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RESUMO

Foram anali sados het eropoli ssacar ídeos contendo 

manose de 23 diferentes espécies de liquens pertencentes a 
Í3 gêneros, foram obtidos em sua maioria via extração
alcalina seguido por precipitação com Fehling e

# 13 „fracionamento com cetavlon. Análise por r.n.m.— C da região
de C-í de seus espectros éerve como impressão digital
(fingerprints) dos liquens, sugerindo a base de uma possível

quimiotaxonomia de liquens. Os espectros foram arranjados
dentro de 5 grupos, baseando nos principais sinais comuns
c portanto com estruturas quími** similares. Como os
polissacarídeos são provenientes dos micobiontes de cada
líquen, que são os maiores componentes quando comparados com
o ficobionte, servem como base para uma quimiotaxonomia.

No fracionamento realizado com cetavlon a pH 7.0 e 

pH 8.5 na presença de borato, a precipitação ocorreu a pH

7.0 no caso de extrações alcalinas dos 4 liquens, Usnea sp., 

Usnea meridional is, Parmo trema araxicaria e Evernia 
prwnastrim Este resultado já era esperado com o último, o 

qual tem sido relatado conter ácido galacturonico como
13componente do polissacarídeo. No espectro de r.n.m.- C de 

cada preparação, um sinal de ácido carboxílico foi detectado 

em campo baixo. A metilação de cada polissacarídeo, seguido 
por redução do produto per-O-met•1ado com hidreto de lítio 
alumínio deuterado, apresentou um aumento na produção de 
alguns alditóis acetatos, os quais foram di-deuterados a
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C-6. Os resultados mostram que o ácido uronico é GlcApr 
presente como unidades não redutoras terminais e unidades

3-O-subst i tu idas.

As análises dos componentes monossarar íd i cos de 
polissacarídeos que continham manose dos vários líquensr 
observa-se a presença de galactose, glucose e manose, com 
exceção daquele previamente investigado S L&r&oca.\ilori 
ramulosumr o qual apresenta uma galactomanana, e aquele de 
Tornabenia. intricata, agora investigado, apresentando uma 
glucomanana. Esta última foi isolada via precipitação com 

cetavlon a pH 8.5 na presença de borato e contendo 7 % de
glucose. A preparação consiste de 2 componentes com p.m. de

5 5 130.85 x 10 e 1.1 x 10’ e cujos espectros de r.n.m.- C foram
idênticos- A glucomanana contêm uma cadeia principal de
a-D-Manp ligado (1--►ó) com substituições nas cadeias
laterais 2~0-oi-D-Manp, com pequenas quantidades de a-D-Glcp,

a-D-Glcp-(1-->2)-Ca-o-Manp-(1-->4> 3-a-D-Manp, e possi vel-

mente c*-D-Manp-< 1 >2 )-Ca-D-Manp- ( 1 >4) 3-a-D-Manp.

xx i v



SUMMARY
Mannose-contai n i ng heteropolysacchar i des were 

prepared from 23 different lichens of i3 genera, via 
alkaline extraction followed by Fehling precipitation and 
fractionation with Cetavlon. The C~i regions of their
1 9C-n.m.r. spectra served as fingerprints of the parent 
lichen, suggesting a basis of à possible chemotaxonomy of 
lichens. The spectra were arranged into 5 Groups, based on 
principal signals in common and therefore similar structural 

components. As the polysaccharide arises from the mycobiont 

of each lichen, which is by far the greater component when 

compared to the phycobiont, the former serves as basis of 

the chemotaxonomy-
In the fractional precipitation carried out 

with Cetavlon using a pH of 7.0 and then 8.5 in the presence 
of borate, précipitât ion also occurred at pH 7.0 in the case 
of alkaline extracts from 4 lichens, Usrxea sp. , Unsea 
meridionalis, Parma tréma, araucaria, and Evernia prunastri. 

This was expected with the latter as a galactomannan 

containing galacturonic acid has been reported as a
1 3component polysaccharide- In the C-n.m.r. spectrum of each 

preparation» a signal of a carboxylic acid was detected at 
low field- Méthylation of each polysaccharide, followed by 
reduction of the per-O-methy1 ated product with lithium 

aluminum deuteri de, gave rise to eventual production of some
O-methylated alditol acetates which were dideuterated at

xxv



C-6. Their structures showed that the uronic acid was GlcAp, 

present as nonredm: i ng end and 3-O-subst i t ut ed units.
On exam 5nation oT the monosaccharide components

oT mannose—con t a i n i ng polysaccharides of the various
1ichens, all of the preparations were found to contain
galactose, glucose, and mannose, with the exceptions of that
of previously investigated StGrGocaulon ramxilasximr which was
a galactomannan, and that of Torncbb&nici intricata, now
investigated, which is a g1ucomannan. It was isolated via a
Cetavlon precipitate, which formed at pH 8.5 in the presence
of borate and contained 7X of glucose. The preparation

consisted of 2 components with M s of ca. 0.85 x 105 and ca.r
i.i x i05 and whose iaC~n.m.r. spectra were identical. The

overall glucomannan contained a' (i ►6)-l inked cx-D-Manp
main-chain substituted at 0-2 mainly with side chains of
cx—d—Manp with smaller amounts of a—d—G1 cp, a-o-Glcp-d ►2) —

Ca-o-Manp- ( i >4) 1 ot-D-Manp, and poss i bly ot-o-Manp-( 1-->2)-

C ot-D—Man p- ( i >4 ) 3—oi-D-Man p.
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í.i. - GENERALIDADES

O termo líquen foi introduzido na literatura grega
no século 300 antes da era Crista por Theophastrus,
primeiramente para descrever o material que crescia nas 
cascas das oliveiras. Algumas espécies foram exploradas e, 

no século XVI incluídas nos antigos herbários, as quais 
apresentavam propriedades medicinais. O botânico francês 
J.P. de Tournefort (1656-1708) usou o termo "Lichen" como 
nome genérico (Les Elements de Botanique, 1694), mas foi o 
italiano Michelir quem introduziu pela primeira vez uma 
sistemática ordenada (Nova Plantar.um Generar 1729). Mícheli 
enumerou cerca de 300 espécies dentro de 38 ordens. Deve ser 

creditado ao sueco Erik Achoriu (1757-1819) a iniciação dos 

estudos sistemáticos liquênicos. Entretanto o reconhecimento 

do líquenr como uma associação entre um fungo e uma alga, 
para formar um talo estável de estrutura característicar foi 
realizado em 186/ pelo suiço Schwendener (1829 1719). Ele

adotou um rígido sistema de classificação, ignorando os 
caracteres microscópicos- Tal definição do líquen foi
adotada numa reunião da Associação Internacional para

Liquenologia em 1981 (50).
Os liquens ao serem dissecados e analisados ao 

microscópio mostram-se formados por dois organismos 

diferentes, minúsculas algas semelhantes as espécies de vida 

livre e numerosos filamentos de fungos incolores denominados 

hifas. Esses dois organismos crescem juntos, resultando na 

formação de uma nova estrutura vegetal denominada talo



liquenico, o qual não tem nenhuma semelhança com a alga ou o 
fungo quando cultivados em separados (47).

0 talo liquênico o qual resulta da simbiose entre a 
alga e fungo é constituído em sua maior parle pelas hifas do 
fungo e pelos filamentos da alga eni menor proporção- Este 
talo pode apresentar-se com uma forma definida podendo ser 
arbustiva, foliácea ou crustácea- Prolifera sob o solo e 
frequentemente pelas rochas e caules de árvores. Habitam 

todas as regiões, inclusive em áreas onde é impossível outro 
vegetal desenvolver-se. Eles sao elementos de grande 
importância na degradaçáo de rochas devido a secreção de 
certos ácidos orgânicos, os quais degradam a superfície, se 
a rocha tratar-se de calcário ocorre uma dissolução maior ou 
menor desta, no entanto, nas demais a açáo é quase 
totalmente mecânica, devido as expansões e contraçoes 
talinas dos liquens (61). A sua reprodução é realizada 

através de formação de propágulos (sorédios) que sao 

formados por hifas com algumas células de algas (50).

Cada líquen compreende, geralmente uma espécie de 

fungo e usualmente uma espécie de alga. 0 fungo desta 
simbiose, é chamado micobionte, o qual é mais frequentemente 
um ascomiceto e em alguns casos um ficomiceto, basldiomiceto 
ou deut erom i cet o (16) eni associação com um ficobionte, o 

qual invariavelmente pode ser uma alga verde e/ou verde 

azulada, sendo Trebouxia a alga verde mais comum neste tipo 
de associação, assim como Nostoc e Scyton&ma. sâo as verde 
azuladas mais encontradas C03D. Há 13.250 espécies de 
ascomicetos, sendo que 46X destes, sâo capazes de formar



liquens, consisi iodo de 2720 gêneros, os.quais são em maior 
número que os 37 gêneros -Formadores de f icob iontes (50).

A estrutura e composição química não são 

importantes características tm taxonomia em muitos grupos de 
plantas, mas em liquens é um meio prático e proveitoso pura 
identi-Ficar as espécies, pois os liquens produzem 
substâncias químicas que somente são encontradas neles. ê 
por este motivo que os estudos dos liquens têm, ultimamente, 
abordado dois aspectos:

a) Ácidos Liquênicos

b) Constituintes em Carboidratos

1.2. - ÁCIDOS LIOUêNICOS

Cerca de 1000 trabalhos -Foram realizados com o 
objetivo de investigar 209 substâncias químicas em 2.315 
espécies de liquens (21), Estes trabalhos incluem estudo do 

metabolismo secundário e dos os ácidos liquênicos. São 

utilizados na medicina popular desde a mais remota 
antiguidade. Pode-se exemplificar a descoberta do 
naturalista alemão Schweinfurth, que encontrou, no Vale do 
Nilo, um fragmento liquênico no interior de um vaso, 
remontando à XVIII dinastia, cerca de 1.700 A.C., o qual foi 
classificado por J. Muller como pertencente à espécie 

E\>emia /ur/urac-eae e possuindo atividades contra o 
Staphylococcxis aureais- Vale notar que tal líquen não se 
encontra atualmente no Egito; foi provavelmente, artigo de 
importação da Europa, ou Ásia <109).



Takai et ali i (102), realizaram trabalhos sobre 
derivados de ácido úsnico encontrados em liquens, como um 

esforço para encontrar novos agentes antineoplásicos. Ao 
ácido tisnico, no entanto, tem sido atribuido a propriedade 
de causar dermatites em trabalhadores das florestas de 
Columbia Britânica, Canadá (79).

Já existe também grande interesse pela
sistemática de liquens e muitas correntes foram formadas, 
pois por muitos anos a ocorrência de substâncias liquênicas 
e seu uso na sistemática e taxonomia tem atraido a atenção 

de muitos pesquisadores. As reações de cor desenvolvidas por 

Nylander (22), têm auxiliado no estudo da quimica de liquens 

para a distinção de diferentes espécies.
Huneck e Follmann (56), realizaram trabalhos com 

metabolismo secundário de 73 representantes dos liquens 
crustáceos da Família de Buelliaceae, os quais foram 
analisados microquimicamente ou por cromatografia em camada 

delgada. Encontraram que os constituintes mais 

característicos são a depsidona atranorina e a depsidona 

ácido norstictico, e pela primeira vez encontraram nesta 

família ácido lecanórico, ácido physodalico e ácido 
pulvíníco derivado da lactona do ácido pulvínico. Além 
disto, as substâncias das Buelliaceae possuem íntima relação 
com as Physci aceae• Em 1982, Huovinen e Aht i (57), 

realizaram um estudo dos depsideos, depsidona c
d i benzof uranas em Cladartia spp. para explicar a química e o
// // , b background . evolucionário dos produtos aromaticos
secundários detectados na pesquisa quimiotaxonômica do



gênero, esperando assim improvisar também, a taxonomia que
reflete a filogenia o mais natural possível -

0 metabolismo secundário de liquens não foi o único
caminho para montar uma qu i m i ot axononi i a , o estudo estruturai
de glucanas de 1íquens, bem como seus espectros de

13r.n.m.- C tem sido sugerido como uma possibilidade para 
realizar um estudo taxononiico (Í02FÍ10).

1.3. - CONSTITUINTES EM CARBOIDRATOS

Berzelius (íí) isolou pela primeira vez, um

polissacarídeo através de uma precipitação por resfriamento 
de um extrato aquoso à quente, do 1íquen Cetraria islandica 
"Iceland moss", desde entao, tem sido encontrado que cada 
espécie de líquen contém a e/ou ^-glucanas e um 
heteropolissacarídeo contendo raanose (32) F sendo estes 
pesquisados a nível de pol ínieros de baixo e alto peso 

molecular.

Í.3.Í - COMPONENTES DE BAIXO PESO MOLECULAR

Alguns estudos já foram realizados com componentes 
de baixo peso molecular em liquens e algumas revisões 

relacionadas com esse assunto, foram realizadas por 

C.F- Culberson (20) e Pueyo (9Í).
Um trabalho laborioso foi realizado por Lindberg et 

alii (70) que analisaram 60 espécies diferentes de liquens e



verificaram que 55 delas continham arabinitol e que estas

sao pertencentes a ordem Lecanorales, então Gymnocarpeae 

sendo que as demais apresentaram volemitol e fazem parte da 
ordem Verrucariales, que era denominada anteriormente 
Pyrenocarpeae. Esta pesquisa demonstrou que ocorre uma 

diferença química entre estes dois grupos, embora haja nina

heterogeneidade no grupo Verrucariales. O manitol
apresentou-se como um componente de ocorrência generalizada 

em 1íq^rns, bem como arabinitol que parece ser de ocorrência 
comum em liquens, no entanto, manitol n£h> foi relatado na 
Ramalina usnoa (36), e encontrado em pequenas proporçoes no 
Newropogon aurantiaco~ater (08), igualmente em um líquen
basidiomiceto Cora pavonia (58), neste ultimo líquen 

arabinitol não foi detectado.

Alem de manitol e arabinitol, eritritol tem sido 
relatado em espécies de Rocella (70). A alga que faz parte 

desta simbiose é a Trentopohlia, e é conhecido que esta alga 
em vida livre contêm eritritol. Como esta espécie de alga é 
muito comum em 1íquens é de se supor que eritritol seja um 
poliol largamente encontrado em liquens (67).

Após alguns anos de estudo, diversos polióis foram 
encontrados em liquens (08,18,36,58,67,90,104) seridos
glicerol, eritritol, ribitol, arabinitol, manitol,

galactitol, sorbitol, volemitol, sifulitol (i-deoxy-

D-volem i t ol ) , 71110- i nos i t ol e treitol.
Culberson (20) e Pueyo (89) realizaram revisões com 

monossacarídeos redutores, os quais são! arabinose, ribose, 
xilose, lixose, rhamnose, frutose, tagatose, galactose,



a

manose e glucose, identificados por cromatografia em papel, 
sendo que Nishikawa et alii (83) analisaram estes monomeros 
por g.l.c. através de derivados acet ilados,
tr i fluoracetilados e tr imet iIsi1ilados.

Os oligossacarideas mais comuns são representados 

por trealose (1,1 -a-D-glucopi ranos i1-a D-glucopiranose)r 

sacarose ( í ,2-a~D-glucop i ranos i 1 -/?-D*-f rut of uranose ) (20 , 70r 

88), e umbilicina (2-0-/?-D-galactofuranosi 1 -D-arabinitol)r 

encontrada por Lindberg et al . em Urrvbi l içaria pustulata e em 

outras espécies de liquens (70). Também foi encontrada em 

Ac tinogyra mxtohlonborgii (37) e Storoocaulon rccmulosum por 

Baron et al. (06).

Outros oligossacarídeos menos frequentemente 
encontrados na natureza são pel t i ger os ídeos (3-0— — 
galacto-furanosil-o-manitol) do líquen P&ltigora

horizontal is (71) e lactose (4-0-/?-D-galact op i ranos i 1
-oi/^D-glucose) relatado numa Sticta sp - (18).

1.3.2 ~ POLISSACAR ÍDEOS

Apds o estudo realizado por Berzelius na Cotraria 
islandica em 1815 (11), Meyer & Gurtler (75), em 1947, 
realizaram estudos detalhados desta espécie para

determinação da estrutura fina de polissacarídeos 
liquenicos, e isolaram da C. islandica um polissacarídeo 
pelo mesmo procedimento de Berzelius, o qual era formado por 
uma /?-D-g 1 ucana linear contendo ligações (1 — *3) e (1 — >4) ,



na proporção molar de 1 = 3 denominado de "1ichénine". 
Análises posteriores para uma melhor elucidação da estrutura 
foram realizadas por Chanda et alii (14) e Peat et alii 
(87)* que concluíram ser um polissacarídeo estruturalmente 

constituído por uma sequência de celotrioses, que indicam 
duas ligações consecutivas (í — >4), alternada por uma 

ligação (í — K3) isolada; porém, ocasionalmente, quatro 
monomeros consecutivos apresen— tavam-se unidos por ligações 
(í — >4), sendo então sugerida a estrutura I como 
predom i nari t e =

-/?-d ~G1 cp~( í — >4)-/?-d ~G1 cp- (1 — >4)-/?~D-Glcp-( í — >3)-
(I)

Realizando um trabalho paralelo sobre C. islandicci 
Meyer & Gürtler (76), em 1947, isolaram um polissacarídeo do 

sobrenadante aquoso frio, o qual foi denominado
" isolichénine", fornecendo por hidrólise ácida glucose como 

produto principal e traços de manose e galactose. Após 10 

anos Chanda et alii (14) utilizando os mesmos procedimentos 

de extração aquosa, isolaram um polímero semelhante, que ao 
ser submetido a solução de Fehling, apresentou apenas 
unidades de o-glucose. Os resultados de polarimetria, 
oxidação com periodato e os dados de metilação demonstraram 
que este polissacarídeo é de configuração alfa com ligaçao 
(1 — >3) e (1 — >4), numa relação molar de 60 = 40 (89).

Gorin & lacomini (36), em 1984, utilizando os
13^ ,  .recursos de espectroscopia de r.n.m.— C ao analisar os

9



polissacarídeos de C. islandica e R. usnea, obtiveram em 
ambas, isol iquenanas,, espectros com sinais para C-3 <6 82yi 
e 8Í,9) e C-4 (<5 79,3) substituídos, numa relação molar de 
66534. Este recurso nunca foi empregado anteriormente para 
análises químicas de carboidratos, sugerindo uma estrutura 
com duas ligações consecutivas ot-(i— K3), alternada por uma 

ligação a-(í — >4) isolada (estrutura II), apesar de uma 

outra estrutura com sequência alternada de ligações 

c*~(í — >3) e ot-(í — ►4) também ocorresse ao longo do
polissacar ídeo.

-a-D-Glcp"( i — »3)-cx-n-Glcp— ( i — ►3)~a~D“Glcp~(i — ►4)-
(II)

A maioria das glucanas de liquens com micobiontes

ascomicetos, possuem estruturas análogas com aquelas de

1iquenana e isoIiquenanas, mas, com ligações <i — K3) e 

(í — >4) em diferentes proporçoes (32). Casos extremos são 

aqueles de amilose, contendo somente ligações a~(í — >4), 

encontrados em muitos liquens (40, 77) e uma gluçana com 
ligações exclusivas /?-(í — K3) isolada do líquen SLoreocaulom. 
ramulosx/m (06). Pustulana, uma glucana com ligações 
(J- (i — ►ó) tem sido encontrada em muitos liquens, o primeiro 
dos quais foi UmJbilicaria pustulata (69).

Iacomini et alíi (58), estudando o líquen Cora 
pavonia cujo micobionte é basidiomiceto, caracterizaram uma
f?-D-glucana ramificada com ligações (1-->3> e (í >6> e uma
xilomanana. Tais estruturas sao típicas de bas«diomicetos e 
diferem dos componentes polissacarídicos de liquens

Í0



íí

ascomicetos que contêm glucanas lineares e galactomananas.
Com o desenvolvimento da espectroscopia de

í 3 ,r.n.m.- C, o estudo estrutural dos polissacarideos, bem
como de outros componentes, passou a aproveitar esse
poderoso recurso« Yokota et alii, em Í978 (110), valendo-se

13da espectrometria de r.n.m.- C puderam determinar as

proporçoes relativas das ligações existentes em o-glucanas
isoladas de seis espécies de liquens, demonstrando que a
Pctrnualio. cap^ratcc continha uma a-D-glucana com ligações
(1-->3) e (í *4), numa relação molar 1 = 1, enquanto que uma
outra espécie, a Cotraria richardsonii, apresentava uma
/?-D-glucana e uma a—D-glucana com ligações (i >3) e

(í 4̂), nas proporçoes relativas de 3 = 7 e 3 = 2,

respect i vament e. A acroscyphana, obtida do Acroscyphus

sptxaerophoroid&s, era uma ot-D-glucana com ligações <í >3) e

(1-->4), numa relação 2 = 3 e que continha também 6% de

ligações (í *6)«, Um polímero idêntico à acroscyphana, foi

também encontrado no Sphcterophorus globosus, também da mesma
13família. Utilizando-se análise por r.n.m.- C concluiu-se 

que o pol issacar ídeo isolado de Piloptioron ctc iculcLris era 
idêntico ao do Sler&occtxilon japonicump que mostrou serem 
qu i m i otaxonom i cament e rei ac i onados aos 1íquens.

Um estudo de qu i m i ot axori Sm i ca de liquens foi 
realizado por Takahashi et alii (102) quando, em 1981, 

estudaram os polissacarídeos de seis espécies Stereocaulon 
obtidos por extração aquosa à quente, purificados por 
congelamento e finalmente fracionados por coluna de 
DEAE-celulose. De posse destes resultados os referidos



pesquisadores as dividiram em dois grupos', de acordo com a 

solubilidade de seus polissacarídeos em água: um grupo

constituído por St. japonicum, St. sorecLiiferum e St.

exutum, contendo cx-glucanas com ligações (i K3> e (í >4)

na proporção de 3:1, característ ica de uma isoliquenana 

solúvel em água; outros grupos constituídos por St. 
vesuvianvim., St. tomentosum e St. intermedixjm, caracterizados 

pela presença predominante de uma y?-heterogl icana, contendo 

D-manose, D-galactose e D-glucose. Esses resultados 

forneceram uma importante orientação para futuras 

investigações quimiotaxonômicas dos liquens da família 

Stereocaulaceae. Entretanto, Baron. et alii (06), em 1988, 

trabalhando com o líquen St. ramulosurn, obtiveram uma

(3-d—glucana apresentando apenas ligações (1-->3), o que

diferencia daquelas espécies estudadas por Takahashi et al i i 

(102).

Iacomini et al ii (59), em 1985, empregando os 

modernos recursos para análise de carboidratos, estudaram 

três espécies de liquens do gênero Cladonia como a C. 
confusa., C. amaurocraea e C. alpestris. Pelo estudo 

comparativo dos resultados obtidos, os autores concluíram 

que há similaridade entre a C. alpestris e a C. confusa, 

especialmente quanto à forma de crescimento; apesar do 

habitat diferente, cada uma contém traços de nigerana

insolúvel em água, formada por ligações (1-- >3) e (1-- >4) na

proporção de 1:1. Nigerana também foi isolada de outras 

espécies de Cladonia spp. por Nishikawa et alii (84). 0

líquen forneceu D-galacto-D-mananas quase puras isoladas

12



via complexo insolúvel com cobre, -Formado com solução de
Fehling. Eles não são idênticos, mas são relacionados com as

cadeias principais de a-D-manopiranosi1 (í *6)~

substituídas em diferentes posiçzoes por grupos
/?-D-gal actop i ranos i 1 e ct~ D-manop i ranos i 1 . 0 pol issacar ídeo
da Cm alpestris contém unidades consecutivas de

a-D-manop iranosil“ (í >2), 0-4 substituídas por
f?-D~ga 1 ac l of uranose -

A Cm confusa, apresentou uma galactomanana com
unidades de galaclose, p iranosíd icas e furanosíd icas.

Igualmente foi isolada da C. amaurocraea uma /?~D~g 1 ucanar

com um rendimento significativo, bem como uma

D-galacto-D-manana, na forma de complexo cúprico insolúvel-

A primeira foi identificada como pustulana, insolúvel em

agua, o que permitiu sua separação da galactomanana, a qual
continha uma estrutura semelhante aquela da C. alpostris e

13C. confusaT mas que, de acordo com o espectro de r.n.m.- C, 

mostrou d i ferenças.
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í.4. - JUSTIFICATIVAS

Através de estados realizados previamente com alguns
1íquens neste departamento (36,59), observaram que espectros 

1 3de r.n.m.- C dos heteropo1issacarídeos, principalmente 
isolados via complexo insolúvel de cobre, Foram diferentes, 

sugerindo que suas estruturas sao típicas dos liquens e que 
os espectros podem ser usados em estudo quimiotaxonomico. 
Tal método Foi usado com estudos de levedur as por Gor i n e 
Spencer (34), que similarmente isolaram polissacar ídeos de 
manose e examinaram seus espectros de r.n.m.-*H. A grande
variedade de espectros Foram proveitosos em promover uma 

nova quimiotaxonomia de leveduras e em ajuda para suas 

identiFicaçoes em sistemas ecológicos.

1- Sendo assim, procurou-se analisar um maior
numero possível de heteropolissacarídeos contendo manose

í 3através de r.n.m.- C, visando realizar um estudo 
comparativo abrangendo muitas espécies diFerentes.

2- Outros estudos com heteropolímeros Foram
realizados (06,08,32,36,37,59,65,78,104) sendo que muitas 

destas espécies já estudadas, Foram reanalizadas e seus 
resultados serão discutidos neste trabalho, entretanto, nos 
casos que ocorreu Falta de material seus dados de
literatura Foram aproveitados e citados visando um maior 

enriquecimento deste trabalho.
3- Será dado ênFase a estrutura da T. intricata, a 

qual apresentou resultados inéditos.
4- Procuraremos esclarecer, qual unidade de açúcar



ácido que faz parte da composição dos heteropolímeros, já 

que, a galactomanana de Euornia prunastri mostrou conter

ácido galacturonico (78), visto que este componente não é
comum em polissacar ídcos de fungos.de carboidrato em fungos,
o polissacarídeo será reestudado juntamente com outras
espéc i es.

5- As espécies de liquens as quais pretendemos

discutir neste trabalho são as seguintes*

Ordem - Lecanorales 
Família — Parmeliaceae
Gênero e Espécie - Parmslia sulcata, Cotraria

islandica, Parmotrema araiicarta e Parmotrema cetratum.

Fam í1i a - Umb i1i car i aceae
Gênero e Espécie - Actinogyra muehlenbergiiv

Umbilicaria pustulata^ e Umbilicaria. spodochroa^*

Família — Usneaceae

Gênero e Espécie - Evernia prunastri, Ramalina

echloniir Ramalina usnea, Usnea sp-, Usnea meridiònalis e
ANewropogon aurantxaco-ater .

Família - Cladoniaceae

Gênero e Espécie - Cladonia alpestris, Cladania
Aconfusa, Cladonia substellata e Cladonia amaurocraea .

í 5
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Ordem — Lee: ideal es 
Família - Stereocaulaceae

Gênero e Espécie - Sterocaulon ramulosum e
Stereocaulon paschal&m

Ordem - Cyanophilales 
Família - Stictaceae
Gênero e Espécie - Pseudocyphellaria aura ta e

Sticta sp*

Família - Peltigeraceae

Gênero e Espécie - Peltigera aphthosa-

Ordem - Caloplacales 
Família - Physciaceae
Gênero e Espécie — Tornabenia intricatam

A Dados referentes a estas espécies foram obtidos através de 

outros autores na literatura.



MATERIAIS E MÉTODOS
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2.1. - COLETA E CLASSIFICAÇÃO

Os liquens estudados num total de 18 espécies, 

referentes a 13 gêneros, todos pertencentes a Classe dos 
Ascolíquens, Subclasses Gymnocarpeae, foram coletados em
diversas regiões do mundo, assim como do Brasil. O líquen 

Tornabonia intricata Trevis da Ordem Caloplacales e Família 
Physciaceae (29), foi coletado dos carvalhos da Galileia em 
Israel, pela Profa. Margalith Galun, Symbiosis Research 
Laboratory, Department of üotany, Tel-Aviv. fvernia 

prunastri (L.) Ach., (74), foi obtido no estado 

Norte-Americano do Oregon, em convênio com o Prof. Bruce 

McCune, esta espécie é da Ordem Lecanorales e pertence a 
Família das Usneaceae. A espécie Usnea meridional is Zahlb da 
mesma Ordem e Família que a E. prunastri, foi coletada no 
Município de Aquidauana, no Estado do Mato Grosso do Sul e 
cedida pela Profa. I?rilda Divincenzi do Departamento de

Química da UFMS e a Cladonia substellata Vain, da Ordem 

Lecanorales e da Família das Cladoniaceae fora gentilmente 

cedida pelo Prof. Dr. Lauro Xavier Filho da U.F.Pe. e tal 

espécie fora coletada no interior do Estado de Pernambuco. 
Na região metropolitana de Curitiba foram coletados as
espécies Parmotrema araucaria da Ordem Lecanorales da 
Família Parmeliaceae e Ramalina echlonii (Spreng.) Mey. &
Flot da Ordem Lecanorales e Família Usneaceae. Os demais 
liquens encontravam-se disponíveis no laboratório- Sendo que 
as espécies da Ordem Lecanorales são as seguintes: Cladonia

alpestris (L-) Rabenh e Cladonia confusa pertencendo a mesma



Família que a C. substel lata; Ramalina usnea e Usnea sp. r 
ambas agrupadas na Família Usneaceae- Os liquens Cetraria 
islandicaT Parmotrema. sulcata T. Tayl. (Tura). e Parmotrema 
cetratum (Ach.) Hale da Família Par mel i aceae e a Ac t inogyra 
muehlenbergii é da Família Umb i 1 i car i aceae. As espécies da 
Ordem Cyanophilales são Peltigera aphthosa da Família 

Peltigeraceaer Pseudocyphellaria aurata da Família 
Stictaceae. Os liquens da Ordem Lecideales são Stereocaulon 
ramulosum (Sm.) Rausch e Stereocaulon paschale <L.) Hoffm, 
ambos pertencentes a Família das Stereocaulaceae.

A classificação e sistemática dos liquens foram 

confirmadas através de amostras ao Departamento de História 

Natural, Montevideo - Uruguai, na colaboração do Professor 

Hector S. Osórior assim como ao National Museum of Natural 

History - Smithsonian Institution - Washington - USA, na 
colaboração do Dr- Mason E- Hale já falecido.

2.2. - TRATAMENTO PRÉVIO DOS LíQUENS

As espéciers obtidas no estado natural, foram 

submetidas a um processo de limpeza para retirada de 
contaminantes como pequenos ramos, cascas de árvores e 
outros 1 í queris, após o que foram entao lavados 
cuidadosamente em água corrente e secos à temperatura 
ambiente. Finalmente, foram pulverizados em moinho LJiley 
sob malha de 20 rnesh , fornecendo os liquens na forma de pó 

seco.
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2*3. - MÉTODOS ANALÍTICOS GERAIS

20

2*3*í. - PRINCÍPIOS ELEMENTARES

A concentração das soluçoes aquosas polissacarídicas e 
oligossacarídicas, bem como os produtos de hidrólise parcial 
ou total, foi realizadas sob baixa pressão, em evaporador 

rotatório modelo Fisatom-802, à 509C.

As soluçoes e reagentes utilizados nos experimentos, 
todos de grau de pureza PA foram fabricados pelas indústrias 
químicas Reagen, Merck, Ss^a e Aldrich.

A 1iof i1ização das soluçoes contendo carbohidratos 
foram efetuadas em aparelho Virtis, modelo 10-1.45 MR BA.

As rotações óticas específicas foram determinadas em 

pol ar ímetro ''Perkin Elmer'7, modelo 141, à 259C, usando 
solução aquosa a 0,2% ou solução aquosa de hidróxido de 
sódio a i% para os carboidratos insolúveis.

As medidas de pH foram realizadas em aparelho 

"Ionalyzer" modelo 399, na temperatura ambiente* E os 
ensaios que necessitavam de menor precisão, utilizava-se 
papel indicador universal.

A remoção de material inorgânico de soluçoes foi 

realizada pelo uso de resinas trocadoras de ions com resina 
catiSnica (Dowex 50W x 8 ou Dowex 50W x 12 - forma H*> e/ou 

com resina an i on i ca (Dowex 2 x 8  — forma HCO ) sob ay ílaçao
w

magnética e posterior filtração por papel ou algodão.
Os pol i ssacar ideos foram pree ipitados com aproxima

damente a uma parte de solução aquosa de polissacarídeo para
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quatro a seis partes de etanol.

2.3.2. - MÉTODOS CROMATÓGRAFICOS

2.3.2.í. - CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA-GASOSA <G.L.C.>

As cromatografias 1iquida-gasosa foram realizadas em 
coluna convencional, uti1izando—se o cromatógrafo "VARIAN" 
modelo 2440* com detector de ionizaçao de chama* usando 
nitrogênio como gás de arraste (40 ml/min). As temperaturas 

de operação do injetor e do detector eram* 2209C e 2409C 

respectivamente e coluna de aço inoxidável (200 x 0*15 cm 

d.i.) revestidas com as seguintes fases:
a) 00—225 a 3% (p/p) sobre Gas Chrom Q de 100-200 mesh 

(72). A temperatura da coluna (isotérmica) foi de 1909C para 
acetatos de alditóis e de Í709C para os acetatos de alditóis 

pare i almente meti1ados-

b) ECNSS a 3% (p/p) sobre Gas Chrom 0 de 100-120 mesh 

(94). A coluna foi operada com temperatura isotérmica de 
1852C para os acetatos de alditóis e 1609C para os acetatos 
de alditóis parcialmente metilados.

As amostras foram identificadas pelos tempos de 
retenção de padrões. 0-» picos de acetatos de alditóis 
parcialmente metilados foram determinados em relação ao 

tempo de retenção do 1*4-di-0-acetil-2*3*4*6~tetra-0-meti1 

D-gluc i tol.
Os acetatos de alditóis provenientes de hidrólise de 

políssacarídeos e oligossacarídeos foram identificados pelos



tempos de retenção de uma mistura equiponderal de acetatos 
de alditóis contendo glicerol, eritritol, ramnitol, 
arabinitol, xiliítol, manitol, galact i tol K glucitol e 
mia-i nos i t ol .

A composição molar de cada componente analisado por 

g.l.c. foi calculado segundo o método de triangulação e de 

corte e pesagem- (92,96).

2-3.2-2. - CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA-GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (G.L.C.-M.S.)

As análises foram realizadas em um cromatógrafo a gás 

"VARIAM", modelo 3300 acoplado a um espectrometro de massa 

da marca FINNIGAN MAT munido com ITS-40. Três colunas 

capilares de 30 m de comprimento com 0,25 mm de diâmetro 

interno de OV-225, DB-2.^0 e Durowax-4 foram utilizadas para 

as análises de acetatos de alditóis parcialmente met ilados e 

acetatos de alditois. 0 gás de arraste foi hélio ultra puro, 

com um fluxo de 2 ml/min.
O equipamento foi programado com temperatura inicial 

da coluna 509C durante í min, seguindo-se, após este tempo, 
um gradiente de 409C/min até alcançar 2209C, mantendo-se 
isotérmica até o final da análise.

2-3.2.3- - CROMATOGRAFIA EM PAPEL (c.p.)

Nas análises cromatográficas qualitativas em papel 

utilizou-se papel Whatman n2 í e papel Uhatman nQ 3 nas
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preparatívas. As técnicas utilizadas for^m as ascendentes e 
descendentes, com o seguinte sistema de solventes!

A) Benzeno s n—but anol 2 p i r i d i na 2 água (í=5 = 3 = 3 v/vr -Fase 
super i or) < 55).

B) n~Butanolíetanolságua (22ÍSÍ v/v) (36,55).
C) Acetato de etilasácido acético g1 acia1 =ácido 

f oYmicoságua (Í8232Í24 v/v) (99).
D) Acetato de etilazácido acético glacialzágua (3=121  

v/v) (10 0).
A revelação de carboidratos foi realizada com nitrato 

de prata alcalino utilizando o método de imersão (105), 

nitrato de prata amoniacal como reveladores universais (8 6), 

e cloridrato de p-anisidina em n-butanol (54) para açúcares 
redutores.

A migração cromatográf ica dos produtos de degradação
de Srnith dos heteropol issacar ídeos contendo utanose isolado
por extração alcalina -Foram relacionado a D-manose (R.. ) —Man
técnica ascendente, solvente A, enquanto que a migração dos

componentes extraídos com a mistura de solvente metanol-água

4sí foi relacionada à D-galactose (R_ ,) - técnicaUa 1
descendente, solvente B, 72 horas.

A migração cromatográf ica dos produtos resultantes de
acetólise parcial dos heteropolímeros contendo manose
isolados através de extração alcalina foram relacionados à
migração da D-manose (R.. ) - técnica descendente, solvente

M a n

BT 72 horas.
A migração dos produtos contendo ácido urônico obtidos 

por extração alcalina foi relacionada à migração da lactose

2 3
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(R ) técnica descendente, solventes C e D.L AC ’

2.3.3. - RESSONÂNCIA NUCLEAR MAGNÉTICA DE CARB0N0-13

(r -n . m.~^C )

Os espectros de ressonância nuclear magnética de 
carbono-13 foram obtidos pelo uso dos espectrometros BRUKER 
AM-360UIB e CPX~300r incorporados ao transformador de 

Fourier. Os polissacarídeos solúveis em água foram 
examinados em >̂̂ 0 , enquanto que os insolúveis foram 
examinados com soluçoes *̂ 2̂  contendo Na0D a 2%. Essas 
soluções (2 ml> foram colocadas em tubo de 200 mm de 

comprimento e 10 mm de diâmetro e mantidas a 339C, para 

serem analisadas no espectrometroy cujos deslocamentos 

químicos foram por fim corrigidos para temperatura de 70QC 

(+ 0.6 p.p.m.) (38).
Os deslocamentos químicos foram expressos em 6 

(p.p.m.) relativos â ressonância do Me.Si como padrão4
externo (6=0) foram determinados em experimento separado.

2.3.4. - RESSONÂCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE PRÓTON
(r . n . m . ~ ̂ H )

Os espectros foram obtidos pelo uso dos espectrornetros 

Bruker AM-360WB e CPX-300, incorporado ao transformador de 
Fourier, em 360 e 300 MHz respectivamente em relação ao 
núcleo de *FI; posteriormente colocadas em tubos de 200 x 10 

mm d.i. e mantidas a 33QC para serem analisadas no



espectr6metro.

Os deslocamentos químicos foram expressos em <5 
(p.p.m.) relativos à ressonância do Me^S i externa <<5=0> 
determinada em experimento separado.

2.3.5. - MéTODOS FOTOCOLORIMe TRICOS

As determinações quantitativas de carboidratos totais 

foram realizados pelo método do fenol-ácido sulfurico, 
descrito por Duboís et al i i (2 6 ). O padrão utilizado como 
referência foi uma solução de D-galactose numa concentração 
de 40 ^g/mly sendo que o complexo colorido resultante da 
conjugação do hidrdximet ilfurfural com o fenolr foi 
analisado a 490 nm.

Os açúcares redutores foram dosados pelo método de 
Soinogy i -Nel son r <8ir97r98) utilizando como referência uma 

solução padrão de D-glucose <40 pg/ml). A absorbância foi 

1 i da a 535 nm.
Proteínas foram dosadas segundo o método de Lowry et 

ali i (73) a 640 nm.
0 fósforo total foi determinado nas cinzas obtidas 

pelo tratamento de uma amostra do polissacarídeo com ácido 
sulfúrico e ácido nítrico concentrados, em banho de areia 
(Í60QC durante 3 horas), segundo as técnicas preconizadas 
por Chen e colaboradores (15) e Bartlett (09).
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2.3.6 - ISOLAMENTO DAS GALACTOMANANAS

Os liquens em geral foram submetidos aos mesmos 

processos de extração,, com a exceção do 1 íquen TomaJbenia. 
intric.ata. que sofreu uma extração com metanol-água, tendo a 
finalidade de analisar os ol i gossacar ídeos desta espécie.

2.3.6.í. - EXTRAÇÃO BENZENO--ETANOL

Os liquens previamente secos, limpos e moidos foram 

desl í p i d i f i cados com o solvente benzeno-etanol <9:1, v/v, - 

1,00 1), durante 4 horas, sob refluxo. 0 material filtrado 

em algodão, à quente, o extrato foi guardado e o líquen 
residual seco em estufa a 509C para ser submetido ao próximo 
processo de extração.

2.3.6 .2. - EXTRACSO METANOL-ÓGUA

O resíduo liquênico da T. intricata oriundo da 
extração benzeno—etanol foi submetido a uma mistura 
extratora metanol-água <4:1, v/v - 0,5 1), num intervalo de 
4 horas, sob refluxo, e filtrado por algodão ainda à quente.

0 extrato foi concentrado em rotavapor até pequeno 

volume e então deionizado pelas resinas Dowex 50 x 8 (forma 

H+> e Dowex 2 x 8 (forma HC0 3 > para a dessalificação, 
posteriormente concentrado a pequeno volume e liofilizado. 
Uma alíquota desta fração foi hidrolisada com TFA 1 Í1 por 12 
horas a 1009C e submetida a c.p. e posteriormente reduzido



com boroidreto de sódio segundo metodologia desenvolvida por 
Wolfrom & Thompson (107), acetilado (106) e analisado por 
g.l.c. 0 resíduo da extração metanol-água sofreu extração 
com alcali à quente como os demais liquens.

2.3.6 .3. - EXTRAÇÃO ALCALINA

Os resíduos liquênicos resultantes das extrações com 

benzeno-etanol e metanol—água, no caso de T. intrica.tar 
foram tratados com •.MÍu^ão aquosa de hidróxido de potá . , lo a 
27., a Í009C, durante uma hora, sob refluxo e na presença de 
uma alíquota de NaBH . Logo após, filtrou-se ainda à quente/J _

e o resíduo foi submetido a uma segunda extração nas mesmas 
condições, em seguida resfriado em cuba de gelo e 

neutralizado com ácido acético concentrado e os 

polissacarídeos foram precipitados em excesso de etanol e 

finalmente separados por centrifugação (3.000 rpm, 20 min). 

0 precipitado formado foi solubilizado em água e 

1 i of i1 i zado.
Os resíduos liquênicos após as extrações, foi 

descart ado.

2.3.6 .4. - FRACIONAMENTO DOS POLISSACARÍDEOS RESULTANTES
DA EXTRAÇÃO ALCALINA POR CONGELAMENTO E DEGELO

Os precipitados das extrações alcalinas foram 
solubi1izados em água (0.5 1), e a seguir submetidas ao
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processo de congelamento e posterior degelo realizado â 
temperatura ambiente, ocorrendo a -Formação de um precipitado 

insolúvel em água fria, o qual foi separado dos componentes 

solúveis por centrifugação <10.000 rpm, 10 min, 42C) segundo 
Gor i n & lacomini (36). Esta operação de gelo e degelo foi 

realizada na fase insolúvel, até que o sobrenadante não mais 

apresenta polissacarídeo solúvel na solução detectável pela 
reação de fenol-sulfúr ico.

A fase solúvel resultante do fracionamento gelo/degelo 
foi concentrada e submetida ao processo de purificação por 
precipitação em solução de Fehling (64).

2.3.6 .5. - FRACIONAMENTO DOS POLISSACARzDEOS SOLÚVEIS EM
AGUA POR PRECIPITAÇÃO COM SOLUÇÃO DE FEHLING

A solução contendo os polissacarídeos solúveis em água 
foi adicionado igual volume de solução de Fehling e deixado 

em repouso durante uma noite à 42C. 0 precipitado foi

separado por centrifugação (10.000 rpm, 10 min, 42C), e o 
sobrenadante de Fehling foi descartado- O complexo cúprico, 
foi lavado sucessivamente com solução de KOH a 2% e metanol 
(3 vezes cada), sendo centrifugado após cada operação- Em 
seguida o complexo foi decomposto, por agitação, numa 
suspensão aquosa de resina cat iõnica, durante 30 min, logo 

após foi filtrado e liofilizado.
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2-3-6.6 . - FRACIONAMENTO DOS POLISSACAtRjDEOS PURIFICADOS
PELA SOLUCSO DE FEHLING, POR PRECIP ITAÇSO COM 
BROMETO DE HEXADECILTRIMETILAMÔNIO (CETAVLON)

Com a finalidade de obter galactomananas com um maior 
grau de pureza, o precipitado resultante do fracionamento 

pela solução de Fehling <500 mg)* foi submentido ao processo 
de fracionamento por cetavlon* como descrito por Scott <93) 
e por Duarte & Jones <25).

Em pH 7*0 ocorreu a formação de precipitado em alguns

liquens* o qual foi decomposto com solução de NaCl 4 tl e

posteriormente precipitado em etanol, tal processo foi 

repetido por 3 vezes* sendo que logo eni seguida foi 
dialisado em água corrente por 48 horas.

O sobrenadante resultante de pH 7*0* foi tratado com
igual volume de solução com tampáo borato a 3%, pH 8*5*

observando a formação imediata de um precipitado na forma de 

complexo polissacarídico boratado com base quarternária. 

Esta fração foi descomplexada com solução de ácido acético 2 

d- A solução resultante foi finalmente tratada com excesso 
de etanol formando novo precipitado* tal operação foi 
repetida por 3 vezes* sendo que logo após* o polissacarídeo 
foi dialisado por 48 horas.

Ao sobrenadante da precipitação em pH 8*5 foi 

adicionado solução de NaOH a 40%* elevando-se até pH Í2-0 e 
como não ocorreu a formação de precipitado* foi 
neutralizado em banho de gelo com ácido acético 2 Ur 
concentrado a pequeno volume e adicionado em excesso de
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etanol não ocorrendo precipitação.

2.4. - METODOLOGIA ESPECÍFICA PARA ANALISE ESTRUTURAL DOS
POLISSACAR ÍDEOS

2.4.Í. - TESTES DE HOMOGENEIDADE APLICADOS AOS

POLISSACAR ÍDEOS

Os polissacarídeos obtidos de liquens que apresentaram 
resultados inesperados Foram analisados com maiores 
minúcias em relaçao a suas estruturas, entre estas espécies 
encontram-se T. intricata, E. prxinastri, U. meridionalis, 

Usnea sf> - e P. araucaria. Nestas espécies foram realizadas 
ensaios de homogeneidade visando um estudo de maior 
profundi dade.

2.4.Í.Í. - ELETROFORESE F.M FITAS DE ACETATO DE CELULOSE

Uma amostra de Í0 mg de polissacarídeor após coloração

com Azul de Procion M-3G (Cia. Imperial de Indústrias
ôu/núcas do Brasil) segundo o método preconizado por Dudman 
8 Bishop (27), foi realizada em fitas de acetato de celulose 

<2 X 12,5 cm) na presença de tampão borato 0,2 Ur pH 9.2, 
uti1izando—se um aparelho Fanem 250—350 v, 7 mA/10 minutos, 

com câmara de imersão da Chemetron.



2.4.1.2. - GEL PERMEACSO EM COLUNA DE Sf-PHAROSE 4B-200 E
SEPHAROSE 6B

Amostras de polissacarídeos (10 mg de galactomanana ou 
glucomanana) foram dissolvidas em iml de solução aquosa de 
NaCl 0,5 d e aplicadas em coluna de Sepharose 4B-200 (40 X

2,4 cm). As eluiçoes foram realizadas com solução aquosa de 
NaCl 0,5 d.

A coluna de Sepharose 6B (99 X 0,9 cm) foi eluida com 
uma solução aquosa de NaCl 0,2%, e as frações foram 
coletadas utilizando o coletor de frações KLD BROMMA (7000 
Ultrorac fraction collector), e o açúcar total foi 
determinado pelo método de Dubois et al«t (26).

As colunas foram pré~calibradas com varios azuis de 

Dextran.

2.5. - HIDRÓLISES ACIDAS

As hidrólises ácidas foram subdivididas em dois 
grupos = totais e pare: i ai s.

a) As hidrólises totais foram realizadas em tubos 
hermeticamente fechados da marca Kimax ou em ampolas de 
vidro em estufas â temperatura de 100QC, com os seguintes 

ácidos e seus tempos de hidrólise.
— Acido sulfúríco 0,5 Ml por 12 horas.
- Método de Saeman (02) realizado com pré-tratamerito 

com ácido sulfúrico a 72%, durante 1 hora em banho de gelo, 
após este período de tempo, diluído para 4,9% (0,5 d> e
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assim permanecendo por Í2 horas a 1002C. .

- Metanolise (MeOH/HCl 5%) sob refluxo durante 3 
horas, logo após resfriado e neutralizado com carbonato de 
prata e hidrolisado novamente com ácido sulfúrico 0,5 fcl por 

12 horas.
- Ácido trif1uoracético <TFA) 2,0 fci em tubos de 

hidrólise por 8 horas, seguido de metanol/HCl 5% em ampolas 
seladas -

b) Hidrólise parcial, foi realizada em tubos de vidro 

da marca Kimax, utilizando-se ácido sulfurico pH 2 , 0 durante 

18 horas a 100QC.
c) Remoção dos ácidos após as hidrólises
O 1FA foi removido por concentração à secura ou 

evaporação espontânea em vidro relógio num período de 24 

horas.
0 H_SO^ foi eliminado sob a forma de um sal insolúvel 2 4

por cent r i fugaç ao seguido por filtração, após neutralização 

com carbonato de bário.

0 HC1 embora sejá um gás volátil, foi removido através 

da neutralização co'm » u honato de prata e posterior 
f i Itr cu, r: r j o m lã de vidro, pois tratavv s h de material 
p a r c i a l  n u - n f  e  m e t  i l a d o .

3 2
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2.Ó. - REDUÇÃO E ACETILAÇÃO DOS PRODUTOS RESULTANTES DE
HIDRÓLISE ACIDA TOTAL

A mistura de monossacar ídeos obtidos das hidrólises 

totais foram reduzidas com boroidreto de sódio, segundo 
Wolfrom & Thompson CÍ07) à temperatura ambiente, pH 9.0, e 

por um período de 12 horas. Logo após este tempo, o excesso 
de boroidreto de sódio foi neutralizado com ácido acético í 
ü e posteriormente a solução foi tratada com resina Dowex 50 

X 8 (forma H*), que converteu o sal borato de sódio ainda 
existente, em ácido livre. Seguindo por fiItração e 
concentração à secura e o ácido bórico remanescente foi 
eliminado, na forma de éster volátil borato de meti la, por 
co-desti1 ação com metanol.

Os alditóis formados, foram submetidos a acetilação 
pela técnica desenvolvida por Wolfrom & Thompson <Í06) que 

consiste de uma mistura de anidrido acético-piridina, na 

proporção de ísi (v/v, í,0 ml de cada), a Í009C por uma hora 

ou k temperatura ambiente por 12 horas. Após decorrido este 
período, o processo de acetilação foi interrompido por 
adição de gelo ou água gelada ao sistema reagente e os 
alditóis acet ilados extraídos com clorofórmio. A p ir id m a  
resultante foi eliminada do meio por sucessivos tratamentos 

com solução aquosa de sulfato de cobre a 2% e em seguida a 

fração clorofórmica foi lavada com água destilada para 
eliminação total do cobre remanescente. Após a evaporação do 
clorofórmio, os acetatos de alditóis obtidos foram



3 4

analisados por g.l.c., nas condições já descritas,

2.7. - METILACXO DOS POLISSACARxDEOS

Os polissacarídeos (30 - 50 mg) foram reduzidos por 

boroidreto de sódio durante Í2 horas, à temperatura 

ambiente, seguido por neutralização com ácido acético 2 fcl em 

banho de gelo e levado a diálise contra água corrente num 

intervalo de 24 horas. Após este período, as frações não 
dialisáveis foram concentradas à secura e os produtos 
solubi1 izados èm 10 ml de solução aquosa de hidróxido de 

sódio 33% sob agitação magnética. Logo após submetidos a 

metilação, segundo processo descrito por Haworth (52)= Hirst 
& Percival (53). hs soluções de polissacarídeos já 
dissolvidos em 10 ml de solução aquosa de NaOH a 33%, foram 
feitas 10 adições de (0,5 ml) de sulfato de dimetila, em 
intervalos de 20 min sob forte agitação magnética à 
temperatura ambiente? este processo foi repetido por mais 

dois dias consecutivos.

A reação de metilação foi interrompido pelo 
aquecimento a 100S3C, durante 30 min com a final idade de 
decompor o excesso de sulfato de dimetila. Após o 
resfriamento a 0 — 29C, os políssacarídeos foram neutrali
zados com ácido acético 2 11, seguido por diálise em água 
corrente por 48 horas e contra água destilada durante 24 
horas. Após as diálises os polissacarídeos parcialmente 
meti lados foram liofilisados e submetidos ao tratamento 
descrito por Purdie e modificado por Kuhn et alii (6 6). Os



pol i ssacar ídeos liofilisados foram dissol.vidos em 2 ml de 
dimeti1formamida e em seguida adicionou-se 2 ml de iodeto de 
meti la e í g de oxido de prata a cada 24 horas. No decorrer 
de três dias, o sistema de reação foi mantido sob agitação 
constante, à temperatura ambiente e na ausência de luz. 
Decorridos estas 72 horas, o processo foi interrompido pelo 

acréscimo de diclorometano e a mistura foi filtrada e 
posteriormente evaporada até a secura. Análises dos 
polissacarídeos permet ilados através de infra vermelho, 
indicaram ausência da banda de absorção caracter íst ica dos 

grupos hidroxilicos na faixa dos 3400 cm Os

polissacarídeos totalmente meti lados, foram convertidos em 

acetatos de alditóis parcialmente metilados como será 
descr i t o.

2.7.í. - CARBOXI—REDUÇÁO DOS POLISSACARÍDEOS PER-Q-METI- 
LADOS

0 polissacarídeo per-Q-metilado (5 mg) foi dissolvido 

em tetra-hidrofurano seco (0.5 ml) e lítio alumínio 

deuterado (2 mg). Adicionado após 3 horas, o reagente foi 
decomposto com excesso de acetato de etila, seguido por 
ácido acético. A mistura foi diluída com excesso de 
dic1orornetano, o material insolúvel foi removido e a solução 

evaporado até a secura.
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2-8. - ANÁLISE DOS PRODUTOS DE HipRóLISE ÁCIDA DOS
POLISSACAR íDEOS PER-Q-METILADOS, NA FORMA DE 
ACETATOS DE ALDITÓIS

Uma -Fração de cada pol i ssacar í deo meti lado Foi
submetida a uma pré-hidrólise com metanol/HCl a 3X sob 

refluxo a Í009C durante 3 horas, resfriado e o reagente foi 

neutralizado com carbonato de prata e após filtração com 

metanol, concentrado à temperatura ambiente, até a secura. A 
seguir o material foi transferido para um tubo de hidrólise 
Kimax e adicionado ácido sulfúrico 0,5 ü <2 ml) este sistema 
foi rtiínt ido por 12 horas em estufa a 1009C. O ácido
sulfúrico foi eliminado com carbonato de bário, e o filtrado 

límpido foi de ionizado por meio de resina Dowex 50U X 8 

(forma H+). Após filtração, a solução resultante foi 

evaporada a um pequeno volume e tratada com boroidreto de 

sódio deuterado, durante 2 horas, à temperatura ambiente. 
Findo esse tempo, os íons sódicos foram removidos por 

tratamento com resina Dowex 50W X 8 (forma M ) e o ácido
bórico formado no processo, foi eliminado na forma de borato
de meti la, por sucessivas co-desti1 ações com metanol.

A acetilação dos alditóis parcialmente met i lados foi 
realizado por método convencional, com anidrido acético e 
piridina na relação de ísi. Os produtos, na forma de 

acetatos de alditóis parcialmente meti lados, foram extraídos 
com clorofórmio e analisados por g.l.c./m.s. em coluna 
capilar revestida com 00-225, conforme descrito em métodos



analít icos gerais.
O polissacarídeo completamente meti lado do líquen T. 

intricata além da hidrólise por metanol/HCl também foi 
analisado através da hidrólise de Saeman segundo Adams (02) 
por adição de solução aquosa de ácido sulfúrico a 72%r 

durante í hora em banho de gelo, com agitação periódica. 

Após este tempo diluído para 4,9% (0,5 fcl) e assim
permanecendo em estufa a Í009C por Í2 horas. Decorrido este 
período o excesso de ácido sulfúrico foi decomposto por 
adição de carbonato de bário, seguido por redução com 
boroidreto de sódio e acetilação com piridina e anidrido 
acét i co í 5 í•

Os acetatos de alditóis parcialmente meti lados foram 
extraídos com clorofórmio e analisados por g.l.c./m.s. em 
coluna capilar de 00-225, conforme descrito anteriormente.

2.9 - DETERMINAÇ20 DO CONSUMO DE META-PERIODATO DE SÓDIO E

PRODUCSO DE A'CÍDO FóRMICO PELA GLUCOMANANA OBTIDA NO 

LÍQUEN T. intricata

Uma alíquota de ( 50 mg) da glucomanana obtida através 

da reação de cetavlon pH 8.5, do líquen T. intricata, foi

dissolvida em ( 10 ml) de água destilada e oxidada com
solução de meta-per iodato de sódio 0.Í Mt (10 ml), durante 96 
horas, em balão protegido contra a luz e mantido a uma
temperatura próxima de 2QC, conforme prescreve Hay et alii 
(52) e Dyer (24).
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2.9.í - CONSUMO DE META-PERIODATO DE SÓDIO
No decorrer da oxidação, alíquotas de (í ml) das 

misturas em reação foram retiradas para determinação do 
consumo de periodato. As titulações foram realizadas com 

solução padronizada de tiossulfato de sódio 0 . 1 ü, em meio 
fortemente ácido, usando como indicador gotas de solução 
aquosa de amido a 1% (p/v).

O cálculo do número de moles de periodato reduzido por 
mol de hexose anidra foi feito empregando-se a fórmula 
aba i xo =

(B-A) x volume total da solução oxidante x fci Na S 0 x 162
2 2 3

X=__________________ _____________________ _______ ____________
2 x ml de alíquota titulada x g de amostra oxidada x 1000

X = Número de moles de periodato consumido por mol de hexose 

an i dra.

B = Volume da solução de tiossulfato consumido na titulação 
do branco;
A = Volume da solução de tiossulfato consumido na titulação
das alíquotas, nos diferêntes intervalos de tempo.

M Na S 0 - Molar idade da solução de tiossulfato de sódio x2 2 3
fator de correção.
162 = Peso molecular da hexose anidra, por unidade no 
polímero.

Com base no consumo de periodato, expresso em moles de 
rneta-periodato de sódio consumido por mol de hexose anidra, 
em diferentes intervalos de tempo, foram obtidos gráficos, 
em que o valor real da quantidade de periodato necessário 
para a oxidação completa da quantidade de cada
polissacarídeo, foi obtido pela extrapolação da curva para o
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tempo zero.

2.9.2. - PRODUÇÃO DE ÃCIDO FoRMICO

Ao Pinai da oxidação com meta-per iodato, alíquotas de 
í ml foram retiradas e tituladas com solução padronizada de 
hidróxido de sódio 0 .0 1 fci, usando-se como indicador gotas de 
solução aquosa de fenolftaleína a 1%.

0 cálculo do número de moles de ácido fórmico liberado 

por mol de hexose anidra Poi Peito ut i1izando-se a Pórmula 
abai xo s

<A - B) x volume total da solução oxidante x H NaOH x 162
Y=_________________________________________________________________

ml da alíquota titulada x g de amostra oxidada x Í000

Y = Número de moles de ácido Pórmico liberado por mol de
hexose an i dr aj
A = Volume da solução de NaOH consumida na titulação das 

í coletadas no Pinai da oxidação?

B = Volume da solução de NaOf! encontrada para a titulação do 

branco?
íl NaOH “ Molar idade da solução de NaOH x fator de correção.

2.10. - DEGRADAÇÃO TIPO SMITH <1,4,49,60) DOS POLISSACARx-
DEOS

Algumas espécies de líquen soPreram degradação tipo 

Smith. As amostras de polissacar«deos <5-10 mg) foram 

oxidadas com mrper iodato de sódio 0,05 tl <25-50 ml), em 

ausência de luz e temperatura à 49C, durante 96 horas- As 
reações Poram i n fer r onip i das , adicionando leve ext osso de 
etileno glícol aos meios reacionantes. Após dn orrido 1



hora de reação, os produtos foram d ralisados em água

corrente por 24 horas. As amostras foram, então, reduzidas
com boroidreto de sódio, tal reação se processou num
intervalo de tempo de Í2 horas- Após este período o excesso
de NaBHk foi decomposto pela adição de solução aquosa de4
AcOH 2 d até pH ó, a temperatura de 0-29C, e as soluções

foram dialisadas em água corrente por 48 horas. Concentradas
k secura e submetidas à hidrólise com solução aquosa de

H2 ^ 4  ^ rol** durante Í2 horas, a Í009C. Concluídas as
hidrólises o ácido sulfúrico foi removido pela adição de
carbonato de bário, seguido por centrifugação e deionização
com resina cationica. Os materiais hidrolisados foram então

reduzidos com NaBHL, por 2 horas, k temperatura ambiente,4
tratados com resina cationica e o ácido bórico resultante 

eliminado por co~dest i1 ação com metanol.

Os alditóis assim obtidos foram acetilados com 
anidrido acético e piridina (isí) e os acetatos de alditóis 
resultantes foram extraídos com clorofórmio e analisados por 
cromatografia líquida gasosa acoplada ao espectrometro de 

massa, em coluna capilar 00-225.

2.ÍÍ. - HIDRÓLISE ACIDA PARCIAL DA GLUCOMANANA DE T.
intricata

A uma amostra de glucomanana da T. intricata (Í00 mg) 
adicionou—se (10 ml) de H^SO^ 0,ió d e o sistema foi entáo 
mantido em estufa a Í009C por 18 horas. (45). Após decorrido 
este período, a solução foi neutralizada com carbonato de
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bário c -filtrada, seguida por de i on i ?ação com resina 
catiõníca e novamente filtrado, concentrada a pequeno volume 
e submetida à precipitação em excesso de etanol. O 

precipitado foi separado por centrifugação (3.000 rpm, 20 

minutos), logo após, solubilizado em água destilada e 
dialisado em água corrente por 24 horas. Após este período, 
foi concentrado a pequeno volume e liofilizado. A amostra 
resultante foi dividida em 2 frações: Uma fração deste
material sofreu os processos de metilação, pelo método 
desenvolvido por Haworth (51) e Kuhn et alii (6 6), e a outra 

fração foi utilizada para rotação específica e r.n.m.-*H.

2.12. - ACEToLISE PARCIAL DA GLUCOMANANA DE T. intricata E
A PREPARAÇSO DOS OLIGOSSACARrDEOS

2.12.1. - ACEToLISE PARCIAL

Uma alíquota (50 mg) de glucomanana foi adicionada em 
uma mistura de ácido acético glacial (0,4 ml), anidrido 
acético (0,4 ml) e ácido sulfúrico concentrado (0,04 ml). 
Durante a reação, a mistura foi mantida à temperatura 
ambiente e após 3 dias (72 horas), foi processada, de acordo 

com os seguintes passos!
-Gelo foi adicionado a reação para interromper o 

processo de acetólise. Logo após levado pará geladeira e 

mantido até que todo o gelo se liquefez.
-Os carboidratos na forma de acetatos de alditóis
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■Foram extraídos com clorofórmio (6 ml) e a fração 
clorofórmica foi lavada com mais água destilada, em seguida, 
desidratada com sulfato de sódio anidro e filtrada por 
algodão. Após evaporação do solvente, a mistura foi 
1 i ofi1 i zada-

Os carboidratos acetilados foram dissolvidos numa 

mistura de clorofórmio e metanol 2sl (5 ml) e desacetilado 

pela adição de solução metanolica de metóxido de sódio <5 

ml). Com agitação manual e seguido por repouso de uma hora, 
à temperatura ambiente, em seguida foi adicionado ácido 

acético glacial para neutralização do meio alcalino e a 
solução neutralisada foi evaporada até a secura. O resíduo 

no balão de evaporação foi então dissolvido em água, 

de ionizado com mistura de resinas cat ionica e anionica na 
proporção de 3sí e liofilísado.
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2.Í3. - TRIMETILSILANIZAÇÃO DOS POLÍMEROS ÁCIDOS

DEGRADADOS

Devido a presença de ácido uronico com 

substituição em 3—0, conforme (Tabela IX a XII) , 
procurou-se confirmar tais resultados, realizou-se uma 
degradação de Smith em 50 mg do material obtido através da 
precipitação com cetavlon a pH 7.0. O produto resultante da 

degração de Smith, sofreu um processo de metanolise com 
MeOH/HC1 à 5%, por um período de Í2 horas, decorrido este 
tempo, o material foi concentrado em rotavapor e 
posteriormente iiofilizado com a finalidade de eliminar o



HC1 .
A trimeti1si1anizaçâo foi realizada segundo a 

técnica de Sweeley et alii <Í0Í) e as amostras silanizadas 
foram analisadas através de uma coluna capilar de Durowax-4 
<30 m x 0.248 mm), acoplado a espectro de massa, com 

temperatura inicial de 509C durante í min., seguido por um 

gradiente de temperatura de 50QC/min-, até atingir o patamar 
de 2209C permanecendo constante nesta temperatura.

4 3



44

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO



As dezoito espécies de liquens^ ascomicetos, dis

poníveis no laboratorio, foram coletadas em regiões com 

condiçoes climáticas e geográficas distintas, as quais foram 
objeto de um estudo de seus componentes carboidratados. Foi 
dado ênfase a um estudo comparativo das galactomananas uti
lizando principalmente a espeçtroscopia ressonância nuclear

, 13 , ,magnética de C. Mais 5 espécies já estudas foram
compiladas da literatura.

Cada líquen seco, e moído a pó sofreu o processo 
de extração exposto no Esquema I- Em geral, a remoção do 

material apoiar e carboidratos de baixo peso molecular foi 
efetuada com benzeno-etanol e metanol aquoso
respectivamente. Posteriormente os polissacarídeos foram 
extraídos através de uma solução aquosa de hidróxido de 
potássio àt quente.

Os pol rssacar ídeos foram frac ionados por solu-

bilização em água e a solução submetida a um processo de
congelamento seguido por degelo a temperatura ambiente. 0

material insolúvel foi removido e a fase solúvel foi tratada
com a solução de Fehling que forneceu um precipitado
poIissacarídico completado com cobre, que foi descomp1exatío,
purificado e posteriormente fracionado com a técnica de
cetavlon. Somente no caso de uma Usn&a sp. (37), Usnea

mjeridionalis, Par mo trema araucaria e Evernia prwnas tri (78)
foram observados precipitados em pH 7.0 na presença de
cetavlon, sugerindo desta forma a presença de ácidos uro-

13 ,nicos, o qual foi confirmado por r.n.m.— C, nos liquens 
estudados pela presença do sinal a ô 178.2 referentes aos

45



46

ESQUEHA I

LÍQUEN Pó SECO
Benzeno-etanol 9 = i (v/v> 
sob refluxo, 4 hr 
fi1 tração à quente 

LÍQUEN DÉSLIPIDIFICADO
¥rMetanol-água 4sí (v/v)
sob refluxo, 4hr 
filtraçzao à quente 

EXTRAC20 KOH 2% à quente

GELO/DEGELO

sy r Fase solúvel

Tratamento com solução de Fehling

Prec pi tado

cetavlon pH 7.0

cetavlon pH 8.5 
(ptado. com borato)

* Processo realizado na 7\ iniricata.



grupos carboxil.
Na Tabela I (p. 49), estão incluídos dados

concernentes ao rendimento de polissacarídeosr após extração 
e diferentes tipos de purificaçãoe sua composição
monossacarídica. Alguns dados não estão completos devido a 
falta do líquen original, o qual foi coletado no Canadá, ou 
pol íssacarideos insufic ientes para realizar as análises.

Podemos observar pequenas diferenças na composição 
monossacarídica dos polissacarídeos precipitados com Fehling
e aquele > obtidos pelo f r ac i oriamen * o tom cetavlon.

13Geralmente os espectros de r-n.ni.— C dos produtos de cada 

preparação são semelhantes, mostrando estruturas idênticas 

(Figs. ÍA e 1B? p. 53). No entanto, em certos casos, 

pequenas diferenças podem ser notadas (Figs. 2A e 2B; p. 

54) .
Em termos dos componentes monossacarídicos,

manose, galactose e glucose foram apresentadas duas 

exceções. Nenhuma unidade de glucose foi observada na 

ga 1 actomanana de Stereocaulon ramulosum (07) precipitado 
com cetavlon pH 8.5 na presença de tampão borato e as de 
galactose foram ausentes da glucomanana que foi encontrada 
na Tomab&nia intricaia (104).

Devido a composição dos monossacarídeos do líquen 

Tornabenia intricaia, os quais não são citados na 

literatura, procurou-se elucidar a estrutura deste polímero, 

composto de manose e glucose, assim como identificar o 
açúcar ácido presente no precipitado em pH 7.0 dos liquens 
Usnea s p ., Usnea meridional is, Parmotrema araucaria e
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Evernia prwnastri* A última já foi examinada (78) e foi

relatado conter ácido galacturônico. Desde que ácido 
galacturonico não foi encontrado r»a literatura em fungos, 
uma reinvestigação foi realizada para exclarecer este
i mpasse.

Os maiores rendimentos alcançados através da
extraçáo alcalina foram obtidos nas espécies C^írctria 

islandica (55%), Ramjalina &cklonii (54%), Actinogyra 

m\i&h.l&rxb&rgi i (52%) e UsrxecL sp. <5í%). A R. ochlorxii

apresentou o maior rendimento no precipitado de Fehling
(24%) e também no fracionamento por cetavlon em pH 8.5 na
presença de borato (Í6%>. Os polímeros obtidos via
precipitação de Fehling geralmente tem uma composição 
monossacarídica similar para aquele obtido via precipitação 

com cetavlon, mas os rendimentos do precipitado de Fehling

sao superiores.
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TABELA I. RENDIMENTO E ALGUMAS PROPRIEDADES 
POLISSACAR íDEOS OBTIDOS DOS LxGUENS

DAS FRAÇoES
4?

DOS

L í quen X rend imeüL° Rendimento Xa Rend i ment o , , -.25I aJ D
to extração e relação man = e relação nmnígal :glc 
com KOH gal:glc. Ptdo. cetavlon

de Feh1i ng

tf

C- alpestris (59) 
C- confusa (59)
C- substollata 
P. usn&a (36)
Usnea sp- (37)

E. priínasíri (78)

P. ccklonii (77)
(7- mj&ridionalis

P. suicaia (37)
C. islandica (36) 
P. c&tratum 
P- araucaria

St- paschale (37) 
St. raxnulosum (07)

Í0-4
19.2
38.0
50.. 8

43.9

54.0
32.2

38.5 
55. í
46.6 
26.4

2í .8
33.6
19.6P. aurai a 

P. aphthosa (37) -
4. rauohl onb&rgii (37) 52-0 
7. intricaía (104) 22.9

2 . 4 , 4 9 = 2 8 = 2 3 2 . 0 , t  4 6 ° , 5 7 : 3 1 1 2

k

C
O■ 4 8 = 4 5 = 7 3 . 1 , +  5 5 ° , 4 2 : 5 1 7

4 . 5 4 2 = 4 3 = 1 5 3 . 4 , +  5 4 ° , 3 3 : 4 9 1 8

í - 3 , 3 7 = 4 2 = 2 1 í  .  1  , + 8 1 ° , 3 8 : 4 4 1 8

5 . 4 — 5 . 0 ,

2 . 8 ,

M  í  3 ° ,  

+  9 4 °  ,

3  X 4 7  

3 5  =  6 1

2 l "

4

2 . 5 5 3 = 4 2 : 5 4 . 5 ,

5 . 2 ,

+ 1 0 9 ° ,  

M 0 2 ° ,

4 9  =  4 2  

5 1  =  4 4

9 M

5

’ 3 . 7 3 3 : 4 6 : 2 1 1 6 . 3 , +  8 1 ° , 3 6  =  5 0 1 4

4 . 3 3 8 : 3 8 : 2 6 1 0 . 8 ,

0 . 9 ,

+  7 9 ° ,  

+ 1 0 1 ° ,

3 5 = 4  2  

5 2 : 3 5

2 3 »

1 3

7 . 3 , - 2  -  í  , +  8 9 ° , 4 2  =  4 4 1 2

2 . 1 , 4 3 : 4 4 : 1 3 1 . 6 , + 8 7 ° , 4 7  = 4 6 7

2 . 2 3 8 : 5 1 : í  í 9 . 6 , +  9 0 ° , 4 6  = 4 5 9

6 . 0 3 9 : 4 5 : 1 6 1 . 0 ,

3 . 6 ,

* 9 8 ° ,  

+ 9 8 ° ,

5 0  = 4 4  

4 9  =  4 4

6 H

7
6 . 7 , 4 8 : 4 1 : 1 1 4 . 8 , +  5 5 ° , 5 2  =  3 6 1 2

4 . 5 4 1 : 4 9 : 1 0 9 . 0 , +  7 3 ° , 5 7 : 4 3 0

6 . 2 6 5 = 2 4 = 1 1 6 . 1  ,

,  o
+  4  6  ,

,  *  o  
* ^ 6 1  ,

6 1  :  3 0  

4 0  =  4 5

9

1 5

0 . 5 - 0 . 4 , -1 2 0 ° , 5 8  = 3 7 3

8.9 9 0 : 0 0 : 1 0 6 . 4 , + 7 4 ° , 9 3 : 0 = 7

__

^-Cladonia amaurocraea (59) e L&tharia uulpina (37) Foram investigada 
previamente em nosso laboratório, mas não estão incluídas devido a 
falta de material.
* Precipitado a pH 8.5 na presença de borato.

$ Precipitado a pH 7.0.
o Rendimento calculado com hase no peso original total do líquen.
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PAR ï E I - 3.í - QUIMI0TAX0N0MIA DOS LiQUENS BASEADA NOS
HETER0P0L1SSACAR ÍDEOS CONTENDO MANOSE



Os espectros de r.n.m- C de • a- e f?~glucanas
lineares de liquens tem sido sugerido como uma maneira para 
realizar taxonomia química. (110). Contudo, o número
relat ivãmente pequeno de possíveis estruturas químicas é um 
fator limitante. Uma taxonomia de maior confiança poder ia

ser realizada através das análises obtidas a partir de
í 3 * ,espectros de r.n.m— C de heteropolissacarídeos de liquens

contendo manose. Estes sao geralmente compostos de uma
cadeia principal com ligações Cí— >6 ) a~u~Manpy substitui da
com uma variedade de cadeias laterais contendo unidades de
a- e /?—d—Galp, a— e /?— o-Gal / , e a-D-Man p (Tabela VIII? p .
102). Uma outra variedade estrutural é oferecida pela

possível presença de unidades o~Glcp no polímero. Tais

diferenças estruturais entre heteropolissacarídeos de

diferentes liquens for obteria uma grande variedade de
 ̂  ̂ 13 nespectros de r - n . m . ~ C.

13Foram realizados os espectros de r.n.m.- C dos 

hetero- polissacarídeos preparados através dos

fracionamentos com solução de Fehling e cetavlon, para cada 
espécie de líquen. Pode ser visto nas figuras que o espectro 
»' típico de cada líquen. Entretanto, existe grande
similaridade entre os espectros obtidos através dos 
heteropolissacarídeos, os quais podem ser arranjados dentro 
de grupos de micobiontes relacionados em seus principais
sinais de C~i, os quais indicam fatores estruturais 
similares. Por exemplo, temos um grupo formado pela 

Parmjotrema. sulcata <Fig. ÍB? p. 53), Cetraria islandica 

(Fig. 2B; p. 5 4), P. c&trcLt\mi (Fig. 3B; p. 56) e P.

51

í 3



araucaria (Fig. 4A? p. 58) em um outro .grupo relacionando 
Peltigera aphthosa (Fig. 13B? p- 81)r Ramalina ecklonii 

(Fig. 15B? p.83), Ramalina usnea (Fig. 14B? p. 82) e
Stereocaulon ramulosum (Fig. 16B; p. 8 6). No entanto, após

13 tanalisarmos 23 espectros de r.n.m.- C de polissacarídeos

contendo manose de espécies diferentes, pertencentes a 13

gêneros, tais espectros foram distribuídos em 5 grupos e
ser3o discutidos neste trabalho. Porém estes
heteropolissacarídeos são originários dos micobiontes, em
virtude de seu alto rendimento, eles podem ser contaminados
por aqueles dos fitobiontes, os quais possuem um menor

13rendimento, e que dariam pequenos sinais em r.n.m.- C.

3.1.1. GRUPO A

Este grupo é formado pr inc ipalwente pelos liquens 

da Família das Parmeliaceae com as espécies Parmotrema 
sulcata, Ce traria islandica, Parmotrema araucaria e 
Parmotrema cetratum. Reune os espectros com sinais comuns a 

6 99.5, 101.8, 102.8 e 104.6, também foi agrupado as
espécies Usnea sp. , E‘. prunastris pertencente a Família
Usneaceae os quais apresentaram simi lar idades com este 
grupo. Seus espectros são discutidos a seguir-
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Figura ÍA Figura 1B

13 „Figuras ÍA e ÍB - Espectros de r«n«i».— C da região de C-l 
dos het eropol i ssacrar í deos do líquen Parrruotrema. sulccxtar
obtidos respectivamente por pret: ip í taçrao em solução de

13 ,Fehling e o espectro total de r . n • m - - C obtido através da
precipitação com cetavlon a pH 8-5 na presença de tampão
borato, em óxido de deutério (0^0 ) contendo NaOD a 2%, a
709C. Os deslocamentos químicos são expressos em 6 p.p«m.
Atribuições dos sinais ver Tabela II? p - 60«

Analisando os espectros de r«n«ni«~ C da região 
de C-i do precipitado de Fehling e posterior fracionamento
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com cetavlon do líquen ParnvDtrcma sulcata (Fig-ÍA e ÍB)r 

nenhuma diferença significativa é notada nestes espectros, 

entretanto apresentaram grande simi1 aridade com aqueles da 
Cetraria islandiccL (Fig. 2A) exceto para a presença de um 
sinal adicional a 6 101.iy sinal que aparece na C. islaxidicct 
quando fracionado com «elavlon a <5 101.0 <Fig. 2B > y também 
mostrou pequenos sinais de unidades de /?~Gal / (38y4i)y
incluindo aquele para C-í em 6 109.6 (4íy85).

dos heteropolissacarídeos de Cetraria islandicar obtidas 
respectivamente por precipitação em solução de Fehling e o

deutério contendo Na0D a 2%y a 70QC. Os deslocamentos
químicos são expressos em ó p.p.m. Atribuições dos sinais 
ver Tabela II; p.60«

tocj

Figura 2A
Figuras 2A e 2B -- Espectros de r.n.m

Figura 2B
da região de C-í



Nestes espectros foram evidenciados sinais 
intensos 6 104.5 (41,48) característico de unidades de
(3 -Galp ligadas (í~~~h>4) a a~ManpF (43) juntamente com seu 

sinal para C-5 em <5 77.0 e 6 77.i (4í>. 0 sinal para C-l a ó

102.8 sugere grupos /?-D-Galp ligados (i *2) a uma cadeia

principal com ligações <i— ►6 )-a-D-Manpy assim como ocorre na 

D-galacto-D -mananas de ScLCchctromyces octosporus (39).
Uma certa similaridade também foi observada no 

f r ac i onarnen t o por cetavlon, na qual P. sulcata apresentou 
uma relação molar de 42 = 44 2 12 de han=6al=61c e a C. 

islandica 47 = 46 = 7 respectivamente. lal semelhança é 

comprovada pelos resultados de metilação (37,36) que mostram 

como principais componentes para P. sulcata, grupos 

terminais não redutores de Galp (2,3,4,6-Me^-Ga1, 34%) e
unidades de Manp 6-0- (2,3r4-Me^-Man, 24%) e 2,4,6—tri—O-
(3-Me-Man, íó%) substituídas. Sendo que para a C. islandica 
os valores correspondentes foram 36,19 e 15% 

respect ivãmente.
A acetólise parcial realizada no heteropolímero de 

P. sulcata., resultou na obtenção de 2-O-oi-n-Manp^-D-Man e 
2-O-a-D-Galp-D-Man (37), e na C. islandica obteve-se
2-0-ot-D-Ga 1 p-D-han (36).

Comparando com os resultados mostrados na Tabela 
I, resultados obtidos com o líquen Parmo tr&ma c&tratum e 

comparando-os com P. sulcata e C. islandicar nota—se uma 

semelhança quando comparadas as proporções dos diferentes 

monossacarídeos do precipitado em solução de cetavlon a pH
8.5 com razão Han=Gal=Glc de 46=45=9, e uma rotação
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# p 5 oespecífica de Coü ’ ^+90 r com as duas espécies analisadas
acima. Estas semelhanças se intensificam a medida que

~ 13comparamos a região de C-l dos espectros de r.n.m.- C da
fraçao insolúvel no complexo cúprico e a fraçao obtida em pH 

8*5 com tampão borato do cetavlon (Figs. 3A e 3B).
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Figura 3A Figura 38

i  3  wFiguras 3A e 3B - Espectros de r.n.m.- C, região de C-í, 
dos heteropolissacarídeos de Parmotremx cetratwn, obtidos 
respectivãmente por precipitação em solução de Fehlíng e 
precipitação com cetavlon a pH 8.5 na pr esença de tampao 
borato, em óxido de deutério (D^O) contendo N.»Ol> a 2%, a 
70Í2C. Os deslocamentos químicos são expressos em 6 p.p.m. 
Atribuições dos sinais ver Tabela II? p. 60.

Em tais espectros são evidenciado pelo sinal a 6

104.5 (40,48), que indicam unidades de ,/?-Galp ligadas
(i >4) a cadeia principal<4i ). O sinal 102.8 aponta grupos
a-D-Galp substituintes em 0-2 de uma cadeia principal com 

ligações (í >6 )-a-D-Man p. Os dados de met ilação deste



heteropolímero <17) apresentaram como componentes
principais, grupos tsrniinais não redutores de Manp (4Z), 
Glcp (5%) e Galp (41%), unidades Glcp 3-0-substituidas (4%) 
e Galp 2-O-substituídas (2%), além de unidades Manp 2-0- 
(1Z), 6-0- (22%)r 2,4—d i —O— (i%)r 4,6-di-O- (6%), 2,6-di-O-

(5%) e 2 ,4,6-tri-O-substitu idas (10%), E os dissacarídeos 

obtidos através da acetólise parcial, foram os

2-O-oi-D-Gal p-D-Man e 4-0-í?-D-Gal p-o-Man (17), os quais 
comprovam a estrutura do polímero discutida anteriormente.

A Partn&tr&mci araucaria apresentou baixos 
rendimentos de heteropol issacar ídeo de 1% a pH 7,0 e de 3,6%
a pH 8.5, quando fracionado com cetavlon, e cada preparação

„ , 25 o _ „apresentou uma rotação específica de Coü ■ Também, não
foram encontradas diferenças significativas entre as

proporçoes de MansGalsGlc, onde o polissacarídeo a pH 7.0

tem uma relação de 50:4456 enquanto que em pH 8.5 apresenta
49:44:7 respectivamente (Tabela I; p. 49). Estes resultados
quando comparados com o 1íquen P. cetratvmT apresentam
alguma similaridade, principalmente com as frações obtidas
no pH 8.5 da reação com cetavlon.
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Figura 4A
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Figura 48
13,Figuras 4Ar 4B E 40 - Espectros de r.n.m.- Cy região de

C—í y dos heteropol issacar ídeos de Parmjotr&ma. araucariar 
obtidos respectivamente por precipitação com solução de
Fehling e prec i p i taçao com cet avlon a pH 7 . 0 ’ e pH 8-5 em
óxido de deutério (DO) contendo NaOD a 2%r a 70QC- Osr?
deslocamentos químicos sao expressos em 6 p-p-m- Atribuições 
dos sinais ver Tabela II? p. 60-



Realizando uma análise comparativa entre os 
13 „espectros r.n.m.- "C, região de C-l do precipitado de 

Fehling (Fig. 4A? p. 58) e da região de C—1 dos outros dois 
espectros dos polissacarídeos precipitados em pH 7.0 (Fig. 
4B? p. 58) e pH 8.5 (Fig 4 0  com cetavlon, observou—se 

poucas diferençar, nos sinais em termos de seus deslocamentos 

químicos, exceto a aparência de uma sinal a <5 109.7 (/?-Gal/> 
em Figura 4A.

Os sinais da região de C-i mais acentuados são 6

104.6 e 102-9 indicando f?-D-Galp <1 >A> e cx-o-Galp (1--»2)
ligados respect ivãmente a cadeia principal de
<1 >6 )-cx-D-Manp. 0 espectro apresenta dois sinais menores

que os dois anteriores a <5 100.6 e 1 0 1 . 8 referentes as
unidades da cadeia principal não substituídos e 

2,4~di—O-substitu idos, respectivamente. Ainda temos um sinal 
da cadeia principal a <5 99.5 que indica substituição das 
cadeias laterais em 0-2- Convém ressaltar que o sinal &

178.2, está presente em todos os espectros e que a reação de 

cetavlon não foi eficiente no fracionamento das moléculas 
contendo os grupos carboxílicos.

Os valores apontados na região de C-i demonstram a 
existência de uma grande similaridade entre os polímeros de 
P. cxraucctricL e P. cotratum e as duas outras espécies 
pertencentes a Família das Parmeliaceae que são a P. suícclícl 

e C. islandica (36,37).
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„  13labei a II - Atribuirão de sinai.s r.n.m.- C de
polissacar ídeos isolados através do frac ionamenlo por
cetavlon com tampao borato pH 8,5 das espécies P. sulcatar

C. islandiccir P. c&tratum e P. araucaria.

60

LíQUENS 

Polímeros valores em <5 p - p •  m . Atribuição de sinaisa

P. sul- C. is- P. ce-. P. araxx-

caia. landica iratum caria

178.2 C~6 grupo COOH
109.6 C-l./?-GaJL/

í 04 . 5 104.7 Í04.6 104-6 C 1 -P ELaJLp~~l--►4—a-Manp
10 2,8 103.0 102.9 1 0 2 .8 C 1 .cx GLaJL/>“l--►2-a-Manp
101 .7 1 0 2 .0 1 0 1 . 8 1 0 1 . 8 C-l.a—Manp 2,4,6—subst.
100.8 1 0 1 . 0 100.7 100.8 C-l.a-Manp 6 -subst .
99.4 99.7 99.5 99.5 C-i.a-Manp 2,6-subst.

84.2 C—3-G1cA 3-subst.C?)
77.0 77.1 77.1 - C—5 . /?—Gal p
67.8 67.5 67.9 67.9 C-6 .a-Manp 6-subst.
67.1 67.3 67.3 67.2 C-6.a-Manp 6-subst.
62.7 62.7 62.7 62.7 C-6 .a-Manp e

/?-Galp. não subst .

a- Unidades de ot-o-Manp sao da cadeia principal
< í-►6 ) -subst i t u ício.

Os sinais atribuídos na Tabela II foram obtidos 
através dos resultados de metilaçao encontrados na 
literatura <37,36>, e de acetólise parcial da C. islandica



(36) e P. sulca.ta, (37)* P. cetraím (17) e os ensaios 
realizados nos heteropolissacarídeos do líquen P. araucaria.

Tais resultados, somados com a alta rotação
, 25 o #específica, CocJ para o het eropol ímer o de P. sulcata
25 Qe Cal Para aquele de C. islandica, nos leva a

concluir que eles compartilham uma estrutura principal 
semelhante como proposta na estrutura 1 (32,37). Não
levando em conta que o heteropolímero de P. araucaria
contém unidades de ácido uronico,

a-D-Galp
1

i

) -ot-D-fianp- ( í— >6 ) -ot-D-iianp- ( 1— ►6) —
4
tí

/?~D~Galp
ESTRUTURA 1

Eni 1984 r Gor i n & lacomini (37) obtiveram uni
heteropolissacrídeo contendo manose através da extração
alcalina e precipitação com solução de Fehling da Usnea sp.

Tal material apresentou uma razão 43=42=14 de Man=Gal=Glc

respectivamente (37), semelhante a encontrada neste trabalho

pelo fracionamento por Fehling (Tabelas I; p- 49).
Através da reação com cetavlon realizada no

heteropolímero obtidas através da precipitação com Fehling

da UsvuecL sp. ,foram obtidos duas Trações uma em pH 7.0 e
outra em pH 8.5. A primeira forneceu um heteropolímero com
um regidimento de 5% e com uma alta rotação específica

25 oCcü D+ií5~r e a segunda apresentou um rendimento de 2 .8% e
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~ r 25 O ^uma rotação específica de Cocll , tais diferenças sãoD •
devidas a uma proporção mais alta de unidades de a~D~Galp na 
primeira fração. O precipitado, na ausência de tampão 
borato, apresentou 21% de glucose e uma razão entre Man=Gal 
de 33547, já o precipitado a pH 8-5 com tampão borato, tem 
uma baixa proporção de glucose 4% e a razão de 35*6! de 

Man 5 Gal-
13 r*rOs espectros de r.n.m.— "C, na região C-í, do

precipitado de Fehling da Usn&ct sp. (Fig. 5A), dos
precipitados de cetavlon a pH 7-0 (Fig. 5B ? p. 64) e a pH
8.5 (Fig- 5C? p. 63) apresentam diferenças significativas.
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Figura 5A Figura 5B

13Figura 5A e 5B - Espectro de r-n.m-- C do 
het er opol i s sacar í deo da Us ri&ct sp- obtido at r aves da 
precipitação com solução de Fehling e cetavlon a p H 7-0 em 
óxido de deutério (D_0) contendo NaOD a 2%, à 70 9C. Os

c .

deslocamentos químicos são expressos em ô .p-p-iii. Atribuições 
dos sinais ver Tabela III? p. 65-



A figura 5A apresenta o espectro de r . n . m . - C da
fração precipitada em solução de Fehlingr o qual mostra um
sinal em campo baixo a <5 178*2, que refere-se aos grupos 
carboxí1icos? a região de C-í apresenta 9 sinais, entre os
quais se ressaltam três picos a ó 104-6, 6 104*5 e 6 104*3, 
o primeiro sinal refere—se a unidades não redutoras /?-D~Galp
ligadas (1-->4 > a oi-u-Manp-C 1--►ó) da cadeia principal- Os
demais sinais a ô 104-5 e ó 104-3 não foram realizarias
atribuições devido a falta de padrões- O sinal a 6 102-7,
não pode ser identificado pelo mesmo motivo, no entanto, o ô 

101-8 corresponde ao C-i das unidades internas de manose 

2,4-substituído por cadeias laterais- Outros sinais a 6 

100-9 e 99.5 correspondem respectivamente a unidades

a-D-Manp não substituídos e 2-substituidos * Em campo mais 
alto observa-se uma ressonância a 6 77-1 indicativo de C-5 

de /?—d - Ga 1 p.
13 . ~0 espectro de r.n.m-— C, região de C—1 do 

precipitado a pH 7.0 (Fig. 5B) obtido da solução de

cetavlon, apresenta um sinal intenso a 6 178-5
correspondente a grupos carboxí1 icos. Os grupos de
fi-p-Galp-(1-->4>-a-D-Manp são apontados pelo sinal 6 104-9,
enquanto a 6 1 0 1 - 0 é prova1 ve 1mente devido as unidades de 
(í >6 > -a-D-Man p da cadeia pi int. ipul.
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13Figura 5C - Espectro de r.n.m.- C, região de C~í do
heteropolissacaídeo da Usn&a sp, obtida através da 
precipitação com cetavlon a pH 8.5 na presença de tampão 
borato, em óxido de deutéiio <D20> contendo NaOD a 2%, a 
70QC. Os deslocamentos químicos são expressos em <5 p.p.rn.
Atribuições dos sinais ver Tabela III; p. 65.

A Figura 5C mostra um espectro da região de C-l 

do heteropolímero da Usn&a sp. com menos complexidade que 
os dois outros espectros apresentados (Figs. 5A e 5B; p. 

62). Ainda há contaminação de grupos carboxílicos indicados 
pelo sinal 6 178.2. Na região de C-l, surge um sinal
acentuado a 6 104.7 referindo-se a unidades não redutoras de
/?-D-Galp ligados <1-->4) a cadeia principal ot-D-Manp-< 1--►6 )
substituído, e o sinal a ó 102.9 corresponde ao C—1 dos

grupos ot-o-Galp ligados (1-->2) (36). Um outro sinal
intenso está presente a <3 1 0 1 . 8 indicando unidades de
a-o-Manp (1--►ó), 2,4-di-O substituídos e unidades de
manose não substituídas e 2-O-substituidos Fornecendo 
respect ivãmente pequenos sinais a ô 100.9 e 99.6.
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~ 13Tabela - III - Atribuição de sinais r.n.ro.- C dos
hetcropolímeros obtidas da Usn&a sr.

Frações e sinais 6 p.p.m. Atribuição de sinais*

Ptado de Cetavlon

Feh1 i ng

PH 7.0 PH 8.5

178.2 178.2 178.2 C-6 . grupo COOH
104.6 104.9 104.7 . C-i. ft-Gal p 1-->4 a-Manp
102.7 - 102.9 C-i. ot-Gal p 1-->2 a-Manp
1 0 1 . 8 - 101 .8 C-l . a-Manp 2,4-subst.
100.9 1 0 1 . 0 100.9 C-i. a-Manp não subst.
99.5 - 99.6 C-i. a—Manp 2-subst.
98.2 - 98.0 C-i. Hex-O-P?
- 97.9 - C-l. Hoc-0-P?
97.4 - 97.6 C-i . Hex-O-P?
97.2 - - C-i. Hex-O-P?
84.7 84.5 - C-3. GlcA 3-subst.?
78.6 - - C-4. Galp 4—subst.
77.1 — 77.2 C-5 . ?̂-Gal p.

a- As 
1 -->6

un i dades de a- 
1 i gada.

-Manp são componentes> da cadeia principal

A Tabela III* nos mostra que o polímero obtido no 

precipitado de Fehlíng é composto por dois polissacarídeos* 

os quais apresentam sinais diferentes em C-í. Analisando 
diretamente os espectros (Figs- 5B e 5C p. 62 e 64)r 
observamos também* diferenças nas intensidades dos sinais. 
Vale ressaltar que o het er opol í mer o obtido a pH 8.5 da U&ri&ct 
sp.* ainda encontra-se contaminado com aquele que compoe a 
estrutura obtida a pH 7.0* já que em pH 8-5 do cetavlon



ainda c obtido 4% dc glucose. Estas diferenças são 
comprovadas, através dos dados de metilação (Tabela IX; p. 
113). A estrutura do precipitado da Ustxea. sp. , pH 8.5 do 
cetavlon, forneceu os seguintes acetatos de alditúis 

parcialmente metilados 2,3,4,6-Me^-Glc (10.0%), 2,3,4,6-
Me4-Gal (31.0%), 2,4,6-Me3~Man (9.0%), 2,3,4-Me3-han
(14.0%), 2,3,4-Me3-Glc (11.0%), 3,4-Me2~Man (17.0%) e
3-0-Me-Man (6.0%) e o pol i ssacar ídeo da Usnea. sp 
precipitado a pH 7.0 na solução de cetavlon produziu os 
seguintes acetatos de alditóis parcialmente metilados.
2,3,4,Ó-Me4—Glc (8.0%), 2,3,4,6-Me4-Gal (28.0%),

2,4,6-Me -Man (11.0%), 2,3,6-Me -Gal (4.0%), 2,3,4-Me-Man3 o • 3
(19.0%), 2,6-Me —Gal (4.0%), 4.6-Me_-Glc (2.0%), 2,3~Me -Mancí td cC

(13.0%), 3y4-Me2 -ílan (3.0%), 2-0-Me-han (3%) e 3-0-Me-Man 
(6.0%).

Estes resultados estao de acordo com os dados 
obtidos pela degradação de Smith, da espécie Usnea. sp. na 
qual o polímero que precipitou a pH 8.5 com tampão borato 

(cetavlon), produziu 78.5% de glicerol, 16.5% de eritritol, 
1.0% de treitol e 4.0% de manitol. 0 polissacarídeo que 

precipitou em pM 7.0 liberou 62.5% de glicerol, 12.0% de 
eritritol r 10.5% der treitol e 15% de manitol.

Em face dos resultados apresentados acima, podemos 
afirmar que o pol i ssacar* ídeo da fração 8.5 do cetavlon 
possui uma estrutura em grande parte semelhante a estrutura 
2 e compartilha em menor intensidade com a estrutura 3. O 
polímero a pH 7.0, possui uma estrutura principal, 
constituída por unidades ot d -Manp com ligações (1—  >6 )r
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apresentando ramificações de grupos /?-o-Galp ligado a cadeia
principal por ligações <í >4). Uma estrutura mais concreta,

deverá ser proposta com resultados de acetólise parcial 
destes polissacarídeos, não realizada por falta de amostra.

)-a-D-Manp—(i— >6 )-a-D-Manp-(i— ►6 )-a-D-Hanp-(i— *6 ) —

í t
1 í

fi— d—Galp fi~ d—Galp

ESTRUTURA 2

6 7

a—d—Galp a—d—Galp

í t
2 2

) — a — d— Manp — ( i »6 ) — c*— d — Manp — ( í *6 ) — ct— d — M a n p — ( i >6 ) —

? r
í  í

a-D-Galp cx-D-Galp
ESTRUTURA 3

A espécie Evernia prunastri apresentou resultados 
semelhantes tanto no precipitado a pH 7-0 (Fig. 6At p. 6 8), 
quanto no precipitado a pH 8.5 na presença de borato (Fig. 

6B; p. 6 8). Os rendimentos foram 4.5% e 5.2%
respectivamente, e as rotaçoes específicas apresentaram-se

25 Q oaltas para ambos os polímeros de Coü D+Í09 e + 102 . As
respectivas relações de MansGalsGlc foram 49:42:9 e 51:44:5.
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13 ~Figura 6A e 68 — Espectros de r . n - m . — C da região de C-i 
dos heteropol ímeros de Evemia pruncLsirir obtidos 
respectivamente por precipitação com cetavlon a pH 7.0 e na 
presença de tampão borato a pH 8-5y em óxido de deutério 
<Do0) contendo NaOD a 2%r a 709C. Os deslocamentos químicos 
são expressos em <5 p-p.m.

0 espectros de r.n.m.-í3C, região de C-í, dos 
heteropolissacarídeos obtidos a partir do pH 7.0 e pH 8.5 do 
cetavlon de E. pruruastrir apresentam algumas diferenças na 
intensidade de alguns picos, entre eles, temos o sinal a <5 
Í09.8 correspondendo as unidades de /?-D~Gal/ ligadas
<í >4) a a-Manp, que é mais acentuado no produto de pH 7.0,
que, apresentou 5.0% de 2,3,5,6—Me^Gal (tabela X; p. ÍÍ7), o 
mesmo acontece com o sinal <5 178.2 que se apresenta maior a



pH 7.0 e corresponde neste c b s o  a arupos carboxílicos 
enquanto o mesmo está ausente em pH 8.5.

No geral, a região de C~i de ambos os espectros 

apresenta um sinal mais saliente a 6 102.9 indicando grupos 

de extremidades não redutoras de a-D-Galp ligados por
<i 2̂) na cadeia principal de ot-D-Manp com ligações

<í >6) , seguido por um sinal coni intensidade bem menor no
caso do polímero precipitado a pH 7.0* <5 104.6 apontando
unidades terminais nao redutoras /?-D~Gal p ligadas (1-->4).
Ainda na região de C—1 temos um sinal a <5 103-7* indicando
unidades terminais não redutoras ligadas a (1-->2) a

a - D - h a n p -

3-1-2- Grupo B
Este grupo é baseado nas espécies que apresentam

13eni seus espectros de r.n.m.- C sinais proeminetes a <5 103.7 
e 104-9* os quais surgem das cadeias laterais
respectivamente de estruturas a-Manp~(i >2) e /?-Gal p-

<1->4) ligadas as unidades de a~Manp (1— >6) substituídas

da cadeia principal. Sendo que os polissacarídeos de
C ladonia alpesírís e Cladonia confusa, ambos pertencendo a
Família das Cl adon i aceae possuem este perfil na região de 
C-l de seus espectros, igualmente a espécie Storoocaulon 
paschalo que faz parte da Família Stereocaulaceae e também 

a espécie Psoudocyphollaria aurata a qual está classificada 

na Família Stíctaceae.
Através da Tabela I* observa-se que a C. aipos íris 

e a C. confusa apresentam rendimentos e rotaçoes específicas

6 9



25 o 25 ode 2.0%, CoG B 3.1%, CoG q +55 respect i vãmente. As
relações de MansGalsGlc das frações obtidas através da
purificação com cetavlon, não apresentaram coincidência
significativa para estas duas espécies. No caso de C.
alp&strisr da qual, temos somente o espectro do cetavlon a

pH 8,5, tal polissacar ídco posssui uma razão Man=Gal:Glt de

5/: 31 = í2 respectivamente (Tabela I) e seu espectro (Fig 7?
P. 7í), apresenta um grande sinal a 6 103.7 indicando
unidades de extremidades não redutoras de a-o-Manp ligadas
(í >2) a a-D-Manp (59), e o sinal a 6 104.9 relacionado as
unidades de /?~D-Gal p (41) ligadas (1-->4) a a-o-Manp. Foi
detectado um pequeno sinal em campo baixo a 6 109.6 que

indica a presença de /?-D-Gal/ (84,39), e seu sinal

correspondente a C-ó em campo alto a <5 64.8. Ainda temos a

presença de um pequeno sinal 6 102.4 indicando a presença de

unidades internas de C-i de a—Manp— (1 »2 ) —a~p—t4anp~~ ( í >2 ),

(46). Os sinais de <5 100.9 e 99.8 referem-se as unidades da
cadeia principal de oc-Manp (1-->6) que são não substituídas
e substituídas em 0-2 por cadeias laterais (46).
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13Figuras 7 e 8 — Os espectros de r-n-m.- C dos
heteropol i ssacar ídeos de ClacLonia alpestris e Cladonia 
confusa respectivamente, ambos obtidos através da 
precipitação com cetavlon na presença de tampão borato a pM 
8.5, em óxido de deutério (D^©) contendo NaOD a 2%, a 709C. 
Os deslocamentos químicos são expressos em 6 p.p.m.

13Comparando os espectros de r.n.m.—" C do complexo 
insolúvel em solução de Fehling e do obtido por precipitação 
com borato a pH 8.5 na solução de cetavlon, de C. confusa, 
não se observa diferenças significativas- A Figura 8 
pertencente a C. confusa, apresenta dois fortes sinais na 

região de C-í a<5 104.9 e 6 103.7, o primeiro refere-se a

grupos (3-d-Ga I p ligado (í >4) na cadeia principal de
a-D-Manp 6-O-substituida (40,48), e o, segundo está
relacionado com as extremidades não redutoras de a-o-Manp
ligado (1-->2) (59). Tais conclusões estão de acordo com os
resultados de análise de metilação, realizado pelo grupo de



Iacomini <59) que encontrou 23% de 2*3,4,6-Me^-Gal e 28% de
2,3,4,6—Me^—Man. Há ainda, na região de C— í três outros 
sinais em menor proporção, 6 102.6 sugerindo unidades de
a—d—Galp ligadas em 0—2, ô 100.8 referente aos grupos de 
a-D-hanp substituídos em 0-6 (cadeia principal) e finalmente 

o 6 99.5 relacionado a substituição 2,6 de cadeia principal 

que fecha com a formação de 10% de 3,4-Me0-Man.
Stereocaulon paschale pertencendo a Família 

Stereocaulaceae, apresentou um rendimento de heteropolímero 
de 4.8%, obtido no fracionamento com cetavlon na presença
do tampão borato pH 8.5, apresenta uma rotação específica de

25 o # ^Cot] * que é semelhante a rotação apresentada pela C.

confusa.

A hidrólise ácida do polissacar ídco de St. 

paschalOr forneceu uma relação de HansGal=Glc de 52:36*12, 
semelhante a obtido pelo polímero de C. alpostris isolado 

da mesma maneira.
13 ,Os espectros de r.n.m.- C dos polissacarídeos de

St. pa&chale não apresentam diferenças quando se compara a

C-í do precipitado em Fehling (Fig. 9A? p. 73) e o espectro

do precipitado obtido com cetavlon na presença de tampão
borato pH 8.5 (Fig- 9B? p - 73). No entanto, seu espectro de

13  ̂ . .r.n.m.— C apresenta na região de C—í, sinais com
proporções diferentes das encontradas em outras espécies, o
sinal a 6 Í04.8 em grande proporção aos demais sinais de C-í
indica extremidades não redutoras de /7-o-Gal ligadas
(í >4) a cadeia principal, enquanto <5 103.8 refere-se
unidades terminais não redutoras de oc-D-Manp (59), e as de
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ot-D~Manp internas 2-O-substituidas são aptmtados pelo sinal 
a 6 102.2« 0 sinal a 100.6 refere-se as unidades da cadeia 
principal de ot~s>-Manp 6-O-subst i t u í das os outros que 
aparecem em 101.9 e 99.8 que mostram a presença de 2,4- e 
2-O-subst i t u i ção por cadeias laterais respect ivamentc (46).

73

xro

Figura 9B

13 „Figuras 9A e 9B - Espectros de r.n.m.- C* região de C-l dos 
heteropol ímeros de Storoocaulon paschctlo* obtidos
respectivamente através da precipitação Com Fehling e 
precipitação com cetavlon a pH 8.5 na presença de tampão 
borato* em óxido de deutério <D O) contendo NaOD a 2%.* a 
70QC- Os deslocamentos químicos são expressos em 6 p.p.m.



Os sinais de C~1 como Já foi .explicado* indicam 

uma estrutura diferente devido a proporção de sinais, 

entretanto estes sinais são comuns para as espécies
analisadas até o momento, e com os dados obtidos de

13 # #r.n.m.— C, podemos concluir que este polímero é ramificado
apresentando na sua cadeia principal ligações
a-D-üanp- (1-->6) e em suas ramificações unidades de
/?-D~Gal p- ( í >4), e grupos a-D—Manp— ( í >2). Com os dados de

análises de metilação extraídos da literatura (3/), foi

obtido do heteropolissacarídeo os segintes acetatos de

alditois parcialmente metilados= 2,3,4,6 Me^-Man (20%),

2,3,4,ó~Me4~Gal (35%), 3,4,6-Me3~Man (5%) , 2,4,6-Me^Glc

(3%), 2,3-Me -Man (15%), 3,4-Me-Man (7%) e 3 Me-Man (15%).2 2
Agora, com estes dados, podemos afirmar que o

pol i ssacar í deo de St. pcLSchctle possui uma estrutura singular 
em relação aos demais liquens, pois apresenta unidades 

di-substituida como aquela apresentada na estrutura 1; p. 

61, mas também faltando unidades adjacentes como na

estrutura 2? p.67, podendo também ocorrer a estrutura 4.

) -ot-D-Manp — ( 1 >6 )
4 ESTRUTURA 4T1

-/?-D-Gal p
O heteropolissacarídeo de Pseudocyph&llaria

axircLtcLr apresentou uma proporção de Man =Ga 1 -G1 c no
precipitado de cetavlon a pH 8.5 de 61 = 30:09, e uma rotação

7 4



, 25 oespecífica Coü * muito semelhante aos resultados
obtidos para a C. alpostris (Tabela I). A P. axirata

apresenta um rendimento final de galactomananas de 6-í% e a
C. aipos íris 2.0%.

7 5

00cíO

00COo

Figura Í0B

13 ~Figuras 10A e Í0B — Espectros de r.n.m.— CF região de C~ír 
dos heteropol ímeros de Psoudocyphol la.ria axirata, obtidos 
respectivamente através do precipitado de Fehling e 
precipitação com cetavlon a pH 8.5 na presença de tampão
borato, em óxido de deutério (DO) contendo NaOD a 2Zr a 702
9C. Os deslocamentos químicos são expressos em 6 p.p.nt.

13Os espectros de r.n.m.- C F região de C-1 obtidos 
do precipitado de Fehl ing (Fig- 10A) de P. axirata e também 
pelo fracionamento do cetavlon na presença de tampao borato



a pH 8.5 (Fig. Í0B), são típicos dos liquens já estudados, 

como também não apresentam diferenças significativas entre 
os polímeros precipitados por Fehling e cetavlon. Ambos os 
espectros são marcados pela atenção que desperta a região de 
C-í, que apresenta um sinal intenso em <5 Í03.8
correspondente as extremidades não redutoras de ot-D-hanp
ligadas por (í ►2) à cadeia principal de c*-D-Manp—<í— —>6)
(59). Este sinal condiz com o alto percentual de manose 

encontrado no heteropolímero precipitado por Fehling de 65% 

e no precipitado a pH 8.5 do cetavlon de 6Í% (Tabela I) e, 
igualmente com Í6% de 2,3,4,6-Me^-Man apresentado na Tabela 
IV. A presença de 3,6-Me^-Man <Í6%) é consistente com
2,4-di-O-substituição, provavelmente nas cadeias laterais e 
apresentando uma estrutura fora do comum para pol issacar ídeo 
de liquens. 0 sinal em campo baixo a <5 Í06.0 indica

unidades de /T^D-Gal / (45), sinal semelhante foram

encontrados somente nos componentes de R. usn&a e R. 

ecklonii (Tabela V).
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TABELA IV - ANALISES POR G.L.C. DOS ACETATOS DE ALDITÓIS 
PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILACSO DO 
POLISSACARÍDEO OBTIDO POR PRECIPITADO COM CETAVLON A pH 8.5 
NA PRESENÇA DE TAMPZO BORATO DO LÍQUEN P. axirata

77

Acetatos de alditóis % da área dos
j  i bPicos de g -1.c.

T aTr

2,3,4,6-Me —Man 4 0.992 16
2,3,4,6—Me -G1c 4 i .000 2
2,3,4,6—Me —Gal 4 i .047 28
2,4,A-Me3-Man i.242 2
2,3,4-Me3-Man í .270 3
2,3,4-Me3-Glc í .283 7
3,6-Me2-Glc í .666 4
3,A-Me2-Man i .688 16
3,4-Me0-Man i .782 15
3-0-Me-Man 2.161 7

a) Tempo de retenção relativo a í,5-di-O-aceti1-

2,3,4,6-tetra—O-meti1-gluc i tol.

b) G.l.c. real i zada em coluna de OV- 225.

A presença de unidades de fi~d—Galp na cadeia
lateral com 1igação < 1-->4) é indicada pelo sinal em 6 104.7
(40,48), correspondendo a 281 de 2,3,4,6—Me^-Ga1. Os sinais 
a 6 í00.9 e 99.9 podem ser assinalados a unidades não 
substituídas e 2-O-substituidas respectivamente na cadeia 
principal (46), o último sendo relacionado com 15% dos



■Fragmentos 3 , 4—Me^—Man - O sinal a <5 102«! rião surge das
unidades internas de Manp 2—O-substituídas e é provavelmente 
relacionado as unidades de Manp 2,4 di-subst ituídas das 
cade i as 1 atera i s.

3.1.3. GRUPO C

13O espectro de r.n.m.- C do heteropolímero isolado
via complexo insolúvel de cobre do líquen Cladonia

amaxirocra&a obtido da literatura (59), (Fig.il; p. 79) não
13apresenta similaridades com os espectros de r.n.m.- C do 

grupo A e as demais espécies de Cladonia citadas neste

trabalho. Em tal espectro há a ocorrência de dois sinais

preponderantes na região de C~i, 6 104.9 assinalando
unidades de extremidades náo redutoras de í?-D-Galp ligadas
(1--»4) a a-D-Manp ó-O-substituído (41) e o sinal a 6 102.3
indicando unidades internas da cadeia lateral de
a - D - M a n p - d  >2) que é consistente com os dados de met ilação

(59). Em campo mais baixo, há um pequeno sinal <5 109.7

relacionado com as unidades de D-Gal / (45).
No entanto, tal polímero apresentou semelhanças 

com a espécie Stic ta damaecornis (Sw.) Ach ivestigada por 
Corradi e Silva et aiii (18) (Fig. 12; p. 79), pertencente a 
Família Stictaceae, o qual apresentou um espectro de 
r.n.m.- C, região de C-i com -fortes sinais em <5 104.6 de
/?-d—Glcp-ti >4) e 102.2 de otxD-fiaJLp- < 1 >2)
— oi—n—Man p— ( 1--*2) . Há outros sinais característicos de
heteropoli ssacar ídeos contendo manose a 6 103.7 indicando
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unidades terminais não redutoras a-o-Manp. (59) e 100.6 e

99.5 que estão relacionados, respectivamente a unidades de 
Manp 6-0 e 2F6-di-O-substituidos (46).
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13 ^Figuras 11 e 12 - Espectro de r.n.m.- C da r^9 i\\a de C-i 
dos heteropolissacarídeos de Cladonia amaurocraoa, obtido
através da precipitação com Fehling e o espectro da região
de C-l do polímero do líquen Sticta damaocornisr obtido
através da precipitação com cetavlon a pH 8.5 na presença de 
tampão borato , em óxido de deutério (D^O) contendo NaOD a 2 
Zr a 70QC. Os deslocamentos químicos são expressos em 6 
P . p . m -
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3.1.4. Grupo D

Este grupo formado pela Poltigera. oLph.th.oso. da 
família Pelt igeraceae, RcmvalincL xástigcl e Rajiuzlinci ochlonii. da 

família Usneaceae e Stereocaulon ramulosum pertencente a 

farn í 1 i a Stereocaulaceae.
13 ~Os espectros de r.n.m.— C, região de C-l da P. 

aphthosa (Fig.í3A e 13B? p. 8í> e P. usnoa <Fig.l4A e 14B? 
P. 82), não se modificaram guando comparados os precipitados 
de Fehling com aqueles obtidos por cetavlon, contudo estas
duas espécies de liquens apresentaram uma certa similaridade

13 „a primeira vista. Os espectros de r.n.m.- C de ambos contêm

proeminentes sinais de C-l a <5 104.8 e 101.9, entretanto a
R. usnoa. forneceu um sinal a 6 106.4 provavelmente unidades
de /?~D~Gal/ subst i t u i nt es rm 0-3 de uma cadeia principal com
ligações (1—*6) —cx—D—Manp (36).
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13 ~Figuras Í3A e Í3B - Espectros de r.n.m.- C da região de C-i 
dos het eropol i ssacar ídeos de PeUi^era cxphthosa., obtidos 
através da precipitação de Fehling e precipitação com
cetavlon a pH 8.5 na presença de tampão borato
respect ivamente, em óxido de deutério (Do0) contendo NaOD a
2%, a 709C. Os deslocamentos químicos são expressos em <5
p.p.m. Atribuições dos sinais ver Tabela V? p. 87.
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t 3 r*Figuras Í4A e Í4B ~ Espectros de r .n.nu- C, região de C— i 
dos heteropol i ssacar í deos de Ramalinct \jLsn&ar obtidos
respectivamente através da precipitação com Fehling e 
precipitação com cetavlon a pH 8.5 na presença de tampão 
borato, em óxido de deutério (D^O) contendo NaOD a 2%* a 
709C- Os deslocamentos químicos são expressos em 6 p-p-rn.
Atribuições dos sinais ver Tabela V? p. 87.

Outras similaridades Foram encontradas nas 
proporçoes de Manr Gal e Glc obtidas do fracionamento de

cetavlon (Tabela I), na qual P. aphtfxosa apresenta uma razão
^  #  ode 40 s 45: 15 e uma rotação específica de +61 e a P. v>snea

com razoes cori r umlenl es de 385442 18 e uma rotaçao
,  gespecífica de +81 •

As análises de metilação (37) revelaram para a
P. cLph.th.osci 42% de unidades terminais não redutoras de Galp e



8% de unidades terminais não redutoras de.Manp e unidades de 

hanp substituída em 0-6 <íí%), 0-4 , 6 <24%) r e 0-2,4,6 (5%),
enquanto a R. xi&ru&CL (36) apresentou valores de 40,2,Í9,37 e 
0% respect ivãmente.
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í 3 rvFiguras ISA e Í5B - Espectros de r.n.rn.— Cr da região de 
C-í dos heteropolissacarídeos de Ramalina &chloniiw obtidas 
respectivamente por prec ip itaçao de Fehling e precipitação 
com cetavlon a pH 8.5 na presença de tampão borato, em óxido 
de deutério <D~0) contendo NaOD a 2%, a 70QC. Os 
deslocamentos químicos são expressos em 6 p.p.nu. Atribuições 
dos sinais ver Tabela V; p. 87.

O polímero obtido pela precipitação de Fehling
(Fig. Í5A) e posterior fracionamento com cetavlon (Fig. 15B)
do líquen Ramalina. &cklonii quando analisado a região de C-í

í  3dos espectros de r.n.m.- C, demonstrou resultados similares



aos encontrados para heteropol i ssacar ídeos da R. xisnoa (36) 
e P. aphthosa (37). O espectro de R. ocklonii apresenta dois 
sinais 6 104*7 e Í0Í., 8 para C-í, o sinal em campo baixo,
oriundo dos grupos /?--D-Galp ligados por (í >4) aos resíduos

de uma cadeia principal ot-o-Manp 6-O-subst i t u ído (40,48), 
enquanto que o sinal em campo mais alto corresponde aos 
resíduos da cadeia principal não substituídos- A ocorrência 
de um sinal a 6 101.9, que provavelmente refere-se ao C-l 
das unidades da cadeia principal substituídas em 0-2,4 
(46) .

Analisando os polissacarídeos de P.aphthosa, R.

usnea e R. ocklonii (Tabela I; p. 49), foi observado que a
^ , 25 o , ,rotação específica Coü p*®* c*° pol ímero de R. ocMlonii, é

igual ao de R. usnoa e a relação MansGal=Glc do precipitado
de cetavlon 36250S14 é semelhante aos resultados obtidos com
P. aphthosa e R. usnea* Vale ainda ressaltar que o

rendimento total do heteropolímero da R, ecklonii do
fracionamento pelo cetavlon foi de 16.3%, sendo o rendimento

mais alto encontrado no processo de extração de

polissacarídeos contendo manose em 1íquens.(77).
As análises de metilação do heteropolímero de R. 

ocklonii (77) forneceu alditóis acetatos parcialmente 
O-roetilados, cujas estruturas correspondem a unidades 

terminais não redutoras de Galp (41%) e Manp (2%) e unidades 

de 6-0 (20%)r 4,6-di-(24,5%), e Manp 2,4,6-tri~
O-subst i tu i das (8,5%)-

Os resultados obtidos na acetólise parcial para o 
heteropolímero de R. ecklonii Í77) indicaram principalmente

8 4



unidades terminais não redutoras de Galp e unidades de lianp
subst ituídas em 0-2 (77), enquanto tal análise na P.
aphthosa. <37), indicou unidades terminais não redutoras de

a~D~Manp e unidades de Manp substituída em 0-2.
O SLereocaulon ramulosum forneceu uma

galactomanana quando precipitado com tampão borato a pH 8,5
na reação do cetavlon (07), fornecendo uma relação entre

25 oMansGal de 57243 e rotação específica de CoG ^+73 . 
Entretanto, o precipitado de Fehling desta espécie 
apresentou 10% de 61c, alterando a relação de Man = Ga'? para 

4Í:49.
• í 3Na análise do espectro de r.n.m.- C do

precipitado de Fehling (Fig. 16A; p. 86) e pH 8,5 do
cetavlon <Fig. Í6B? p. 86), não encontrou-se diferenças
acentuadas na região d€> C-í. Em ambos os espectros, há um
forte sinal a ó 104.7 indicando unidades de
f?-p-Gal pr- ( 1--^4)-a—D-Manp (41), enquanto o sinal a S Í03.8 é

caracter istico de extremidades não redutoras de

oi-D-tl&lip~< í >2 ) ~ a- d Man p— < í >6> (59). 0 sinal a 6 101.8
pertencentes aos resíduos 2,4-di-substituidos da cadeia
principal a-o-Manp (í ►ó), mas os sinais a <5 100.4 e 103.4

não foram identificados devido a falta de padrões.
Na região de C-2 a C-6, observa-se algumas

diferenças, o precipitado de Fehling (Fig. Í6A; p. 86),
apresenta um sinal intenso a <5 75.4 e <5 74.8 e pequenos
sinais em campo mais baixo <5 82.9 e 6 81.2. Estes sinais,
provavelmente são provenientes de uma glucana linear ou
outro pol issacar ídeo c ontendo glucose, o qual foi descartado
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no fracionamento por cetavlon.
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Figura Í6A F i gura í68

13 • ~Figuras Í6A e Í6B - Os espectros de r.n.m.- C da região de 
C-í, dos heteropol ímeros do líquen Slereocaxilon ramulosum, 
obtidos respectivamente por precipitação com solução de 
Fehling e precipitação com cetavlon a pH 8-5 na presença de 
tampão borato, em óxido de deutério <D20> contendo NaOD a 
2Xr a 702C. Os deslocamentos químicos são expressos em <5 
P .p.m. Atribuições dos sinais ver Tabela V; p. 87.

Análise de metilação <07) demonstrou extremidades 
não redutoras de Manp (Í4%> e de Galp <4i%> e unidades de 
Manp substituídas em 2-0 <iX> e 6-0 (8%), e outros não



identificados que são 4,ó-dí-0 <Í7%) e 2,6-di-O-substituidas 
(2%). Apresentou também, unidades de lianp substituídas
3,4,6—tr i —0 (2%) e 2,4,6-tri-0 <ií%>.

A reação de acetólise parcial realizada no 

polissacar ídeo de St. ramulosum além dos monossacarídeos 

liberados, manose e galactose, produziu di- e trissacarídeos

de acordo com c.p. Tais oligossacarídeos foram analisados
, Í3 I ,através de r-n-m-— C e r-n.m-— H e auxiliados pela técnica

de met i lação, comprovando serem ot— o~Manp~( i >2 ) —c*-d—Man ,
f?-D-Galp-<í >4) a a-o-Man da cadeia principal a qual é
substituída em 0-2 por unidade de Man*. (07)-

~ í 3Tabela V - Atribuição de sinais r.n.m.- C de
heteropolissacarídeos isolados através de purificação com
cetavlon na presença de tampão borato pU 8.5

LíQUENS
Polímeros e sinais típicos, 6 p.p.m. Atribuição de sinaisa

87

P. aph- R. xis- R. b cK- St. ra- 
hosa n&a lonii mxilosum

- 106.4 106.4 - C-i.^-Gal/
104.7 104.7 104.7 104.7 C—1 . |?-Ga 1 p~ 1-->4-cx-Manp
- ... 103.8 C—l.terni.a-D-Manp 1-->2
101 -9 101.9 101.8 101.8 C-i.a-Manp 2 , 4 , -iubst .
100.9 100.9 100.9 - C-i.a-Manp 6-subst.
99.4 — - - C-i.a-Manp 2,6—subst.
77.1 77.2 77.1 77.0 C-5.^?-Galp
67.6 67.7 67.6 67.8 C-6.a-Manp 6-subst.
— 64.4 64.3 - C-6.term./?-Gal /
62.7 62.7 62.7 62.7 C-6. t ern. a- Manp

e í?-Gal p

a )  Unidades de a-D-Manp são da cadeia principal 

(i ►ÓJ-subst ituído.



Realizando-se uma análise sumária destas quatro 
espécies através dos sinais, principalmente de C-í na Tabela 
V, os quais foram confirmados pelos dados obtidos através 
dos processos de metilação e de acetolise parcial 

encontrados na literatura (07,37,77).

Há uma grande similaridade entre os sinais dos 

polissacarídeos dos liquens R. usnea e R. &chloniiy ambos 
possuem na estrutura uma cadeia principal de unidades
ot-D—Manp (í->6) com extremidades não redutoras de d—Galp
ligadas por (í >4) e, no entanto, observando os dados de
metilação (36) concluimos que o heteropolissacarídeo da R. 
usnoa (estrutura 2; p. 67) não apresenta unidades
dissubstituidas na cadeia principal, tal fato ocorre na P. 
aptiUiu&u., P. echlonii e St. ramulosxim. E a R. Gckloriii na 

sua cadeia principal apresenta ligações de unidades

a-D-Galp (í >2) (estrutura 3; p. 67), diferindo das

espécies R. usn&a, St. ramxilosum e P. aphthosa.

Os het eropol i ssacar ídeos das espécies P. aphthosct

e St. rantulosum apresentam na região de C-í dos seus 
espectros similaridades apenas na intensidade dos dois 

grandes sinais a ó 104.7 e 6 101.9, ambos possuem uma certa 
analogia quanto aos dados de metilação r igualmente seus 
resultados de acetólise parcial forneceram
2-0-a-D-Manp-D-Man, e o St. ramxilosum forneceu também 

4-0—í?—D-Gal p-D—Man. Em face de tais resultados somos levados 
a aceitar que estas duas espécies, compartilham em grande 
parte uma estrutura principal comum (estrutura 1? p. 61).
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3.1.5. GRUPO E

O líquen Aclinogyra. m\ieh.ler\bergii apresenta 0.4% 
de rendimento Pinai do precipitado de Fehling (Tabela I; p.

' f
49) r em comparação com Í8 polímeros extraídos e purificados 

é o menor rendimento encontrado, coni exceção do líquen 

L&tharia vulpina a qual não formou precipitado. Outra
singularidade encontrado na Tabela I - em delação a A.

, ~ , 25 omuehl&nbergii é a baixa rotação específica de Ca] e a
presença de MansGalsGlc com uma razão de 58 = 3/s5.

n
cg
N 

I

13 .Figura 17 - Espectro de r.n.m.- C do heteropo1imero de
Actinogyra muehl&ribergii r obtido através do frac i onament o
por cetavlon a pH 8.5 na presença de tampão borato, em óxido
de deutério <Do0) contendo NaOD a 2%, a 70°C. Os

cZ
deslocamentos químicos são expressos em 6 p-p.m.



Analisando o espectro de r.. n.m 13 C do

polissacar ídeo obtido através do fracionamento com cetavlon 

na presença de , tampão borato pH 8,5 do líquen A.

explicação para a baixa rotação específica, já que se 
encontra em campo baixo um sinal 6 109.6 relacionado com
unidades terminais não redutoras de /?~d-Gal/ ligadas (1--*4>
na cadeia principal de ot— o-Manp 6-O-subst i tuído (38,83). 
Outra sinal que se destaca é ô 103.9 correspondente a
extremidades não redutoras de a~D~Manp ligadas (1-->2) a

cadeia principal (59). Além destes sinais há a presença de 
um pequeno sinal a 6 102.3 referente a unidades internas de

a-D-Manp ligada (i >2). Os outros dois sinais de C-l são

respectivamente 6 101.1 e 99.9 indicando unidades da cadeia 
principal de manose não substituídas e com substituição em 

0-2 (46).

a-D-hanp /?-D~Gal f
1 \
h  i

- a - D ~ M a n p ~ ( 1  >6> -  —a —D ~ M a n p  — ( í  >6)  —

mu&hl ervb&r gi i (Fiig 17), de imediato encontra-se uma

ESTRUTURA 5
1

cx— D—Manp

-a-D-Man p~ ( 1 >6 ) —
ESTRUTURA 7

Gorin 8 Iacomini (37) ao trabalharem com a A. 
muohleinb&rgi i, obtiveram do precipitado de Fehling um
heteropolímero, o qual forneceu os seguintes derivados



metilados; 2 , 3, 4 , Ó-Me -Man <33%>r 2 „ 3 r 5 „ 6-Me -Gal (Í84 4
2,3,4,6-Me -Gal <2Z)r 3,4,6-Me_-Man (8%), 2r3,4-Me -Man ̂ o 3
Í7Z) t 2„3-Me2-Marii < 3 % ) r  3„4-Me2~Han <Í5£) e 3-Me-Man (15%). 

Extrapolando tais dados para o polímero obtido pela 
pur if icaçao cetavlon a pH 8y5 r podemos admitir que as 
estruturas 5, 6 e 7 são as formas principalmente encontradas 
neste heteropolímero.

9L
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Figura Í9

13 ^Figuras 18 e 19 — Espectros de r . n - m „ - C da região de C~1 
respectivamente dos liquens Umbilicaria pxistxilata e 
Umbilicaria spod,ochroaT obtido através da extração alcalinar 
em óxido de deutério (Do0> contendo Na00 a 2%, a 70QC- 0s 
deslocamentos químicos sao expressos em ó p.p.in.

Há uma íntima se me I banç a entre espectros dos 
polissacarídeos de Actinogyra muehlenbergii (Fig. 17; p- 89) 

eT U* pustulata (Fig. 18) e, U. spodochroa (Fig- 19) (65)

os sinais comuns são 6 99.9, 100.9r 103.5 e 109.2.
Actinogyra Schol* é considerada ser sinonímo com Umbilicaria 

Hoffm. (23).
0 heteropolímero obtido através da precipitação



com solução de Fehling de Newropogon axircvatiaco-ater (08)r
í 3apresentou no espectro de r-m-n.- vCr da região de C-í (Fig. 

20) , sinais distintos das deniais espécies anal isadasr com um 
sinal a <5 Í02-8 indicando unidades terminais não redutores
de QslLP“~ ( í--*2 ) -a-D-Man p. Também são evidenciados sinais
a 6 Í0Í.0 e 99-7 correspondendo respectivamente a unidades
da cadeia principal de a-D~Manp~(í »6) não substituídas e

substituídas. Um outro sinal 6 98.0 não Foi identificado.
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Figura 20 - Espectro de r.n.m.- C região de C-i, do
heteropolímero de N&wropogon aurantiaco-atorw obtido por 
precipitação de Fehling* em óxido de deutério (D^O) contendo 
NaOD a 2%y a 70OC. Os deslocamentos químicos são expressos 
em 6 p.p.m.

O Torrxa.b&nia. in tr i c a ,tc L r apresentou no precipitado

de cetavlon a pll 8-5 com tampão borato» um rend imehto de

6-4% de polissacarídeo e uma rotação específica de
25 oCoü ^+74 r © no entantOr o polímero nao apresentou Gal r 

nem no precipitado de Fehling bem como no precipitado com 
cetavlon a pH 8-5« Este polímero apresentou uma relação
MansGlc de 93 = 7 a pl-S 8.5, tal resultado foi supreendente, 
pois até o momento não foi citado na literatura a presença 

de uma glucomanana em liquens-



0 espectro de r.n.m.- C e a estrutura detalhada 
do precipitado de cetavlon será discutida em capítulo
separado. 0 precipitado de Fehling <Fig.21A) e do pH 8.5 do 
cetavlon, região de C-i (Fig. 2íB> não apresentai» 
d i fer eriças -

9 3
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Figura 21A F i gura 21B

13Figuras 21A e 21B - Espectros de r.n.m.- C da glucomanana 
de TomabenicL intrica.ta.r obtido respectivamente por 
precipitação de Fehling e o da região de C-í, por 
precipitação com cetavlon a pH 8.5 na presença de tampão 
borato, em óxido de deutério (D^O) contendo NaOD a 2%, a
702C. Os deslocamentos químicos são em <5 p.p.m.



O líquen U&n&a meridionalis apresentou um alto
rendimento de heteropol ímeros quando frac ionado com cetavlori

 ̂ „ 15 oa pH 7,0 (10,8%) „ uma rotaçao especifica de CoG e uma
relaçio Man üGal sGlc de 35 = 4'*? z 23 r que diferentes para o
polímero precipitado com borato a pH 8,5 (cetavlon) que
forneceu um rendimento baixo de 0,9%, rotaçao específica de 

25 oCoü ^+101 e uma proporção de Man=Gal=Glc de 52=35=13.
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Fiflura 22A

13Figuras 22A e 22B - Espectros de r,n,m.- C dos
heteropol ímeros de Usn&a meridional is, obtidas
respectivamente por precipitação com cetavlon a pH 7,0 e pH
8.5 na presença de tampão borato, em óxido de deutério (D^O) 
contendo NaOO a 2%, a 709C. Os deslocamentos químicos são 
expressos em 6 p.p.m. Atribuições dos sinais ver Tabela VI? 
P. 96.



As «n* ! ' de r„n.ftu~*^C realizadas nos polímeros

obtidos através do fracionamento com cetavlon, de U. 
meridional is* produziram dois espectros com diferenças 
significativas entre o pol issacarídeo de pH 7.0 (Fig. 22A > e 
o polissacarídeo de pH 8.5 precipitado com tampão borato 
(Fig. 22B>.

0 heteropolímero resultante da precipitação em pH

8.5 do cetavlon apresentou no espectro um grande sinal a 6 

102.9 referente a unidades não redutoras terminais de

a-o-Galp ligadas (í-- >2) a cadeia principal
a-x>-Manp- (1 — >6 > . fal sinal encontra-se no polímero obtido a 
pH 7.0 com menor intensidade, outro fator de diferença entre 

estes espectros é um sinal a ô 101.9 referente a C~1 das 
unidades da cadeia principal substituídos em O- 2,4. Também 
no espectro do precipitado a pH 8.5 há um sinal 109.5

indicando unidades de /?~o-Gal/ ligadas (1-->4). Analisando
mais detalhadamente a região de campo baixo de ambos os 

espectros, nota-se que o fracionamento de cetavlon não foi 

suficientemete eficaz na precipitação dos políssacarídeo 

contendo grupos carboxílicos.
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 ̂ í 3Tabela - V I  - Atribuição de sinais r . n . m- C de
polissacarídeos isolados através do frac íonamento por

cetavlon do líquen U. nveridionalis

9 6

Fracionação com 
cetavlon, valo
res em 6 p.p.m.

Atribuição de sinais

PH 7.0 PH 8.5

Í78.2 170.2
Í04.6 104.7
Í03.6 103.9
102.7 102.9
- 101.9
Í00.Ó 100.7
- 99.8
- 97.6
96.5 -
95.5 95.5

84.3

a) Unidades de a-

(1-->6)—substituída.

C-ó. grupo COOH
C-í. term» /?~GjaXp i-*4 oi-lianp
C-í. term» a-tianp-í ->2 a-Manp
C-í. term. a~Qj2LLp i->2 a-Manp
C-í - a-Manp 2,4,6-subst.
C-í. a-Manp 6-subst.
C-í. a-Manp 2,6 subst.
C-í. Hex—O—P?
C-í. Hex-O-P?
C-í. Hex-O-P?
C-3. GlcA 3-subst.?

A Tabela VI apresenta os sinais de C-í e suas
atribuições eni conjunto com a Tabela XII? p- Í2Í, a qual
apresenta os dados de meti lação do precipitado em ce[ aviou 
pH 7.0 e pH 8.5» Observando estes conjuntos de dados, 

notamos que o polímero precipitado a pH 7.0 com a solução de 
cetavlon, é um polissacarídeo constituído por uma estrutura 
bastante complexa, o contrário do que se observa com os
dados do precipitado de pH 8.5, tais estruturas serão



discutidas no estudo dns ácidos urSnicos.
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Figura 23A Figura 23B

13 „Figuras 23A e 238 — Espectros de r-n „m.— C, região de C~ír 
dos heteropolímeros de CladonicL substol lcLtctr obtidos 
respectivamente por precipitação de Fehling e precipitação 
com cetavlon a pH 8,5 na presença de tampão borato, em óxido 
de deutério (D^O) contendo NaOD a 2%r a 702C. Os 
deslocamentos químicos são expressos em <5 p»p..m.

Os heteropol ímeros de C. sxibs t&llcLta apresentam 
em seus espectros (F í gs- 23A e 23B) uma diversidade de 
sinais na região de C-í, indicando possuir um estrutura 
complexa- 0 sinal a 6 Í04.9 mostra uma pequena predominância 

em relação aos demais sinais de C-Ír e está relacionado as 
unidades ^-D-Galp, referentes a 39% de 2,3r4,6-Me^-Gal



(Tabela VII? p . 99) um o«jtro sinal <5 104-3 é possível que se 
refira a extremidades não redutoras de Glc, também ligadas
(i >4)-a-d-Man p a cadeia principal- Tal polissacarídeo
possue uma r azao de iiansGalsGlu de 33" 49 s 18 ou este sinal
poderia indicar as unidades de /?-D-Gal-(í-->2 )?, no entanto
os dad.r; dr metilação apresentaram 5% de 2,3,4,6-Me -Glc? 

também não podemos descartar a hipótese que haja 

con ’ i nação contaminação por outro polímero, já que neste 

polissacarídeo não foram realizados testes de
homogeneidade- Portanto, tal polímero requer um estudo 

químico mais aprofundado.
Além destes dois sinais, apresentou outro em ó

103.8 relacionado com grupos de extremidades não redutores 

de ot d  Manp- (1 ~ >2)-a-D-Manp (59)- Aquele apresentado em 6 
102.3 provaivelmente refere-se as unidades internas da mesma 
estrutura- Os sinais a 6 101.9 e 99.8 correspondem as
unidades de cadeia principal a 2,4- e 2-O-substituidas 
respectivamente (46), e estão relacionados com os fragmentos 
de 3r4-Me£—Man (6%) e 3—Me-Man (12%) que apareceram na 
análises de metilação (Tabela VII)-

0 heteropol ímero C. substellatci, apresenta
13 ~espectro de r.n.m..- C distinto em relaçao as demais

espécies de CladLoniav os sinais apresentam intens idades
diferentes das demais» espécies analisadas e apontam para uma
cadeia principal de d — d —lianp com ligações (1 ►ó),
semelhante aos demais liquens, assim como unidades laterais
de f?-D-Gal p e a-o-Hanp.
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TABELA VII - ANALISES POR G-L.C.~ M.S. DOS ACETATOS DE 
ALDITÓIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILAÇaO DO 
POLISSACAR xDEOr OBTIDO POR PRECIPITAÇSO COM CETAVLON pH 8.5 
NA PRESENÇA DE TAMPSO BORATO DE C. substollata

9 9

Acetatos de alditóis Tra % dos picos por áreab

2,3,4,6~Me -Man 4 0.993 12
2,3,4,6—Me ~G1c 4 í .000 5
2,3,4,ó-Me Ga1 4 í .042 39

3r4,6-Me3~Glc í .189 9
2,4,ó-Me^-Man i .236 1

2,3,4--Me -Ga 1 1.393 1

2 r 6-Me -Ga'1 1.453 2

3,4-Me0-Glc 1.661 4
3,4—Me —Man 1.685 6

2,4-Me^-Gal 1.757 2

3,4-Me -Ga1 1.778 3

3-0-Me-Man 2.172 12

3-0-Me-Hex 2.491 4

a> Tempo de retenção relativo a 1,4—di-O-aoeti1-2,3,4r6—
tetra-Omet i 1 -g 1 ac i tol .
b) G.l.c. realizada em coluna de capilar de OV-225.

A Tabela VI 1.1, apresenta uma comparação das 
propr i edades -P ís i co-qu ím i cas dos het eropol i ssacar ídeos 
contendo manose, que são formados por uma cadeia principal
de a-D-Manp 1 igação (1-->6)r cujas unidades não são
substituídas ou substituídas com uma variedade de cadeias



laterais- Isto incluem monosubst i t u i <, ao em 0-2 de a-D-Man p 
(ó 103.7) ou a— D-Galp (6 102.3), e em 0—4 por /?— D-Galp (ó 
104.7) e as vezes com disubstituiçao ocorrendo em 0—2 e 0—4 

por a-D-Gal p e /?-D-Gal p, ou a-o-Manp e /?-D-Gal p

respectivamente- Há casos, que algumas unidades de Manp com
ligação (í >2) foram encontradas com /?-o-Gal/ subst i t u i nt es

em 0-4, A. muehlenbergii, U. pustulata e U. spodochroci. 
Mui tas destas estruturas são simi lares para aquelas que 
ocorrem em polissacarídeos contendo manose proveniente da 
parede celular de leveduras (33).

Na Tabela VIII as espécies foram agrupadas segundo
13suas similaridades com os espectros de r.n.m.- C de seus 

heteropolissacarídeos contendo manose, onde é observado 
semelhanças entre gêneros diferentes como no grupo A, onde 
as espécies P. cetratum, P. sulcata, P. araucaria e C. 
islandica pertencendo a Família da Parmeliaceae apresentam 
sinais em comum a <5 99.5, 101-8,102-8 e 104-6, provenientes
das cadeias laterais substituídas ou disubstituidas em 0-2 e 

0-4 com a-Galp (<5 102-8) e /?-Galp (104.6). 0 sinal a <5 99.5

referente as unidades 2,6-di-0~substitu idas a-Manp. Estas 

ressonâncias são comparti1hadas pelos polímeros de Usnect sp. 
e E. prunetstri ambos da Família üsneaceae-

0s pol í meros C. al pos íris e a C. confusa.

apresentaram simila— ridades em relacao aos sinais
acentuados a 6 103-7 e 104-9, os quais estão relacionados
com as cadeias laterais a-Manp-( 1--►2) e 7?-Galp-(l >4)
ligados a cadeia principal a-Manp-( i~L~>6) , isto também
ocorre nos espectros dos polissacarídeos de St. paschale e
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P. auratcir tais espécies citadas pertencem as Famílias
Cladoniaceae, Stereocaulaceae e Stictaceae respectivamente.

O grupo C formado por uma Stictaceae, Sticta sp. e 
uma Cladon i aceae, C. amaxirocraoa apresentam sinais a ó 102.3 
e 104.7 diferentes do grupo A, os sinais surgem de unidades 
das cadeias laterais a-Galp e /?-Galp ligados respectivamente

(1-->2) e (1--->4} a cadeia principal de unidades
ot-Man p~ (1-->6 ) .

Grandes similar idades ocorrem entre as espécies
que compõem o grupo D, o qual envolve P. ciph.th.osci uma 
Peltigeraceae da Ordem Cyanophi1ales, e da Ordem Lecanorales 
temos a Família Usneaceae representada pelas espécies R.

usnoa e R. ochlonii e a Família Stereocaulaceae com St.

ramulosum. Proeminentes sinais a <5 101.S e 104.7 foram
observados nestas espécies, e essas ressonâncias surgem das 
cadeias laterais das unidades 2,4-di-substituídos a~Manp e
unidades de /?~Galp-(l >4) da cadeia principal com ligações
a-Man p~ ( í >6 ) .

0 grupo E formado por espécies da mesma Família, 

que apresentam uma íntima relaçao entre os espectros na 

região de C~í e os pol i ssacar í deos de A. muoh lonborgi i , U. 
pustulata e U. spodochroa com sinais comuns a <5 99. 9, 101.1,

107.5 e 109.6.
Os pol i ssacar ídeos de N. cLurantio.co-a.tor, T.

intricata, U. moridionalis e C. suòstollata apresentaram
13resultados diferentes eni termos de r.n-m-— C e portanto de 

estrutura e não ocorrendo similaridade com os demais grupos.
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Tabela VIII» Comparação dos heteropolissacarídcos contendo 
manose da cadeia principal formada por a-o-Manp ligação
(1--►ó) e seus subst ituíntes nas cadeias
latera i s.

Líquen

Rend i mento 
da extra
to alca- 
1 i no.

% Rend i mento; 
proporção de 
man »galrglc 
no cetavlon. í<xl

Estrutura da 
cade i a 1 ate- 
ral

GRUPO A
Parm o t rema 38.5 2.1 +89° a Galp—(1 — *2)
sulcata (37) 42:44:12

+87°
/?—Gal p— ( 1-— *4)

Cetraria 55. 1 1.6 a Galp — ( 1 - ■ + 2  )

islandica (36) 47:46:7
+ 90°

/?—Ga 1 p — ( 1 —— >4)
P. cetratuni (17) 46.6 9.6 a Gal p ( 1 — ►2)

46:45:9
+ 98°

f?-Galp-(i-— >4)
P. araucaria 26.4 1.0 -

50:44:6
+98°3.6 -

49:44:7
+ ÍÍ5°Usnea s p -  ( 3 7 ) 50.8 5.0 a~Galp— (1 — >2 )

33:47:21
+94°2-8 -

35:61:4
+ 109°Euernia 43.9 4.5 —

prunastri (78) 49:42:9
+ Í02°5.2 —

51:44:5
GRUPO B

C. alpestris (59)

Cladonia 
confusa (59)

o

3.1

St, pas c txci l o (37) 21-0

Pseudocypfxe li
aria aura ta

19.6

2-4 +46
57:31=12

4.8 +55
42:51:7

4-8 +55
52s36012
6.1 +46
61:30:19

o

o

a-Manp-(1-->2)
f?-Gal p— (1-->4)
a-Manp-(1-->2)
/?-Gal /-( 1-->6>
a-Manp~(1-->2)
f?—Gal p- (1-->4)
a Manp~( 1--*2)
/?~Gal p— (1-->4)
/?-Gal p— (1-->4 >
a—Manp (1 — ►;1 >

c
bIbId
c
bIb
c
b
b

GRUPO C
4 > 
4)
2 )
2>-

Cladonia 
amaurocrasa9

Stic ta sp. (19) 23.0 1.8 +69 /?—G1 cp— (1“
63:21 : 16. V?-Galp-( 1-

a-Manp—(1- 
a~Gal p— ( 1 - 
a-Manp
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GRUPO D

Peltigera -
aphthosa (37)
Ramal ina 38.0
usnea < 36)
R. ecklonii (77) 54.0

+6 1 o

S t er&ocau l on 
ramulosum (07)

33.6

38=44=11
1-1
38=44:18 
16.3
36=50=14
9.0
57=43=0

+81
+81o

+73o

/?-Galp-(í- 
a ~ Man p~ ( 1- 
/?~Gal p— (1
/? -Gal p~ ( 1-
/?~Ga 1 p— ( 1- 
í?~Gal p— ( 1 - 

7(3 Ga 1 p~ ( 1 - 
cx-Man p~ ( 1 - 
/?~Galp-(l- 
/3-Galp-( 1'

— >4) 
~+2) 
-+4) 
— >4)
— >4) 
— >4)
— >2) 
~+2) 
— >4 ) 
->4 )

GRUPO E
>lcUno^yra 52.0
muohlenborgii (37) 
Umbilicar^a -
pus tulata (65)

(7. spodochroa 
(65)

OUTROS

A

0.4
58=37=5
40=20=30

32=19=32

+20
o f?—Gal /-( í 

cx—Man p— ( 1 - 
a-Manp~(1 
a-Man p~ (1- 

G1 c p— (1 - 
f?-Gal /~(1- 
a-Nanp - (1- 
a~Manp~ (1- 

G1 c p~ ( 1 - 
f?~Ga 1 /-(1~

-+ 4 )  

-*2> 
->2) 
■+3) 
>3) 
->?) 
-+2) 
~>3 ) 
+3) 
>?)

Newropogon 
aurantiaco- 
ater (08)

51-2 1.2
53=44=3

+76 a-Galp-(i 
oi~Manp~( 1-

+2)
+2)

Tornabonia 22.9 6.4 +74°
intricata (104) 90=0=10

4 7 V°U. meridional is 32.2 10.8
35=42=23

+ 101°0.9
52=35=13

+54°C. subst&llata 19.2 3.4
33=49=18

a-Glcp-( 1'
+2)
+2)

a S inais de r.n.m.- C e estruturas <5 109.5* /?-Gal /—( 1 »6)?
<5 104.7, /?~Galp-(i >4) e Í?-Glcp-(1 >4)? ó 103.7r
a-Man p- ( 1->2)? ó 102.3r a-Galp-(l ^2); 6 101.6
a-G1 cp— ( 1->2>p 6 102.2* a-Manp— (1-->2)—ct—Manp-( 1--*2)r ó
101.0* Cadeia principal não substituída a-D-Manp 1igação
(1-->6)ç,ô 99.9* pertence a cadeia principal, disubst ituido

de
99.9* pertence a cadeia 

em 2,6. Como disubst ituintes sobre as mesmas unigades
a-D-hanp. ° Como monosubst ituintes sobre a-D-Manp. Ligação 
0-6 terminal ou 2-O-substituido de unidades de Manp. *
Ligação 0—6 
( 1 -

de ».ui idades 1 i gaçao ema^D-Manp,
2) a cadeia principal. Obtido por extração aquosa. 

Liquens e dados obtidos da literatura.9 Dados insuficientes-
tprno de 

A
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PARTE II - 3.2. - CARACTERIZAÇÃO DOS ÃCIDOS URÕNICOS NOS

HETEROPOLISSACAR ÍDEOS CONTENDO MANOSE PRECIPITADOS A pH 7.0 
NA SOLUÇÃO DE CETAVLON DA Usnea sp. , P. arctxicaria, U. 
meridional is E UMA REINVESTIGAÇÃO DOS POLÍMEROS OBTIDOS DA

E. prunastri



Dentre 05 heteropolissacar ídeos de liquens 
analisados, via extração alcalina e posterior purificação 
cora solução de Fehling seguido por fracionamento com 
cetavlon, 4 espécies apresentaram um precipitado a pM 7.0, 
indicando a presença de um grupo ácido. Entretanto, tal 
resultado já era esperado com o polímero da espécie Evornia. 

prxinastri, a qual foi descrito na literatura como uma 
galactomanana contendo unidades de ácido galacturonico (78).

No entanto, o ácido galacturonico não é esperado 
como componente dos polissacarídeos de micobiontes, e sim o 

ácido glucuronico, o qual é encontrado em

heteropolissacarídeos de fungos (32). Também foi proposto 

(78) que a galactomanana ácida da E. prunastri era composta 
por uma cadeia principal altamente ramificada formada por
ligações (í »2) e (i >6) de unidades de mancise com cadeias
laterais de ot-Manp, /?-Galp e GalpA. A -presença de unidades 

de Man/ 2, ó-d i -O-subst i t u í do na cadeia principal foi baseada 

em análise de metilação que forneceu 3,5-di-O-meti1-manose. 

Contudo provou-se que era na verdade um isõmero 2,4 (12,80), 
correspondente as unidades de Manp 3,6—di— O-substituidas. E 
finalmente, a existência de unidades /T-o-Galp, foi 
demonstrada baseado nos dados de espectro de infra-vermellio, 
não eliminando porém a possibilidade daqueles com 
a-confíguração. O polímero apresentou uma alta rotação 

específ ica de +120 (Tabela I, p. 49)-. Procurou—se 
caracterizar novamente os ácidos uronicos desta espécie, bem 
como das outras três espécies (Tabela I) cujos 
pol issacar ídeos foram obtidos em pH 7.0.
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3.2.1. ENSAIOS DE HOMOGENEIDADE DOS HETEROPOLIS- 

SACARÍDEOS COM COMPONENTES ÃCIDOS

106

Os heteropolímeros obtidos através do
frac i onamento por cetavlon a pH 7.0 e pH 8.5 na presença de 
tampão borato dos liquens Usnea meridional is, Usnea sp., 

Parmotrema araucaria. e Evernia prwnastriT foram submetidos a 
eletroforese em acetato de celulose com tampão borato a pH 

9.0, revelando a presença de somente uma banda. Sendo assim, 

as amostras analisadas podem ser consideradas homogêneas por 

este ensaio.
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Volume de eluiçáo(nil)

Figura 24 - Cromatograma dos heteropolissacarídeos contendo 
ntanose, obtidos através da precipitação por cetavlon a pH

7-0, em coluna de Sepharose 6B. A Parmotrema araucaria 
< P . a - ) ; D Evernia prunastri (E.p.)p A Usnea meridional is 
<U-m->; a Usnea sp. (U.sp.) Volume morto (azul de dextrana):

25 ml.
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Figura 25 - Cromatograma dos heteropolissacarídeos contendo 
manose, obtidos por precipitação com cetavlon a pH 8.5 na 

presença de tampão borato, em coluna de Sepharose 6B. A 
Farino trema. araucaria (P.a.); D Euernia piundstri (F.p.)? A 

Usnoa m&ridionalis (U.m.); n Usnoa sp. (U.sp.). Volume morto 
(azul de dextrana)s 25 ml.
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Volume de oluição(ml)

Figura 26 - Cromatograma dos heteropolímeros contendo

manose, obtidos por precipitação com cetavlon a pH 7.0, em 
coluna de Sepharose 4B-200. A Evernia prunastri (E.p.>; □
Usnea. sp. (U.sp.ly ▲ Usrxcci meridional is (U.m.); H Parmatrema 
araxicaria (P.a.). Volume morto (azul de dextrana): <66 ml.
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Figura 27 — Cromatograma dos heteropolímeros contendo
mariose, obtidos através de fracionamento por cetavlon a pH
8.5 na presença de tampao borato, em coluna de Sepharose 
4B-200. A Evernia prxinastri (E.p.); □ Usnea sPm (U-sp.)? ▲
Usnea meridional is (U.m.); E9 Par mo t rema araucaria (P.a.). 
Volume morto (azul de dextrana): 66 ml.



O estudo da homogeneidade química destes

polissacarídeos foi realizada através de filtrações em géis

de Sepharose óB (Figs. 24 e 25? p. Í07 e 108) e de Sepharose
4B—200 (Figs. 26 c 27? p. 109 e 110) que apresentaram picos
com uma relativa simetria indicando homogeneidade, no
entanto, convém ressaltar que no gel Sepharose 4B —200 (Figs.
26 e 27) o polímero da E. prunastris pH 7.0 eluíu mais
rapidamente que o polissacarídeo precipitado a pH 8.5r

demonstrando ter o primeiro um maior peso molecular, além do
13 ,mais, os espectros de r.n.m- C das espécies contendo

unidades de ácido uronico em seus heteropolissacarídeos,
indicam uma possível heterogenicidade, devido a presença de
sinais distintos, mas contendo os mesmos sinais em
diferentes proporçoes observado nas Figuras 4B e 4C? 5B e
5C? 6A e 6B e finalmente 22A e 22B. Deste modo, apesar de

13termos a indicaçao pela espectroscopia de r.n.m.- C que 

ocorre um pequeno grau de polidispersidade (30), os mesmos 

foram submetidos a análises químicas e físico-químicas com a 

finalidade de se caracterizar os ácidos uronicos, 
principalmente em relaçao a espécie Evornia. prunastri.

3.2.2. - INVESTIGAÇÃO DOS ÃCIDOS UR íi NI COS NO
POLISSACAR íDEO OBTIDO ATRAVéS DE CETAVLON pH 

7.0 Usnoa sp.

O polissacarídeo precipitado a pH 7.0 na reação de
13cetavlon da espécie IJsnoci sp - , cujos dados de r.n.m.- C e 

de metilação foram discutidos no capítulo anterior.
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apresentam uma concentração de 8-4% de ácidos urônícos <13>r
contendo 0-05 g% de proteína (73)-

Através de análises por g.l.c.-m.s. dos derivados
de trimetilsil metanolisados <Í0Í), caracterizou-se as
unidades de ácido urônico como ácido glucuronico- Para
confirmar tal resultadoy o polissacar ídeo completamente
meti lado, foi submetido a tratamento com hidreto de litio
alumínio, que reduziu os grupos de —CO Me das unidades de2
ácido urônico Omet iladas a -CD OH. O produto foi

2

metanolizado com metanol-HCl, seguido por hidrólise com

H S O  aquoso- & q
Após redução do hidrolizado com boroidreto de

sódio deuterado e conseqüente acetilação com piridina e 
anidrido acético, a análise por g.l.c.-m.s. dos acetatos de 

alditóis parcialmente metilados (Tabela IX; p.113), mostrou 
os novos derivados, de 2,3,4-Me^-Gl c (4.5%) e 2,4-Me0-Glc 

(2.6%) ambos di-deuterados em C-6, com fragmentos de impacto 

de elétrons típicos e tempos de retenção iguais aos

derivados de Glc e diferentes dos isômeros correspondentes a 

Man e Gal. Evidência da presença de 2 núcleos de deutério em 
C—6 foi fornecida pelos fragmentos resultantes de impacto de 
elétrons a m/z 131 (grande) e .191 (pequeno), fnr mixlim romo
no Esquema 2. Portanto, GlcAp é presente no polímero como
unidades não redutoras e 3—O-substituidas.
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ÍA8ELA IX - G « L - C .-M-S- DOS ACETATOS DE ALDITóIS
PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DE ANALISES DE METILACSO 
DOS POLISSACARxDEOS DE Usnoa sp.

Acet at os
a I * ? i t o » s

Tr Areas X dos picos obtidos de
por fracionamcnto com cetavlon

PH 7.0 pH 8.5 pH 7.0

2,3,4,ó~Me -Man 4 0.984 — 2 2
2,3,4,6—Me —G1c 4 i .000 8 10 7
2,3,4,6-Me - Ga 1 4 í .042 28 31 33
2,4,6 Me-Man í .203 11 9 -
2,4,6-Meg-Gal í .245 2 - -
2,3,6-Me -Gal d í .273 4 - -
3„4„6-Me3-Glc 1-21 í - - 3
2F3,4-Me3-Man 1 .286 19 14 13
2,3,4-Me -Glc 3 í .291 - 11 6
2,6- Me - Gn.l 2 1 .480 4 - -
4,6-Me -Glc í .547 2 - -
2,3-Me2-Man 1.625 13 - 13
2.4-Me2-Glc 1.693 - - 5
3,4-Me2-Man 1.715 3 17 15
2-Me-Man 1.975 3 - -
3-Me-Man 2.227 3 6 3

a) Tempo de retenção r e 1 at i vo a 1,5-d ï — O-acet i 1-2

tetra-O-met i I —g 1 uc i tol .
b) G.l.c. realizada com coluna de 00-225.
c> Polissacar ídeo met ilado e reduzido com LiAlD^.
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H-C-OAc IH-C-OMe I
MeO-C-H I

H-C-OMeI
H-C-OAc

CD2-0Ac

D I
HD-C-OAciH-C-OMe IAcO-C-H IH-C-OMeIH-C-OAcI

CD -OAc

<±>
H-C=OMe

lH-C-OAc
CD^OAc

-Ac OH

m/z Í9Í

ESQUEMA 2

H-C=OMeI
-a H-C-OAc I

c d2

m/z Í3i

3.2.3. - REINVESTIGAÇÃO DOS POLISSACARxDEOS CONTENDO
MANOSE DE E. prurias Lr i OBTIDOS ATRAVÉS DE 

PRECIPITAÇÃO COM CETAVLON.

Os polissacar ídeos da E. prunastri, precipitados a 

pH 7.0 na reação com o cetavlon e pH 8.5 na presença de

tampão borato, foram preliminarmente analisados por seus
13 „ .espectros de r.n.m.— C. A fração obtida a pH 7.0

apresentou sinais significativos a 6 109.7 (C~-1; (3— Gal/), <5
178.2 (C-6? CO H), e a 6 95.4 e 97.5 (C-i? Ç-P-O) (42)
<Fig.6A p. 68) e a fração obtida a pH 8.5 com tampão borato,

ressonância a 6 102.9 (C — 1; a—d— tiaJLp-11 >2)-cx-D-Manp) (36)

e um sinal significativo a 6 99.5 correspondendo a (C-í;

2-0-subst. (1 >6)-a-D-Manp da cadeia principal) (39) (Fig.

A fração pH 7.0 de cetavlon foi isolada com um
6B p . 68).



rendimento de 4-5% e rotação específica de Coü +109°, uma
D

razão de MansGalsGlc de 49:42:9 (Tabela I). Apresentando 

5.1% de ácido uronico, 3.4% de fósforo e urna baixa 

concentração de proteína (0.02 g%). Os espectro de r.n.m.-*H 
(Fig. 28) contendo sinais em campo baixo a ô 5.63 e 5.69 
( C H ~ P - 0 ) y tem uma certa similaridade com aquelas obtidas de 

O fosfomananas de Hanservula capsulata (34). Análise de 
g.1 .c.~m-s- dos trimetilsi1 i1 metanolisados (1 0 1),
caracterizou o ácido uronico como ácido glucuronico.

As análises de metilação realizadas com 
g.l.c.-m.s. dos acetatos de alditóis parcialmente 
O-met iladoSy indicaram a presença de unidades terminais não 
redutoras de Glcp (6%), Gal/ (5%), Galp (20%)r e 3-0 (9%)r
6-0 ( 29% ) r 2,6 d i -O- (9%), e 2 , 4 , 6-t r i -O-subst i t u í dos (5%) 
de iianp (Tabela X). Os pol i ssacar ídeos per-Omet i lados foram 

reduzidos com hidreto de lítio alumínio deuterado e os

produtos convertidos para acetatos de alditóis -O-metilados.
. . . 2Foram detectados 2,3,4—tri—O- e 2,4—di-O-meti 1 —g1ucitol— 

(Tabela X), ambos dando características de deutério,
contendo picos a m/z 191 e 131, mostrando a presença de
unidades terminais não redutoras e 3-O-substituídas de GlcpA 

(ver Esquema 2 p. 114).
A fração precipitada a pH 8.5 na presença de 

tampão borato, apresentou um rendimento de 5.2% e rotação 

específica de Cal +102°, contendo ManzGalsGlc numa razão de
D

5ís44:5 (Tabela I), com 2.1% de fósforo e néhhuma proteína.
1 13 . . -Seus espectros de r.n.m.— H e C, com sinais a <5 5.63 e

5.69 (Fig. 29) e a 6 95.4 e 97.5 (Fig. 6B ), correspondendo a
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í-fosforodiéster. Análises de metilação apontaram 
principalmenlc unidades terminais não redutoras de Galp 
(33%) e 6-0 (36%), 2,6di~0 (16%), e 2,4,6-tri-O-substituído 
(9%) de Manp (Tabela X).

A acetólise parcial da fração original, obtida via 
precipitação com Fehling, apresentou principalmente manose 

e galactose (c.p.), e um componente com R 0.74 queO Ala

apresentou cor amarela com hidrocloreto de p-anisidina e, no 

entanto, reagiu fracamente com nitrato de prata. Outros 
componentes foram detectados com os 2 reveladores com ROAL
0.57 e R 0.08, 0.35, 0.46 e 0.66 e os últimos 4LAC
apresentaram cor vermelha com hidrocloreto de p-anisidina 

parecendo conter ácido uronico.

116
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Figura 28 Figura 29
Figuras 28 e 29 - Espectros de r.n.m.-^H dos polímeros da E. 
pr-unas t r i s, obtidos através da precipitação com cetavlon a 
pH 7.0 e pH 8.5 com tampão borato respectivamente.



TABELA X - ANALISES POR G.L.C.-M.S. DOS ACETATOS DE 
ALDITóIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DE METILAÇSO DOS 
POLISSACARíDEOS DE E. prunastri

Acetato 
de ald i t ó i s

Tr 4reas % dos picos obtidos por 
frac ionamento com cetavlonb

PH 7-0 PH 7.0 PH 8.5

2,3,4.6-Me^-Han 0 - 992 í 3 i
2,3,4,6-Me^Glc í .000 6 4 -
2,3,5,6-Me.—Ga1 4 1 .022 5 - -
2,3,4, 6-Me .-Ga1 4 í .039 20 32 33
2 ,4,6-Me^-Man í .203 9 - í
2 ,4,6-Me^-GaI í .247 2 ~ -
2,3,ó-He^-Gal i.265 4 ~ -
2,3,4-Me^Man í .274 30 33 36
2,3,4-Me^Glc í .288 - 3 -
2 ,6-Me2-Gal í-479 í - -
4,6-He2-Glc í .547 2 - -
2, 3~i1e0~Man í .635 í o
2,4~Me2~Glc i .698 — 3 —
3,4~Me2~Man í .72í 9 10 17
2 ,4~Me2~Man í .736 5 3 -
3-*Me-Man 2.233 5 09 9

a > Tempo de retenção 
tetra-O-metil-gluci toi .

relat i vo a 1 , 5-d i -0~ac.et íi1-2,3,4,6

b) G.l.c. realizada com coluna OV-225.

c) Polissacarídeo meti lado e reduzido com LiAlD^.



3.2.4. - INVESTIGAÇÃO DOS HETEROPOLISSACARxDEOS CONTENDO
MANOSE DE P. araucaria:

O pol issacar ídeo de P. araxic ar i olt obtido por
fracionamento com cptavlon a pH 7.0, cujo espectro de

í 3 ~r.n.m.- C apreso^ * u-í (Fíg. 4B p. 58) na região de C 1 um
intenso sinal a 6 102.9 indicando a-D~Galp (1-->2) e um
outro menos intenso 6 109.7 referente a /?-Gal/ (1-->6)
ligado a cadeia principal, sendo que o sinal ó 102.9 não foi
confirmado pelos resultados de metilação, provavelmente
tenha sido decomposto durante der ivat ização dos meti lados e
um intenso sinal a 6 178.2 (C—6 ; CO^H) Este polímero a
presenta um conteúdo de ácido urônico de 8.4% (13), com

pequeno conteúdo de proteína de 0.05 g% (73). Os resultados
de redução dos grupos carboxil com trimetilsil metanolisados
indicaram ácido glucuronico (1 0 1).

Análises de metilação foram realizados nos 

heteropolímeros de P. araucaria preparados através da 

precipitação com cetavlon a pH 7.0 e 8.5. Pode ser observado 
em Tabelas XI que a metilação e redução dos derivados 
per-O-met ilados forneceram fragmentos provenientes de ácido 
glucurSnicOr foram detectados co**» derivados
2 ,3 ,4-Me3~Glc-6d0 e 2 ,4~Me2~Glc-ód^, cujos rendimentos 

foram 5.1% e 2.3%.

Análises de metilação dos polímeros, da fração pH

7.0 e pH 8.5 da P. araucaria (Tabela XI; p. 110) indicaram



de 2,3,4,6-Me^Ga1 (29.0%) para pH 7.0 e (40.0%) para o 

polímero de pH 8.5, e o 3,4—Me_Man (20.0% e 23.0%) 

respectivamente para os precipitados de pH 7.0 e pH 8.5 do 
cetavlon e os resíduos de 3-O-Me—Man explicam o sinal <5 
Í04.5 correspondent e a estrutura /?-p~Gal p— ( i >4 ) ~a-*D~Manp.

TABELA XI - ANALISES POR G.L.C.-M.S. DOS ACETATOS DE 

ALDITóIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DE METILAÇSO DOS 
POLISSACARiDEOS DE Parmotrema araxicctria

ií 9

Acet at os 
de alditois

_ aTr Areas X dos picos 
frac i onarnent o com

pH 7.0 pH 8.5

obt i dos por
i i bcet avlon 

P H  7.0°

2,3,4,6-Me -G1c 4 í .000 7 4 3
2,3,4,6-Me -Ga14 í .044 29 40 35
3,4,6-Me^-Ga1 í .276 7 5 -

2,3,4—M e Man í .290 25 23 28
2,3,4—Me^—G 1c í .300 - 5
2,4-Me2~Glc í .696 - - 2

3,4—Me^—Man 1.720 20 23 22

2,4-Me2~Man 1.736 3 - -
3,4—Me —Ga1 i .881 3 - -
3—Me—Man 2-228 6 5 5

a) Tempo de retenção relativo a 1 ,5-di-O-acetíI-2,3,4,6- 

tetra-O-met i 1-gluc i  tol.
b) G.l.c. realizada com coluna de 00-225.
c) Pol issacrtr ídeo met ilado e reduzido com LiAID^.



Os i>ol issacar ídeos das frações de pll 7.0 e 8.5, 
apresentaram 0.05 g% como já dito anteriormente e 0.04 g% de 
proteína respect ivamente, A realização de uma degradação de 
Smith, visando um maior entendimento estrutural destes 

heteropolímeros e a fração de pH 7-0 resultou na liberação 
de 95.0% de glicerol, 0.8% de eritritol, 0.5% de treitol, 
3.0% de manitol e 0.7% de glucitol. No entanto, o resultado 
deste ensaio para a fração de pH 8-5 não diferiu muito, 
apresentando 92.0% de glicerol, 2.0% de eritritol, 2.5% de 
treitol e 3.5% de manitol.

3.2.5. - INVESTIGAÇÃO DOS ÁCIDOS URoNICOS U. meridional is

0 polissacarídeo obtido por fracionamento com

cetavlon a pH 7.0, apresentando em seu espectro de
r.n.m.~*3C (Fig. 22A p- 94) um pequeno sinal ó 178.2 (C-6 ?
CO^H) e outros que são 6 104.6 /?~Galp-(í >4), 103.6
a-Hanp— (1---»2 ) e 102.7 ot~Ga 1 p- ( 1->2) ligados a cadeia

principal Com 9% de ácido uronico (13) e uma pequena 

quantidade de proteína 0.01 g% (73). Os resultados obtidos 
através de redução dos grupos carboxil com trimetiIsi1 i1 

metanolisados indicaram ácido glucuronico.
Analises de metilação realizados nos

heteropolímeros a pH 7 . 0  e p H 8 - 5 .  Os quais pode ser 
observados na Tabela XJI que a metilação e redução dos 
derivados per-O-met ilados fragmentos provenientes de ácido 
glucuronico, onde foram detectados como derivados
2 ,3 ,4-He -Glc-6d_ e 2,4-Me -G1c-6d_, cujos rendimentos foram

3  2  2  2

2 .0% e 3 .0% respectivamente.
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TABELA XII - ANALISES POR G.L.C.-M.S. DOS ACETATOS DE 
ALDITóIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DE METILAÇÃO DOS 
POLISSACARf DEOS DE U. meridional i s

12Í

Acetatos 
de alditois

Ãreas % dos picos obtidos por 
fracionamento com com cetavlonb

PH 7.0 P H  8 . 5 P H  7 - 0

2,3,4,Ó-Me -Man 0.990*T
2r3,4r6-Me -Glc 1.0004
2„3,5„Ó-Me -Gal 1.0164
2„3„4„ó—Me —Gal 1.045*T
3„4„ó-Me^-Glc 1.205
2„4,Ó-Me3-Man 1.207
2.4.6-Me^-Ga1 1.253
2„3,6-Me3-Gal 1.277
2„3„4—Me —Man 1.290
2,3,4-Me -Glc 1.298
2„3„4-Me3-Gal 1.415
2„ó-Me^-Ga1 1.479
2„Ó-Me2-Glc 1.512
4.6-Me0—Glc 1.550
3,Ó-Me2-Man 1.5ÓÓ
2.3-Me0—Man 1.Ó35
2„4-Me2-Glc 1.691
2„4-Me2-Glc 1.697
3„4-Me2~Glc 1.718
2.4-Me2~Man 1.736
2„3-Me2~Glc 1.768
2.4-Me2~Gal 1.825
2-0-Me-He;< 1.976
3—Me—Man 2.243

11

1

2 3

8

3
6

11

1

3
2

2
2

1

7
1

3 
1 

2 

1

4 
7

2

4
3

3 0

32

2

7

8

1

3
5

1 3
2

25
1

26
2

17

3
3

a 1 „5—d i —O-acet i1 —2 „3„4„6-a> Tempo de retenção relativo 
tetra-O-met il-gluc i tol.
b) G.l.c. realizada com coluna de OV-225.
c) Polissacarídeo meti lado e reduzido com Li Al D .

a
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PARTE III - 3.3. - COMPONENTES SOLÚVEIS NO EXTRATO
AOUOSO DE Torncr.t>&n. i a int rica ta

METANOL-



0 resíduo liquênico (17,1 g) proveniente da 
extração benzeno-etanol, etapa que removeu 7,5% dos 

componentes apoiares, como graxas, gorduras, ácidos 

liquênicos e compostos carotenóides, foi tratado com metanol 
contendo 20% de água <v/v>, sob refluxo, visando a extração 
de constituintes carboidratados de baixo peso molecular. O 
extrato metanolico aquoso resultante, após deionização e 

1iofi1ização, forneceu 3,9% de material.
Este extrato solubilizado em água (Fração A), por 

c.p. (sistema - B) apresentou principalmente arabinitol 

(R 1.18), xilitol (R 1.3) e três outros componentesO AL. <3 AL.
(R 0.87, 0.57 e 0.34), todos revelados por AgN0„ e pelaO A L  J
visualização com cloridrato de p-anisidina apresentaram 

teste negativo para açúcar redutor.
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TABELA XIII - ANaLISE POR 6 .L.C.-M.S® DOS ACETATOS DE

ALDITÓIS DE FRAÇSO A OBTIDA, PELA EXTRAÇaO 
METANOL~aGUA 45 í DE Tomabonia intricata.

1 24

Aid itol Trb Acetatos de alditóis de vá- 
r i as Fr aç ííes

IC IId IIIo

G1 i cerol 0.46 2 2 7
R i b i t ol 0.89 3Í 30 19

Arab i n i t ol 0.9Í 52 53 23
Xilitol í .0 14 14 9

Man i tol í .37 í 1 16

Galact i t ol í .43 - - 17

Gluci tol í .56 — — 9

cO Coluna DB-2Í0 acoplada ao espectrometro de massa.
b) Tempo de retenção em relação ao do xilitol pentaacetato.
c> Fração A reduzida com NaBH„ e acetilada4
d> Fração A acetilada
e> Fração A Hidrolisada, reduzida e acetilada

Os compostos de carboidratos de baixo peso 

molecular * tem sido isolado de várias espécies de liquens, 
Lindberg et alii <70) trabalhando com 60 espécies diferentes 
encontraram manitol em todas as espécies investigadas assim 
como arabinitol «?ni 90% delas.



A Tabela XIII apresenta os resultados obtidos com 

a extração metanol-iígua da 7\ irxíriccttaT os quais estão 
parcialmente de acordo com o relatado por Gor i n & Iacomini 
(38), que ao analisar a extração metanol-aquoso de seis 
espécies de liquens, encontraram arabinitol e manitol coei 
predominância do pentitol, assim como os resultados obtidos 

por Iacomini et ali i (59) no estudo de 3 espécies do gênero 
Cladonio..

Baron et alii (06) investigaram o extrato
met anol—aquoso de St^reocaxilarx rcunxilosxim e encontraram 
arabinitol e manitol como os principais componentes-

Estas análises nos levam a refletir que o

arabinitol assim como manitol são componentes de baixo peso 

molecular característ icos de liquens, entretanto na T. 
i rt íricctíCL  há também a ocorrência de xilitol e ribitol-

Fração A quando h idrol isada, reduzida e acetilada 
forneceu derivados de acetatos de manitol (í6%>, galactitol 
(í 7%) e glucitol (9%), mais do que foram apresentados na

fração A, que é consistente com a presença de

oli gossacar ideos*

Í 2 5
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PAR i E IV - 3-4. - ESÍUDO ESTRUTURAL DA

Tornabort ia intricata

GLUCOMANANA DE
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3.4.1. - ENSAIOS DE HOMOGêNIDADE DA GLUCOMANANA

O polímero obtido através do fraci mt *mento de 
cetavlon, na presença de tampão borato a pH 8.5 de T.

intriccítCLT foi submetido a eletroforese em acetato de
celulose com tampão borato a pH 9.0, revelando a presença

de somente uma banda. Quando tal polímero foi eluido em

coluna de Sepharose 6B demonstrou somente um pico (Fig. 30; 

P . 128). No entanto, este políssacarídeo ao ser eluído em
coluna de Sepharose 4B-200 apresentou dois picos como

observado na (Fig. 31? p. 129).
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Figura 30 - Cromatograma de eluição da glucomanana da
espécie T. intricata, obtido através da precipitação por 

cetavlon a pH 8-5, na presença de tampão borato, em coluna 
de Sepharose 6B. Volume morto (azul de dextrãna): 25 ml-



1 2 9

Figura 3Í - Cromatograma de eluição da glucomanana da 

espécie1 T. iniricctíay obtido através da precipitação por 
cetavlon a pH 8.5 na presença de tampão borátoy em coluna de 
Sepharose 4B-200. Volume morto (azul de dextrana): 66 ml.
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3.4.2. - DETERMINAÇÃO DO PESO MOLECULAR DAS FRAÇoES OBTIDAS
ATRAVéS DA COLUNA DE SEPAHAROSE 4B-200

0 tempo de retenção na coluna gel de Sepharose 

4B-200, é proporcional ao volume de eluição, sendo assim, 

foi realizado uma curva logaritímica em relação ao tempo de 

retenção (05) de dexfcranas com o p.m. de 487.000, 266.000 e 
81.600, tendo por objetivo de conhecer o peso molecular das 
frações de T. intricata obtidas através da coluna gel de 
Sepharose 4B-200. O resultado deste experimento pode ser 
visto através da (Fig. 32; p. 131) o qual indica que as duas 
frações possuem um peso molecular de 115.000 (Fração A) e

85.000 (Fração B), a Fração A apresentou um rendimento de
„ , 25 o48% possuindo uma rotação específica de Coü +56 e a

Fração B foi isolada com rendimento de 79% e uma rotação
, 25 Qespecifica de Coü ^+56 .
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Volume de elulção (nnl)

Figura 32 - Determinação do peso Molecular dos componentes 

da gluconvanana obtida através de cetavlon a pH 8.5 em coluna 
de Sepharose 4B-200, em comparação com o tempo de retenção 

de azul de dextranas com os seguintes pesos moleculares: ▲
487.000, O 266.000 e » 81.600.



Análises dos acetatos de alditóis dos hidrolísados 

destas frações forneceram uma razáo MansGlc de 91.5:8.5 para

a Fraçao A e 94.5:5.5 para a Fração B. Os espectros de
13 « „r.n.m. C de ambas frações (Fig 33 e 34) foram idênticos aos

da glucomanana original* mas com pequenos sinais adicionais
a <5 78.9* 80.7* 104.4, 104.7 e outros* indicando vazamento
da coluna. Tal fato, também é indicado pelo rendimento
superior a 100% para as frações combinadas e as rotações

específicas inferiores a da glucomanana original que é de
Ca325D +74“ (Tabela I; p. 49).

1 3 2

CM

coo

o
00

00

Figura 33 - Espectro de r.n.m.- C da Frácao A, obtida 
através do fracionamento da glucomanana, cetavlon pH 8.5, em 

coluna de Sepharose 4B-200.
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í 3Figura 34 - Espectro de r.n.m.- C da Fração B, obtida 
através do fracionamento da g 1ucomanana, cetavlon pH 8 .5 , em 

coluna de Sepharose 4B-200.



As moléculas deste polímero apresentaram a mesma
mobilidade eletroforét ica, a mesma composição química e

13estrutura de acordo com os dados de r.n.m- C. Entretanto, 
apresentou uma variável, duas -frações, com peso moleculares 

distintos, eluidas em Sepharose 4B-200. Embora, quimicamente 

homogêneo, a glucomanana pode ser polid ispersa em termos de 

peso molecular, até nos componentes da segunda fração que 
foi eluida apenas gradualmente <30).

0 polímero obtido através da purificação com 
cetavlon a pH 8.5 na presença de tampão borato, contendo 
0,08 g% de proteína (73), foi submetido a análises de 
metilação (51,66) e posteriormente pré-hidrolisados pelo

método de Seaman (02) e MeOH-HCl, seguido por hidrólise com 
H^SO^ 0.5 M a 100°C. Os acetatos de alditóis parcilamente 
meti lados resultantes de ambas hidrólises foram idênticos, 
no entanto, com proporções diferentes, demonstrado na Tabela 

XIV.

1 3 4



TABELA XIV - ANALISES POR G.L.C.-M.S. DOS ACETATOS DE ALDITÓIS 

PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILAÇSO 

DA GLUCOMANANA DE T. intricata0’

í  3 5

Acetatos de alditóis Trb % da área de cada pico

Pré—tratamento h idrol ít ico

de Saeman Metaridlise

2,3,4,6-Me —Man 4 0.992 53 47
2,3, 4, 6-Me -G1 c. í .000 4 5
3,4,6--Me -Man í . Í73 1 -
3,4,6- Me -Glc 1.189 0.5 1

2,3,4 He3-Man 1.283 5 2

3,6-Me2-Man 1.355 23 12

3,4-Me2~Man 1.699 12 31
3-Me-Man 2.191 1.5 2

a) 6-1-c- realizada em coluna de OV-225.
b) Tempo de retenção relativo a ír5-di-O-aceti1-2,3r4„6- 

tetra-0-niet i1-gluc i tol-
A Tabela XIV compara as proporções entre os dois 

métodos de pré-hidrd 1 ise da g 1ucomanana met iladar 

demonstrando que há um diferença significativa entre as 

proporções dos fragmentos obtidos pela pré-hidro1 ise de 

Seaman e aquela hidrólise realizada a partir de MeOH-HCl à 
3%. Tais diferenças, provavelmente ocorram devido ao 
tratamento de Seaman consistir em hidrólise com H^SO^ a 72% 
Cp/p) por í hora em banho de gelo, resultando na dègradação



preferencial de fragmentos formados por di-O-metil, 
principalmente o 3,4—Me^-flan y que apresentou uma drástica
diminuição em seu percentual de 31 a 12%.

Com a finalidade de se definir mais exatamente a
estrutura de glucomanana, realizou-se outros ensaios 
quantitativos e encontrou-se os seguintes dados através da 

reação de per ioclato de sódio: 1.4 moles do reagente foram 
consumidos, acompanhados pela produção de 0.54 mol de ácido
formico/un idade de açucar. A degradação de Smith, deste
polímero seguido por redução com boroidreto de sódio,

hidrólise total, e redução com boroidreto de sódio e
acetilação forneceu glicerol e manitol com uma razão molar 

de 47:7 (g.1.c.-m.s.)-
Informações relacionadas com a estrutura da 

glucomanana foram fornecidas pelos ensaios da hidrólise
ácida parcial (H^SO^ 0.16 tl, 18 horas, 1 0 0 2 0 e a degradação 
enzimática pela ação da enzima a-D-manosidase de "jack bean" 
(62,68).

A hidrólise ácida parcial da glucomanana, após

neutralização do material e adição de etanol (5=1), resultou 

num sobrenadante etanólico com manose e glucose, numa 
relação molar de 98=2 e um precipitado etanólico contendo 

uma razão de 96:4 de manose e glucose, sendo que o

precipitado forneceu um rendimento de 25%.
A análise de met ilação (Tabela XV) do

pol i ssacarídeo pare i almente degradado, demonstrou un i dades
terminais não redutoras de Manp (28%) e Glcp (4%)„ e 
u n í d a d s de Ma n p 6 • 0 (52%) e 2 „ 6 •••• d i - 0 •••• s u l:> s t i t u i d a * < .1. 6 % ) ,
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Tais resultados são consistentes com a alta proporção de
resíduos de Manp com ligações <í >6 ) na cadeia principal.

TABELA XV ANALISES POR G.L.C.-M.S. DOS ACETATOS DE

ALDITÓIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA

METILAÇaO DA GLUCOMANANA DE T. intricata

PARCIALMENTE DEGRADADA POR ÓCIDO*

1 3 7

Acetatos de H 
i 

T 
i

cr 
| t

% área de p i co
ald i t 6 i s

2,3,4,6-Me -Man 4 0.992 28
2 r 3 r 4 r 6-Me -G1c 4 1.000 4
2„3r4-Me3~Man 1.302 52
3 F 4~Me2*~Man 1.759

a> G.l.c. realizada em coluna de OV—225.
b) Tempo de retenção de cada fragmento relativo ao do 
i ,5-d i-O-acet i1—2 ,3,4,6-t et ra-O-meti1-g1uc i t ol.

A degradação enzimática obtida de 3 mg da enzima 

a-D-manosidase, tendo como substrato 50 mg de polissacarídeo 
originado do fracionamento com cetavlon a pH 8.5 com tampão 
borato, foi monitorado, através da produção de açúcar 

redutor pelo método de Somogyi—Ne1son ate atingir o plato 
máximo de 35% de enzimólise (Fig. 35). Após decorridas it 
horas de incubação a pH 4.5 e a 25SC, a mistura reativa foi 
neutralizada e a inativação da enzima foi realizada por 
aquecimento da solução a 100QC por 15 min. O polissacarideo 
residual foi precipitado com excesso de etanol, sendo que o



sobrenadante apresentou apenas monomeros de manose. 0 

precipitado foi isolado em rendimento de 66%, e apresentou 
uma razão de 82:18 de Man:G1c.

1 3 8

Tempo(hora)

Figura 35 - Curva de hidrólise enzimática <a-manosidase EC 
3.2.1.24) da glucomanana de T. intriccLta.



A análise de met i lação (Tabela XVI) da glucomanana 

degradada enzimat icaraente demonstrou unidades terminais não 
redutoras de Manp (23%) e Glcp (9%)r e unidades de Manp 6—0 
(37%) e 2,6-di— O-substituidos (31%), indicando remoção 
incompleta das cadeias laterais devido a presença de 

unidades resistentes de Glcp.

TABELA XVI ANALISES POR G.L.C.-M.S.“ DOS ACETATOS DE 
ALDITÓIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA 
METILACAO DE GLUCOMANANA DE T. iníricdíct 
DEGRADADA POR a-MANOSIDASE

1 3 9

Acetatos de H 
I 1

cr 
i

% área de pico

ald i t o i s

2,3,4,6-Me -Man 4 0.992 23
2,3 r 4 r 6—Me —G1c 4 i .000 9
2„3,4-Me3-Man í .277 37
3,4—Me0—Man í .342 3Í

a) 6.1 .c, realizada em coluna de DB—2Í0.
b) Tempo de retenção de cada fragmento relativo ao do 
í r 5—d i -O-acet i 1 -2r 3r 4 r 6-t et ra-O-met il~gluc i toi.

13 .O espectro de r.n.m.— C (Fig- 36) do produto
resistente a ação enzímática apresentou sinais a ó Í03.7

correspondendo a C-í das unidades terminais não redutoras de 
a-o-Manp < ver 2r3f4,6—Me^—Many 23%; Tabela X9)r Í00-Í

referente as unidades de Manp 2r6—di—O— substituidas (ver
3 r4-Me2-Manr 3Í%) e 6 80.í assinalado a C- 2 dàs mesmas



unidades. Um grande sinal aparece a <5 101.1 indicando C-l
unidades 6-O-substituidas de Manp (ver 2,3,4-Meg-Man, 37%).

0 desaparecimento do sinal a <5 77.0 indica que a unidade 

responsável para substituição em 0-4 foi a-o-Hanp (ver 
Sró-Me^-Han, 31 %; Tabela XIV, p. 135). Esta unidade foi
também removida pela ação da hidrólise ácida parcial.

cp

1 4 0

I

13Figura 36 - Espectro de r.n.m.- C do polímero resultante da 
ação enzimática da enzima a-manosidase <EC 3-2.1-24), na 

glucomanana de T. iníriccLíctm



Com o objetivo de determinar a estruturas das 

cadeias laterais de glucomanana, resolveu-se realizar uma

acetólise parcial, a qual hidrolisa as ligações (í ►ó) de
Manp da cadeia principal preferencialmente, resultando na
produção de ol igossacar ídeos, proveniente das cadeias 
1 at era i s -

Após a desaceti1 ação do produto, a realização de

* !>. descendente (solvente 8 ) e vizualizaçao por nitrato de

prata amoniacal, demonstrou uma mistura de manose, composto
de um dissacarídeo com mobilidade cromatográfica semeJbuite

ao do padrão ot D-Manp-(í— >2)-a-D-Man (R^ eMan
trissacarídeo com mobilidade semelhante ao do padrao

o-D-roanot r i ose unido por ligações (í *2), (R.. = 0,40) «Man
O frac ionamento desta mistura -Foi realizado por

c-p- preparativa em papel Mhatman n°3 (solvente B). A
primeira fração com Rw = 0-58 apresentou manose e glucoseMan
numa relação molar de 94-5S5.5, e seu espectro de r-n.m-- H 
apresentou sinais de uma mistura de a— D—Manp— (í ►2)—D-Man

T

<H-í s 6 5.30, J 1.7 Hz; H-í = 4.97, J 2-2 Hz) (37), com 
pequenos sinais de oc—d—Glcp—(1-->2)—d—Man (H— i: 6 5.39;

T

H-í : 6 5.08); (43). Um sinal a <5 5.26 provavelmente
T

originou—se de H—i de cx— d —Manp— (í--*2 ) — oc— d —Manp—

(í )2)-D-Man (43), (Fig. 37). A outra fração apresentou

Man:Glc com uma relação molar de 87.5:12.5 e seu espectro de 

r.n.m. —^H correspondeu ao de a-D—Glcp-(i >2)-a-o-Manp-
r r w

(i *2.) —d—Man (44), (H-i , 6 5-08; H-i , <5> 5.00; H-i, <5
5 .3 4), apresentando impurezas não identificadas com sinais a 
6 5.02 e 5.10, (Fig.. 38).

14Í
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Em -Função dos dados analíticos, os compontes 
estruturais propostos para a glucomanana de T. intriccLto. são
uma cadeia principal a-D~Manp~(í >6) com cadeis laterais de

principalmente a-D~Manp*-(í >2) (estrutura 5; p. 90), e
a~D-Glcp~( í >2) (estrutura 9), a-D~Glcp~( i ►2)-

Ca-D-hanp- ( í >4 ) 3-a-D-Manp (estrutura Í0), e possivelmente
a-D~Manp- (í ^2)~La-D-Manp-(í ^4)]~a-D-Manp (estrutura 11).

a-D-61 cp a-D~Glcp
1 1
1 ESTRUTURA 9 [ ESTRUTURA 10
2 2

-a-D—Manp-< 1 >6 )- a-D-Manp-< 1 >4 ) -a-D-Manp
1

12
- a - D - M a n p - (1 *6 ) —

a-D-Manp

a-D-Manp-(1*
ESTRUTURA 11

►4)—a-D-Manp 
1
12

-a-D-Manp— <1 ->6 )-

As estruturas 9 e 10 foram previamente encontradas 

na glucomanana da parede celular da levedura Ceratocyslis 

brwnn&a (44).
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<0O)

ocotn rto
i6

Figura 37 Figura 38

Figuras 37 e 38 - Espectros de r.n.m.-iH região de H-í dos
oligossacarídeos = 0.58 e 0.40 provenientes da acetóliseMan
parcial realizada na glucomanana de T. i n t r i c a t c L .
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CONCLUSoES

1. Dezoito espécies de liquens foram extraídos com solução
aquosa de hidróxido de potássio à quente e os
po1 issacarideos liberados e fracionados por precipitação com
solução de Fehling, seguido por precipitação fracionada com

cetavlon a pH 7.0 e pH 8.5 na presença de borato, acrescido

de cinco espécies desicritas na literatura somando vinte e
três espécies de 13 gêneros diferentes as quais comparamos 

13por r.n.rn- C.
2. Os precipitados a pH 8.5 apresentaram unidades de 
galactose, manose e glucose, exceto no caso previamente 
estudado de St&rocaulon ramulosum, o qual contém uma 
galactomanana e por último a TorncLb&nia, iniricata., a qual 

apresentou uma glucomanana. Aparentemente, todos os 

polissacarídeos contendo manose contêm uma cadeia principal 

de a~D~hançr- ( í >6 ).
133. As regiões de C-l dos espectros de r.n.m.- C dos

heteropolissacarídeos contendo manose foram típicas de
liquens, sugerindo que poderiam ser usadas como impressão 

digital numa possível base de quimiotaxonomica.
4. Poucas diferenças ocorrem entre os espectros de C—1 dos 
precipitados de Fehiing e aqueles formados através cetavlon a 

pH 8.5 na presença de borato.
5. Os liquens foram divididos em 5 grupos, baseados nos 
sinais principais da regiões de C-í dos espectros, os quais 
representam os componentes químicos principais das 

estruturas explicadas acima. Estes são=
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Grupo A. Os sinais de C-l estão presentes a ó 99-5, 101.8,
102.8 e 104.6 — Parmotroma sulcata, Parmotroma cctratum, 
Par mo t rema araucariap Ce traria islandica, Usnoa sp. e 
Evornia prurias tri.

Grupo B. As ressonâncias similares de C-i foram observados a 

6 103.7 e 104.9 - Cladonia aipostri, Cladonia confusa,

Storoocaulon paschale e Psoudocyphollar ia aurata.

Grupo C. Os sinais de C~1 estão observados em 6 102.3 e
104.7 - Cladonia amaurocraoa e Stic ta sp.
Grupo D. Sinais comuns de C—1 foram observados a ó 101.8 e
104.7 - Poltigora aphthosa, Rama lina usnoa, Ramalina 

ocklonii e Storoocaulon ramulosvm.

Grupo E. Sinais de C-~í estavam presentes em 6 99.9, 1 0 1.1 ,
103.9 e 109.6, os apresentados em <5 103.9 e 109.6 serido
maiores - Ac tinogyra muohlonborgii, Umbiliçaria pustulata e 

Umbiliçaria spodochroa.
Espectros de C~1 de pol issacar ídeos contendo manose de
Nowropogon aurantiaco-ator, Tornabonia intricata, Usnoa 

moridionalis e Cladonia substollata não podem ser 

ainda classificados em nenhum Grupo-
6 . 0 rendimento relativamente alto dos polissacarídeos
contendo manose indicam que são provenientes do micobionte 
os quais são prepoderantes nesta simbiose.
7. Ocorrem semelhanças entre os espectros de r.n.m.- C r 
região C-i, de polissacarídeos de liquens do mesmo gênero e 

também de gêneros diferentes.
8. Na precipitação dos polissacarídeos contendo manose de 
Parmotroma araucaria, Usnea moridionalis, Usnoa. sp., e



Evernia prxmastri em pH 7.0 assim como a pH 8.5 n i
presença de borato, na reação de cetavlon.

9. Cada polissacarídeo precipitado a pH 7.0 apresentou
i 3sinais de r.n.m— C em campo baixo de cerca de ô Í78r

correspondendo ao grupo -CO^H, esperado na E. prunastri o
qual foi relatado conter unidades de ácido galacturon ico.
Í0. No entanto, os polissacarídeos ácidos contém unidades
terminais não redutoras e 3—Osubstituidas de GlcAp.

íí. A Tornabonia intricata apresenta uma glucomanana com uma
razão molar de 93^7 de Man=Glc, e consiste de 2 componentes

5 5com peso molecular de cerca de 0.85 x Í0 e í.i x Í0 e seus
í 3 „espectros de r.n.m.- C foram idênticos. A cadeia principal

apresenta-se formada por unidades de ot-D~Manp~(i ►ó), com
cadeias laterais principalmete de a-D-Manp ligadas (í 2̂ ) e
com pequenas quantidades de ot-o-Glcp, e as estruturas

ram i f i cadas de cx-d-GI cp— ( í >2 )-*Ca-D-Manp~( i >4 ) ü-oi-D-Manp,

e poss i velment e a—d—Man p— ( i- >2)-Ccx— D-Man-( i >4) D—o<—n—Man p.

Í2. A presença de cadeias laterais contendo Glcp não 

permitiu a remoção completa de todas as cadeias laterais 
pela ação de a—manosidase.
Í3 . T. intriccLtcL foi o primeiro líquen encontrado que 
apresenta pol issacar ídeos contendo manose com ligações 
químicas as unidades de Glc. Desde entao, foi caracterizado 

como um componente da ga 1 ac t: og 1 ucomanana no caso der Stic ta 

sp.
Í4. A glucomanana de T. intriccLta é estruturalmente similar 
aquela da levedura Ceratocystis brunnea.

i  4 6
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