e de Sepharose 6B :

Amostras de polissacarideos soluveis em agua fria [homo
polissacarideos ( o -D-glucanas) e heteropolissacarideos (galac
tomananas) ] (aproximadamente 3 mg) foram dissolvidas em 0,5 m]
de solugao aquosa de NaCl 0,2% e aplicadas em colunas de Sepha
rose 4B-200 (37,5 x 2 cm) e de Sepharose 6B (25,5 x 1,8 cm). 0
eluente émpregado foi solugao aquosa de NaCl 0,2% e o volume
das fragoes coletadas igual a 5 ml.

Para o polissacarideo insoluvel em agua fria [homopolis

sacarideo ( B8-D-glucana) de N. aurantiaco-ater ], em que aproxi

madamente 3 mg de polissacarideo foram dissolvidas em 0,5 ml
de solugao aquosa de NaOH 0,3 M, foi utilizado como eluente a
referida solugao de NaOH e o volume das fragoes coletadas foi
tambem de 5 ml.

As fracgoes coletadas manualmente foram analisadas para

carboidratos totais.32

3.3. METILACAO DE POLISSACARIDEOS E DE CARBOIDRATOS DE

BAIXO PESO MOLECULAR

3.3.1. Metilacao de polissacarideos originais

Uma amostra de cada polissacarideo (aproximadamente 20
mg) foi tratada com NaBH4, a temperatura ambiente, durante 15
horas. Apos redugao, o meio alcalino foi neutralizado com so-
Tugdo aquosa de AcOH 2 M, a temperatura de 0-2°C e dialisado

contra agua corrente, durante a noite. A fragao n3ao dialisa -
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vel foi concentrada a secura e submetida a metilacao com sul-
fato de dimetila em solugao alcalina, segundo processo descri
to por HAWORTH.SG’G]

Primeiramente, o residuo no balao de metilagdo foi dis
solvido em 15 ml de solugao aquosa de NaOH a 33%. Em seguida,
foram feitas dez adigoes de 0,5 m1 de DMS, em intervalos de
15 min, sob agitagao constante e a temperatura ambiente. No -
vas adicées de solugao aquosa de NaOH a 33% (15 ml1) e de DMS
(10 vezes 0,5 m1) foram feitas em mais dois dias consecutivos,
sendo que no quarto dia, o processo de metilagao foi interrom
pido pelo aquecimento do balao a 100°C, durante 30 min, para
decomposigao de excesso de DMS. Apos resfriamento a 0-2°C, o
meio foi neutralizado com AcOH glacial e dialisado contra a -
gua corrente durante 72 horas e contra agua destilada durante
24 horas. Decorrido este periodo de dialise, os polissacari -
deos parcialmente metilados foram liofilizados e submetidos ao
tratamento com oxido de prata e iodeto de metila, de acordo
com o metodo descrito por PURDIE e modificado por KUHN

et a1.6]’77.

0 material liofilizado foi dissolvido em 2 ml de dime-
til-formamida. No primeiro dia de metilagao, foram adiciona -
dos 2 m1 de iodeto de metila e 1 g de oxido de prata, porem
nos dois dias seguintes, foi apenas feita adicao de 1 g de o-
xido de prata. Durante estes tres dias, o sistema de reagao

foi mantido sob agitacao constante, a temperatura ambiente e

na ausencia de luz. Apos este periodo, o processo foi inter

rompido pela extracao exaustiva do material metilado com di

clorometano. 0s polissacarideos permetilados foram converti

dos em seus respectivos acetatos de alditois e o heteropolis-
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sacarideo (galactomanana) isolado por extragao alcalina de St.
ramulosum foi tambem derivatizado para acetatos de metil glico

sideos, como descrito no item 3.3.3..

3.3.2. Metilagcao de polissacarideos e de oligossacarideos ob-

tidos por hidrolise acida parcial e por acetolise par-

cial de heteropolissacarideos (galactomananas) originais

Uma amostra de cada componente (3 a 8 mg) foi apenas me

tilada pelo processo de PURDIE modificado por KUHN et a1.6]’77,

como descrito anteriormente. Os produtos metilados foram entao
extraidos com diclorometano e derivatizados para seus respecti

vos acetatos de alditois, como descrito a seguir.

3.3.3. Analise dos produtos de hidrolise acida de polissaca-

rideos e de oligossacarideos metilados

3.3.3.1. Na forma de acetatos de alditois

Uma amostra de polissacarideo ou de oligossacarideo me-
tilado (2 a 10 mg) foi dissolvida em solugao aquosa de HyS0,
a 72% (0,5 m1) e apos 1 hora, a temperatura de 0-2°C, foram a-
dicionados 4 ml de agua, sendo a solucao resultante mantida a

100°C, por 18 horas.'®

0 agente catalisador foi eliminado com
carbonato de bario e o filtrado 1impido deionizado com resina
cationica. Apos filtragao, a solucao foi concentrada a pequeno
volume e tratada com NaBH,, durante 15 horas, a temperatura am

biente. Decorrido o periodo de redugao, os ions sodio foram e-
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liminados da preparagao pelo tratamento com resina cationica e
0o acido borico formado foi removido por co-destilagao com me -
tanol. A acetilagao dos alditois parcialmente metilados foi re
alizada pelo metodo convencional com anidrido acético e piridi
na na proporgao de 1:1, e os acetatos de alditois resultantes
foram analisados por c.f.g. em colunas convencionais de ECNSS-
M, a 160°C, ou de 0V-225, a 170°C, e por c.f.g.-e.m. em colu -
nas capi{ares preenchidas com 0V-225 e 0V-17 3:1 ou com DB-210,

ambas a temperatura de 50 a 220°C.

3.3.3.2. Na forma de acetatos de metil glicosideos

Aproximadamente 7 mg do heteropolissacarideo (galactoma
~nana) isolado por extragao alcalina de St. ramulosum e metila-
do foram dissolvidas em solugao aquosa de H2504 a 72% (0,5 ml)
e apos 1 hora, a temperatura de 0-2°C, foram adicionados 4 ml
de agua, sendo a solugao resultante mantida a 100°C, por 18

15 Decorrido este periodo, a solugao foi neutralizada

horas.
com carbonato de bario, filtrada e concentrada a secura, e o0s
monossacarideos parcialmente metilados foram extraidos com me-
tanol. A solugao metanolica foi entao concentrada a secura e o
residuo, tratado com solugcao de HC1 em metanol a 5% (3 ml), sob

45,81 Apos adicao de carbonato de prata

refluxo, por 2 horas.
para eliminacao do acido na forma de cloreto de prata, os metil
glicosideos parcialmente metilados foram extraidos com acetona
e submetidos a acetilagao convencional com anidrido acetico e

piridina. Os acetatos de metil glicosideos foram entao analisa

dos por c.f.g. em coluna convencional preenchida com 0V-225, a
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170°C.

3.4, CONSUMO DE PERIODATO DE SODIO E PRODUGAO DE ACIDO

FORMICO PELO HETEROPOLISSACARIDEO (GALACTOMANANA)

ISOLADO POR EXTRAGAO ALCALINA DE St. ramulosum

Uma amostra de polissacarideo (50 mg) foi oxidada com
solugao aquosa de Nal0, 0,05 M (50 m1), durante 96 horas, a

temperatura ambiente, e na ausencia de luz.%:%7> 93

3.4.1, Consumo de meta-periodato de sodio

Em diferentes intervalos de tempo foram retiradas ali-
quotas de 1 ml da solugao oxidante para a determinagao do con
sumo de periodato, por titulagao com solugao aquosa de tiossul
fato de sodio 0,01 N, devidamente padronizada, e utilizando so

lugao aquosa de amido a 1 g% como indicador.

3.4.2. Producao de acido formico

Ja a producao de acido formico foi determinada por ti -
tulagao de aliquotas de 5 ml, retiradas no final da oxidagao,
com solugao aquosa de NaOH 0,01 N, devidamente padronizada, e
utilizando solugao alcoolica de fenolftaleina a 1 g% como in-

dicador.
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3.5. DEGRADACAO TIPO SMITH DE POLISSACARIDEOS

3.5.1. Polissacarideos soluveis em agua fria [ homopolissaca

rideos ( o-D-glucanas) e heteropolissacarideo (galac-

tomanana) isolado por extracao alcalina de St. ramu -
]1,68

losum

.

Uma amostra de cada polissacarideo (20-50 mg*) foi oxi-
dada com solugao aquosa de NaIO4 0,05 M (25-50 ml1*), durante
96 horas, a temperatura ambiente, e na auséncia de luz. 0 ex -
cesso de agente oxidante foi decomposto pela adigao de etileno
glicol (1-2 m1*) e a solugao oxidada foi dialisada contra agua
corrente por 2 dias. Apos dialise, a solugao contendo o polial
deido foi tratada com NaBH4, durante 15 horas, a temperatura
ambiente. 0 excesso de agente redutor foi decomposto pela adi-
g¢ao cuidadosa de solugao aquosa de AcOH 2 M ate pH 6, a tempe-
ratura de 0-2°C, e a solugao reduzida foi dialisada contra a -
gua corrente, durante 3 dias. A fragcao nao dialisavel foi con-
centrada a secura e submetida a hidrolise com solugao aquosa
de H,S0, 0,5 M (- 8 m1), durante 7 horas, a 100°C. Decorrido
este periodo de hidrolise, o meio acido foi neutralizado com

carbonato de bario e, apos filtragao por papel, deionizado com

* Como varios polissacarideos, tanto homo quanto hetero-
polissacarideos, foram submetidos a degradacao tipo Smith e as
quantidades de amostras empregadas foram diferentes, foi adota
da a seguinte apresentacao grafica: (20-50 mg), (25-50 ml) e
(1-2 m1), significando que para 20 mg de polissacarideo foram

utilizados 25 ml de NalO, e posteriormente, 1 ml de etileno-gli
col, enquanto que para 56 mg de polissacarideo foram correspon
dentes 50 ml de Nal0O, e 2 m]l de etileno-glicol. Observar que

esta apresentacao grafica foi também adotada nas metodologias
descritas adiante.
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resina cationica. 0 material hidrolisado foi entao reduzido com
NaBH,, a temperatura ambiente, durante 15 horas, tratado com re
sina cationica e o acido borico resultante, removido por co-des
tilagao com metanol. Os alditois obtidos foram acetilados com
anidrido acetico e piridina e posteriormente, os acetatos de al
ditois foram analisados por c.f.g. em colunas convencionais dé
ECNSS-M, a temperatura de 130 a 180°C (4°C/min), ou de 0V-225,
a temperatura de 150 ou 170 a 190°C.

3.5.2, Polissacarideo insoluvel em agua fria [homopo]issacg

rideo ( B-D-glucana) de N. aurantiaco-ater ]135

Uma amostra do polimero (50 mg) foi dissolvida em solu-
cao aquosa de NaOH 1 M (7 ml) e, em seguida, o pH do meio foi
ajustado para 6,0 com solugao aquosa de HC1 0,5 M (12 ml). O
volume foi entdo completado para 25 ml com agua (6 ml) e a so-
lTugao resultante foi tratada com solugao aquosa de NaIO4 0,1 M
(25 m1), durante 96 horas, a temperatura ambiente, sob agita -
gao constante e na ausencia de luz. A oxidagao foi interrompi
da pela adigao de etileno-glicol (2 ml) e a solugao, dialisada
e entao reduzida com NaBH4, durante 15 horas, a temperatura
ambiente. Apos redugao, o meio foi neutralizado com solugao a-
quosa de AcOH 2 M, a temperatura de 0-2°C, e a solucao reduzi-
da foi dialisada e liofilizada. 0 produto de liofilizagao foi
submetido a hidrolise com acido formico a 90% (5 ml), durante
6 horas, a 100°C. 0 agente catalisador foi removido por evapo-
racao sob pressao reduzida e o residuo, lavado duas vezes com

agua, foi tratado com solugao aquosa de H2504 0,25 M (5 ml),
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durante 17 horas, a 100°C. 0 material hidrolisado resultante
foi convertido aos correspondentes acetatos de alditois, como
descrito anteriormente, e analisado por c.f.g. em coluna con-

vencional de 0V-225, a temperatura de 170 a 190°C.

3.6. DEGRADAGAO DE SMITH BRANDA DE POLISSACARIDEOS

3.6.1. Polissacarideos soluveis em agua fria [homopolissaca

rideos ( a-D-glucanas) e heteropolissacarideo (galac-

tomanana) isolado por extragao alcalina St. ramulo -
sum ]6,7,45

Uma amostra de cada polissacarideo (50-100 mg) foi oxi-
dada com solugao aquosa de NaIO4 0,05 M (50-100 m1), durante
96 horas, a temperatura ambiente, e na ausencia de luz., 0 ex -
cesso de agente oxidante foi decomposto pela adigao de etile -
no-glicol (2-3 ml) e a solugao oxidada foi reduzida e dialisa-
da como descrito no item 3.5.1.. A fragao nao dialisavel foi
concentrada a pequeno volume (20 a 40 ml) e o poliol foi par -
cialmente hidrolisado em pH 2,0 (pH ajustado com solugao aquo-

sa de H,S0, 0,5 M), durante 40 min, a 100°C. Apds hidrolise 3-

4
cida parcial, o meio foi neutralizado com carbonato de bario

e deionizado com resina cationica, sendo a solugao resultante

concentrada a pequeno volume e cromatografada em papel - técni

ca ascendente, visualizadores: nitrato de prata sc’)dico]33 e

cloridrato de g-anisidina.63

Para os homopolissacarideos ( o -D
-glucanas) foi empregado solvente A, enquanto que para o hete-

ropolissacarideo (galactomanana), solvente C.
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ANALISE DOS PRODUTOS DE DEGRADAGAO DE SMITH BRANDA

Com o objetivo de elucidar e comparar os produtos de de
gradagao obtidos dos homopolissacarideos ( a-D-glucanas) em es
tudo, foram tambem submetidas a degradacao de Smith branda, nas
condigoes descritas anteriormente, a isoliquenana do 17quem C.

is1and1’ca7’45 e a a-D-glucana obtida por extragao aquosa do

1iquem §i. ramulosum.®+’

Ja para o fracionamento dos produtos de degradacgao de
Smith branda do heteropolissacarideo (galactomanana) disolado
por extracao alcalina de St. ramulosum foi realizada cromato -
grafia em camada delgada, como descrito em métodos cromatogra-
ficos item 1.1.2.. Apos desenvolvimento do cromatograma, as a-
reas contendo os produtos de degradagao, localizados pela vi -
sualizagao dos mesmos em tira paralela, foram cortadas e 0s
carboidratos eluidos com agua. Os eluatos foram entao concen -
trados a pequeno volume e cromatografados em papel - tecnica
ascendente, solvente C, visualizadores: nitrato de prata sodi-

Co133 63

e cloridrato de p-anisidina. 0 fracionamento por c.c.d.

dos produtos de degradagao deste heteropolissacarideo forneceu

1 2 3

Man 1,41, RMan Man

tres componentes com R 1,20 e R 0,95.

3.6.2. Polissacarideo insoluvel em agua fria [homopolissa-

carideo ( B-D-glucana) de N. aurantiaco-ater ]135

Uma amostra do polimero (100 mg) foi dissolvida em so -
lugao aquosa de NaOH 1 M (13 ml) e, em seguida, o pH do meio

foi ajustado para ~ 6,0 com solugao aquosa de HC1 0,5 M (24
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ml). O volume foi entao completado para 50 ml1 com agua (13 ml)

e a solugao resultante foi tratada com solugao aquosa de NaIO4

0,1 M (50 ml), durante 96 horas, a temperatura ambiente, sob a

gitagao constante e na ausencia de luz. A oxidag3ao foi inter
rompida pela adigao de etileno-glicol (3 ml) e a solugao, redu
zida, dialisada e liofilizada, como descrito no item 3.5.2.. 0

produto de liofilizagao foi tratado com solugao aquosa de H,SO

2
0,05 M (20 m1), durante 24 horas, sob agitagao constante e a

4

temperatura ambiente. Decorrido este periodo de hidrolise, 0
meio foi neutralizado com carbonato de bario e apos filtragao,
a solugao foi deionizada com resina cationica e cromatografada
em papel - tecnica ascendente, solvente A, visualizadores: ni-

trato de prata sodico e cloridrato de‘E-anisidina.

3.7. PESQUISA DE AMIDO (AMILOSE) EM HOMOPOLISSACARIDEOS

( & -D-GLUCANAS)

Uma amostra de cada polissacarideo (1 mg) foi dissolvi-
da em agua (0,5 m1) e a solugao resultante foi adicionada, go-
ta a gota, solugao aquosa de iodo 9,5 mM, com a finalidade de
observar se haveria ou nao o desenvolvimento de coloragao azul
esverdeada.18

Paralelamente, duas amostras de amido (Reagen PA-ACS),
ambas de 1 mg, foram dissolvidas em 0,5 e 2 m1 de agua e, em

seguida, testadas frente a solugao de iodo, mostrando o apare-

cimento de coloragao azul.



64
3.8. TRATAMENTO DE HETEROPOLISSACARIDEOS (GALACTOMANANAS)
COM ENZIMA GALACTOSE OXIDASE

Uma amostra de cada polissacarideo (~ 2 mg) foi hidro -

lisada com solugao aquosa de TFA'2,64

2 M(~2ml), durante 8
horas, a 100°C. 0 agente catalisador foi removido por concen-
tragao a secura e o residuo, lavado tres vezes com agua, foi
rediluido em agua e utilizado para a determinagao quantitati-
va de carboidratos totais,32 para a analise por c.f.g., na
forma de acetatos de alditois, em coluna convencional de 0V-225,
a 190°C, e como substrato para a enzima galactose oxidase.

0 tratamento dos heteropolissacarideos (galactomananas)
com enzima galactose oxidase foi realizado de acordo com o me-
todo descrito por AMARAL 33_31.3. 0 sistema de incubagao (vo-
lume total de 2,6 ml) continha 1,0-1,5 ml do reagente cromoge-
no (mistura de o-dianisidina e peroxidase), 1,5-1,0 ml da so -
lTugao de material hidrolisado (40 a 55 1ug de carboidrato to -
tal/ml de solugao) e 0,1 ml da solugao de enzima, preparada e
purificada em conformidade com os procedimentos descritos no
referido trabalho de AMARAL et al.. A incubagao foi mantida
por 60 min, a 30°C, e apos este periodo, a absorbancia foi 1li-

da a 420 nm, sendo utilizado como padrao solugao aquosa de D-

galactose.

3.9. PESQUISA DE ACOCARES AMINADOS EM HETEROPOLISSACARIDEOS

(GALACTOMANANAS)

Uma amostra de cada polissacarideo (10 mg) foi submeti-
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da a hidrolise com solugao aquosa de HC1 6 M, a 100°C, duran-

te dois intervalos de tempo, ou seja, 5 e 10 horas.z’]Z]

Apos
hidrolise, o agente catalisador foi removido por concentragao
a secura, e sucessivas lavagens do residuo com agua foram fei
tas para eliminagao total do acido residual. Cada amostra, re
diluida em agua a um volume adequado, foi analisada por c.p.
- tecnica descendente, ~ 85 horas, solvente A, visualizado -

133 132

res: nitrato de prata sodico e ninidrina.

3.10. HIDROLISE ACIDA PARCIAL DE HETEROPOLISSACARIDEOS
(GALACTOMANANAS)

Uma amostra de cada polissacarideo (100-200 mg) foi tra
tada com solucao aquosa de H,50, 0,16 M (10-20 m1), por 18 ho

ras, a 100°c. %5250

0 material hidrolisado foi neutralizado
com carbonato de bario e deionizado com resina cationica. A-
pos concentracao a pequeno volume, a solugao foi adicionada
em excesso de etanol e entao centrifugada (3000 rpm, ~ 10 min,
temperatura ambiente). 0 sobrenadante etanolico, concentrado
a secura, e o precipitado etanolico foram liofilizados.

0 sobrenadante e o precipitado etanolicos obtidos pela
hidrolise acida parcial da galactomanana isolada por extragao
aquosa do 1iquem St. ramulosum forneceram, respectivamente,
produtos de 78,8 mg e 10,7 mg (10,7%), enquanto que os da ga-
lactomanana isolada por extracao alcalina do mesmo liquem re-

sultaram em 69,7 mg e 30,5 mg (15,3%), respectivamente. Ja os

produtos relacionados a galactomanana do liquem N. aurantiaco-

ater foram de 81,2 mg para o sobrenadante etanolico e de 3,9
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mg (3,9%) para o precipitado etanolico.

3.11. ACETOLISE PARCIAL DO HETEROPOLISSACARIDEO (GALACTOMA-

NANA) ISOLADO POR EXTRACAO ALCALINA DE St. ramulosum™>*’®

3.11.1. Acetolise

Uma amostra do polissacarideo (243,5 mg) foi adicionada
em mistura de AcOH glacial (7,5 ml), anidrido acetico (7,5 ml)
e H2504 concentrado (0,75 ml1). Durante o processo, a mistura
de reacao foi mantida a temperatura ambiente, e apos 5 dias,
foi decantada. A fracao soluvel foi adicionada em agua gelada
(100 m1) e mantida a 4°C, por aproximadamente 3 horas. 0Os car
boidratos acetilados foram extraidos com cloroformio (200 ml)
e a fracao cloroformica foi lavada com mais agua destilada
(200 m1), em seguida, desidratada com sulfato de sodio anidro
e filtrada por algodao. Apos evaporagao do solvente, a mistu-

ra de carboidratos acetilados foi liofilizada (394,6 mg).

3.11.2. Desacetilacao

Os carboidratos acetilados (394,6 mg) foram dissolvidos
em mistura de cloroformio (20 ml) e metanol (10 ml) e desaceti
lados pela adicao de solugao metanolica de metoxido de sodio
0,124 M (10 m1). Apos repouso por 1 hora, a temperatura ambien
te, foi adicionado AcOH glacial para neutralizagao do meio al-
calino e a solugao neutralizada foi concentrada a secura. 0 re
s7duo no balao de evaporacao foi entao dissolvido em agua, dei

onizado com mistura de resinas cationica e anionica na propor-
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gao de ~ 3:1 e liofilizado (200,3 mg).

3.11.3. Analise dos produtos de acetolise parcial

0 fracionamento dos produtos de acetolise parcial da ga

lactomanana isolada por extragao alcalina do 17quem St. ramu -

losum foi realizado por cromatografia de partigao em coluna de
celulose..

A montagem da coluna de celulose, bem como a preparagao
e a aplicagao da amostra, foram feitas de acordo com WHISTLER
& BeMILLER'>7 e GARDELL.®® 0 p5 de celulose (Grau Padrio What
man CF-11), apos ter sido lavado com agua e seco em estufa a
50°C, foi suspenso em acetona e compactado em coluna cromato -
grafica (60 x 3,2 cm d.i.). O leito de celulose (altura do
leito = 44,5 cm; volume de leito = 357,89 cm3) foi entao lava-
do com 500 ml de acetona e a seguir, a amostra de carboidratos
desacetilados (200,3 mg) foi aplicada, de modo que a altura de
celulose alcangou 49,7 cm, correspondendo a um volume de leito
igual a 399,71 cm3. A eluigao foi realizada com solugoes de
acetona-agua (v/v) nas proporgoes de 9:1 (2000 ml), 4:1 (1000
ml), 3:1 (1000 ml1), 2:1 (1000 ml) e finalmente agua (1000 ml),
sendo o volume das fracoes coletadas igual a 250 ml. Com o de-
correr da eluigoes, as fragoes foram concentradas a pequeno vo
Tume e cromatografadas em papel - tecnica descendente, 72 ho -
ras, solvente B, visualizador: nitrato de prata amoniaca].]00

0 fracionamento por cromatografia em coluna de <celulo-

se dos produtos de acetolise parcial deste heteropolissacari -

deo forneceu basicamente quatro fragoes, sendo duas eluidas por

1 2

Man 1,00 e RMan

0,70 e as outras duas

eluidas por acetona-agua 4:1 com Raan 0,44 (16,1 mg) e Rﬁan

acetona-agua 9:1 com R
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0,43 (24,4 mg).

3.12. HIDROLISE ACIDA, COM LIBERAGAO DE ACIDO ACETICO, DO
HOMOPOLISSACARIDEO ( B-D-GLUCANA) DE A. muehlenbergii

Uma amostra do polissacarideo (100 mg) foi hidrolisada
com so]ugio aquosa de H,S0, 0,5 M (13 ml1), a 100°C, por 18 ho
ras.? 0 material hidrolisado foi entio submetido 3 destila-
¢ao fracionada, sendo a primeira fracao do destilado utiliza-
da para a analise por c.f.g. em coluna convencional preenchi
da com Porapak Q, a 201°C.96’97

Paralelamente, uma solugao aquosa de AcOH 0,3 M foi
tambem submetida a co-destilagao fracionada e o destilado foi
analisado por c.f.g., nas condigoes descritas acima.

Posteriormente, ambos os destilados foram neutraliza -
dos com solugao aquosa de NaOH 0,1 M e submetidos as analises
por r.m.n.-]3C e por r.m.n.—lH, como mencionadas em metodos

espectroscopicos item 1.2..

3.13. LOCALIZAGAO DE GRUPOS O0-ACETILICOS NO HOMOPOLISSACARI-
13,14,21

DEO ( B-D-GLUCANA) DE A. muehlenbergii

3.13.1. Tratamento do polissacarideo com fenilisocianato

Uma amostra do polissacarideo (69,2 mg), seco a vacuo
sob atmosfera de pentoxido de fosforo, foi dissolvida em DMSO
anidro (10 m1) e tratada com FIS (1,5 ml), inicialmente a tem

peratura ambiente, durante ~ 15 horas e posteriormente a 50°c,
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durante 4 horas. A solugao foi entao resfriada e centrifugada
(10000 rpm, 15 min, temperatura ambiente) para remogao de par
ticulas finas. 0 sobrenadante foi adicionado em excesso de
metanol e apos centrifugagao (10000 rpm, 15 min, temperatura
ambiente), o precipitado foi lavado uma vez com metanol e du-
as vezes com eter etilico. Em seguida, o precipitado foi seco
a vacuo sob atmosfera de pentoxido de fosforo e submetido no-

vamente ao tratamento com FIS, nas condigoes descritas acima.

3.13.2. Desacetilacao e metilagao simultaneas do polissaca-

rideo fenilcarbamato

A amostra do polissacarideo resultante do tratamento an
terior (164,8 mg) foi dissolvida em tetraidrofurano anidro (-
10 m1), contendo NaOH pulverizado e seco (1 g). 0 sistema foi
mantido sob agitacao constante e tres adigoes de DMS (0,5 ml)
foram feitas em intervalos de 30 min. Apos ~ 15 horas, a tem-
peratura ambiente, a reacao foi interrompida pelo resfriamen-
to do sistema a 0-2°C, neutralizagao do meio com solugao aquo
sa de H,S0, 3 M e concentragao a secura do THF. 0 polissaca
rideo fenilcarbamato metilado foi extraido com cloroformio,
seguido pela desidratagao da solugao cloroformica com sulfato
de sodio anidro, evaporacao do cloroformio e liofilizagao do

material resultante. Toda a operagao foi repetida mais uma vez.

3.13.3. Remogao de grupos fenilcarbamoilas do polissacarideo

fenilcarbamato metilado

0 polissacarideo fenilcarbamato metilado obtido anteri-

ormente (243,9 mg) foi dissolvido em DMSO anidro (9 ml) e tra-
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tado com hidreto de sodio, sob agitagao constante, durante 15

horas, a temperatura ambiente. 0 Ton metil sulfinil carbanion
formado em excesso foi decomposto pela adigao de agua (-~ 4 ml)
e a solucao foi entao dialisada contra agua destilada, durante
24 horas. A fragao nao dialisavel foi concentrada a pequeno vo

lume e liofilizada (35,8 mg).

3.13.4. Analise dos produtos de hidrolise acida do polissaca-

rideo parcialmente metilado

Uma amostra do polissacarideo parcialmente metilado
(~ 10 mg) foi submetida a hidrolise acida, reducao e acetila-
cao, como descrito em analise dos produtos de hidrolise acida
de polissacarideos metilados, na forma de acetatos de aldi -
tois, item 3.3.3.1.. Os acetatos de alditois parcialmente me
tilados foram analisados por c.f.g.-e.m. em coluna capilar

preenchida com DB-210, a temperatura de 50 a 220°c.



71

RESULTADOS E DISCUSSAD

Tres especies de liquens com micobiontes ascomicetos,
coletados de locais com caracteristicas geograficas e climati
cas distintas, ou seja, Brasil (Estado do Parana), Antartida
(ITha de King George) e Canada ( Provincia de Saskatchewan),
foram submetidas a analises quimicas e fisico-quimicas para
investigagao de seus carboidratos e comparagao dos mesmos en-
tre si e com os obtidos de outros 1iquens.

Os liquens secos a temperatura ambiente foram cuidado-
samente limpos, manualmente, para a remogao de folhas, ramos,
pedacos de pedregulhos e solo. Amostras de liquens foram en -
tao enviadas aos liquenologos prof. Dr. Hector S. OSORIO e
prof. Dr. Mason E. HALE para identificacao botanica competen-
te. Com auxilio destes especialistas foram identificadas as

especies Stereocaulom ramulosum (Sw.) R4usch (Brasil), Newro-

pogon aurantiaco-ater (Antartida) e Actinogyra muehlenbergii

(Canada), cujos carboidratos foram isolados e estudados estru
turalmente.

Para facilitar a compreensao e a interpretacao dos re-
sultados obtidos atraves das investigacoes quimicas realiza -
das com os liquens mencionados acima, os carboidratos foram di
vididos em dois grupos, de acordo com o peso molecular, ou se

ja, em carboidratos de baixo peso molecular e em polissacari-



72

deos, Estes ultimos foram entao subdivididos, de acordo com a
natureza dos monossacarideos constituintes e a estrutura qui-
mica de cada tipo de molecula, em tres grupos correspondentes
a oa-D-glucanas, galactomananas e B-D-glucanas. As B-D-glu-
canas, por sua vez, foram ainda divididas em B-D-glucanas sem
grupamentos 0O-acetil e B-D-glucanas com grupamentos 0-acetil.
Cada grupo de carboidratos foi analisado para os tres liquens,
iniciando sempre por St. ramulosum, seguido por N. aurantiaco-

ater e finalmente por A. muehlenbergii, devendo, no entanto,

ser lembrado que ate o presente ano, apenas o liquem N. au -

rantiaco-ater nao foi investigado quanto aos seus carboidra -

tos, enquanto que St. ramulosum e A. muehlenbergii ja foram

previamente estudados por BARON et a1.6’7 e por GORIN & IACO

46

MINI, respectivamente. Alem disso, observar que tanto 0s
carboidratos de baixo peso molecular, quanto os polissacari -
deos, foram analisados e discutidos sob dois aspectos referen
tes, em primeiro lugar, ao isolamento e a determinagao estru-
tural dos referidos componentes, e em segundo lugar, a produ-
cao e a funcao dos mesmos, visando basicamente um melhor en -~
tendimento da distribuicao global destes componentes em 17 -

quens e uma concomitante percepcao do papel fisiologico dos

mesmos nestas entidades simbioticas.
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1. CARBOIDRATOS DE BAIXO PESO MOLECULAR

1.1. ISOLAMENTO E DETERMINAGCAO ESTRUTURAL DE CARBOIDRATOS
DE BAIXO PESO MOLECULAR DE LTQUENS

Os 1iquens St. ramulosum, N. aurantiaco-ater e A. mueh-

lenbergii previamente extraidos com benzeno-etanol, um proces-
so que removeu 1-5 g% de materiais soluveis, foram tratados com
metanol contendo 20% de agua (v/v) para extracao de seus car -

boidratos de baixo peso molecular.

1.1.1. Liquem St. ramulosum

Os componentes de St. ramulosum foram estudados por
BARON 31_31.6’7, que detectaram a presenca de arabinitol (1,87
g% do peso de liquem original), manitol (0,34 g%) e 1inositol
(0,04 g%), identificados por analises de c.p. e de c.f.g., e
2-0- B-D-galactofuranosil-D-arabinitol, comumentemente conhe-
cido por umbilicina (0,86 g% - Estrutura 1), e o-a-D-trealo
se (0,08 g% - Estrutura 2), purificados por cromatografia de

particao em coluna de celulose e identificados principalmente

por analise de r.m.n.-]3C.
CHoOH
0—C—H HLOH
OH “_él:_oﬂ 0 oM
by H—C—on HO\OH 0 HOH,C /p,,
H—C—OH CHOH
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1.1.2. Liquem N. aurantiaco-ater

Em relacao ao liquem N. aurantiaco-ater foram emprega

das analises quimicas e fisico-quimicas para purificacao e ca
. Ld 3 . /
racterizagao estrutural de seus carboidratos de baixo peso mo

lecular identicas as utilizadas por BARON et a1.57

e devida
mente descritas em Materiais e Metodos item 2.2.2.1.2..

ﬁe]o tratamento de 17quem com metanol-agua foi obtido
um extrato metanol-aquoso que, apos deionizagao, forneceu um
produto de 1,47 g, correspondente a 2,94 g% do peso de liquem
original. A analise por c.f.g. dos acetatos de alditois resul
tantes da acetilagao do extrato metanol-aquoso (Tabela I') mos
trou arabinitol (98,94%), manitol (1,06%) e um componente nao
identificado, e a dos acetatos de alditois obtidos pela redu-
cao e acetilacao do mesmo extrato (Tabela I') confirmou a pre
senca de arabinitol (99,19%), de manitol (0,81%) e do desco -
nhecido. Como as proporgoes de arabinitol e manitol foram pra
ticamente semelhantes no extrato metanol-aquoso simplesmente
acetilado e naquele reduzido e acetilado, ficou assim demons-
trado que este extrato nao era constituido de monossacarideos
livres. No entanto, quando foi realizada hidrolise acida do
extrato metanol-aquoso e posterior analise dos respectivos a-
cetatos de alditois por c.f.g. (Tabela I') foi encontrado, a-
lem dos alditois (arabinitol - 92,63% e manitol - 5,23%) e
do desconhecido mencionados acima, um monossacarideo identifi
cado como galactose (2,15%), evidenciando a presenga de gli-
cosideo e/ou oligossacarideo em tal extrato.

Com a finalidade de fracionar os carboidratos de baixo

peso molecular existentes no extrato metanol-aquoso foi reali
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TABELA I' - ANALISE POR c.f.g.a DOS ACETATOS DE ALDITDIS OBTI-
DOS A PARTIR DO EXTRATO METANOL-AQUOSO DE N. auran-
tiaco-ater

Componentes TP Extrato Metanol-Aquoso

' Composigcao Relativa (%)
A B c

Arabinitol 0,70 98,94 99,19 92,63

Desconhecido 1,54 - - -

Manitol 1,98 1,06 0,81 - 5,23*

Galactose 2,31 - - 2,15

a

() o~} >
] n "

Coluna convencional de ECNSS-M, a 180°¢.

Tempos de retencao relativos ao do xilitol penta-0-acetato.

Extrato metanol-aquoso simplesmente acetilado.
Extrato metanol-aquoso reduzido e acetilado.

Extrato metanol-aquoso hidrolisado, reduzido e acetilado.

* 0 aumento da % relativa de manitol em relacao a % de a
rabinitol foi presumivelmente originado pela ocorréncia de al -
gum glicosideo, que por hidrolise acida forneceu manitol e que
nao foi investigado no presente trabalho. No liquem Peltigera 8
horizontalis foi encontrado 3-0-B-D-galactofuranosil-D-manitol,
sugerindo que tal glicosideo também poderia ocorrer em N. auran-

tiaco-ater.
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zada cromatografia de partigao em coluna de celulose, que for-

neceu quatro componentes, sendo tres eluidos por acetona-agua

2

1
7:1 com Ry, 1,44 (1065,71 mg), R 1,11 (61,60 mg) e RS

Gal Gal
0,95 (25,60 mg) e um eluido por acetona-agua 4:1 com Réa] 0,38
(24,20 mg).
1 2 4
Os componentes com RGa] 1,44, RGal 1,11 e RGal 0,38

foram iQentificados por analises de c.p. e de c.f.g., como sen
do arabinitol (2,66 g% do peso de 1iquem original), manitol
(0,15 g%) e inositol (0,06 g%), respectivamente. Ja o compo -

ga] 0,95, apos analise de c.p., mostrou contamina

nente com R
cao com manitol, a qual foi confirmada pela analise por
c.f.g. dos acetatos de alditois obtidos pela hidrolise acida
do referido componente, que revelou, alem de manitol, os car-
boidratos arabinitol e galactose. Como este componente mos -
trou os mesmos poliol e monossacarideo constituintes do glico
sideo umbilicina, bem como, mobilidade cromatografica pratica
mente igual a deste glicosideo (RGal umbilicina = 0,946’7),
poderia ser sugerido que o componente com Rgal 0,95 fosse a
umbilicina (0,06 g%). No entanto, devido ao baixo rendimento
obtido para este componente e a contaminagao com manitol, 0

mesmo nao teve a sua estrutura mais detalhadamente estudadano

presente trabalho.

1.1.3. Liquem A. muehlenbergii

Os componentes de A. muehlenbergii foram investigados
46

por GORIN & IACOMINI, que encontraram tambem arabinitol

(1,20%), manitol (0,60%) e umbilicina (0,68%), alem de sacaro
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se (0,19% - Estrutura 3). Os poliois foram caracterizados pe -
las analises de c.p. e de c.f.g.-e.m. e a umbilicina e a saca-
rose foram purificadas por cromatografia em coluna de celulose

e identificadas basicamente por analise de r.m.n.-]3C.

CHLH
Q.. HOH,C
OH HO
HO © CH,OH
OH OH
3
1.1.4, Estudo comparativo entre carboidratos de baixo peso

molecular isolados de 1iquens

Pelo exame da Tabela II' foi observado que o componente
comum e mais abundante nos tres liquens revelou ser o arabini-
tol, alem de que o manitol, em concentracoes inferiores as do

arabinitol e distinguivelmente baixa no liquem N. aurantiaco-

ater, tambem estava presente nas tres especies estudadas. Ja o

inositol, a umbilicina*, a trealose, e a sacarose, que foram
do mesmo modo detectados em quantidades relativamente baixas,

nao mostraram ser componentes de ocorrencia geral nestas enti-

* Considerar o fato de que a presencga de umbilicina no
1Tquem N. aurantiaco-ater nao foi comprovada por analises qui-
micas e fisico-quimicas mais precisas.
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TABELA II' - COMPOSIGOES EM CARBOIDRATOS DE BAIXO PESO MOLECU
LAR DOS LIQUENS St. ramulosum, N. aurantiaco-a -

ter E A. muehlenbergii

Componentes? Liquens

Sk« N. A.

ramulosum aurantiaco-ater muehlenbergii
Arabinitol 1,87 2,66 1,20
Manitol 0,34 0,15 0,60
Inositol 0,04 0,06 -
Umbil1cina 0,86 0,06° 0,68
Trealose 0,08 - -
Sacarose - - 0,19

% 0s nlmeros foram expressos em g% relativos ao peso de 1iquem 0
riginal. Os poliois foram 1dentificados por analises de c.p. e

de c.f.g.(e.m.), enquanto que o glicosideo umbilicina e os dissa
carideos trealose e sacarose, principalmente por analise de r.m.

n.—]3C.

Este componente nao foi identificado por analise de r.m.n.-]3C

9

mas apenas por composigao em monossacarideos e mobilidade croma-

tografica.
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dades simbioticas.

Concordando com estes resultados, foi reconhecido que

22,104

varios poliois (ver Tabela III anexa na Introdugao - p.

11) constituiam os carboidratos de baixo peso molecular predo
. = 9 ; . X
minantes em liquens, g sendo inclusive evidenciado que os con-

teudos de arabinitol eram frequentemente superiores aos de ma-

nitol em 1iquens apresentando ambos os p011615.46’70’94 Alem

disso, foi demonstrado que o0 manitol era geralmente encontrado

em todas especies de liquens investigadas, apesar de excepcio-

45

nalmente no 1iquem Ramalina usnea nao ter sido detectado 0

referido poliol, mas, ao contrario, o arabinitol era largamen-
te espalhado em liquens da ordem Gymnocaépeae, atualmente deno
minada de Lecanorales, mas nao naqueles da ordem Pyrenocarpeae,
atualmente Verrucariales, que, por sua vez, continham volemi -

83

tol. E ainda, em outros estudos foi revelado que as quantida

des de poliois em l1iquens antarticos eram aproximadamente tres
X < + ¢ o 131

vezes superiores aquelas em liquens de regioes temperadas,
devendo, no entanto, ser considerado que, no presente trabalho,

o conteudo de poliois em N. aurantiaco-ater (2,87 g%), um 17 -

quem antartico, foi praticamente igual ao conteldo apresentado
no liquem de regi3ao temperada St. ramulosum (2,25 g%).

Por outro lado, fo1 constatado que agucares livres22,105

(ver Tabela III anexa na Introdugao - p. 11) e d1ssacar‘7de0522’]06
(ver a referida Tabela III - p. 11) nao eram normalmente encon
trados como componentes abundantes em Hquens,94 embora ocorren
do uma excecao, quando IACOMINI 31_31.7] evidenciaram a presen
¢a de uma quantidade surpreendentemente alta de trealose (4,40

g%) no 1iquem Cora pavonia. E, adicionalmente, alguns 1iquens

foram reconhecidos conter glicosideos de po]iBiszz’]O6 (ver Ta
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bela III - p. 11), que eram caracteristicos de certas entida-

NEEET 94 el ..
des simbioticas, como por exemplo, a umbilicina, original -

85

mente isolada do Tiquem Umbilicaria pustulata, e o 3-0-8 -

Q-g]ucop1ranosi]-g-manitol, bem como, o 3-0-8 -D-galactofura-
nosil-D-manitol, tambem conhecido por peltigerosideo, . ambos
obtidos de especies do genero Pe]tigera.s4

Portanto, se fosse restritamente levado em considera -
¢ao todos os estudos sobre as distribuicoes qualitativa e quan
titativa de carboidratos de baixo peso molecular em 1iquens,
a tendencia seria assumir a predominancia de poliois, a menor
abundancia de agucares livres e de dissacarideos e a ocorréen-
c1a casual de glicosideos de polidois em determinadas espécies
destas entidades simbioticas. Nao obstante, deveria ser nota-
do que varios fatores poderiam contribuir, levando a diferen-
¢as nas composicoes destes componentes em Hquens.94 A varia-
cao poderia ser devido aos diferentes procedimentos emprega -
dos para o isolamento e principalmente para a analise dos mes
mos, ja que nos primeiros estudos eram basicamente utilizadas
cromatografia e eletroforese em papeis, ambos os métodos n3o
totalmente adequados para detectar os referidos componentes,
especialmente quando presentes em baixas concentragoes. Somen
te mais tarde, tecnicas mais sensiveis foram utilizadas, como
por exemplo, a cromatografia em fase gasosa, excelente para a
1dentificacao e quantificacao sobretudo de polidis, e a croma
tografia de particao em coluna de celulose, ideal para o fra-
cionamento destes componentes, visando basicamente a obtencao
de dissacarideos e de glicosideos de polidis puros. Outros fa
tores que poderiam concorrer para estas variacoes nas distri-
buigoes qualitativa e quantitativa destes componentes seriam

os diferentes habitats das amostras de 17quens testadas, bem
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como, as diferentes estagoes climaticas, uma vez que alguns
autores indicaram que os conteudos de poliois variavam nota-
velmente com o Ultimo fator. Um exemplo, foi o encontrado pa

ra os liquens antarticos Usnea antarctica e Himantormia lugu-

gris, cujos conteudos principalmente de poliois foram altera
dos significativamente com as estagoes, diminuindo a partir
dos valores mais altos de 236 e 231 mg/g de peso seco do 17-

N

quem, na primavera, para 0s mais baixos de 62 e 68 mg/g de

peso seco do liquem, respectivamente, no inverno.]3]

1.2. PRODUGAO E FUNCAO DE CARBOIDRATOS DE BAIXO PESO
MOLECULAR DE LTQUENS

Destas investigagoes com os carboidratos de baixo peso
molecular, alem da preocupagao em identificar e quantificar
tais componentes, tambem surgiu uma questao interessante quan
to a producao dos mesmos, se seria pelo fotobionte (simbionte
algal) ou pelo micobionte (simbionte fungal) dos liquens, ou

83

por ambos. A solugao deste problema comegou a ser vislum -

brada a partir dos estudos de D.C. SMITH et al., como regis -

trados por KOMIYA & SHIBATA’® e por RODERIC,''C

sobre o meta
bolismo de carboidratos nos simbiontes isolados de 1iquens.
Pelo uso de tecnicas com tracadores do isotopo de carbono-14,
foi observado que D-glucose, inicialmente formada na alga a -
zul-esverdeada Nostoc, era convertida em D-manitol no fungo,
enquanto que ribitol formado na alga verde Trebouxia, era
transformado em D-manitol e D-arabinitol no fungo. Com estu -
dos mais recentes e abrangentes de D.C. SMITH et al., citados

110 94

por RODERIC e por NISHIKAWA et al.” ", foi revelado que a
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identidade do carboidrato transportado entre os simbiontes de
um 1iquem dependia do g§nero de alga presente. Por exemplo, em
1iquens contendo cinco generos de Chlorophyceae, os carboidra-
tos eram transportados aos fungos como poliois (ribitol em Tre-

bouxia, Myrmecia e Coccomyxa; eritritol em Trentepohlia; e sor

bitol em Hyalococcus) e em 1iquens possuidores de tres generos

de Cyanophyceae (Nostoc, Calothrix e Scytonema), glucose era

() carboidrato transportado. E ainda, independente da natureza
do carboidrato transportado, o mesmo era convertido dentro do
micobionte a manitol ou a manitol e arabinitol (Tabela III').”O
Desta forma, nao foi surpreendente notar que os liquens
estudados no presente trabalho, bem como nos trabalhos citados

46,70,94 provavelmente pertencentes a ordem Le-

anteriormente,
canorales, tenham apresentado ambos os poliois arabinitol e ma

nitol, em quantidades razoaveis, mas geralmente sobressaindo o

conteudo de arabinitol.

Considerando entao, que os carboidratos de baixo peso
molecular mais comuns e abundantes em liquens, ou seja, 0S po-
1iois arabinitol e manitol, foram produzidos pelos seus mico -
biontes, restaria uma questao relacionada com a fungao dos refe
ridos componentes em tais simbiontes liquenicos. Para esclare-
cer esta duvida, poderia ser levado em conta os estudos reali-
zados a cerca da distribuigao e do metabolismo destes carboi -
dratos em fungos filamentosos, como descritos por BLUMENTHAL.]]
A partir destes estudos foi constatado que os carboidratos de
baixo peso molecular mais comuns e abundantes nestes microorga
nismos eram representados pelo dissacarideo trealose e coinci

dentemente pelos poliois manitol e arabinitol, sendo que 0s

mesmos possivelmente desempenhariam papéis importantes como re
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servas de carbono e de energia. Por conseguinte, em comparagao
com as fungoes dos carboidratos de baixo peso molecular desem-
penhadas em fungos filamentosos, poderia ser sugerido que es -
tes componentes serviriam aos l1iquens, em particular aos seus
micobiontes, como uma reserva de nutrientes de carbono, que se
riam eventualmente transformados em polissacarideos liqueni -
cos,42 ou como uma forma de energia armazenada, para ser mobi
1izada éspecialmente em periodos de carencia nutricional, quan
do os conteudos de carboidratos deveriam declinar significati-
vamente.94

Adicionalmente, investigagoes realizadas com 1iquens an
tarticos mostraram que em virtude das altas concentragoes de
poliois presentes nestes l1iquens, tais componentes poderiam
tambem providenciar uma consideravel tolerancia destas entida
des simbioticas ao congelamento, sendo assim considerados como

substancias crioprotetoras.]3]

2. POLISSACARIDEOS

2.1. ISOLAMENTO E DETERMINACAO ESTRUTURAL DE POLISSACARIDEOS

LIQUENICOS

0s 17quens residuais das extragoes benzeno-etanol e me-
tanol-agua foram tratados com agua quente e/ou com solugao de
alcali quente, para extracao de polissacarideos como a-D-glu-
canas, galactomananas e B-D-glucanas sem grupos 0O-acetil. Ja

os 1iquens residuais da extragao benzeno-etanol, a frio, foram

extraidos com dimetil-sulfoxido, tambem a frio, para ob'tengao



85

de polissacarideos do tipo B-D-glucana com grupos O-acetil.

2.1.1. a-D-GLUCANAS

Glucanas com configuragao a-D foram isoladas dos 17-

quens St. ramulosum e N. aurantiaco-ater, como descrito a se-

\

guir,

2.1.1.1.  Liquem St. ramulosum

- Extracao Aquosa: Uma o-D-glucana de St. ramulosum foi
6,7

isolada e caracterizada estruturalmente por BARON et al.
em 1985. Os autores submeteram o 1iquem residual das extragoes
benzeno-etanol e metanol-agua ao tratamento com agua quente e
obtiveram um extrato aquoso com mistura de polissacarideos con
tendo glucose, manose e galactose numa relagao molar de 90:5:5,.
0s polissacarideos do extrato aquoso foram entao ° fracionados
por processos alternados de congelamento e de degelo, resultan
do um residuo, que nao foi investigado quimicamente devido ao
baixo rendimento em carboidratos obtido, e um sobrenadante, que
foi tratado com solucgao de Fehling. O complexo cuprico insolu-
vel formado (precipitado de Fehling*) nao foi detalhadamente

6

estudado, em 1985, por BARON et al. Ja o sobrenadante de

Fehling forneceu uma o-D-glucana ([o] 55 + 1710), quimicamen

* Este precipitado de Fehling foi investigado no presen
te trabalho, como descrito em Resultados e Discussao item
2.1.2.1..
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te homogenea quando cromatografada em colunas de DEAE-celu-
lose e de Sepharose 6B, cujo rendimento foi de 4,48 g%* em

relagao ao peso de 17quem original. Apos analises de r.m.n.-

]3C, de metilagao, de oxidagao com NaIO4, de degradacao tipo

Smith e de degradagao de Smith branda, a estrutura desta glu-
cana foi determinada, mostrando a presenca de ligagoes (1 = 3)
e (1 » 4) numa relagao molar de 1,6:1, Estas ligagoes estavam
distribuidas irregularmente ao longo da cadeia linear da glu-
cana, ja que a estrutura repetitiva preponderante foi repre -
sentada por duas ligagoes (1 =+ 3) consecutivas interceptadas

por uma ligagao (1 -+ 4) isolada (Estrutura 4), embora uma me-
nor proporgao de ligagoes (1 - 3) e (1 + 4) alternadas e pou-

cas ligagoes (1 = 4) adjacentes tambem estivessem presentes.

- 0 -B-Glcp-(1 + 3)- a-D-Glcp-(1 » 3)- a-D-Glcp-(1 * 4)-

- Extracao Alcalina: No presente trabalho, o liquem St.

ramulosum, tambem previamente extraido com benzeno-etanol e
metanol-agua, foi tratado com solugao alcali quente, e o ex -
trato alcalino obtido, apos neutralizacao (AcOH), forneceu u-
ma mistura de polissacarideos contendo glucose, manose, galac
tose, xilose e ramnose numa relacao molar de 47:24:27,5:0,5:1.
Este extrato foi entao submetido a processos alternados de con

gelamento e de degelo, de forma que foram obtidos um residuo,

* Observar que o rendimento desta o -D-glucana obtida,
ho presente trabalho, por extragao aquosa do Tiquem St. ramulo-
sum foi de 3,91 g% (ver Materiais e Métodos item 2.2.1.1.3.).
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nao investigado quimicamente, e um sobrenadante, cujos polis-
sacarideos foram fracionados por precipitagao com solugao de
Fehling. 0 complexo cuprico insoluvel resultante (precipitado
de Fehling) foi estudado neste trabalho como descrito mais a-
diante (ver Resultados e Discussao item 2.1.2.1.). 0 sobrena-
dante de Fehling, por sua vez, mostrou um polissacarideo solu
vel em agua fria, cujo rendimento foi de 3,06 g% do peso de
1iquem 6rigina1 (Tabela IV'). Este polissacarideo, quando sub
metido a hidrolise acida e analisado por c.f.g., na forma de
acetatos de alditois, forneceu glucose, galactose e manose nu
ma relagao molar de 82:9:9. No entanto, a analise do seu es -

13¢ (Fig. 1-A) foi identica a dos espectros

6,7

pectro de r.m.n.-
da o-D-glucana obtida por extragao aquosa de St. ramulosum

(Fig. 1-B) e da isoliquenana de C. is]andica45

(Fig. 1-C). 0
espectro mostrou principalmente trés sinais em ¢ 101,8, 101,]
e 100,8 para C-1 de unidades de o-D-glucopiranose; dois si
nais em & 81,9 e 81,6 para C-3 substituido e um sinal em 8
79,0 para C-4 substituido de unidades de glucopiranose; e um
sinal em 6 62,2 correspondente aos atomos de carbono ligados
a grupos hidroxil primarios nao substituidos (C-6).

A metilagao do polissacarfdeo seqguida pela analise dos
seus respectivos acetatos de alditois parcialmente metilados
por c.f.g. vresultou basicamente em dois componentes, identi-
ficados como sendo 1,3,5-tri-0-acetil-2,4,6-tri-0-metil-D-glu’
citol (unidade 3-mono-0-substituida) e 1,4,5-tri-0-acetil-2,3,
6-tri-0-metil-D-glucitol (unidade 4-mono-0-substituida). E, a
degradagao tipo Smith do mesmo polissacarideo forneceu como
principais produtos, glucose e eritritol, em que a glucose foi

proveniente de unidades 3-mono-g—substitu¥das, as quais foram



TABELA IV' -

PROPRIEDADES GERAIS DAS

o-D-GLUCANAS ISOLADAS

DE LTQUENS E ESTUDADAS ESTRUTURALMENTE NO PRE-
SENTE TRABALHO

88

o-D-Glucana

Especie de Liquem

_S__t'
ramulosum

N.

aurantiaco-ater

Liquido Extrator

Composigao  Glucose
em monossa  Galactose
carideos Manose
(%)

25
BJD
Nitrogenio

(%)

Solubilidade

Grupos 0O-acetil

(%)

Rendimento em relagao
ao peso de liquem
original (g%)

Solugao de alcali

quente

82
9
9

+ 151°
0,43
Soluvel em agua

fria

3,06

Agua quente

100

+ 174°

0,13

Soluvel em agua
fria

3,73




Figura 1 -
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Espectros de r.m.n.-]3C de polissacarideos, em oxi-
do de deuterio (DZO)’ a 70°C. 0s deslocamentos qui-
micos foram expressos em & p.p.m..

A) a-D-Glucana obtida nor extragao alcalina de
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resistentes a oxidagao pelo periodato, enquanto o eritritol
foi produzido por unidades 4-mono-0-substituidas, justamente pe
la oxidagao entre as hidroxilas de C-2 e de C-3 destas unida-
des de glucose.

Portanto, de acordo com as analises de r~.m.n.-]3

C, de
metilacao e de degradagao tipo Smith, este polissacarideo mos
tou fundamentalmente unidades de glucose unidas por 1ligagoes
(1 » 3) ; (1 -4), e a sequencia destas ligacoes ao longo da
cadeia do polimero foi demonstrada pela degradacao de Smi th
branda. 0Os produtos de degradagao, quando cromatografados em
papel (tecnica ascendente, solvente A, visualizadores: nitra-
to de prata sodico e cloridrato de p-anisidina), foram identi
cos aos produtos de degradagao de Smith branda da a-D-gluca-

6,7

na obtida por extragao aquosa de St. ramulosum e da isoli-

quenana de C. is]andica.7’36

Estes produtos corresponderam a
eritritol (RGE = 1,70), a 0-a-D-glucopiranosil-(1 » 2)-D-eri
tritol (RGE = 1,18) e a 0-a -D-glucopiranosil-(1 > 3)-0-a -D-
glucopiranosil-(1 > 2)-D-eritritol (RGE = 0,80), indicando u-
ma sequencia irregular de ligagoes (1 > 3) e (1 = 4) ao longo
da cadeia linear do polissacarideo, como aquela evidenciadana
a-D-glucana de St. ramulosum e na isoliquenana de C. islandi-
ca.

Pelos resultados acima registrados, foi entao demons -
trado que o sobrenadante de Fehling, resultante do fraciona -
mento de extrato alcalino obtido de St. ramulosum, apresentou
basicamente uma glucana contaminada por outro polissacarideo
constituido por manose e galactose. Observar que componentes

contendo amido (amilose) estavam ausentes, ja que o teste com

jodo resultou negativo. Alem disso, a rotagao especifica des-
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ta glucana foi de + 1510 (c. 0,4 em HZO)’ sendo que a presen-
¢a de impurezas, presumivelmente, diminuiu tal valor daquele
encontrado para a a-D-glucana pura, isolada por extragao a -
quosa de St. ramulosum ( [o] SS + 1710).6’7

Desta forma, poderia ser assumido que as o-D-glucanas
obtidas por extragoes aquosa e alcalina de St. ramulosum fo -

ram semelhantes e do tipo isoliquenana.

2.1.1.2. Liquem N. aurantiaco-ater

- Extracdo Aquosa: 0 1iquem residual apos extragoes com

benzeno-etanol e metanol-agua foi, no presente trabalho, tra-
tado com agua quente e o extrato aquoso resultante apresentou
uma mistura de polissacarideos em quantidade excepcionalmente
alta (51,20 g% do peso de 17quem original) e contendo manose,
galactose e glucose numa relagao molar de 9:9:82. Este extra-
to foi entao submetido a processos alternados de congelamento
e de degelo, fornecendo um residuo, investigado neste trabalho
como citado mais adiante (ver Resultados e Discussao item 2.1,
3.1.2.), e um sobrenadante, o qual foi tratado com solugao de
Fehling. 0 complexo cuprico insoluvel formado (precipitado de
Fehling) foi estudado e descrito em Resultados e Discussao i-
tem 2.1.2.2.. Ja o sobrenadante de Fehling forneceu um polis-
sacarideo soluvel em agua fria, com rendimento de 3,73 g% do
peso de 1iquem original (ver Tabela IV'). Este polissacarideo
mostrou simplesmente glucose quando analisado por c.f.g., na
forma de acetatos de alditois, indicando ser uma glucana. A

homogeneidade quimica desta glucana foi testada por eletrofo-
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rese em acetato de celulose, que revelou o aparecimento de uma
unica banda, e por filtragao em geis de Sepharose 6B (Fig. 2-A)
e de Sepharose 4B-200 (Fig. 2-B), que exibiram apenas um pico em
ambos cromatogramas. Alem disso, o teste negativo com iodo mos
trou a ausencia de amido. Por estes testes, a glucana foi con-
siderada quimicamente homogenea e adequada para estudos estru-
turais.

0‘conteUdo proteico da glucana foi igual a 0,80 g%, cor
respondendo a um baixo conteudo de nitrogenio de 0,13 g%. 0 al
to valor de sua rotacao especifica ([ujgs +174%; ¢. 0,6 em
HZO) indicou uma configuragao o-D para as unidades de gluco -
se, sendo esta configuragao tambem comprovada pela analise de

r.m.n.-]BC. 0 espectro desta glucana (Fig. 3) apresentou simi-

laridades aos da a-D-glucana obtida por extragao aquosa de
St. ramu]osum6’7 (ver Fig. 1-B) e da isoliquenana de C. islan-
dica45 (ver Fig. 1-C), mostrando principalmente tres sinais

—62.2

SR

13

Figura 3 - Espectro de r.m.n.-""C da a-D-glucana de N. auran-

tiaco-ater, em oxido de deuterio (D,0), a 70°C. oOs

deslocamentos quimicos foram expressos em & p.p.m..
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Volume de eluigao do azul de dextrana: 48 ml,
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em 6101,8, 101,1 e 100,8 para C-1 de unidades de a-D-glucopi-
ranose; dois sinais em 6 81,9 e 81,6 para C-3 substituido e um
sinal em 6 79,1 para C-4 substituido de unidades de glucopirano
se; e dois sinais em 6 62,4 e 62,2 relacionados aos atomos de
carbono ligados a grupos hidroxil primarios nao substituidos
(C-6).

A analise por c.f.g. dos produtos de hidrolise acida da
glucana meki]ada, na forma de acetatos de alditois, detectou ape
nas dois componentes correspondentes a 1,3,5-tri-0-acetil-2,4,6-
tri-0-metil-D-glucitol (unidade 3-mono-0-substituida) e 1,4,5-
tri-0-acetil-2,3,6-tri-0-metil-D-glucitol (unidade 4-mono-0-subs
tituida) em quantidades de 60 e 40%, respectivamente. Esta anali
se mostrou que um numero maior de unidades de glucose era resis-
tente a oxidacao pelo periodato de sodio, como confirmado vela
degradagao tipo Smith deste polissacarideo, que forneceu glucose
(~ 60%), proveniente de unidades 3-mono-0-substituidas, e eritri
tol (~ 40%), proveniente de unidades 4-mono-0-substituidas.

Assim, pode ser observado que as analises de r.m.n.-]3C,
de metilagao e de degradagao tipo Smith indicaram a presencga de
ligagoes (1 > 3) e (1 > 4) entre as unidades de glucose do poli
mero e estas ligacgoes estavam numa relagao molar de 1,5:1.

A seguir, quando foi realizada a degradagao de Smith bran
da da glucana, os produtos resultantes foram cromatografados em
papel (tecnica ascendente, solvente A, visualizadores: nitrato
de prata sodico e cloridrato de p-anisidina) e mostraram ser i-
denticos aos produtos de degradagcao de Smith branda da a-D-glu

6,7 e da isoli

cana obtida por extragao aquosa de St. ramulosum

7,36

quenana de C. islandica, sendo correspondentes a eritritol

(Rgg = 1,70), a 0-a-D-glucopiranosil-(1 > 2)-D-eritritol (Rgr

= 1,18) e a 0-o -D-glucopiranosil-(1 > 3)-0-q -D-glucopiranosil
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-(1 » 2)-D-eritritol (RGE = 0,80). A partir destes resultados,
poderia ser sugerido que a sequencia de ligagoes (1 - 3) e
(1 = 4) ao longo da cadeia linear da glucana seria representa-
da por duas ligagoes (1 + 3) consecutivas interceptadas por u-
ma ligagao (1 » 4) isolada (ver Estrutura 4), alem de ligagoes
(1 »3) e (1 »~4) alternadas e ligagoes (1 - 4) adjacentes.
Portanto, com todos os dados obtidos acima, foi entao de
monstrado‘que o sobrenadante de Fehling resultante do fraciona

mento do extrato aquoso de N. aurantiaco-ater apresentou uma

a-D-glucana com estrutura quimica semelhante as estruturas da

isoliquenana de C. islandica e da o-D-glucana de St. ramulosum.

- Extracao Alcalina: Ainda no presente trabalho, o 1liquem

residual da extragoes benzeno-etanol, metanol-agua e agua quen
te foi tratado com solugao de alcali quente, e o extrato alca-
lino obtido, apos neutralizacao (AcOH), mostrou uma mistura de
polissacarideos contendo glucose, manose e galactose numa rela
¢ao molar de 75:8:17. Como este extrato apresentou uma quanti-
dade de glucose superior as dos monossacarideos manose e galac
tose, talvez pelo seu fracionamento com processos alternados de
congelamento e de degelo e com o emprego de solucao de Fehling
pudesse ser evidenciada uma qo-D-glucana. No entanto, o referi
do extrato nao foi investigado adicionalmente, devido ao baixo

rendimento em carboidratos obtido.

2.1.1.3. Liquem A. muehlenbergii

- Extragoes Aquosa e Alcalina: Quando o liquem A. muehlen -
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bergii, previamente tratado com benzeno-etanol e metanol-agua,
foi submetido a extragOes com agua quente ou com solucao de al

cali quente nao forneceu quaisquer glucanas com configuracgao

a-D,

A0S TP Estudo comparativo entre o-D-glucanas isoladas de

<
liquens

o-D-Glucanas do tipo isoliquenana foram obtidas por ex-
tragoes aquosa e alcalina do 17quem St. ramulosum e por extra -

¢ao aquosa do liguem N. aurantiaco-ater. No entanto, este tipo

de glucana nao fo1 detectado no 1iquem A. muehlenbergii, embora

tenha si1do observado em diversos trabalhos, que os 1iquens ge -
ralmente foram produtores de uma serie de a-D-glucopirananas
estruturalmente diferentes, contendo ligagoes (1 > 3) e (1 ~ 4)
em varias proporgoes, como pode ser visualizado na Tabela V ane
xa na Introdugao (p. 17).

As primeiras investigagoes realizadas para a determina -
cao das estruturas quimicas destas glucanas foram com a isoli -

91

quenana de C. islandica, um polissacarideo soluvel em agua

fria, cujas ligagoes (1 > 3) e (1 = 4) foram encontradas inici-

almente numa relacao molar de 1,5:1,]8

102 36 .

sendo mais tarde sugeri-

4 Esta variacao

das as relagoes de 1,2:1, 1,381 1,9:1.
na relagao de ligagoes (1 =~ 3) e (1 ~ 4) provavelmente foi devi
da a presenga de componentes contaminantes na isoliquenana, co-
mo por exemplo, o amido (amilose), ja que nos estudos mais ant1

gos realizados por CHANDA et a1.18, a isoliquenana corava com

solugao muito diluida de iodo, resultando uma coloracao azul-es

102

verdeada. Posteriormente, PEAT et al. e HAUAN & KJ(ZJLBERG55
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andlisando os estudos de CHANDA et al. sugeriram que a isolique
nana poderia realmente apresentar componentes contendo amido (a
milose), responsaveis pela coloragao com iodo, e que novos pro-
cedimentos de purificagao desta molecula deveriam ser testados
para a remogao dos contaminantes.

Glucanas similares a isoliquenana foram presenciadas em

141 128

Cetraria richardsonii, Alectoria sulcata, Alectoria sar-

mentosa]28

e St. ramulosum.’

431 i o - .
insoluveis em agua fria e

Glucanas do tipo nygerana,
e com estruturas predominantes contendo ligagoes (1 = 3) e

(1 - 4) alternadas, foram do mesmo modo encontradas em 1liquens
129

como Parmelia caperata e especies do genero Cladonia, €
crisgata,g5 C. mit1s,95 C. rangifemna,95 C. squamosa,95 C.
70 70 69

alpestris e C. confusa. Ja no liquem Letharia vulpina, a

a-D-glucana isolada apresentou ligagoes (1 » 3) e (1 > 4) numa
relacao de 1,2:1 e embora, sua estrutura tenha sido relacionada
a da isoliquenana, esta glucana tambem poderia ser assemelhada
a nigerana, devido a sua insolubilidade em agua fria.

0 1iquem Evernia prunastri, por sua vez, produziu gluca-

nas com caracteristicas estruturais bastante diversas. Em 1972,

TAKEDA et al. 28

isolaram deste 17quem duas qo-D-glucanas, u-
ma insoluvel em agua fria e outra soluvel, com ligagoes (1 =+ 3)
e (1 > 4) em relagoes molares de 4:1 e de 1,5:1, porem mais tar

66 estudaram o mesmo 17 -

de, HRANISAVLJEVIT-JAKOVLJEVIC et al.
quem e isolaram mais duas glucanas, tambem uma insoluvel e ou -
tra soluvel, mas com relagoes das ligagoes (1 + 3) e (1 » 4) de
6:1 e de 1:1, respectivamente.

Em 17quens da familia Stereocaulaceae foram igualmente i

soladas a-D-glucanas com diferentes estruturas quimicas, a co-
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megcar pelo 1iquem Stereocaulon japonicum, que apresentou gluca

na com relagao molar de ligagoes (1 - 3) e (1 > 4) de certa for
ma controvertida, uma vez que estudos de r.m.n.-]sc evidencia-
ram uma relacao estimada igual a 2:1 e identica a encontrada pa

ra a glucana do 1iquem Pilophoron acicularis, integrante junto
141

com St. japonicum da referida familia. Contudo, resultados

73

de degradacao de Smith branda da glucana de St. japonicummos

traram a relagao de 2,7:1, confirmando os primeiros estudos es-

truturais realizados com este polissacarideo, que atraves da a-

140

nalise de seus derivados metilados ja tinha demonstrado esta

mesma relacao molar. Em novos estudos com liquens exclusivamen-

125

te do genero Stereocaulon, a glucana de St. japonicum foi

entao incluida num grupo com glucanas contendo ligagoes (1 —+ 3)
e (1 > 4) numa relagao de 3:1, juntamente com as glucanas 1sola

das de St. sorediiferum e St. exutum, sugerindo assim a impor-

tancia destas a-D-glucanas numa possivel classificagao quimio-
taxonomica dos liquens "stereocaulaceous". Nao obstante, deve -
ria ser lembrado que a glucana de St. ramu]osum7 apresentou 1i
gagoes (1 » 3) e (1 » 4) em relagao molar de 1,6:1 e foi asseme
Thada a isoliquenana, e tambem deveria ser considerado que 0

55

17quem Stereocaulon paschale produziu glucana com ligacgoes

(1 >~ 4) em maior numero do que ligagcoes (1 - 3), ou seja, numa
relagao de 2,5:1.

Alem da presenca destas ligagoes glicosidicas (1 - 3) e
(1 > 4) em o-D-glucanas de liquens, fo1 encontrado outro tipo

de Tigagao nas glucanas dos liquens Acroscyphus sphaerophoroi -
128,141 141

des

e Sphaerophorus globosus. Estes polissacarideos

apresentaram ligagoes (1 - 3) e (1 > 4) numa relagao molar de

13

2:3 e a analise de r.m.n.- ~C ainda indicou 6% de ligagoes
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(1 » 6). Estas ligagoes (1 - 6) tambem ocorreram numa das glu-

66

canas isoladas de Evernia prunastri, constituindo ramifica -

goes sobre as unidades de glucose unidas por ligagoes (1 - 4)da
cadeia principal, embora, numa outra glucana do referido 1iquem,
ao inves de ligagoes (1 - 6) estavam presentes ligacoes (1 -+ 2)
nas ramificagoes. Outrossim, as ligagoes (1 -~ 2) foram encontra

140

das nas glucanas dos liquens St. japonicum e Ramalina S-

nea,45 formando porem ramificagoes sobre as unidades de gluco-

se unidas por ligagoes (1 - 3) da cadeia principal.

Cisill o @ GALACTOMANANAS

Galactomananas foram isoladas dos 1iquens.St. ramulosum,

N. aurantiaco-ater e A. muehlenbergii, como descrito a seguir.

2.1.2.1. Liquem St. ramulosum

6,7

- Extracao Aquosa: Em 1985, BARON et al. ° submeteram o 17

quem St. ramulosum, previamente extraido com benzeno-etanol e me
tanol-agua, ao tratamento com agua quente e obtiveram um extrato
aquoso (glucose - 90%, manose - 5% e galactose - 5%), que atra -
ves de processos alternados de congelamento e de degelo formou
um residuo, descartado, e um sobrenadante, o qual foi tratado
com solugao de Fehling. 0 sobrenadante de Fehling resultante for
neceu uma a-D-glucana, isolada e ja caracterizada estruturalmen
te como descrito anteriormente (ver Resultados e Discussao item

2.1.1.1.). 0 precipitado de Fehling, ao contrario, foi apenas e



100

xaminado superficialmente pelos autores,6 que inicialmente deter
minaram a sua composigao em monossacarideos como sendo galactose
(69%), manose (21%), xilose (4%), fucose (3%), ramnose (3%) e glu
cose. Alem destes monossacarideos, foi observada pela analise
por c.p. (tecnica ascendente, solvente A, visualizadores: nitrato
de prata sodico e cloridrato de p-anisidina) do material hidroli-
sado, a presenga de um componente com caracteristicas de acido u-
ronico (RGal = 0,13), de modo que os referidos autores submeteram
entao o precipitado de Fehling ao procedimento de purificagao com
sal de amonio quaternario (Cetavlon). Em pH 7,0* foi obtida uma
fracao com rendimento de 0,055 g% em relacao ao peso de liquem o-
riginal, em pH 8,5*, na presenga de tampao borato a 3%, uma fra -
cao com 0,24 g%, e em pH 12*, ajustado com solugao aquosa de NaOH
a 40%, uma fracao com 0,007 g%. Visto que as frégaes de pH 7,0,
con;titqua por ramnose (4%), fucose (11%), xilose (23%), manose
(14%), galactose (45%) e glucose (4%), e de pH 12, contendo ape-
nas glucose, apresentaram rendimentos muito baixos, as estrutu-
ras dos polissacarideos existentes nestas fracoes nao foram 1n -
vestigadas. Contudo, a fragao de pH 8,5 obtida por extragao aquo
sa de St. ramulosum (Fragao de pH 8,5-H20), que tambem apresen
tou rendimento relativamente baixo, foi1, no presente trabalho,
parcialmente estudada para uma caracterizacao geral da estrutura
quimica do polissacarideo contido nesta fragao.

A Fragao de pH 8,5-H,0 (Tabela V') apresentou polissacari

deo com rotacao especifica de + 52° (c. 0,8 em H,0) e centendo

2

* Observar que os rendimentos das fracoes de pH 7,0, de pH
8,5 e de pH 12 obtidas, no presente trabalho, com a extraggo aquo
sa do liquem St. ramulosum foram de 0,05, 0,49 e 0,017 g%, respec
tivamente (ver Materiais e Métodos item 2.2.1.1.3.).
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manose e galactose numa relagao molar de 60:40, sendo 0 mesmo
considerado quimicamente homogeneo quando eletroforetizado em
acetato de celulose, que revelou o aparecimento de uma unica
banda. A homogeneidade quimica do polissacarideo foi confirma
da por filtragao em geis de Sepharose 6B (Fig. 4-A) e de Sepha
rose 4B-200 (Fig. 4-B), que exibiram apenas um pico em ambos
cromatogramas.

0 cbnteﬁdo proteico deste polimero foi igual a 5,88 g%
(0,94 g% de nitrogenio), indicando que o mesmo estava ligado a
proteina. Com a finalidade de descobrir se a ponte polissacari
deo-proteina comprometia agucares aminados, foi realizada uma
hidrolise acida forte (HC1 6 M, 5 e 10 horas, 100°C), em condi
¢oes capazes de destruir os agucares neutros, deixando intac -
tos os acucares aminados. A an3dlise por c.p. (tecnica descen -
dente, ~ 85 horas, solvente A, visualizadores: nitrato de pra-
ta sodico e ninidrina) dos materiais hidrolisados por 5 e 10
horas nao detectou a presenga de glucosamina, ou de outros agu
cares aminados, tais como, galactosamina ou manosamina. De a -

121,122 foi

cordo com estudos realizados sobre glicoproteinas,
observado que geralmente as pontes polissacarideo-proteina po-
deriam envolver unidades de agucares aminados, principalmente

unidades de glucosamina ou de galactosamina, ambas na forma N-
acetilada. Estas pontes poderiam ser do tipo ester-glicosidica,
entre a hexosamina e os aminoacidos aspartato ou glutamato, ou
do tipo amina-glicosidica, entre a hexosamina e o aminoacido

asparagina. No presente trabalho, a possibilidade da existen -
cia de tais pontes polissacarideo-proteina envolvendo unidades

de hexosamina na Fragao de pH 8,5-H,0 foi simplesmente descar

tada, face aos resultados obtidos pela hidrolise acida forte e
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Cromatogramas da galactomanana obtida por extragao

aquosa de St. ramulosum em colunas de geis:

A) Sepharose 6B (25,5 x 1,8 cm).
Eluente: Solugao aquosa de NaCl 0,2%.
Fracoes de 5 ml.

Volume de eluigao do azul de dextrana:

B) Sepharose 4B-200 (37,5 x 2 cm).
Eluente: Solugao aquosa de NaCl 0,2%.
Fracoes de 5 ml.

Volume de eluicao do azul de dextrana:

30 ml.

48 mil.
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analise por c.p. do material hidrolisado. N3o obstante, nestafra
¢ao talvez pudesse ser evidenciado o mesmo tipo ‘de ponte polissa
carideo-proteina, que foi revelado numa proteoglicana contendo

1,01 g% de nitrogenio e isolada do 1iquem Lobaria orien'ca'lis,]27

cuja porgao carboidrato, constituida principalmente de glucose
e de galactose, estava ligada com serina e treonina da porgao
peptidica atraves de ligagbes 0-glicosidicas. A Unica ressalva
seria em ré]agéo ao fato de que na composicao em monossacaride
os, tal proteoglicana apresentou, alem de agucares neutros, 1,30
g% de glucosamina.

A metilagao do polissacarideo seguida pela analise dos
seus respectivos acetatos de alditois parcialmente metilados por
c.f.g.-e.m. apresentou uma série de componentes (Tabela VI'),
sendo que os principais foram unidades terminais:-nao redutoras
de manopiranose (2,3,4,6-Me4-Man; 12%) e de galactopiranose (2,
3,4,6-Me4-Ga1; 41%), unidades de manopiranose 6-0- (2,3,4-Me3-
Man; 9%), 4,6-di-0- (2,3-Me2-Man; 11%) e 2,4,6-tri-0- (3-MeMan*;
8%) substituidas. A percentagem baixa dos acetatos de di-0-metil
manitol e de mono-0-metil manitol provavelmente foi devida a de
gradacao preferencial destes componentes durante a etapa de hi-
drolise acida.'® A1Em destes derivados metilados, foi observa-
da a presenga de pequena quantidade de unidades terminais nao
redutoras de galactofuranose (2,3,5,6-Me4-Ga1; 2%), consistente

13

com a analise do espectro de r.m.n.- °C do ' polissacarideo

* Embora 3-Me-Man seja idéntico ao h-Me-Man,“S foi assu-
mido que as unidades de manopiranose estavam 2,L4,6-tri-0-substi-
tuidas na galactomanana obtida por extragao aquosa de St. ramu -
losum. Verificar mais adiante, na analise de metilagéo da galac-
tomanana obtida por extragao alcalina do mesmo 1Tquem, a confir-
macao desta hipotese.
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TABELA VI' - ANALISE POR c.f.g.-e.m.? DOS ACETATOS DE ALDITOIS
PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILAGCAO
DA GALACTOMANANA OBTIDA POR EXTRAGAO  AQUOSA DE

St. ramulosum

Componentés Tb 9
2,3,4,6-Me4—Man 0,985 12
2,3,5,6-Me4-Ga1 1,012 2
2,3,4,6-Me4-Ga1 1,036 41
2,3,6-Me3-Hex 1,246 6
2,4,6-Me3-Hex 1,265 2
2,3,4-Me3-Man 1,293 9
3,6-Me2-Hex 1,601 3
2,3-Me2-Man 1,658 11
3,4-Me2-Man 1,738 2
3-Me-Man 2,301 8
Hex 2,779 3

a C.f.g.-e.m. em coluna capilar revestida com 0V-225 e OV-17

na proporcao de 3:1.

b Tempo de retengao de cada componente relativo ao do 1,5-di-0-

acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol (T = 1,000).

¢ Percentagem (%) da area do pico de cada componente em relagao

ao total das areas dos picos.
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(Fig. 5), que mostrou pequenos sinais de unidades de g-galac-

tofuranose,40’48 incluindo aquele para C-1 em § 109,4.47’98
Neste espectro tambem foi evidenciado um grande sinal em 8
104,747’54 caracteristico de unidades de a-galactopiranose,48

47

juntamente com um sinal para C-5 em ¢ 77,0 igualmente tipico

para estas unidades.

62.6

770

e

Espectro de r.m.n.—]3c da galactomanana obtida por
extragao aquosa de St. ramulosum, em oxido de deu-
terio (D,0), a 70°C. 0s deslocamentos quimicos fo-
ram expressos em & p.p.m..

Figura 5

Para determinar a estrutura da cadeia principal do polis-
sacarideo, o mesmo foi submetido a hidrolise acida parcial (H2504
0,16 M, 18 horas, 100°C), que preferencialmente removeu as uni-

dades de galactopiranose. 0 material hidrolisado, apos neutrali
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zagao, foi entao adicionado em excesso de etanol, sendo que o
sobrenadante etanolico apresentou manose e galactose numa rela
¢ao molar de 19:81, enquanto que o precipitado etanolico (10,7
%) mostrou ambos monossacarideos, mas na relagao inversa de

13

87:13. 0 espectro de r.m.n.- “C (Fig. 6-A) do polissacarideo

residual (precipitado etanolico) foi semelhante ao daquele ob-
tido, por hidrolise acida parcial seguida de enzimolise com -

D-manosidase, da galactomanana do 1iquem Peltigera aphthosa46

(Fig. 6-B), bem como ao de uma a-D-manopiranana unida por 1i-

gagoes (1 » 6)40’45

(Tabela VII'). Os sinais principais fo -
ram em 6 101,0 (C-1), 72,5 (dois sinais para C-3 e C-4), 71,6
(C-5), 68,3 (C-4) e 67,3 (C-6 substituido) para a estrutura da
o-D-manopiranana 6-0-substituida, e o sinal em § 62,7 para
C-6 de unidades terminais nao redutoras de galactopiranose e
de manopiranose. Em vista da rotacao especifica positiva ([ajgs
+34% ¢. 0,1 em H,0) do polissacarideo degradado por acido,
que continha principalmente ligagoes ¢-D de acordo com o es-
pectro de r.m.n.-]3C, foi atribuida a configuragao D para as u
nidades de manopiranose. Por sua vez, as unidades de galactopi
ranose na molecula-do heteropolissacarideo tambem apresentaram
esta configuracao, ja que foram oxidadas pela enzima D-galacto
se oxidase.

Assim, pelos resultados obtidos acima, foi demonstrado
que a galactomanana presente na Fragao de pH 8,5-H20 continha
uma alta proporgao de unidades de -D-manopiranose unidas por
ligagoes (1 - 6) na cadeia principal. Estas unidades, de acor-
do com os dados de metilagao, eram nao substituidas ou4-mono-0-

e 2,4-di-g-substitquas, principalmente por unidades terminais

nao redutoras de manopiranose e de B-D-galactopiranose. Obser
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Figura 6 - Espectros de r.m.n.- °C de polissacarideos residu-

ais, em dxido de deutério (D,0), a 70°C. 0s desloca-
mentos quimicos foram expressos em & p.p.m..

A) Polissacarideo residual resultante de hidro -
lise acida parcial da galactomanana obtida por
extragao aquosa de St. ramulosum.

B) Polissacarideo residual obtido por hidrolise
acida parcial seguida de enzimolise com a-D-
manosidase da galactomanana do 1iquem Pelti-

gera aphthosa.46
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TABELA VIIf - SINAIS? E SUAS ATRIBUIGOES OBSERVADOS NOS ESPEC

13

TROS DE r.m.n.-""C DE POLISSACARIDEO RESTDUAL

RESULTANTE DA HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA GALAC-
TOMANANA OBTIDA POR EXTRACAO AQUOSA DE St. ra -

mulosum E DE UMA o-D-MANOPIRANANA (1 + 6)

Atribuigao de sinais Poljssacar?deo a-g-Manopiragana
Residual (1 > 6)
(St. ramulosum)
c-1 101,0 101,0 (101,0)
C-2 72,5 72,6 (72,5)
c-3 72,5 72,6 (72,5)
c-4 68,3 . 68,6 (68,5)
C-5 71,6 71,7 (71,6)
C-6 substituido 67,3 67,6 (67,5)
C-6 nao substituido 62,7 - (62,8)

@ Sinais com deslocamentos quimicos expressos em § (p.p.m.) re

lativos a ressonancia do tetrametilsilano (TMS).

b pados obtidos da referéncia 40 (45).
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var que a configuragao B -D nas unidades de galactopiranose foi

13

consistente com a analise do espectro de r.m.n.- °C do polissa-

carideo original.

- Extracao Alcalina: Como o rendimento da galactomanana ex-

traida por agua do 1iquem St. ramulosum foi relativamente bai-
x0, faltando inclusive material para a metodologia experimental,
investigaéBes quimicas mais refinadas e abrangentes para a de -
terminagao da estrutura global do polimero nao puderam ser rea-
lizadas. Com o objetivo entao de obter um maior rendimento de
galactomanana para a continuagao de sua caracterizagao estrutu-
ral, no presente trabalho, ao inves de submeter o referido 17 -
quem, previamente extraido com benzeno-etanol e metanol-agua,
ao tratamento com agua quente, o mesmo foi diretamente tratado

com solugao de alcali quente. A escolha desta solugao como 171 -
quido extrator do 17quem foi devido ao fato de que estudos an -

46,70 demonstraram ser a extracao alcalina mais efetiva

teriores
na obtencao de maiores concentragoes de heteropolissacarideos.
0 extrato alcalino resultante, apos neutralizacao (AcOH),
mostrou glucose, manose, galactose, xilose e ramnose numa rela-
cao molar de 47:24:27,5:0,5:1. Os polissacarideos deste extrato
foram entao fracionados por processos alternados de congelamen-
to e de degelo, resultando um residuo, descartado, e um sobrena
dante, tratado com solugao de Fehling. 0 sobrenadante de Feh -
ling, que apresentou uma o-D-glucana, ja foi discutido no pre-
sente trabalho, como descrito em Resultados e Discussao item 2.
1.1.1.. 0 precipitado de Fehling tambem foi estudado neste tra

balho, iniciando por seu fracionamento com sal de amonio quater

nario (Cetavlon). Em pH 7,0, a fragao obtida mostrou rendimento
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de 0,12 g% do peso de 1iquem original, em pH 8,5 (com tampao bo
rato a 3%), a fragao foi de 3,48 g%, e em pH 12 (ajustado com
solugcao aquosa de NaOH a 40%), a fragao foi de 0,09 g¥%.

A fragao de pH 8,5 obtida por extragao alcalina de  St.
ramulosum (Fracao de pH 8,5-KOH) foi detalhadamente investiga-
da, principalmente em razao de que o rendimento desta fragao foi
muito superior ao da Fragao de pH 8,5-H20, e a mesma seria en-
tao repre;entativa do conteudo total em heteropolissacarideo pre
sente no 1iquem em estudo.

A Fracao de pH 8,5-KOH (ver Tabela V') apresentou polis
sacarideo com rotacio especifica de + 49° (c. 0,5 em H,0) e con

“tendo manose e galactose numa relacao molar de 54:46. Quando
eate heteropolissacarideo foi eluido em colunas de geis de Se -
pharose 6B (Fig. 7-A) e de Sepharose 4B-200 (Fig. 7-B) mostrou
apenas um pico em ambos cromatogramas, e a eletroforese do mes-
mo em acetato de celulose revelou somente uma banda, de modo
que o polimero foi submetido a estudos quimicos e fisico-quimi-
cos adequados para sua caracterizagao estrutural.

0 seu conteudo proteico de 3,13 g% (0,50 g% de nitroge -
nio) indicou que o polimero estava ligado a proteina. Uma hidro
lise acida forte para a possivel liberacao de agucares aminados
da ponte polissacarideo-proteina foi entao realizada, em condi-
coes hidroliticas identicas as utilizadas na Fragao de pH 8,5-
H,0, como descrito anteriormente. 0 exame por c.p. (tecnica des
cendente, ~ 85 horas, solvente A, visualizadores: nitrato de
prata sodico e ninidrina) dos materiais hidrolisados por 5 e 10
horas nao demonstrou a presenca de glucosamina ou galactosamina
ou mesmo de manosamina, descartando assim a possibilidade da o-

corréencia de hexosaminas na ponte polissacarideo-proteina nesta
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Cromatogramas da galactomanana obtida por extragao
alcalina de St. ramulosum em colunas de geis:

A) Sepharose 6B (25,5 x 1,8 cm).
Eluente: Solugao aquosa de NaCl 0,2%.
Fracoes de 5 ml.
Volume de eluigao do azul de dextrana: 30 ml.

B) Sepharose 4B-200 (37,5 x 2 cm).
Eluente: Solugao aquosa de NaCl 0,2%.
Fragoes de 5 ml.
Volume de eluigao do azul de dextrana: 48 ml.
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Fragcao de pH 8,5-KOH,

A analise de metilagao do heteropolissacarideo resultou
em varios componentes (Tabela VIII'), cujas estruturas princi-
pais corresponderam a unidades terminais nao redutoras de mano
piranose (2,3,4,6-Me4-Man; 14%) e de galactopiranose (2,3,4,6-
Me4-Ga1; 41%), unidades de manopiranose 6-0- (2,3,4-Me3—Man;
8%), 4,6-di-0- (2,3-Me,-Man; 17%) e 2,4,6-tri-0- (3-Me-Man; 11
%) subst%tu?das. Ja que a formagao do acetato de 3-0-metil ma
nitol (~ acetato de 4-0-metil manitol) foi equivoca, o polis-
sacarideo metilado foi convertido em acetatos de metil glicosi
deos. Pela analise destes ultimos por c.f.g. em coluna preen -
~chida com 0V-225 a 3% foi obtido apenas metil 2,4,6-tri-0-ace-
ti1-3-0-metil-manopiranosideo (T = 3,64), indicando somente u-
nidades de manopiranose 2,4,6-tri-0-substituidas na estrutura
do polissacarideo, uma vez que um pico do isomero 4-0-metil (T
= 5,74) nao foi detectado.

Como uma concordancia perfeita entre as unidades termi-
nais nao redutoras (55%) e os pontos de ramificagao (46%) nao
foi obtida (ver Tabela VIII'), os dados de metilagao nao pude
ram ser absolutamente quantitativos para a determinagao dos
componentes estruturais preponderantes presentes no heteropo -
lissacarideo. Avaliagoes do consumo de meta-periodato de sodio
e da produgdao de acido formico pelo polimero, bem como degrada
cao tipo Smith, foram entao realizadas para contornar esta di-
ficuldade. 0 polissacarideo consumiu 1,62 moles de periodato
de sodio/ com concomitante formagao de 0,64 moles de acido for
mico/mol de hexose anidra. Este consumo ocorreu de preferen -
cia pelas unidades terminais nao redutoras de manopiranose (2,

3,4,6—Me4—Man) e de galactopiranose (2,3,4,6-Me4-Ga1) e pelas



TABELA VIII' -

ANALISE POR c.f.g.-e.m.®
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DOS ACETATOS DE ALDI

TOIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA ME-
TILAGAKO DA GALACTOMANANA OBTIDA POR EXTRAGAO

ALCALINA DE St. ramulosum

Componentes TP %C
2,3,4,6-Me4-Man 0,985 14
2,3,4,6-Me4-Ga1 1,045 41
3,4,6-Me3-Man 1,189 1
2,3,6-Me3-Hex 1,237 2
2,3,4-Me3-Man 1,289 8
3,6-Me2-Hex 1,582 1
2,3-Me2-Man 1,672 17
3,4-Me2—Man 1,727 2
2-Me-Man 2,023 2
3-Me-Man 2,316 11
He x 2,450 1

a

na proporcao de 3:1.

b

C.f.g.-e.m. em coluna capilar revestida com 0V-225 e OV-17

Tempo de retencao de cada componente relativo ao do 1,5-di-

O-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol (T = 1,000).

c

ao total das areas dos picos.

Percentagem (%) da area do pico de cada componente em relagao



unidades de manopiranose 6-0- (2,

3-Me,-Man) substituidas, devendo
meiras unidades foram formadoras
quando os produtos da degradagao
por c.f.g., na forma de acetatos

presenca de manitol, eritritol e
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3,4-Me3-Man) e 4,6-di-0- (2,
ser observado que as tres pri
de acido formico. A seguir,

tipo Smith foram analisados
de alditois, foi detectada a

glicerol numa relagao molar

de 20:11:69. Assim, estes resultados indicaram que 20% das uni

dades de manopiranose, presumivelmente presentes na cadeia prin

cipal da molecula do heteropolissacarideom eram substituidas

em 0-2,4,6 (produtoras de manitol) e 11% das mesmas unidades

em 0-4,6 (produtoras de eritritol). Alem disso, os 69% rema -

nescentes surgiram do restante da molecula, principalmente das

unidades que produziram acido formico.

Informagao sobre a estrutura da cadeia principal foi ob

tida por hidrolise acida parcial

M, 18 horas, 100°C), que removeu

do polissacarideo (Hy,S0, 0,16

algumas cadeias laterais, for

necendo, apos neutralizagao do material hidrolisado e adigao

em excesso de etanol, um sobrenadante etanolico com manose e

galactose numa relagao molar de

32:68 e um precipitado etano-

lico com estes monossacarideos na relacao de 84:16. A analise

de metilagao (Tabela IX') do polissacarideo residual (precipi

tado etanolico) mostrou essencialmente unidades terminais nao

redutoras de manopiranose (2,3,4,6-Me4-Man; 15%) e de galacto-

piranose (2,3,4,6-Me4-Ga1; 12%),

unidades de manopiranose 4,6-

di-0- (2,3—Me2-Man; 6%) e 2,6-di-0- (3,4-Me2-Man; 11%) substi-

tuidas, mas principalmente wunidades de manopiranose 6-0- (2,3

4-Me3-Man; 54%) substituidas. Estas ultimas unidades provavelmente

foram componentes de uma cadeia principal, que apresentou intei-

ramente esta estrutura, ou seja,

unidades de manopiranose uni-
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TABELA IX' - ANALISE POR c.f.g.% DOS ACETATOS DE ALDITOIS PAR
CIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILAGAO DO
POLISSACARIDEO RESIDUAL PROVENIENTE DA HIDROLISE
ACIDA PARCIAL DA GALACTOMANANA OBTIDA POR EXTRA-
CAO ALCALINA DE St. ramulosum

Componentes Tb %€
2,3,4,6-Me4-Man 0,96 15
2,3,4,6-Me4-Ga1 1,17 12
2,3,4-Me3-Man 2,23 54
2,3—Me2—Man 4,11 6
3,4-Me2-Man 4,60 11
2-Me-Man 5,72 1
3-Me-Man 6,99 2

a C.f.g. em coluna convencional empacotada com 0V-225 a 3%, a

170°¢C.

b Tempo de retencao de cada componente relativo ao do 1,5-di-0-

acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol (T = 1,00).

¢ Percentagem (%) da area do pico de cada componente em relagao

ao total das areas dos picos.
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das por ligagoes (1 =+ 6). E, considerando ainda, a rotacgao espe-
cifica positiva de + 60° (c. 0,3 em H,0) do polissacarideo degra
dado por acido, foi oportuno assumir que as unidades de manopira
nose apresentaram configuragao o-D na estrutura desta molecu -
1a.50
Por sua vez, no intuito de ser determinada a configuragao
absoluta das unidades de galactopiranose, o hidrolisado acido do
heteropo]{ssacaereo original foi tratado com a enzima D-galacto
se oxidase, Como resultado, foi observado que a galactose apre -
sentou configuracao D, devido a sua completa oxidagao pela refe-
rida enzima. Desde que a rotagao especifica do heteropolissaca-
rideo original (+ 49°) foi relativamente proxima a do polissaca
rideo degradado por acido (+ 600), do qual muitas unidades de
galactopiranose foram removidas, foi presumido que estas unida-
des apresentaram uma contribuigcao rotacional fraca e deveriam
ter principalmente configuragcao B8-D. Tal configuragao foi con

]3C deste heteropo -

firmada pela analise do espectro de r.m.n.-
lissacarideo (Fig. 8), que mostrou um sinal grande para C-1 em
8 104,747’54 caracteristico de unidades de g-D-galactopira -

nose,48 juntamente com um sinal para C-5 em § 77,047

tambem
tipico para estas unidades.

Deste modo, com os dados relacionados anteriormente, fi-
cou demonstrado que a galactomanana existente na Fragao de pH
8,5-KOH apresentou na cadeia principal, unidades de q-D-manopi
ranose unidas por ligagoes (1 » 6). Estas unidades, de acordo
com os resultados de metilagao e de degradagao tipo Smith, eram
nao substituidas (~ 8%, segundo metilagao), 4-mono-0- (11%, se-
gundo degradagao tipo Smith) e 2,4-di-0- (20%, segundo degrada-

cao tipo Smith) substituidas por unidades terminais nao reduto-
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62.6

13

Figura 8 - Espectro de r.m.n.- "C da galactomanana obtida por

extragao alcalina de St. ramulosum, em oxido de
deuterio (DZO)’ a 70°C. 0s deslocamentos quimicos
foram expressos em § p.p.m..

ras de manopiranose e de B-D-galactopiranose (configuragao B-D
consistente com a analise do espectro de r.m.n.-]3C do hetero-
polissacarideo original).

No entanto, para uma caracterizagao mais completa da es-
trutura desta galactomanana, ainda restava a duvida sobre a for
ma como as unidades terminais nao redutoras de manopiranose e
de B-D-galactopiranose estavam preferencialmente ligadas a
cadeia principal do polimero, ou seja, como monossubstituintes
em 0-4 ou como dissubstituintes em 0-2,4. Para esclarecer esta
questao, o heteropolissacarideo foi submetido a acetolise par -
cial, que seletivamente clivou ligagoes (1 - 6), com o objetivo
de obter oligossacarideos que mostrassem os tipos de ligacoes
entre as unidades que compunham as cadeias laterais e as unida-
des que pertenciam a estrutura da cadeia principal, rompida du-
rante a reacao de acetolise. Realmente, a analise por c.p. (tec

nica descendente, 72 horas, solvente B, visualizador: nitrato
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de prata amoniacal) dos produtos de acetolise seguida de desa-
cetilagao providenciou uma mistura de manose, galactose, dissa
carideo com mobilidade cromatografica semelhante a do padrao

2-0-o0-D-manopiranosil-D-manose (R = 0,42), e trissacarideo

Man
com mobilidade cromatografica semelhante a do padrao q-D-mano

triose unido por ligagoes (1 - 2) (R = 0,18). Com o proposi

Man
to entao de fracionar estes produtos foi realizada cromatogra-

fia de particao em coluna de celulose que forneceu quatro fra-

coes, sendo duas eluidas por acetona-agua 9:1 com Rkan 1,00 e
2 3

RMan 0,70 e as outras duas por acetona-agua 4:1 com RMan 0,44
e RY 0,43,

Man
- 2

Man 0-70 foram identifica

< 1
As fragoes com RMan 1,00 e R
das por analise de c.p., atraves da co-aplicagao de padraes, co

mo sendo manose e galactose, respectivamente. Ja as fragoes com

3 4
RMan 0,44 (F3) e RMan

graficas basicamente relacionadas a do padrao 2-0-a-D-manopira-

0,43 (F4) mostraram mobilidades cromato

nosil-D-manose, apesar de que a F, tambem apresentou uma outra
mancha pequena com mobilidade cromatografica correspondente a
do padrao o-D-manotriose unido por ligagoes (1 > 2). Embora, a
parentemente a F3 induzisse apenas a presenca do dissacarideo

2-0-a-D-manopiranosil-D-manose, foi demonstrado que esta fra -
cao era mais complexa, ja que sua hidrolise acida seguida pela
analise por c.f.g. dos respectivos acetatos de alditois mostrou
manose e galactose numa relacgao molar de 72:28. Quando a referi
da fragao foi primeiramente reduzida com boroidreto de sodio e
depois hidrolisada com acido para ser analisada por c.p. (tecni
ca ascendente, solvente A, visualizadores: nitrato de prata so

dico e cloridrato de p-anisidina) exibiu galactose, manose e he

xitol, sendo este ultimo identificado como manitol pela co-apli
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cagao de padroes. Este resultado revelou que a extremidade redu
tora do (s) oligossacarideo (s) presente (s) na fragao nao apre
sentava galactose, mas simplesmente unidades de manose. A anali
se de metilagao de Fa (Tabela X') evidenciou unidades terminais
nao redutoras de manopiranose (2,3,4,6-Me4-Man; 21%) e de galac
topiranose (2,3,4,6-Me4-Ga1; 23%) e unidades terminais reduto -
ras de manopiranose 2-0- (3,4,6-Me3-Man; 22%), 4-0- (2,3,6-Me3-
Man; 20%)‘e 6-0- (2,3,4-Me3-Man; 14%) substituidas. 0s dados de
metilagao foram ent3ao racionalizados na Tuz da analise do espec

tro de r‘.m.n.—]3

C de Fq (Fig. 9), que foi consistente com uma
mistura principalmente de dois dissacarideos, a saber, 2-0-q-D-
manopiranosil-D-manose e 4-0-g-D-galactopiranosil-D-manose. Os

sinais caracteristicos para a identificagao de 2-0-a-D-manopira

62.7

621

Figura 9 - Espectro de r.m.n.-]3c de oligossacarideos presen-

tes na Fragao com Raan 0,44 - F4, provenientes
de acetolise parcial da galactomanana obtida por
extracao alcalina de St. ramulosum, em oxido de
deuterio (D,0), a 70°C. 0s deslocamentos quimicos

2
foram expressos em & p.p.m..
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TABELA X' - ANALISE POR c.f.g.% DOS ACETATOS DE ALDITOIS PAR-
CIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILAGKO DOS
OLIGOSSACARIDEOS PROVENIENTES DA ACETOLISE PAR -
CIAL DA GALACTOMANANA OBTIDA POR EXTRAGAO ALCALI-
NA DE St. ramulosum

Componentes Tb F3(%)C F4(%)C
2,3,4,6-Me4-Man 0,96 21 18
2,§,4,6-Me4-Ga1 1,17 23 46
3,4,6-Me3-Man 1,86 22 7
2,3,6-Me3-Man 2,11 20 18
2,3,4-Me3-Man 2,23 14 11

a C.f.g. em coluna convencional empacotada com 0V-225 a 3%, a

170°c¢.

b Tempo de retencao de cada componente relativo ao do 1,5-di-0-
acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol (T = 1,00).

¢ Percentagem (%) da area do pico de cada componete em relagao
ao total das areas dos picos.

_ ~ 3
Fracao com RMa 0,44,

-n
w
|

n
~ 4
Fragao com RMan 0,43.

-
K3
n



122

nosi]—g-manose]2'4]

foram em & 103,8 e 94,2 para C-1 de uni-
dades terminais nao redutora e redutora, respectivamente, de ma
nopiranose e em & 80,7 para C-2 substituido de unidade termi-
nal redutora de manopiranose, enquanto que aqueles para a carac
terizacao de 4-0-B-D-galactopiranosil-D-manose foram em 8

104,747’54 e 77,047 para C-1 e C-5, respectivamente, de unida

de terminal nao redutora de B-Q-ga]actOpiranose e em O 87,3]2
para C-4 substituido de unidade terminal redutora de manopira-
nose. E, ainda, para corroborar a presenca dos dois dissacari -
deos em Fs foi feita espectroscopia de r.m.n.-]H (Fig. 10-A)

desta fragao, que mostrou sinais de tamanhos aproximadamente i-
guais em & 5,30 e 4,96 correspondentes aos hidrogenios-1 das
unidades terminais redutora e nao redutora, respectivamente, de
manopiranose do dissacarideo Z-Q-G—Q-manopiranoéi]-g-manose,49

juntamente com um sinal menor em &§ 5,10, cuja larga constante
de acoplamento (J) de 7,7 Hz foi tipica de configuragao beta

79 Um sinal em & 4,36 de ta-

nas unidades de galactopiranose.
manho similar ao do sinal em & 5,10 sugeriu que fosse da extre
midade redutora do dissacarideo 4-0-B-D-galactopiranosil-D-mano
se. Observar que este espectro de r.m.n.-]H tambem exibiu um si
nal em & 4,83 para H-1 de unidade terminal nao redutora de 6-0
-a-g-manopiranosil-g-manose,49 cuja presenga do referido dissa
carideo ja havia sido presumida pela analise de metilagao de
F3, que evidenciou unidades de manopiranose 6-0- (2,3,4-Me3-Man)
substituidas.

Com respeito a F4, que apresentou manose e galactose nu-
ma relagao de 59:41, apdos hidrolise acida, e ambos monossacari-

deos juntamente com manitol, apos sua redugao com boroidreto de

sodio sequida de hidrolise acida, foi demonstrado que esta fra-
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5.30
4.96

Figura 10 - Espectros de r.m.n.-]3c de oligossacarideos prove
nientes de acetolise parcial da galactomanana ob-
tida por extragao alcalina de St. ramulosum, em
oxido de deuterio (D,0), a 33°C. 0s deslocamentos
quimicos foram expressos em & p.p.m..

~ 3
A) Fragcao com RMan 0,44 - F3.

~ 4
B) Fracao com RMan 0,43 - F4.
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¢ao tambem era complexa, com os mesmos oligossacarideos presen
tes em F3, porem em propor¢oes diferentes. Embora os dados de
metilagao tenham sido quantitativamente inexatos, devido a com
comitante oxidagao com oxido de prata das extremidades reduto-
ras dos dissacarideos, resultando em quantidades de acetatos de

tri-0-metil manitol inferiores as esperadas, foi ainda possivel
identificar os componentes qualitativamente. Estes componentes

(ver Tabeia X*) foram representados por unidades terminais nao
redutoras de manopiranose (2,3,4,6-Me4—Man) e de galactopirano-
se (2,3,4,6-Me4-Ga1) e unidades terminais redutoras de manopira
nose 2-0- (3,4,6-Me3-Man), 4-0- (2,3,6-Me3-Man) e 6-0- (2,3,4-

Me3—Man) substituidas, que foram identicos aos componentes pre
sentes em F; metilada. Alem disso, com a analise do espectro de

1

r.m.n.-'H de F Fig. 10-B) ficou evidente a ocorrencia dos dis

s
sacarideos 6-0-a-D-manopiranosil-D-manose, 2-0-q-D-manopirano -
sil-D-manose e 4-0-g-D-galactopiranosil-D-manose, sendo este
ultimo em quantidade superior as dos dois primeiros. O0s sina-
is correspondentes para cada dissacarideo foram em & 4,83 pa-
ra H-1 de unidade terminal nao redutora de 6-0-o-D-manopirano-
sil-D-manose, em & 5,30 e 4,97 para hidrogenios-1 das unida-
des terminais redutora e nao redutora, respectivamente, de 2-
0-a-D-manopiranosil-D-manose e grandes sinais em & 5,10 (J =
1,6 Hz) e 4,36 (J = 7,7 Hz) para hidrogenios-1 das unidades
terminais nao redutora e redutora, respectivamente, de 4-0-8-D
-galactopiranosil-D-manose. 0 fato mais interessante e dignode
nota a ser mencionado foi que pela primeira vez o dissacarideo
4-0-g-D-galactopiranosil-D-manose ocorreu num acetolisado par-
cial de galactomanana isolada de 17quem, uma vez que os dissa-
carideos mais comuns sempre foram Z-Q-d-g-mano-

46,70

piranosil-D-manose e 2-0-a-D-galactopiranosil-D-mano
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se.45’46’70

Portanto, com os resultados de acetdolise parcial
ficou claro que as posigoes 4 de muitas unidades de manopirano-
se pertencentes a cadeia principal da galactomanana eram ocupa-
das por unidades terminais nao redutoras de B -D-galactopirano-
se, enquanto que as posicoes 2 de algumas das referidas unida -
des eram preenchidas por unidades terminais nao redutoras dea -
D-manopiranose.

Assim, pareceu evidente que a estrutura global desta ga-
lactomanana existente na Fragao de pH 8,5-KOH continha uma ca-
deia principal constituida por unidades de o -D-manopiranose u-
nidas por ligacoes (1 - 6), sendo estas nao substituidas (~ 8%,
segundo metilagao; Estrutura 5) ou substituidas na posigao 4
por unidades de Bg-D-galactopiranose (11%, segundo degradagao
tipo Smith; Estrutura 6) e ainda dissubstituidas nas posigoes 2
e 4 por unidades de a-D-manopiranose e de B-D-galactopiranose,
respectivamente (20%, segundo degradacao tipo Smith; Estrutura

7). Observar que os componentes estruturais 5, 6 e 7 compreen-

deram -~ 90% da estrutura global da galactomanana.
-G-Q-Mang"(] nd 6)' a-D'Manp
=
5 ¥
2
-a-g-ManR-(] > 6)'
4
4}
-a-D-Manp-(1 » 6)-
T4 k 1
4 g-D-Galp
1
B-D-Gal
£ P 7
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Finalmente, a prova comprobatoria para a sequencia das tres
estruturas (5, 6 e 7) nesta galactomanana foi obtida pela degra-
dagao de Smith branda do polissacarideo. Os produtos de degrada
¢ao, quando examinados por c.p. (tecnica ascendente, solvente A,

visualizadores: nitrato de prata sodico e cloridrato de p-anisi
1 2

dina), mostraram tres componentes com RMan 1,41, RMan 1,20

(mancha bastante pequena em comparagao com as dos dois outros
) 3 1 2

componentes) e RMan 0,95. 0Os componentes com RMan 1,41 e RMan

1,20 foram identificados por analise de c.p., atraves da co-a -

plicagac de padroes, como sendo glicerol e eritritol, respecti-

3

vamente. Ja o componente com RMan

0,95, isolado por c.c.d. em
silica-gel G, resultou em manose e eritritol, apos hidrolise a-
cida, e presumivelmente surgiu do glicosideo 1-0-a-C-manopirano
sil-L-eritritol (Esquema I'). Estes resultados -foram entao con
sistentes com uma sequencia predominante das Estruturas 7 + 6
no polissacarideo, que providenciou o glicosideo manosil-eritri
tol, deixando as sequencias das Estruturas 5 - 6 e/ou 6 > 6, res
ponsaveis pela producao da pequena quantidade de eritritol.
Deste modo, a estrutura quimica da galactomanana na Fra-
cao de pH 8,5-KOH foi esclarecida, atraves da metodologia expe
rimental empregada e citada anteriormente, e poderia agora ser
comparada com aquela parcialmente determinada da galactomanana
na Fragao de pH 8,5-H20 do mesmo liquem. Pelas analises de rota

13C e

cao especifica, de metilacao, de espectroscopia de r.m.n.-
de hidrolise acida parcial poderia ser assumido que ambos polis
sacarideos foram intimamente relacionados, a nao ser pela pre -
senca de pequena quantidade de unidades de galactofuranose de -

13

tectada por metilagao e por r.m.n.- “C na galactomanana da ex -

tracao aquosa. Como estas unidades nao foram encontradas na ga-
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a=-D-Manp
-
¥
2
-a-D-Manp-(1 » 6)-a-D-Manp-(1 > 6)-
T4 T4
4 A
1 1
g-D-Galp B-D-Galp

Sequencia das Estruturas
7 +6

'

Glicerol
+

0-a-D-Manp-(1 > 1)-L-eritritol
+ +

Glicerol Glicerol

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

= P = =TT
4 4
1 1

B-D-Galp B-D-Galp

Sequencias das Estruturas
5 >6 6 > 6
Glicerol Eritritol Eritritol
+ +
Glicerol Glicerol
Esquema I' - Degradagao de Smith branda da galactomanana obti-

da por extracao alcalina de St. ramulosum e 0s
seus produtos de degradacao.
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lactomanana da extragao alcalina poderia ser sugerido que as
mesmas provavelmente estavam presentes num glicocomplexo, que
foi decomposto pela acao de alcali, de modo que nao ficaram no
precipitado etanolico apos adicdo do extrato alcalino neutrali

zado em excesso de etanol.

2.1.2.2. Liquem N. aurantiaco-ater

- Extracao Aquosa: No presente trabalho, o Tiquem remanes -

cente das extragoes benzeno-etanol e metanol-agua foi tratado
com agua quente e o extrato aquoso resultante com mistura de po
lTissacarideos correspondendo a 51,20 g% do peso de l1iquem origi
nal e contendo manose, galactose e glucose na relagao molar de
9:9:82 foi submetido a processos alternados de congelamento e
de degelo, resultando um residuo, investigado como descrito ma-
is adiante em Resultados e Discussao item 2.1.3.1.2., e um so -
brenadante, tratado com solucao de Fehling. 0 sobrenadante de
Fehling apresentou uma a-D-glucana ja estruturalmente estudada
e discutida em Resultados e Discussio item ol ol alicy enquanto
que o precipitado de Fehling, com rendimento de 1,20 g% em rela
¢ao ao peso de 17quem original, foi1 tambem investigado para uma
caracterizacao estrutural geral do polissacarideo (s) presente
(s) neste material.

Este precipitado de Fehling mostrou polissacarideo (s)
com rotacao especifica de + 76° (c. 0,4 em NaOH a 1%) e conten-
do manose e galactose numa relacao molar de 55:45, embora tenha
sido evidenciado tracos de glucose (ver Tabela V'). Ja que em
varios trabalhos realizados com 17quens,45’46’7O foi observado

que o isolamento de galactomananas via seus complexos cupricos
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insoluveis formados com solugao de Fehling ainda providenciava
contaminagao com glucanas, seria aconselhavel proceder um ou -
tro processo de purificagao para separagao destes polissacari-
deos. Um procedimento indicado seria atraves do emprego de um
sal de amanio quaternario (Cetavlon), como aquele realizado pa
ra a obtengao das galactomananas, quimicamente homogéneas, ex-
traidas com agua ou com solucgao de alcali do.l7quem St. ramulo-
sum (ver Resultados e Discussao item 2.1.2.1.). No entanto,
tal procedimento de purificagao nao foi empregado no precipita

do de Fehling de N. aurantiaco-ater, devido a peguena quantidade

obtida deste material, o que levaria a uma falta do mesmo para
a metodologia aﬁﬁ]?tica estrutural comumentemente empregada. Co
mo esperado, quando o (s):polissacarideo (s) presente (s) no
referido precipitado de Fehling foi eletroforetizado em aceta-
to de celulose, revelou o aparecimento de duas bandas, de tama
nhos bastante desiguais, correspondendo presumivelmente a mai-
or banda para o heteropolissacarideo constituido de manose e
galactose e a menor banda para a glucana contaminante. Entre -
tanto, a filtragao em geis de Sepharose 6B (Fig. 11-A) e de Se
pharose 4B-200 (Fig. 11-B) exibiu aparentemente um pico em am-
bos cromatogramas. Pelos resultados obtidos a partir dos meto-
dos utilizados para testar a homogeneidade quimica do polissa-
carideo, juntamente com aquele obtido pela sua hidrolise acida
total que mostrou a presenga de tragcos de glucose, obviamente

nao pode ser considerado quimicamente homogeneo o heteropolis-

sacarideo presente no precipitado de Fehling de N. aurantiaco-

ater. Apesar disso, o referido polimero foi submetido a estu-
dos quimicos e fisico-quimicos adequados visando a sua determi

nacao estrutural parcial.
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Cromatogramas da galactomanana de N. aurantiaco-

ater em colunas de geis:

A) Sepharose 6B (25,5 x 1,8 cm).
Eluente: Solucao aquosa de NaCl 0,2%.
Fracoes de 5 ml,

Volume de eluigao do azul de dextrana: 30 ml.

B) Sepharose 4B-200 (37,5 x 2 cm).
Eluente: Solugao aquosa de NaCl 0,2%.
Fracoes de 5 ml,

Volume de eluicao do azul de dextrana: 48 ml.
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Desde que o seu conteudo protéico foi igual a 4,35 g%
(0,70 g% de nitrogenio), uma hidrolise acida forte (HC1 6 M, 5
e 10 horas, 100°C) seguida pela analise por c.p. dos materiais
hidrolisados (tecnica descendente, ~ 85 horas, solvente A, vi-
sualizadores: nitrato de prata sodico e ninidrina) foi efetua-
da para a determinagao de possiveis acucares aminados, que pu-
dessem estar presentes na ponte polissacarideo-proteina. Pelos
resultados obtidos foi descartada a possibilidade da existen -
cia de hexosaminas nesta ponte, uma vez que manchas no papel
cromatografico com carboidratos apresentando mobilidades cor -
respondentes as dos acgucares aminados glucosamina, galactosami
na ou manosamina nao foram visualizadas.

A analise de metilacao (Tabela XI') do heteropolissaca-
rideo mostrou como principais componentes, unidades terminais
nao redutoras de galactopiranose (2,3,4,6-Me4-Ga1; 37%), unida
des de manopiranose 6-0- (2,3,4-Me3-Man; 39%), 4,6-di-0- (2,3-
MeZ-Man; 7%) e 2,6-di-0- (3,4-Me2-Man; 6%) substituidas, cuja
percentagem bastante baixa dos acetatos de di-0-metil manitol
e de mono-0-metil manitol provavelmente resultou da degradagao
preferencial destes componentes durante a reacao de hidrolise

15 13

acida. De acordo com o exame do espectro de r.m.n.- “C des-

te polimero (Fig. 12) foi constatada a ausencia virtual, na re
giao de C-1, de sinais distintamente correspondentes a unida -

47,48 e em campo mais baixo do que o

des de R-galactopiranose
sinal em § 102,8, mostrando que as unidades de galactopirano
se presumivelmente teriam configuracao alfa. Tal observagao con
cordaria com a rotagao especifica relativamente alta do polime

ro original (+ 760) e, por conseguinte, com a configuragao D,

sendo a ultima experimentalmente confirmada, quando as unida -
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TABELA XI' - ANALISE POR c.f.g.-e.m.a DOS ACETATOS DE ALDITOIS
PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILACAO
DA GALACTOMANANA OBTIDA POR EXTRAGAO AQUOSA DE

N. aurantiaco-ater

Componentes Tb 9
2,3,4,6-Me4-Man 0,985 4
2,3,4,6—Me4-Ga1 1,046 37
3,4,6-Me3-Hex 1,246 . 1
2,3,4-Me3-Man 1,317 39
2,3,6-Me3-Hex 1,439 3
2,3—Me2-Man 1,678 7
3,4-Me2-Man 1,757 6
3(4)-Me-Man 2,319 2
Hex 2,493 1

2 C.f.g.-e.m. em coluna capilar revestida com 0V-225 e OQV-17

na proporgao de 3:1.

b Tempo de retengao de cada componente relativo ao do 1,5-di-0-

acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol (T = 1,000).

¢ Percentagem (%) da area do pico de cada componente em relagao
ao total das areas dos picos.
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— 625

Wy

C da galactomanana de N. au-

13

Figura 12 - Espectro de r.m.n.-
rantiaco-ater, em oxido de deuteéerio (020), a 70°c.
0s deslocamentos quimicos foram expressos em

p.p.m..

des de galactose no heteropolissacarideo foram totalmente oxida
das pela enzima D-galactose oxidase.

Com a finalidade de descobrir a estrutura da cadeia prin
cipal foi realizada uma hidrolise acida parcial do polissacari-
deo (H2804 0,16 M, 18 horas, 100°C), para remocao de suas cade-
jas laterais, que foram detectadas no sobrenadante etanolico,
cuja relagao molar de manose e galactose foi de 58:42. 0 pre -
cipitado etanolico (polissacarideo residual; 3,9%), por sua vez,
continha manose e galactose em relagao de 80:20 e sua analise
de metilagao (Tabela XII') revelou os principais componentes re
presentados por unidades terminais nao redutoras de manopirano-
se (2,3,4,6-Me4-Man; 11%) e de galactopiranose (2,3,4,6-Me46a1;
25%), unidades de manopiranose 6-0- (2,3,4-Me3-Man; 55%), 4,6-

di-0- (2,3-Me,-Man; 4%) e 2,6-di-0- (3,4-Me,-Man; 4%) substitui

2
das. Constatando que as unidades de manopiranose 6-0-substitui-

das foram encontradas em maior quantidade neste hidrolisado aci
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TABELA XII' - ANALISE POR c.f.g.® DOS ACETATOS DE ALDITOIS
PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILA
CAO DO POLISSACARTDEO RESIDUAL PROVENIENTE DA
HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA GALACTOMANANA 0B-
TIDA POR EXTRAGAO AQUOSA DE N. aurantiaco-ater

Componentes Tb %¢
2,3,4,6-Me4-Man 0,96 11
2,3,4,6-Me4-ga1 1,17 25
2,3,4-Me3-Man 2,23 55
2,3-Me2-Man 4,11

3,4-Me2-Man 4,60 4
3(4)-Me-Man 6,99 1

a C.f.g. em coluna convencional empacotada com 0V-225 a 3%, a

170°¢.

b Tempo de retengao de cada componente relativo ao do 1,5-di-0-

acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol (T = 1,00).

¢ Percentagem (%) da area do pico de cada componente em relagao

ao total das areas dos picos.
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do parcial e considerando que geralmente as cadeias .principais

das galactomananas obtidas de 1Yquens45’46’70

foram represen-
tadas por o-D-manopirananas unidas por ligagdes (1 + 6) pode-
ria ser sugerido que a cadeia principal da galactomanana de N.

aurantiaco-ater tambem era constituida por uma estrutura de

manopiranana com apenas ligagoes (1 - 6). Possivelmente, as u-

nidades de manopiranose desta estrutura apresentaram configura

N

¢ao a-D, embora a rotagao especifica do polissacarideo degra-
dado por acido nao tenha sido determinada, em virtude deste po
lissacarideo ter sido obtido em quantidade bastante baixa. A -
lem disso, pela comparacido entre os dados de metilacao da ga -
Tactomanana original e aqueles do polissacarideo parcialmente
degradado por acido, foi observada que a quantidade de unida -
des terminais nao redutoras de manopiranose aumentou de 4 a 11
%, respectivamente, sugerindo que tais unidades foram expostas
pela hidrolise acida parcial e surgiram de cadeias laterais for
nadas por unidade sub-terminal de manose e por unidade terminal
nao redutora de galactose. Surpreendentemente, cadeias laterais
com mais de uma unidade nao tem sido previamente relatadas em
galactomananas isoladas de Hquens.45’46’70

Portanto, analisando os resultados obtidos anteriormen-
te, poderia ser considerado que a galactomanana do 1iquem estu
dado neste topico mostrou uma cadeia principal com unidades de
manopiranose unidas por ligagoes (1 - 6), possivelmente em con
figuragao o-D, e que as mesmas unidades eram principalmente
nio substituidas e 4-mono-0- ou 2-mono-0-substituidas por cade
ias laterais, com mais de uma unidade, predominantemente cons
tituidas por unidades terminais nao redutoras de -D-galacto-

piranose. Observar qua a configuragao q-D nas unidades de ga-
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lactose foi sugerida a partir da analise do espectro de r.m.n.

-]BC do polissacarideo.

- Extracao Alcalina: Em vista da galactomanana, recéem-men-

cionada, ter sido obtida em quantidade relativamente baixa por
extracao aquosa, alem de estar impura, se fosse seguida a 1i -
nha de raciocinio utilizada em relagao ao liquem St. ramulosum
(ver Resb]tados e Discussao item 2.1.2.1.) seria presumivel

que atraves da extragao alcalina do 1iquem N. aurantiaco-ater,

a quantidade de heteropolissacarideo isolado seria superior,
permitindo assim a continuagao da caracterizagao estrutural des
te polissacarideo. Entretanto, como nao houve abundante dispo-
nibilidade de 1iquem, pois que o mesmo foi proveniente da An -
tartida, um procedimento de extracao diretamente com solugaode
alcali, do liquem previamente extraido com benzeno-etanol e
metanol-agua, nao pode ser realizado. Ao inves disso, no pre -
sente trabalho, o 17quem residual das extragées benzeno-etanol,
metanol-agua e agua quente foi tratado com solugao de alcali
quente, resultando um extrato alcalino (glucose, manose e ga -
lactose 75:8:17), que nao foi investigado adicionalmente, devi

do ao baixo rendimento em carboidratos obtido.

2.1.2.3. Liquem A. muehlenbergii

- Extragoes Aquosa e Alcalina: Uma galactomanana de A. muehlen-

bergii foi isolada e caracterizada estruturalmente por GORIN &

46

IACOMINI, em 1985. Com a finalidade de obter um maior rendi

mento de heteropolissacarideo, os autores submeteram o 1iquem



137
residual das extragoes benzeno-etanol e metanol-agua diretamen
te ao tratamento com solugao de alcali quente, ou seja, nao rea
lizaram previamente uma extragao aquosa do liquem. 0 extratoal
calino resultante, apos neutralizacao, foi submetido a proces-
sos alternados de congelamento e de dége]o antes e depois da
precipitagao com solugao de Fehling, fornecendo uma g-D-gluca
na, insoluvel em agua fria, e uma galactomanana, soluvel. 0
componenté glucana* nao foi detalhadamente estudado, em 1985,
por GORIN & IACOMINI, enquanto que a galactomanana foi devida-
mente investigada, sendo obtida em 0,60 g% do peso de 1iquem o
riginal. Este heteropolissacarideo continha manose, galactose
e glucose numa relagao de 31:15:4 e seu espectro de rom.n.-'3c,
relativamente complexo, mostrou um sinal em campo baixo para
C-1 em 6 109,4 tipico de unidades de B-D-galactofuranose. Es
tas unidades, que estavam presentes em quantidade extraordina-
riamente alta, foram responsaveis pela rotagao especifica rela
tivamente baixa do polimero ( [a] 35 + 30%). Por sua hidrolise
acida parcial foi obtido um nucleo de manana e quando este nu-
cleo foi submetido a enzimolise com a-D-manosidase, foi de -
monstrado que a cadeia principal do heteropolissacarideo era
constituida por uma a-D-manopiranana unida por ligagoes
(1 ~6). Como a etapa de hidrolise acida parcial foi realizada
em condigoes (H2504 50 mM, 100°C, 3 horas) que apenas remove-
ram as unidades de galactofuranose, o nucleo de manana foi dei
xado praticamente intacto e serviu de grande auxilio na eluci-

13

dac3ao da estrutura deste polimero. 0 espectro de r.m.n.- “C e

a analise de metilacao deste nucleo evidenciaram principalmen-

* Este componente glucana foi investigado no presente tra
balho, como descrito em Resultados e Discussao item 2.1.3.2.3..
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te unidades de a-D-manopiranose simplesmente substituidas na
posigao 6 ou substituidas nas posicoes 2 e 6 e unidades termi-
nais nao redutoras de ao-D-manopiranose, correspondendo assim

as Estruturas 5 (ver p. 125) e 8. Além disso, ja que o polime
ro original continha razoavel quantidade de unidades de manopi
ranose substituidas nas posigoes 2, 4 e 6, de acordo com a ana
lise de mgtilacﬁo, bem como, unidades terminais nao redutoras

de B-D-galactofuranose e de o-D-manopiranose, confirmadas por

13

espectroscopia de r.m.n.- “C, foi sugerido que a Estrutura 9

tambem estava presente na galactomanana de A. muehlenbergii.

-a-D-Manp-(1 ~ 6)- B-D-Galf
T2 1
4 ¥
1 4 .
a-D-Manp -a-D-Manp-(1 » 6)-
B B T2
+
8 1
a-D-Manp
9

2.1.2.4, Estudo comparativo entre galactomananas isoladas de

1iquens

Pelas investigagoes registradas anteriormente, foi obser
vado que as galactomananas extraidas com agua e/ou com solugao

de alcali dos 1iquens St. ramulosum, N. aurantiaco-ater e A. mu-

ehlenbergii apresentaram cadeias principais com estruturas iden

ticas e representadas por o-D-manopirananas unidas por liga -

coes (1 > 6). As cadeias laterais, que corresponderam em regra
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geral a unidades terminais nao redutoras de a-D-manopiranose,
de a-D-galactopiranose, de g-D-galactopiranose ou ainda de

B-D-galactofuranose, ocorreram como monossubstituintes ou co-
mo dissubstituintes nas posigoes 2 e/ou 4 (Estruturas 5a89).

136 detectaram ma-

Desde 1906, quando ULANDER & TOLLENS
nose e galactose, juntamente com glucose, no liquem C. islan -
dica, foi deduzido que alem de glucanas dos tipos isoliquenana
e liquenaha, os liquens apresentavam outros componentes conten
do monossacarideos diferentes de glucose. Alguns estudos estru
turais preliminares foram entao realizados com polissacarideos
contendo manose, galactose e glucose isolados dos liquens C.

51

islandica e Cladonia a]pestris,4 porem a maior dificuldade

nestas investigagoes foi devido ao fato de que o monossacari -
deo glucose presumivelmente surgiu de glucanas-contaminantes
presentes geralmente em quantidades superiores as dos heteropo
lissacarideos, impossibilitando assim a obtengao destes uUlti -
mos em estado puro.

Informagoes estruturais mais detalhadas e precisas sobre
galactomananas de liquens somente foram entao obtidas, recente-
mente, com os estudos efetuados por GORIN, IACOMINI e seus cola

45,46,70 £stes autores trabalharam com varios 17 -

boradores.
quens, apresentando principalmente micobiontes ascomicetos (ver
Tabela VII anexa na Introdugao - p. 21), e obtiveram dos mes -
mos, galactomananas quase puras, isoladas por extragoes com a -
gua quente ou com solucao de alcali quente, sendo que a extra -
cao alcalina foi preferida para a obtengao destes polimeros em
maiores rendimentos, e purificadas por processos alternados de

congelamento e de degelo e por precipitagao com solugao de Feh-

ling. Observar que nao foi utilizado procedimento de purifica -
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¢ao com sal de amonio quaternario (Cetavlon), que provavelmen-
te resultaria em galactomananas mais puras. De acordo com 0s
resultados obtidos em tais estudos foi concluido que a diversi
dade estrutural da maioria das galactomananas dependia da ma -
neira como as cadeias principais constituidas por
unidades de q-D-manopiranose unidas por ligagdes (1 » 6) eram
substituidas por determinadas cadeias laterais. Embora frequen
temente a; unidades da cadeia principal fossem nao substitui -
das, pode ser reconhecido diferentes tipos de substituicao, em
que pB-D-galactopiranose era ligada (1 » 4), a-D-galactopira
nose e o-D-manopiranose (1 » 2) e g-D-galactofuranose (1 - 4)
as unidades da cadeia principal.

Desta forma, como pode ser visto, as galactomananas des
critas por GORIN & IACOMINI,45’46’70 bem como as investigadas
no presente trabalho, mostraram nao ser identicas mas estrutu-

ralmente relacionadas, com respeito as suas cadeias principais

comuns e as suas cadeias laterais variaveis.

8 IR B-D-GLUCANAS

As B-D-glucanas sem grupos O-acetil foram extraidas dos
liquens com agua quente ou com solugao de alcali quente, enquan
to que uma B-D-glucana com grupos O-aceti1 fo1 preferencialmen-
te obtida por extracao com dimetil-sulfoxido, 3 temperatura am-

biente.
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213474 B-D-GLUCANAS SEM GRUPOS O0-ACETIL

Glucanas com configuragao g-D e sem grupos O-acetil fo -

ram isoladas dos 1iquens St. ramulosum e N. aurantiaco-ater, co

mo descrito a seguir.

2.1.3.1.1.  Liquem St. ramulosum

- Extragoes Aquosa e Alcalina: Pela extragao do 1iquem St.

ramulosum, previamente tratado por benzeno-etanol e metanol-a-
gua, com agua quente nao foi obtida glucana com configuracao

B-D. No entanto, este tipo de glucana foi isolado por extracgao
alcalina do referido 1iquem e caracterizado estruturalmente por

BARON et a1.%°7

, em 1985, 0Os autores submeteram o 1iquem resi-
dual das extragoes benzeno-etanol, metanol-agua e agua quente,
ao tratamento com solugao de alcali quente, e o extrato alcali
no resultante, apos neutralizagao, fol1 submetido a processos
alternados de congelamento e de degelo, resultando um sobrena-
dante, que nao fo1 estudado adicionalmente, e um residuo, cons
tituido principalmente por uma glucana (65%) contaminada com
galactose (21%) e manose (13%). Com o objetivo de purificar a
glucana, o residuo foi submetido diversas vezes aos tratamen -
tos sucessivos de dissolucao em solugao de alcali, de neutrali
zagao, de dialise e de isolamento do material insoluvel, ate
que apresentasse apenas glucose. Este residuo foi entao consti
tuido por uma B-D-glucana ( [a] SS + 3°%), quimicamente homoge
nea quando cromatografada em colunas de Sepharose 4B-200 e de
Sepharose 6B, sendo o seu rendimento igual a 0,19 g% em rela -

13

¢ao ao peso de l1iquem original. 0 seu espectro de r.m.n.- °C
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continha seis $inais com deslocamentos quimicos tipicos de la -
minarana e as analises de metilagido, de oxidagao com Nal0, e de

degradagao tipo Smith indicaram que a glucana era composta ex -

clusivamente por ligagoes (1 » 3) em sua cadeia linear.

2.1.3.1.2. Liquem N. aurantiaco-ater

\

- Extragao Aquosa: 0 liquem residual, apos extragoes com

benzeno-etanol e metanol-agua, foi, no presente trabalho, trata
do com agua quente e o extrato aquoso resultante com mistura de
polissacarideos correspondendo a 51,20 g% do peso de 17quem ori
ginal foi submetido a processos alternados de congelamento e de
degelo, fornecendo um sobrenadante, constituido por uma a-D-glu
cana e uma galactomanana investigadas como ja descrito em Resul
tados e Discussao respectivamente itens 2.1.1.2. e 2.1.2.2., e
um residuo, contendo um polissacarideo insoluvel em agua fria
mas soluvel em agua quente, com rendimento de 27,02 g% do peso
de liquem original (Tabela XIII'). Esfe polissacarideo mostrou
simplesmente glucose quando analisado por c.f.g., na forma de a
cetatos de alditois, indicando ser uma glucana. A homogeneidade
quimica desta glucana foi testada por filtracao em geis de Se -
pharose 6B (Fig. 13-A) e de Sepharose 4B-200 (Fig. 13-B), que e
xibiram apenas um pico em ambos cromatogramas, de modo que o po
1imero foi assim considerado homogeneo e adequado para estudos
estruturais.

0 conteudo protéico da glucana foi igual a 0,91 g%, cor-
respondendo a um conteudo de nitrogenio de 0,15 g%. 0 valor re-

lativamente baixo de sua rotagao especifica ([a] 35 + 14°%; ¢,
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TABELA XIIT' - PROPRIEDADES GERAIS DA B-D-GLUCANA SEM GRUPOS

O-ACETIL ISOLADA DE LIQUEM E ESTUDADA ESTRUTU
RALMENTE NO PRESENTE TRABALHO

g-D-Glucana

Especie de Liquem

N. aurantiaco-ater

Liquido Extrator

Composigao Glucose
em monossa  Galactose
carideos Manose

(%)
[
Nitrogenio
(%)
Solubilidade

Grupos 0O-acetil
(%)

Rendimento em relacao
ao peso de liquem
original (g%)

Rgua quente

100

Insoluvel em_agua
fria mas soluvel
em agua quente

27,02
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Figura 13 - Cromatogramas da B-D-glucana de N. aurantiaco-a-

ter em colunas de geis:

A) Sepharose 6B (25,5 x 1,8 cm).
Eluente: Solugao aquosa de NaOH 0,3 M.
Fracoes de 5 ml.

B) Sepharose 4B-200 (37,5 x 2 cm).
Eluente: Solugao aquosa de NaOH 0,3 M.
Fracoes de 5 ml,



145

0,4 em NaOH a 1%) e bastante proximo ao encontrado para a lique
nana de C. islandica ([o] SO + 8% 10018) indicou uma configu
ragao g-D para as unidades de glucose, sendo esta configura -

13

cao tambem comprovada pela analise de r.m.n.-'°C. 0 espectrodes

ta glucana (Fig. 14) mostrou sinais com deslocamentos quimicos

Figura 14 - Espectro de r.m.n.-]3C da B-D-glucana de N. auran-

tiaco-ater, em oxido de deuterio (D,0) contendo
KOD a 2%, a 70°C. 0s deslocamentos quimicos foram

expressos em & p.p.m..

141 (1abela XIV'),

relacionados aos da liquenana de C. islandica
embora deva ser ressalvado que estes sinais foram sensiveis as
mudancas de pD, ou seja, as concentragoes diferentes de alcali

utilizadas para a solubilizagao dos polissacarideos, principal-

20

mente o sinal relacionado a ressonancia de C-3. Notar ainda,

que o espectro da B-D-glucana de N. aurantiaco-ater foi obtido

em 360 MHz em relacao ao nucleo de ]H, enquanto que o da lique-

141

nana de C. islandica em 100 MHz, justificando assim a me -

Thor resolucao de sinais observada no espectro da glucana em es
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TABELA XIV' - SINAIS?® E SUAS ATRIBULGUES OBSERVADOS NOS ESPEC-

13

TROS DE r.m.n.-""C DAS B-D-GLUCANAS DOS LT -

QUENS N. aurantiaco-ater E C. islandicab

Atribuicao B-D-Glucana obtida por Liquenana de
de Sinais extracao aquosa de C. islandica
N. aurantiaco-ater

c-1 105,3 105,6
104,5 104,5
104,1

C-3 88,2 89,2

C-4 80,2 79,9
80,1

C-6 62,5 62,0
61,9 61,5

@ Sinais com deslocamentos quimicos expressos em § (p.p.m.)
relativos a ressonancia do tetrametilsilano (TMS).

b 13

Dados obtidos da referencia 141, cujo espectro de r.m.n.- °C

foi obtido em 100 MHz com respeito ao nucleo de ]H (25,03 MHz

em relagao ao nucleo de ]3C).
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tudo. Na analise da Tabela XIV' puderam ser basicamente obser-

vados tres sinais em & 105,3, 104,5 e 104,1 para C-1 de uni-
dades de g-D-glucopiranose; um sinal em g 88,2 para C-3 subs
tituido e dois sinais em & 80,2 e 80,1 para C-4 substituidode
unidades de glucopiranose; e dois sinais em § 62,5 e 61,9 re
lacionados aos atomos de carbono ligados a grupos hidroxil pri
marios nao substituidos (C-6). Observar que nao houve dois si-
nais agruﬁados e associados com ligagcoes (1 =+ 3), ao contrario
daqueles obtidos para ligagoes (1 =+ 4), sugerindo a ausénciade
duas ligagoes (1 = 3) consecutivas na estrutura da mo]écu]a.40
A metilacao da glucana, seguida pela analise por c.f.g.
dos respectivos acetatos de alditois parcialmente metilados,
mostrou apenas dois componentes correspondentes a 1,3,5-tri-0-
acetil-2,4,6-tri-0-metil-D-glucitol (unidade 3-mono-0-substi -
tuida) e a 1,4,5-tri-0-acetil-2,3,6-tri-0-metil-D-glucitol (u-
nidade 4-mono—g-substitu7da) em quantidades de 32 e 68%, res -
pectivamente. Este resultado foi de pleno acordo com os dados

de r.m.n.-]3

C, indicando que a B-D-glucana apresentava em sua
estrutura ligagoes (1 = 3) e (1 » 4) e estas ligagoes estavam
numa relacao molar de ~ 1:2. A confirmagao desta estrutura foi
alcangada pela degradagao tipo Smith do polissacarideo que for
neceu glucose (32%), proveniente de unidades 3-mono-0-substi -
tuidas resistentes a oxidacao pelo periodato, e eritritol (68%),
proveniente de unidades 4-mono-0-substituidas oxidadas entreas
hidroxilas de C-2 e de C-3. E ainda, para comprovar que real -
mente duas ligacoes (1 > 3) consecutivas nao estavam presentes,

13

como sugerido pela analise de r.m.n.- “C, foi realizada degra-

dacao de Smith branda do polissacarideo, cujos produtos foram
identicos aqueles obtidos pela degradagao de Smith, incorporan

.~ . . . . . 35
condigoes hidroliticas suaves, da liquenana de C. islandica.
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Estes produtos, quando cromatografados em papel (tecnica ascen-
dente, solvente A, visualizadores: nitrato de prata sodico e
cloridrato de p-anisidina), corresponderam a eritritol (RGE1,70)
e a 2-0-B-D-glucopiranosil-D-eritritol (RGE 1,00). Como nao
houve a formacao de oligossacarideos ligados a eritritol ficou
demonstrada a auséncia de Tigagoes (1 » 3) adjacentes, e concor
dando com\todos os resultados obtidos anteriormente, poderia
ser sugerida a estrutura repetitiva preponderante nesta g-D-glu
cana, como sendo representada por duas ligagoes (1 < 4) consecu

tivas alternadas por uma ligagao (1 » 3) isolada (Estrutura 10).
- B-D-Glcp-(1 » 3)- B-D-Glcp-(1 +~ 4)- B-D-Glcp-(1 ~» 4)-
10

Desta forma, foi evidenciado que o residuo resultante do

fracionamento do extrato aquoso de N. aurantiaco-ater apresen -

tou uma B-D-glucana com estrutura quimica semelhante a estrutu

ra da liquenana de C. islandica.

- Extragao Alcalina: Ainda, no presente trabalho, o 1iquem

residual das extragoes benzeno-etanol, metanol-agua e agua quen
te foi tratado com solugao de alcali quente e o extrato alcali-
no resultante, apos neutralizagao (AcOH), mostrou uma quantida-
de de glucose (75%) superior as dos monossacarideos manose (8%)
e galactose (17%). Em vista disso, se fosse fracionado o extra-
to alcalino por processos alternados de congelamento e de dege-
1o, poderia ser obtido um residuo contendo uma B-D-glucana. En
tretanto, este procedimento nao foi realizado em virtude do bai

x0 rendimento em carboidratos evidenciado neste extrato.
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2.1.3.1.3.  Liquem A. muehlenbergii

- Extragoes Aquosa e Alcalina: Pela extragao do 1iquem A.

muehlenbergii, previamente tratado por benzeno-etanol e meta -
69 46

nol-agua, com agua quente ou com solugcao de alcali quente
nao foi obtida uma g-D-glucana com apenas ligagoes (1 » 3) co-
mo do tip9 lTaminarana ou com ligagoes (1 > 3) e (1 = 4) como do
tipo Tiquenana. Contudo, tanto o extrato aquoso quanto o extra-
to alcalino neutralizado, apos processos alternados de congela-
mento e de degelo, resultaram um residuo contendo uma B-D-glu-

13

cana ([a] SS - 420), cujo espectro de r.m.n.- “C daquela obti-

da por extragao aquosa mostrou sinais com deslocamentos quimi -

cos tipicos para grupos _Q—aceti]]6 em & 22,1 para grupo metil

(CH3) e em § 175,3 para grupo carbonila (C=0). Como os grupos 0

-acetil poderiam migrar com a extragao aquosa quente]08 ou se -

28

rem removidos pela extracao com solugao de alcali foi realiza

da uma extracao com dimetil-sulfoxido, a temperatura ambiente,52
do 17quem previamente tratado com benzeno-etanol, tambem a tem-
peratura ambiente, o que presumivelmente evitaria uma alteragao
estrutural desta glucana. A estrutura do referido polimero foi

investigada como descrito mais adiante em Resultados e Discus -

sao item 2.1.3.2.3..

2.1.3.1.4. Estudo comparativo entre g-D-glucanas sem grupos

0-acetil isoladas de 1iquens

B-D-Glucanas do tipo liquenana e do tipo laminarana fo-

ram obtidas por extragoes aquosa de N. aurantiaco-ater e alca-
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lTina de St. ramulosum, respectivamente, enquanto que estes ti

pos de glucanas nao foram detectados no 1iquem A. muehlenbergii.

Liquenana, um polissacarideo linear insoluvel em agua

fria mas soluvel em agua quente e isolado do 17quem C. islandi-

ca, foi originalmente descrita, em 1815, por BERZELIUS.]0 Va -

rios estudos estruturais foram entao realizados com este polis-
sacarideo e mostraram a presenca de unidades de g-D-glucopira-

nose unidas por ligagoes (1 - 3) e (1 » 4) numa relagao molarde

3:7.]8’90’]0] Glucanas similares a liquenana foram encontradas

129,141 128,

em Cetraria richardsonii,
128

Alectoria sarmentosa,
95

lectoria sulcata e Usnea rubescens (ver Tabela IV anexana

Introdugao - p. 16). No entanto, o 1iquem Evernia prunastri pro

duziu uma B-D-glucana estruturalmente diferente, ja que reve -

Tou ligagoes (1 » 3) e (1 - 4) numa relagao de 3:1.]28

Esta re
lagao molar invertida foi presenciada nas B-D-glucanas de Le -

tharia vulpina e de uma Usnea sp., uma vez que apresentaram 1i
69

gagoes (1 > 3) e (1 > 4) na relacgao de 1:3.

Glucana do tipo laminarana, insoluvel em agua fria e em
agua quente mas soluvel em solugao de alcali e com estrutura
constituida apenas por ligagoes (1 - 3), foi pela primeira vez
isolada do liquem St. ramu]osum,7 em 1985, representando assim
uma nova e ate o momento excepcional caracterizagao estrutural
entre os polissacarideos 11qu§nicos.

Todavia, a presenga de apenas ligacoes (1 - 3) ou princi

palmente de ligagoes (1 - 3) e (1 - 4) nas estruturas das Bg-D

-glucanas sem grupos O-acetil de 17quens apresentando micobion-
tes ascomicetos nao constituiu uma regra geral, pois foram evi-
denciadas algumas variagoes estruturais basicamente relaciona -

das a diferentes ligagoes glicosidicas e a ocorrencia de ramifi
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cagoes nestas moleculas. Um exemplo foi o encontrado no 1iquem
C. is]andica,65 que alem da presenga dos polissacarideos 1i -
quenana, isoliquenana e galactomanana extraidos com agua e ja
intensivamente estudados, mostrou um polissacarideo adicional

extraido com solugao de alcali a partir do 17quem residual da

extragao aquosa. Este polimero apresentou uma estrutura ramifi

cada composta de cadeia principal com unidades de glucopiranose

e de Ecido‘glucuranico ligadas (1 -+ 3) e de cadeias laterais

constituidas por unidades de glucopiranose ligadas (1 » 4) e/ou

(1 » 6) as unidades da cadeia principal. A preponderancia de
Tigagoes beta entre as unidades de glucose foi indicada pelo
baixo valor da rotagao especifica e pelo espectro de infra-ver
melho, sendo corroborada pela formagao de laminaribiose, celo-

biose e gentiobiose por hidrolise acida parcial do polimero.

2.1.3.2. B-D-GLUCANAS COM GRUPOS 0-ACETIL

Uma glucana apresentando configuragao g-D e grupos 0O-ace

til foi isolada do 1iquem A. muehlenbergii, nao sendo porem

referida glucana encontrada em St. ramulosum e N. aurantiaco-a

ter, como pode ser visto a seguir,

2.1.3.2.1. Liquem St. ramulosum

a

Pelas investigacoes quimicas realizadas com o liquem St.

ramulosum foram encontrados basicamente tres tipos de polissa

carideos, ou seja, uma qa-D-glucana e uma galactomanana, ambas

extraidas com agua e com solugao de alcali, e uma B-D-glucana,
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obtida apenas por extracao alcalina. Nestes tres polimeros nao
foi revelada a presenga de grupos 0O-acetil, que poderiam preli
minarmente ser detectados pela analise dos seus respectivos es

]3C. Mas considerando, que 0s processos de

108

pectros de r.m.n.-
extragao com agua quente ou com solucao de 51ca1128 pode-
riam originar migragao ou remocao de grupos 0-acetil, foi ten-
tado um outro de procedimento de extragao mais brando porem e-
ficaz na obtengEo de polissacarideos O-acilados, utilizando co
mo 1iquido extrator dimetil-sulfoxido, a temperatura ambiente .2
No presente trabalho, tal procedimento de extragao foi
executado no liquem St. ramulosum previamente extraido com ben
zeno-etanol, a temperatura ambiente, resultando uma mistura de
polissacarideos (5,20 g% em relagao ao peso de 1iquem original)
constituida por fucose, arabinose, xilose, manose, galactose e

glucose numa relacao molar de 3:3:1:12:26:55. Pela analise do

espectro de r.m.n.-]3C desta mistura (Fig. 15), poderia ser ra

62.2

|| it n

Figura 15 - Espectro de r.m.n.-]3c da mistura de polissacari-

deos obtida por extracao com dimetil-sulfoxido do
1iquem St. ramulosum, em oxido de deuterio (DZO)
contendo NaOD a 1%, a 70°C. 0s deslocamentos qui-
micos foram expressos em & p.p.m..
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cionalizado que a mesma provavelmente apresentou a a-D-gluca-
na em maior quantidade, com sinais tipicos na regiao de C-1 em
8 101,7 e 100,8 para C-1 de unidades de o-D-glucopiranose,
contaminada pela galactomanana. Observar que sinais com deslo-
camentos quimicos caracteristicos para grupos 0-acetil nao fo-
ram detectados.
Assim, poderia ser assumido que os polissacarideos pre-
ponderantés no 1iquem St. ramulosum nao foram estruturalmente

O-acetilados.

2.1.3.2.2. Liquem N. aurantiaco-ater

Este 1iquem tambem apresentou tres tipos-de polissacari-
deos, a saber, uma o-D-glucana, uma galactomanana e uma pg-D-
glucana, sendo os tres extraidos com agua.

Seguindo entao a linha de raciocinio anteriormente uti-
lizada em relagao ao liquem St. ramulosum, no presente traba -
Tho, foi do mesmo modo procedida uma extragao com dimetil-sul-

52

foxido, a temperatura ambiente, do 1iquem N. aurantiaco-a -

ter previamente deslipidificado, obtendo uma mistura de polis-
sacarideos (30,40 g% do peso de 1iquem original) contendo fuco
se, arabinose, xilose e glucose numa relagao molar de 1:6:2:91.
Na luz da analise do seu espectro de r.m.n.-]3C (Fig. 16), que
nao revelou grupos O-acetil, foi demonstrado que esta mistura

presumivelmente apresentou uma abundancia do polissacarideo g-
D-glucana, com largos sinais na regiao de C-1 em ¢ 104,5 e
103,6 para C-1 de unidades de glucopiranose, juntamente com u-

ma pequena quantidade de o-D-glucana.
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Figura 16 - Espectro de r.m.n.-]3C da mistura de polissacari-
deos obtida por extracao com dimetil-sulfoxido do
Tiquem N. aurantiaco-ater, em dimetil-sulfoxido
deuterado (DMSO-ZHG), a 70°C. 0s deslocamentos
quimicos foram expressos em & p.p.m..

Desta forma, pareceu evidente que os polissacarideos iso

lados do 1iquem N. aurantiaco-ater nao apresentaram O-acetila-

cao em suas estruturas quimicas.

2.1.3.2.3. Liquem A. muehlenbergii

Ao contrario dos polissacarideos estruturalmente des-0-a

cilados presentes nos liquens St. ramulosum e N. aurantiaco-a -

ter, foi constatada a presenga de grupos 0-acetil numa B-D-glu
cana contaminada com 3% de galactose e 4% de manose, insoluvel

em agua fria mas soluvel em agua quente, isolada por extragao a
quosa do 1iquem A. mueh]enbergii,69 uma vez que seu espectro de

r.m.n.-]3c mostrou sinais tipicos em § 22,1]6 para grupo me -
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16

til (CH3) eem ¢ 175,3 para grupo carbonila (C=0). Todavia,

como os grupos O-acetil poderiam migrar com a extragao aquosa

quente.]08 no presente trabalho, foi entao realizada uma ex -

tracao com dimetil-sulfoxido, a temperatura ambiente,52

do re
ferido liquem previamente deslipidificado, a frio, com a fina-
lidade de obter este polissacarideo estruturalmente intacto. 0
extrato djmeti]-su]foido resultante foi adicionado em excesso
de etanol, fornecendo um precipitado etanolico com rendimento
de 38,00 g% do peso de 1iquem original. Este precipitado etano
lico, apos ser analisado por c.f.g. na forma de seus respecti-
vos acetatos de alditois, mostrou ser constituido por uma glu-
cana, apresentando somente 2% de manose como impureza. (Tabela
Xv').

A analise de metilacao desta glucana revelou que todas
as unidades de glucopiranose eram 6-0-substituidas, em virtude
do reconhecimento de apenas um componente nos produtos de meti
lagao, identificado como 1,5,6-tri-0-acetil-2,3,4-tri-0-metil-
D-glucitol. 0 valor bastante baixo de sua rotacao especifica
( [o] 35 - 42°) indicou uma configuragdo B-D para as unida -
des de glucose, sendo esta configuragao confirmada pela anali-

13

se do seu espectro de r.m.n.- “C (Fig. 17). €Este espectro mos

trou seis sinais com deslocamentos quimicos correspondentes a-

queles de uma B-D-glucopiranana unida por ligagoes (1 - 6),]]]
tambem denominada de pustulana*, e representados por & 104,6,
74,8, 77,4, 71,7, 76,6 e 70,6 para C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 nao

substituidos e C-6 substituido, respectivamente, de unidades de

* Uma R-D-glucana unida por ligagoes (I >3 ) foi origi-
nalmente isolada do liquem Umbilicaria pustulata, sendo atu-
almente conhecida pela denominagao de pustulana.




TABELA XV' - PROPRIEDADES GERAIS DA
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B-D-GLUCANA COM GRUPOS

0-ACETIL ISOLADA DE LIQUEM E ESTUDADA ESTRUTU -
RALMENTE NO PRESENTE TRABALHO

B-D-Glucana
O-acetilada

Especie de Liquem

muehlenbergii

Liquido Extrator

Composicao Glucose
em monossa Galactose
carideos Manose
(%)
25
[O‘]D

Nitrogenio

(%)
Solubilidade

Grupos O-acetil

(%)

Rendimento em relagao
ao peso de liquem
original (g%)

Dimetil-sulfoxido a frio

98
2

- 42°

0,31

Insoluvel em agua fria mas
soluvel em agua quente

~ 3

38,00
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Figura 17 - Espectro de r‘.m.n.-]3

te 0-acetilada de A. muehlenbergii, em oxido de
deuterio (020), a 70°C. 0s deslocamentos quimicos

C da B-D-glucana parcialmen-

foram expressos em & p.p.m..

glucopiranose (Tabela XVI'). Alem disso, o espectro exibiu sina-
is em § 22,1 (CH3) e 175,3 (C=0) vrelacionados a grupos 0-ace -
ti],]s juntamente com outros pequenos sinais de tamanhos aproxi
madamente iguais em s 78,4, 75,4 e 73,0, presumivelmente atri-
buiveis aos carbonos' O-acetilados na estrutura da glucana.
Assim, pode ser observado que as analises de metilacao e

de r.m.n.-]3

C foram coincidentes em evidenciar a presenca de so-
mente l1igacoes (1 » 6) entre as unidades de glucose do polissa -
carideo. E, ainda, a espectroscopia de r.m.n.-]3C mostrou ser
uma importante ferramenta investigativa, ja que preliminarmente

identificou grupos 0O-acetil nesta glucana.

No entanto, para uma caracterizacao estrutural mais com-
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TABELA XVI' - SINAIS® E SUAS ATRIBUIGOES OBSERVADOS NOS ESPEC

13

TROS DE r.m.n.-""C DA B-D-GLUCANA PARCIALMENTE

0-ACETILADA DE A. muehlenbergii E DE UMA B-D-

GLUCOPIRANANA (1 -+ 6) OU PUSTULANA

Atribuigao de B-D-Glucana parcialmente B-D-Glucopira
Sinais O-acetilada obtida  por nana (1 ~ 6)
extragcao com dimetil-sul ou pustu]anab

foxido de A. muehlenbergii

Cc-1 104,6 104,2
C-2 74,8 74,2
C-3 77,4 76,8
C-4 71,7 70,7
C-5 76,6 76,1
C-6 70,6 70,0

@ Sinais com deslocamentos quimicos expressos em § (p.p.m.) re
lativos a ressonancia do tetrametilsilano (TMS).

b Dados obtidos da referencia 111,
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pleta e precisa, restaria justamente confirmar a presencga des -
tes grupos 0-acetil, quantificar 0os mesmos e determinar a dis -
tribuigao deles na estrutura quimica do referido polissacarideo.
Tais procedimentos para confirmagao, quantificagao e localiza -
¢ao de grupos O-acetil foram realizados, no presente trabalho,
como descritos a seguir,

Inicialmente, a presenga de grupos 0O-acetil foi comprova

da pela hidrolise acida da glucana, que resultou na liberagao de

acido acetico. Este ultimo foi identificado, diretamente, por

c.f.g. utilizando coluna convencional empacotada com Porapak

096’97 e, na forma de seu sal sodico (acetato de sodio), atra-

ves das analises espectroscopicas de ron.n.-13¢C e de 'H (Tabela
13

XVII'). Observar que os sinais no espectro de r.m.n.- “C prova-
velmente foram sensiveis as concentragoes diferentes de solugao
de alcali utilizadas para a formagao do acetato de sodio, prin-
cipalmente o sinal relacionado a ressonancia do carbono da car-
bonila. Com estes procedimentos foi conclusivamente reconhecido
que o grupo 0O-acil na estrutura da glucana era representado pe-
To O-acetil, eliminando desta forma a possibilidade da presenca
de outros grupos 0O-acilados.

Em seguida, foi determinado o conteudo de grupos 0-ace -
til na glucana, por intermedio do metodo de HESTRIN,60 em que
foram obtidos os valores identicos a 2,93% para duas amostra -
gens iguais. Estes resultados foram validados por saponifica -

130

cao segundo metodo de TANGHE et al. » cujos valores alcanga -

dos foram de 2,97 e 2,77% para duas amostragens diferentes. Am-
bos os metodos concordaram com um valor aproximado de 3%, cor -
respondendo a 1 grupo acetil para cada 8 a 10 unidades de gluco

se.
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TABELA XVII' - SINAIS® E SUAS ATRIBUIGDES OBSERVADOS NOS ESPEC
TROS DE r.m.n. DE '5C E DE 'H DO ACIDO ACETICO
LIBERADO POR HIDROLISE ACIDA DA 8-D-GLUCANA PAR
CIALMENTE 0-ACETILADA DE A. muehlenbergii E DO
ACIDO ACETICO AUTENTICO

Atribuigao de Acido acetico liberado por Rcido acetico au-
Sinais hidrolise acida da B-D-glu ténticob, na forma
cana parcialmente O-aceti- de seu sal sodico

lTada de A. muehlenbergii,

na forma de seu sal sodico

R.m.n.- R.m.n.- R.m.n.- R.m.n.-
]3C ]H 13C ]H
CH3 24,28 1,86 24,08 1,80
C=0 169,41 - 181,99 -

@ Sinais com deslocamentos quimicos expressos em & (p.p.m.) re
lativos a ressonancia do tetrametilsilano (TMS).

b Uma amostra de acido acetico autentico foi submetida as anali-

ses espectroscopicas de r.m.n. em condigoes identicas as utiliza
das para examinar a amostra de acido acetico liberado por hidro-
lise acida da glucana em estudo.
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Considerando entao, que cerca de 3% de grupos comprova -
damente 0-acetil estavam presentes na glucana, faltaria apenas
determinar a distribuigao dos mesmos em sua estrutura quimica.
Assim, a primeira tentativa para localizar grupos 0-acetil no
polissacarideo foi realizada de acordo com o metodo de de BEL-
DER & NORRMAN,28 utilizando o reagente protetor eter metil
vinTlico na etapa de 0-substituigao dos grupos hidroxil livres.
Contudo, éste experimento nao foi bem sucedido, de modo que foi
procedido, com algumas modificagoes, o metodo de BOUVENG,]?"]4
que demonstrou ser superior para o polissacarideo investigado.
Seguindo este metodo, no tratamento inicial do polissacarideo
com o reagente protetor fenilisocianato, visando a O-substitui-
¢ao dos grupos hidroxil livres para a formagao do derivado fe -
ni]carbamato, foi empregado dimetil-sulfoxido como solvente,
ja que a dissolugao do polimero na dimetilformamida recomendada
nao foi completa. Nas etapas subsequentes foram incorporadas as

modificagoes propostas por CORREA et a1.2!

, sendo representa -
das pela desacetilacao e metilagao simultaneas do polissacari -
deo fenilcarbamato e pela remogao de grupos fenilcarbamoilas com
o Ton metil sulfinil carbanion (Fig. 18). 0 polissacarideo par
cialmente metilado obtido foi ent3ao submetido a hidrolise acida,
reducao e acetilacao, e a mistura resultante de acetatos de al-
ditois parcialmente metilados foi examinada por c.f.g.-e.m., u-
tilizando coluna capilar empacotada com DB-210. Os componentes
principais detectados (Tabela XVIII') foram acetatos de 2-0-

(20%), 3-0- (3%) e 4-0-metil (5%) glucitol e o glucitol hexa-0-
acetato (71%), em que as posigoes de O-metilagao corresponderam

aquelas dos grupos 0-acetil na estrutura da glucana original.

Com estes resultados pareceu claro, que determinadas unidadesde
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ANALISE POR c.f.g.-e.m.2 DOS ACETATOS DE ALDI-
TOIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES  DAS
METODOLOGIAS DE BOUVENG'S:'4
.21 PARA A LOCALIZAGAO DE GRUPOS 0-ACETIL

NA 8-D-GLUCANA PARCIALMENTE 0-ACETILADA 0BTI-

E DE CORREA t

DA POR EXTRAGAO COM DIMETIL-SULFOXIDO DE

A. muehlenbergii

Componentes Tb %C
2,3,4-Me3-G1c 0,503 (391) 1
2,3-Me2-G1c 0,613 (477) 1
2-Me-Glc 0,775 (603) 20
3-Me-Glc 0,814 (633)

4-Me-Glc 0,904 (703)

Glc 1,000 (778) 71

a

C.f.g.-e.m. em coluna capilar revestida com DB-210.

b Tempo de retencao de cada componente relativo ao do glucitol

hexa-0-acetato (tempos de retencao absolutos).

c

Percentagem (%) da area do pico de cada componente em relagao

ao total das areas dos picos.
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Figura 18 - A B-D-glucana parcialmente O-acetilada (1) foi

tratada com uma solugao de fenilisocianato (PhNCO)
em dimetil-sulfoxido anidro (DMSO) para obter o
po]issacaf?deo fenilcarbamato (2). Este produto
foi desacetilado com metilacao simultanea, usando
sulfato de dimetila (DMS) e NaOH pulverizado em
tetraidrofurano anidro (THF), para resultar o po-
lissacarideo fenilcarbamato metilado (3). A remo-
cao de grupos fenilcarbamoilas de (3) com o Ton
metil sulfinil carbanion (CHZSOCH3) em DMSO for -
neceu o polissacarideo parcialmente metilado (4).

glucopiranose 6-g-substitu¥das no polissacarideo apresentaram

grupos 0O-acetil quase exclusivamente como monossubstituintes nas
posigoes 0-2, 0-3 e 0-4. Entretanto, uma distribuigao quantita-
tiva dos mesmos a partir destes resultados nao pode ser conside
rada, uma vez qué tambem pareceu evidente, em comparagao com as

analises do espectro de romn.-3

C da glucana (Fig. 17) e do
seu conteudo de grupos 0O-acetil (1 grupo acetil para cada 8 a
10 unidades de glucose), que os dados precedentes nao foram
quantitativamente dignos de confianga.

Neste caso, foi entao constatado que uma melhor avalia -
cao da distribuigao quantitativa dos grupos O-acetil na estrutu
ra da glucana poderia ser obtida, razoavelmente, com o exame do

13

seu espectro de r.m.n.- “C (Fig. 17), que mostrou, como ja dis-
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cutido anteriormente, seis sinais com deslocamentos quimicos ti
picos para pustulana e trés sinais menores de tamanhos aproxima
damente iguais em § 78,4, 75,4 e 73,0 para carbonos' 0-aceti-
lados. Estes ultimos puderam ser atribuidos com auxilio da ana-
lise qualitativa de BOUVENG modificada por CORREA et al., recem
mencionada, e levando em consideragao os deslocamentos para cam
po baixo (efeito alfa) e para campo alto (efeito beta) ocorri -
dos devidé a acetilagao de determinados grupos hidroxil da mole

16 (Tabela XIX'). Observar

cula de metil g-D-glucopiranosideo
que os derivados mono-0-acetilados em 0-2, 0-3, 0-4 e 0-6 do
metil s-g-g1ucopiranosfdeo foram preparados pelos prof: DrS P.
A.J. GORIN e A.P. TULLOCH e as analises destes derivados por
tecnicas espectroscopicas de r.m.n. [ homonuclear (]H) con -
vencional e heteronuclear (]30—]H) bidimensional (2D) ] foram
desenvolvidas pelo Dr. M. MAZUREK.

Citando um exemplo, visualizado na Tabela XIX', para me-

Thor compreensao dos efeitos alfa e beta causados pela acetila-

¢ao, poderia ser considerado o caso do derivado 3-0-acetil, em
que a ressonancia de C'-3 O-acetilado sofreu um deslocamento pa
ra campo baixo de 1,6 p.p.m. (efeito alfa), enquanto que aque -
las de C-2 e de C-4 adjacentes foram deslocadas, cada uma, para
campo alto por 1,7 p.p.m. (efeito beta). Aplicando agora estas
consideracoes para o espectro da glucana (Fig. 17), poderia ser
sugerido que o sinal em & 78,4 surgiu de C'-3 0-acetilado, que
sofreu um deslocamento para campo baixo de 1,0 p.p.m. (efeito
alfa), sendo acompanhado por um sinal de C-2 adjacente em S
73,0, que foi deslocado para campo alto por 1,8 p.p.m. (efeito
beta). Ja o correspondente sinal de C-4 adjacente foi provavel

mente deslocado para campo alto (efeito beta), ficando porem
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impedido pela larga ressonancia de C-6 da B-D-glucana (1 + 6)
em § 70,6. Continuando ainda com as proposicoes, poderia ser
atribuido o pequeno sinal em §&§ 75,4 para C'-2 O-acetilado, que
sofreu um deslocamento alfa para campo baixo de 0,6 p.p.m. com
paravel a + 0,8 p.p.m. ocorrido pela mono-0-acetilagao em 0-2
do metil B-Q-g]ucopiranos?deo (ver Tabela XIX'). Infelizmen-
te, qua]qger sinal no espectro para C'-4 O-acetilado deveria
tambem contribuir para aquele em § 73,0 e os sinais de C-3 e
de C-5 adjacentes seriam entao impedidos pelos sinais grandes
em § 76,6 [ ressonancia de C-5 da B-D-glucana (1 > 6)] e em
§ 74,8 [ressonancia de C-2 da  B-D-glucana (1 + 6)] , res-
pecEivamente. Alem disso, qualquer contribuicao de C'-4 O-ace-
tilado ao sinal em § 73,0 deveria ser pequena, ja que o tama
nho deste sinal foi da mesma grandeza que o tamdnho do sinal
de C'-3 0-acetilado em & 78,4, Assim, poderia ser ponderado,
em concordancia com as proposicoes discutidas acima, que 0s
grupos 0-acetil foram principalmente distribuidos entre as po-
sicoes 0-2 e 0-3 na glucana, com uma menor proporgao na posigao
0-4. |

Como conclusao, ficou entao demonstrado que o extrato di

metil-sulfoxido obtido de A. muehlenbergii basicamente apresen

tou uma B-D-glucana com estrutura quimica semelhante a da pus-
tulana. A Unica diferenga registrada foi pela ocorrencia, naglu
cana em estudo, de grupos 0O-acetil como monossubstituintes nas
posicoes 0-2, 0-3 e 0-4, sendo a ultima posigao ocupada em me -

nor quantidade.
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2.1.3.2.4, Estudo comparativo entre B -D-glucanas com grupos

0-acetil isoladas de 17quens

B-D-Glucana do tipo pustulana e apresentando grupos 0-a-
cetil foi preferencialmente obtida por extracao com dimetil-sul

foxido do 1iquem A. muehlenbergii, enquanto que este tipo deglu

cana nao foi encontrado nos liquens St. ramulosum e N. aurantia
co-ater,.

Pustulana, uma B-D-glucana insoluvel em agua fria mas

30

soluvel em agua quente, foi isolada por DRAKE, em 1943, apar

tir dos 1iquens U. pustulata e Umbilicaria hirsuta, e mais tar-
82

por LINDBERG & McPHERSON, sendo caracterizada pela presenga

de apenas ligagoes (1 = 6) entre as unidades de g]ucose.ss’82

Este tipo de glucana foi tambem evidenciado em outros liquens,

tais como, Gyrophora esculenta,%’ns’”6

96,115,116

Lasallia papulo -

97 Umbilicaria carolinia-

Lasallia pensy]vanica95 e

wn

a, Umbilicaria angulata,

97

97

na, Umbilicaria polyphylla,

70

Cladonia amaurocraea (ver Tabela VI anexa na Introducgao

p. 18). Observar que estas especies de liquens, com excecao de

C. amaurocraea, foram pertencentes a familia Gyrophoraceae, su

gerindo uma possivel correlacao entre a posigao taxonomica des-
tas entidades simbioticas e os seus constituintes polissacaridi
cos. Assim, estes ultimos poderiam ser utilizados como compos -
tos de referencia para uma provavel classificagao quimiotaxono-
mica destes liquens.

Ainda foi observado, que as pustulanas presentes nos 17-

quens U. pustulata, U. hirsuta e C. amaurocraea nao apresenta -

ram O-acilagao (ver a referida Tabela VI - p. 18), e, ao contra

rio, as dos demais liquens mostraram a presenga de grupos 0-ace
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til, em quantidades variaveis de 2 a 3% e na posigao 0-3 das u

nidades de glucose, sendo esta posigao determinada para o caso

96

especifico da pustulana O-acetilada de G. esculenta. Nao obs

tante, seria digno de nota mencionar que a pustulana de U. pus

tulata foi isolada por extragao aquosa quente do l1iquem pre -

viamente tratado com solugao de carbonato de sodio a 2%,82 en

quanto que a de C. amaurocraea foi obtida pela extragao alca+

na quente do Hquem.70 Ambos procedimentos poderiam, de algu-
ma forma, ocasionar a separacao dos grupos O-acetil da glucana
original, levando a obtengao de pustulanas estruturalmente al-
teradas, ou seja, sem O-acetilagao. Ja as pustulanas dos demais
1iquens, que apresentaram grupos g—aceti1,95’96’97’]]5’]]6
foram isoladas dos mesmos por extragao aquosa quente, um proces
so que teoricamente nao causaria remogao destes.grupos, porem
poderia provocar a migragao deles de um grupo hidroxil a outro
na estrutura da glucana.

Portanto, como pode ser visto, as pustulanas ate entao i
soladas de 1iquens provavelmente foram todas parcialmente 0O-ace
tiladas. A unica ressalva que deveria ser levada em considera -
¢cao para a obtencao destas moleculas estruturalmente intactas
seria relacionada com o processo de extragao, visando basicamen
te evitar a remogao ou a migragao de grupos O-acetil. Com esta
intencao, poderia ser sugerido o processo de extragao com dime-
til-sulfoxido, a temperatura ambiente, como procedido no liquem

A. muehlenbergii, que conduziu ao isolamento de uma pustulana

praticamente pura e com grupos 0O-acetil, presumivelmente, dis -

tribuidos nas posigoes originais da molecula.
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2.2. PRODUGCAO E FUNCAO DE POLISSACARIDEOS LIQUENICOS

Do mesmo modo que para os carboidratos de baixo peso mo-
lTecular estudados anteriormente (poliois, dissacarideos, aguca-
res livres e glicosideos de poliois), seria interessante verifi
car se os polissacarideos liquenicos recéem-estudados, ou seja,

a-D-glucanas, galactomananas e B-D-glucanas, eram produzidospe
1o micobisnte (simbionte fungal) ou pelo fotobionte (simbionte
algal) dos tiquens, ou por ambos. Esta questao foi posta em pra

126

tica, quando TAKAHASHI et al. realizaram um estudo muito im

portante, em que compararam os polissacarideos de micobiontes e
ficobiontes isolados e cultivados separadamente de l1iquens dos

generos Cladonia, Parmelia e Ramalina, com os polissacarideosso

lTuveis em agua quente caracteristicos destes liquens intactos.

Apos exame do rendimento, dos componentes monossacaridicos, da
solubilidade em agua fria, do espectro de infra-vermelho e do
valor de rotagao especifica de cada polissacarideo, os autores

observaram que os polissacarideos de micobiontes eram muito si-
milares ou identicos aqueles dos liquens intactos, enquanto que
os dos ficobiontes apresentavam caracteristicas diferentes. Por

exemplo, o 1iquem Ramalina crassa intacto (Tabela XX') produ-

ziu dois polissacarideos soluveis em agua quente, em que um de-
les era soluvel em agua fria ( [o] p * 31°), apds resfriamen-
to, e o outro insoluvel ( [a] p ¥ 140°). Observar que ambos
polissacarideos eram constituidos pelo monossacarideo glucose.

Ja o micobionte deste 1iquem produziu da mesma forma dois po -
lissacarideos, um soluvel e o outro insoluvel em agua fria, sen
do ambos formados por glucose e com rotagoes especificas seme

lhantes as obtidas para os polissacarideos do l1iquem intacto.



TABELA XX'

SACARIDEOS DO LIQUEM Ramalina crassa

DE SEUS SIMBIONTES
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PROPRIEDADES QUIMICAS E FISICO-QUIMICAS DE POLIS
INTACTO E

Polissacarideos Solubilidade Composicao em BJD Rendimento
. * em relagao
de j em monossacarideos a0 peso de
agua fria 1iquem ori
ginal (g%)
Liquem Soluvel Glucose + 31° 2,10
1ntacto Insoluvel Glucose + 140° 0,30
Micobionte Soluvel Glucose + 36° 1,30
(Componente - 0
fungal) Insoluvel Glucose + 136 1,80
Ficobionte Soluvel Galactose - 85° -

(Componente
algal)

a

Dados obtidos da referencia 126.
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Por outro lado, o ficobionte do referido 1iquem produziu um po-
1imero so]ﬁvellem agua fria, apresentando basicamente galactose
e com rotacao especifica de - 85° comparavel com aquela en -
contrada para uma B-D-galactofuranana pura ( [a] D " 840).42’70

Portanto, com os resultados obtidos para o 1iquem R. crassa, bem

como para os dos generos Cladonia e Parmelia, os autores sugeri

ram que os polissacarideos soluveis em agua quente isolados de
1iquens e;am principalmente produzidos pelos seus micobiontes.
No entanto, se fosse levado em consideracao apenas o0s re
sultados de TAKAHASHI 33_31.126, ainda permaneceria uma duvida
a cerca da razao pela qual determinados polissacarideos liqueni
cos sao produzidos em quantidades extremamente baixas, enquanto
que outros s3o sintetizados em concentragoes bastante altas. Es
ta duvida poderia ser ilustrada com os estudos realizados por
BARON 91_31.7, em 1985, quando os autores obtiveram por extra -
¢ao aquosa do l1iquem St. ramulosum, uma a-D-glucana do tipo i-
soliquenana, e por extragao alcalina do mesmo liquem, uma B-D-
glucana do tipo laminarana. Como o fotobionte usualmente consti
tue somente uma pequena propor¢ao da massa liquenica total, sen

do em geral circundado totalmente pelo micob1onte,]]0

poderia
ocorrer a possibilidade do fotobionte ser a fonte produtorada
g-D-glucana, ja que a mesma, alem de ser insoluvel em agua quen
te, foi isolada do 17quem com rendimento de apenas 0,19 g%. A -
lem disso, este tipo de glucana normalmente e encontrado em al-
gas.99 Ao contrario, o isolamento da a-D-glucana, soluvel em
agua quente, e com rendimento de 4,48 g%, mostrou que provavel-
mente a mesma tenha surgido do micobionte.

Assim, parece obvio que muitos estudos deveriam ainda ser

realizados para descobrir as fontes produtoras (micobionte ou
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fotobionte ?) de polissacarideos liquénicos, uma vez que os mes
mos nao sao representados apenas por glucanas estruturalmente
simples, mas tambem por polissacarideos com estruturas quimicas
mais complexas, ou seja, galactomananas, e inclusive polissaca-
rideos com grupos O0-acilados, como por exemplo, a B-D-glucana

parcialmente 0-acetilada de A. muehlenbergii. Quanto a esta ul-

tima, alem do empenho em saber qual o simbionte que realmente
sintetiza\o polissacarideo, haveria tambem o interesse em desco
brir se os grupos O-acetil foram originalmente biossintetizados
em diferentes posicoOes ou ocorreram primeiramente numa unica po
sicao e posteriormente sofreram migragao na estrutura da gluca-
na. Observar que esta migragao poderia ser ocasionada pelas ele
vadas temperaturas alcangadas, durante o verao, na superficie
das rochas em que ocorre o desenvolvimento do H‘quem.69
Como as investigagoes procedidas sobre a producao de po-
lissacarideos liquenicos nao definiram completamente a origem
simbiotica dos mesmos, nao seria surpreendente a dificuldade em defi-
nir a fungao dos referidos polissacarideos nos liquens. Entre -
tanto, se fosse considerado que realmente os polissacarideos liqueni-
cos em maiores concentracoes foram produzidos pelos micobiontes
destas entidades simbioticas, alguma luz poderia surgir a cerca
das fungoes destas moleculas, quando se fizesse uma comparagao
entre fungos e 1iquens. Por exemplo, em fungos foi demonstrado
que a composigao polissacaridica de suas paredes celulares e ge
ralmente constituida por uma manana ou por um polissacarideo
contendo  manose ligada(o) a proteina, juntamente com uma glu

43 Por analogia, esta composigao poderia ser re

cana insoluvel,
lacionada com aquela das paredes celulares dos micobiontes 1i -
quenicos. Assim, galactomananas com cadeias principais de a-D-

manopirananas (1 - 6) e ocorrendo naturalmente como proteoglica
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nas, ao lado de glucanas insoluveis, principalmente aquelas com

configuragao beta do tipo 11'quenana134 43

ou do tipo pustulana,
presumivelmente constituiriam as paredes celulares dos simbion-
tes fungais de 1iquens. Alem disso, esta suposigao seria de cer
ta forma confirmada pelo procedimento extrativo utilizado para
a obtengao, sobretudo, de galactomananas de 1iquens, ja que as
mesmas foram geralmente isoladas em maior rendimento atraves de
extragaes\alcalinas, como foi visto anteriormente, sugerindo a
presenca destas moleculas em paredes celulares e consequentemen
te, a necessidade de condigoes extrativas mais energicas para a
separacgao delas da referida estrutura celular.

No entanto, com respeito as glucanas com configuragao al
fa, embora seja frequentemente aceito que polissacarideos con -
tendo apenas glucose e q-ligacoes, como por exemplo, glicoge -
nio e amido, representam normalmente carboidratos de reserva,
foi tambem reconhecido que nem todos os compostos deste tipo

11

servem como substancias de armazenamento. Um exemplo, seria

o polissacarideo nigerana, uma q-D-glucana com ligagoes (1 = 3)

e (1 » 4) alternadas e isolada de fungos dos generos Aspergil -

43

lus e Penicillium, que foi demonstrado nao ser utilizado pe

los microorganismos, mesmo em periodos com limitagao de nutrien
tes. Todavia, muitas investigagoes evidentemente deveriam
ser realizadas para esclarecer esta questao, ja que nos primei-
ros estudos com a isoliquenana, uma q-D-glucana do Tiquem C.

islandica, a mesma foi denominada de amido liquenico e era con

102 E outro fato

siderada como material de reserva alimentar.
interessante, foi que ao contrario do processo extrativo dras-
tico empregado para o isolamento de heteropolissacarideos, as

a-D-glucanas de 1iquens em concentragoes relativamente altas



174

foram comumentemente extraidas com agua, um processo extrativo
mais brando, sugerindo que tais moleculas possivelmente esta -
vam presentes no citoplasma dos simﬁiontes fungais de 1iquens.
Por outro lado, se fosse considerado que os polissacari
deos liquenicos em concentragoes haixas foram sintetizados pe-
los fotobiontes destas entidades simbioticas, a comparacgao en-
tre algas e 1iquens mostraria que a glucana com configuragao

\

beta e do tipo laminarana, provavelmente serviria como reserva

alimentar para os simbiontes algais de Hquens.99
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CONCLUSOES

Com o objetivo de recapitular os resultados alcancgados
no presente trabalho e pararelamente destacar as conclusoes a-
propriadas, os carboidratos obtidos dos 1iquens St. ramulosum*,

N. aurantiaco-ater e A. muehlenbergii*, coletados respectiva-

mente do Braéi], da Antartida e do Canada, foram relacionados
na Tabela XXI', como visualizada na pagina seguinte. Pela ani-
lise desta tabela foram enumeradas as seguintes conclusoes:

1. Carboidratos de baixo peso molecular, em particular
os poliois manitol e arabinitol, foram comuns aos tres liquens
investigados, que mostraram conteudos de manitol inferiores aos
de arabinitol como frequentemente evidenciado em outras espe -
cies de liquens. No entanto, uma observacao distintamente assi-
nalada foi com respeito a presenca de uma proporcao entre mani-
tol e arabinitol excepcionalmente baixa no 1iquem N. aurantia -
co-ater e raramente encontrada em outros liquens, que normalmen

te apresentaram o manitol em quantidades mais desté\caveis,46’70’94

2. o -D-Glucanas com ligagoes (1 »3) e (1 +4) e do ti

po isoliquenana foram isoladas apenas dos liquens St. ramulosum

* Observar que aybém foram citados os caragidratos ob-
tidos por BARON et al. ’" e por GORIN & IACOMINI.
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TABELA XX1' - CARBOIDRATOS ISOLADOS DOS LIQUENS St. ramulosum, N. aurantiaco-ater E A. muehlenbergii

Componentes

Liquens

St. ramulosum

N. aurantiaco-ater A. muehlgﬂggléji

Arabinitol (1,87 g%)5+7
Manitol (0,34 g%)6’7
Outros® (0,98 g%)f+7

Carboidratos
de baixo pe-
so molecular

a-D-Glucanas Com ligagoes (1 = 3) e
(- d)b na relagao de
1,6:1 [isolada por ex-
tragao aquosa: 4,48 g%; °*
por extragao alcalina:
3,06 g7 ]

Galactomananas Cadeias laterais consti

com cadeias tuidas por «-D-Manp-

principais de (1 - 2) e B-D-Galp-
a-D-manopirana (1~ 4) [isolada por
nas (1 - 6) extragao aquosa: 0,24

g%; por extragao alca
lina: 3,48 g% ]

Com apenas ligagoes

B-D-Glucanas
(1 » 3)¢ [0,19 %157

Arabinitol (1,20 g.)*t
Manitol (0,60 g%)%®
Outros? (0,87 q‘!)"6

Arabinitol (2,66 g7%)
Manitol (0,15 g%)
Outros® (0,12 q7)

Com ligagoes (1 -+ 3) e -
(1 + 4)" na relagao de
1,5:1  [3,73 g%)

Cadeias laterais cons':
tuidas por a-D-Manp-

Caderas laterais com -
mais de uma unidade
constituidas predo - (1 »2) e 8-D-Galf-
minantemente por uni (v » 4) [0,60 g’l]46
dades terminais nao
redutoras de  a-D-
Galp [1,20 g7%]

Com ligagoes (1 » 3) Com apenas ligagoes
e (1 +~ 4) na rela -

¢3o de 1:2 [27,02 g%)

(1 - 6)e e grupos
O-acetil (-~ 3%) monos
substituindo as pos}
goes 0-2, 0-3 e 0-4
[38,00 g%)

a

cina, trealose e sacarcse.

b Tipo isoliquenana.

¢ Tipo laminarana.
d Tipo liquenana.

Tipo pustulana parcialmente Q0-acetilada.

0 termo “"outros" correspondeu aos carboidratos de baixo peso molecular representados por inositol, umbi ti

Nota: Os niUmeros entre parénteses representaram os rendimentos dos carboidratos exoressos em g% em relagao

ao peso de liquem original.
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e N. aurantiaco-ater. Glucana com configuragao o-D nao foi po-

rem encontrada em A. muehlenbergii, a despeito de ser geralmente

constatada em liquens, a presenca de a-D-glucanas estrutural -
mente diferentes e contendo ligagoes (1 » 3) e (1 + 4) em pro -

porcoes VmﬁEVEiS(xgr_Tabela V anexa na Introdugao - p. 17).

3.‘ Galactomananas foram obtidas dos tres liquens estu-
dados e mostraram cadeias principais identicas e representadas
por qo-D-manopirananas (1 » 6), como aquelas comumentemente en-
contradas em galactomananas de diversas especies de liquens in-

vestigadas por GORIN & IACOMINI,%°:46,70

As cadeias laterais,

por sua vez, foram contituidas por unidades de a-D-Manp, a-D-
Galp, B-D-Galp e B-D-Galf invariavelmente distribuidas nas
posigcoes 2 e/ou 4 das a-D-manopirananas (1 + 6). Destas cadei-
as laterais mereceu duplo destaque aquelas presentes na galacto

manana de N. aurantiaco-ater, ja que as mesmas aparentemente nao

mostraram unidades de B-D-galactopiranose mas apenas unidades
terminais nao redutoras de a-D-galactopiranose ligadas a uma
ou mais unidades de manose interna. Surpreendentemente, tais ca
deias laterais com mais de uma unidade e especialmente sem ga-
lactose em configuragao B8-D, ate o momento, nao foram regis -
tradas em quaisquer galactomananas isoladas de l1iquens. Alem
disso, digno de nota a ser mencionado foi o isolamento, pelapri
meira vez, do dissacarideo 4-0-B-D-galactopiranosil-D-manose
num acetolisado parcial de galactomanana de l1iquem, especifica
mente naquele de St. ramulosum, que auxiliou na confirmagao
da substituicao da cadeia 1lateral de B-D-Galp na posigao 4 da

cadeia principal da referida galactomanana.
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4, Destacadamente, B-D-glucanas com estruturas quimi-
cas distintamente diferentes foram caracteristicas para cada
1iquem, ou seja, aquela com apenas ligacoes (1 = 3) e do tipo
Taminarana em St. ramulosum, a com ligagoes (1 = 3) e (1 » 4)

e do tipo liquenana em N. aurantiaco-ater e a com somente liga

goes (1 ~ 6) e do tipo pustulana em A. muehlenbergii. Excepcio

nalmente, a B-D-glucana de A. muehlenbergii apresentou grupos

O-acetil (~ 3%), que foram distribuidos como monossubstituin -
tes nas posigoes 0-2, 0-3 e 0-4, ao inves da distribuigao em

uma unica posigao.

5. Finalmente, considerando que os tres liquens, St.

ramulosum, N. aurantiaco-ater e A. muehlenbergii, foram provei

tosamente estudados no presente trabalho em decorrencia da pre
senca de seus carboidratos, em especial dos polissacarideos,em
quantidades significativas, seria de consideravel valor desta-
car ainda o conteudo total de polissacarideos obtido pelas ex

tragoes aquosa e alcalina de N. aurantiaco-ater (56,52 g% do

peso de l1iquem original) e surpreendentemente alto para um 17-

quem.
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