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Vive el aguila en su nido,
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RESUMOQ
Foram analisados heteropolissacarideos contendo
manose de 23 diferentes espécies de liquens pertencentes a

i3 géneros, foram obtidos em sua maioria via extragilo

alcalina seguido P or precipitacio com Fehling e

13C da regiao

fracionamento com cetavlion. Analise por r.n.m.-—
de C-1 de seus espectros derve como impressao digital
(fingerprints) dos liquens, sugerindo a base de uma possivel
quimiotaxonomia de liquens. Os espectros foram arranjados
dentro de 5 grupos, baseand: < nos principais sinais comuns
€ portanto com estruturas quimic- . similares. Como os
polissacarideos sao provenientes dos nmnicobiontes de cada
liquen, que s8o 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 presen¢ca de borato, a precipitagio occorreu =2 pH
7.2 no caso de extragoes alcalinas dos 4 liquens, Usnea sp.,
Usnea meridionalis, Parmotrema araucartia e Evernia
prunastri. Este resultado ja era esperado com o iltimo, o
qual tem sido relatado conter dcido galacturénico como
componente do polissacarideo. No espectro de r.n.m.riBC de
cada preparacido, um sinal de Acido carboxilico foi detectado
em campo baixo. A metilagio de cada polissacarideo, seguido
por reducio do produto per—O-metilado com hidreto de 1itio
aluminio deuterado, apresentou um aumento na producdo de

alguns alditdis acetatos, os quais foram di—-deuterados a

w’xiti



C-6. 0s resultados mostram que o 4dAcido wurdnico €& GlcAp,
presente como unidades ndo redutoras terminais e unidades
3-O-substituidas.

fs aniilises dos componentes monoscacar idicos de
polissacarideos que continham manose dJdos varios 1liquens,
observa-se a presen¢a de galactose, glucose e manose, com
exce¢io daquele previamente investigado Stereocaulon
ramulosum, o qual apresenta uma galactomanana, e aquele de
Tornabenia intricata, agora investigado, apresentando uma
glucomanana. Esta idltima foi isolada via precipitagido com
cetavlion a pH 8.5 na presen¢ga de borato e contendo 7 % de
glucose. A preparagio consiste de 2 componentes com p.m. de
0.85 x 105 e .4 x 105 e cujos espectros de r.n,m.—13C foram
idénticos. A glucomanana contém uma cadeia principal de
o—p—-Manp ligado (i—6) couom substituicdoes nas cadeias
laterais 2—-0O-o—p—-Manp, com pequenas quantidades de o-p—-Glcp,
o-p—-Glcp—-(1—2)~La-p-Manp— (1 —4)]J-o—-p—Manp, e passivel—

mente o-p—Manp—(1—2)-Lo-p—Manp—-(i—4)I1-a-p—Manp.

A RY



SUMMARY

Mannose-containing heteropolysaccharides were
prepared from 23 different 1lichens nf. 13 genera, via
alkaline extraction followed by Fehling precipitation and
fractionation with Cetavlon. The C—-i1 regions of their
19C—n.m.r. spectra served as fingerprints of the parent
lichen, suggesting a basis of a 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 Cetavlion using a pH of 7.0 and then 8.5 in the presence
of borate, precipitation also occurred at pH 7.9 in the case
of alkaline extracts from 4 lichens, Usnea sp.., Unsea
meridionalis, Parmotremna araucaria, and Evernia prunastri.
This was expected with the latter as a galactomannan
containing galacturonic acid has beéen reported as a
component polysaccharide. In the 13C—~n.m.r. spectrum of each
preparation, a signal of a carboxylic acid was detected at
low field. Methylation of each poluysaccharide, followed by
reduction of the per-O-methylated product with lithium
aluminum deuteride, gave rise to eventual production of some

O-methylated alditol acetates which were dideuterated at

KKV



C-6. Their structures showed that the uronic acid was GlcAp,
present as nonreducing end and 3-0O-substituted units.

On examination of the monosac;haride components
of mannose-containing polysaccharides of the var ious
lichens, all of the preparations were found to contain
galactose, glucose, and mannose, with the exceptions of that
of previously investigated Stereocaulon ramulosum, which was
a galactomannan, and .that of Tornabenia iniricata, now
invest igated, which is a glucomannan. It was isolated via a
Cetavlon precipitate, which formed at pH 8.5 in tﬁe presence
of borate and contained 7XZ of glucose. The preparation
consisted of 2 caomponents with ﬂrs of ca. 0.85 x 10> and ca.
1.1 x 105 and whose 1aC—n.m.r. spectra were identical. The
overall glucomannan contained a° (1—46)-linked o-bp-Manp
main—-chain substituted at 0-2 mainly with side chains of
o-p—Manp with smaller amounts of oa-p—-Glcp, oa-bp-Glcp—(i—2)—
Co—p—Manp—(1—4)J-a-p—Manp, and possibly oa-p—Mang—(1—>2)—

Co-p—Manp—(i—4)I-o—-p-Manp.
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i.  INTRODUCAO



i.i. ~  GENERALIDADES
O termo liquen foi introduzido na literatura grega
no seculo 300 antes da era Crist’l por Theophastrus,

primeiramente para descrever .o material que .crescia nas
cascas das oliveiras. Algumas espécies foram exploradas e,
no século XVI inclu(das‘ nos antigos herbarios, as quais
apresentavam propriedades medicinais. O botanico francés
J.P. de Tournefort (1656—-1708) usou o termo “Lichen” como
nome genérico (Les Elements de Botanique, 16%94), mas foi o
italiano Micheli, quem introduziu pela primeira vez uma
sistemdatica ordenada (Nova Plantarum Genera, 1729). Micheli
enumerou cerca de 300 espécies dentro de 38 ordens. Deve ser
creditado ao sueco Erik Achoriu (1757-181i9) a inicia¢do dos
estudos sistemiaticos liquénicos. Entretanto o reconhecimento
do liquen, como uma associagao entre um fungo e wuma alga,
para formar um talo estdvel de estrutura caracteristica, foi

realizado em 1847 pelo suico Schwendener (1829-&?19). Kle

adotou um rigido sistema de classificag¢io, ignorando os
caracteres microscdpicos. Tal definici3o do 1igquen foi
adotada numa reunil3o da Associa¢gio Internacional para

Liquenologia em 1981 (50).

Os liquens ao serem dissecados e analisados ao
microscipio mostram-se formados por dois organismos
diferentes, minudsculas algas semelhantes as espécies de vida
livre e numerosos filamentos de fungos incolores denominados
hifas. Esses dois organismos crescem juntos, resultando na

formac3o de uma nova estrutura vegetal denominada talo
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liquénico, o qual nSo tem nenhuma semelhan¢a com a alga ou o
fungo quando cultivados em separados (47).

0 talo liquénico o gqual resulta da simbiose entre a
alga e fungo € constituido em sua maior parte pelas hifas do
fungo e pelos filamentos da alga em menor propor¢i3o. Este
talo pode apresentar—-se com uma forma definida podendo ser
arbustiva, folidcea ou crusticea. Prolifera sob o sole e
frequenfemente pelas rochas e caules de adarvores. Habitam
todas as regioes, inclusive em dreas onde € impossivel outro
vegetal desenvolver—-se. Eles s3o elementos de grande
importancia na degrada¢clo de rochas devido a secre¢cio de
certos acidos organicos, os quais degradam a superficie, se
a rocha tratar-se de calcario océrre uma dissclu¢io maior ou
menor desta, no entanto, nas demais a aglo ¢ quase
totalmente mecdnics, devido as expansoes e contracoes
talinas dos liquens (61). A sua reprodugio € realizada
através de formagSo de propagulos (sorédios) que sio
formados por hifas com algumas células de algas (5@).

Cada 1iquen compreende, geralmente uma espécie de
fungo e usualmente uma espécie de alga. O fungo desta
simbiose, ¢ chamado micobionte, o qual é mais frequentemente
um ascomiceto e em alguns casos um ficomiceto, basidiomiceto
ou deuteromiceto (14) em associagao 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 associa¢glo, assim como Nostoc e Scytonema s3o as verde
azuladas mais encontradas C[©31. Ha 13.250 espécies de

ascomicetos, sendo que 46X destes, s30 capazes de formar



liquens, consis! indo de 2720 géneros, O0s_quais s3ao em maior
numero que os 37 géneros formadores de ficobiontes (50).

A estrutura e composi¢cao quimica nio sdo
importantes caracteristicas ¢m taxonomia em muitos grupos de
plantas, mas em liquens ¢ um meio pratico e proveitoso para
identificar as . espécies, pPoOis os liquens produzem
substAncias quimicas que somente s3o encontradas neles. €
por este motivo que os estudos dos liquens tém, ultimamente,
abordado dois aspectos:

a) Acidos Liquénicos

b) Constituintes em Carboidratos

1.2. - ACIDOS LIQUENICOS

Cerca de 1@0@ trabalhos foram realizados com o
objetivo de investigar 209 substiancias quimicas em 2.3i5
espeécies de liquens (21), Estes trabalhos incluem estudo do
metabolismo secundario e dos os acidos liquénicos. Sao
utilizados na medicina popular desde a mais remota
antiguidade. Pode-se exemplificar a descobérta do
naturalista alemao Schweinfurth, que encontrou, no Vale do
Nilo, wum Ffragmento 1liquénico no Ainterior de um vaso,
remontando a XVIII dinastia, cerca de 1.700 A.C., o qual foi
classificado por J. Muller como pertencente a espécie
Evernia furfuraceae e possuindo atividades contra o
Staphylococcus aureué. Vale notar que tal 1liquen n3o se
encontra atualmente no Egito; foi provavelmente, artigo de

importac¢cio da EuropaAou Asia (109).
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Takai et alii (102), realizaram trabalhos sobre
der ivados de acido udsnico encontrados em liguens, como um
esforco para encontrar novos agentes antineopldsicos. Ao
acido dsnico, no entanto, tem sido atribuido a propriedade
de causar dermatites em trabalhadores das florestas de
Columbia Britdnica, Canada (79).

Ja existe também grande interesse pela
sistemdatica de liquens e muitas correntes foram formadas,
pois por muitos anos a ocorréncia de substancias liquénicas
€ seud uso na sistematica e taxonomia tem atraido a aten¢ilo
de muitos pesquisadores. As reacoes de cor desenvolvidas por
Nylander (22), tém auxiliado no estudo da quimica de liquens
para a distingio de diferentes espéecies.

Huneck e Follmann (54), realizaram trabalhos com
metabolismo secundario de 73 representantes dos 1liquens
crustiaceos da Familia de Buelliaceae, 0S5 quais foram
analisados microgquimicamente ou por cromatbgrafia em camadé
delgada. Encontraram que os constituintes mais
caracteristicos s3o a depsidona atranorina e a depsidona
dcido norstictico, e pela primeira vez encontraram nesta
familia 4dcido lecandrico, 4acido physodalico e acido
pulvinico derivado da lactona do acido pulvinico. A0Aldém
disto, as substancias das Buelliaceae possuem intima relacio
com as Physciaceae. Em 1982, Huovinen e Ahti 37>,
realizaram um estudo dos depsideos, - depsidona €
dibenzofuranas em Cladonia spp. para explicar a quimica e o
. .

background . evolucionario dos produtos aromat icos

secundar ios deteclados na pesquisa quimiotaxonomica do
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género, esperando assim improvisar também. a taxénomia que
reflete a filogenia o mais natural possivel.

0 metabolismo secundario de liquens n3o foi o udnico
caminho para montar uma quimiotaxonomia, o estudo estrutural
de glucanas de 1iquens, bem como seus espectros de

13 . . e
ren.m.— C tem sido sugerido como uma possibilidade para

realizar um estudo taxondmico (102,110).
i.3. - CONSTITUINTES EM CARBOIDRATOS

Berzelius (11) isolou pela primeira vez, um
polissacarideo através de uma precipitagio por resfriamento
de um extrato aquoso 5 quente, do liquen Cetraria islandica
“Iceland moss”, desde ent3o, tem sido encontrado que cada
espécie de liquen contém a e/ou 3-glucanas e um
heteropolissacarideo contendo manose (32), sendo estes

pesquisados a nivel de polimeros de baixo e alto peso

molecular.

1.3.4 - COMPONENTES DE BAIX0O PESO MOLECULAR

Alguns estudos ja foram realizados com componentes
de baixo peso molecular em liquens e algumas revistes
relacionadas com esse assunto, foram realizadas por
C.F. Culberson (20) e Pueyo (91).

Um trabalho laborioso foi realizado por Lindberg et

alii (70) que analisaram 6@ espécies diferentes de liquens e



verificaram que 395 delas continham arabinitol e que estas
s30 pertencentes a ordem Lecanorales, ent3o Gumnocarpeae

sendo que as demais apresentaram volemitol e fazem parte da

ordem Verrucariales, que era denominada anter iormente
Pyrenocarpeae. Esta pesquisa demonstrou que ocorre uma
diferenca quimica entre esteé dois grupos, embora haja uma
heterogeneidade no grupo Verrncariales., 0 manitol

apresentou-se como um componente de ocorréncia generalizada
em liaguens, bem como arabinitol que parece ser de ocorréncia
comum em liquens, no entanto, manitol nfn fol relatado na
Ramalina usnea (36), e encontrado em pequenas Propor¢oes no
Newropogon aurantiaco-ater (08), igualmente em um 1iquen
basidiomiceto Cora pavonia (58), neste it imo 1iquen
arabinitol n3o foi detectado.

Além de manitol e arabinitol, eritritol tem sido
relatado em especies de Rocella (79). A alga que faz parte
desta simbiose é a Trentepohlia, e € conhecido que esta alga
em vida livre contém>eritritol. Como esta espécie de alga ¢
muito comum em liquens & de se supor que eritritol seja  um
poliol largamente encontrado em ligquens (67).

Apos alguns anos de estudo, diversos polidis foram
encontrados enm l1iquens (08,183,36,58,47,90,104) sendo:t
glicerol, eritritol, ribitol, arabinitol, manitol,
galactitol, sarbitol, vaolemitol, sifulitol (fi—deoxy-
p—volemitol), mio—innsitol e treitol.

Culberson (20) e Pueyo (B89) realizaram revisoes com
monossacar ideos redutores, os quais s3o: arabinose, ribose,

xilose, lixose, rhamnose, frutose, tagatose, galactose,



a8

manose e glucose, identificados por cromatografia em papel,
sendo que Nishikawa et alii (83) analisaram.estes monomeros
por g-.l.c. atraveés de der ivados acetilados,
trifluoracetilados e trimetilsililados.

Os oligossacarideos mais comuns s3o representados
por trealose (1,1 -o—p—glucopiranosil—-o-p—glucopiranose),
sacarose (i,2-a-p—-glucopiranosil—-f3-p—-frutofuranose) (20,70,
88), ¢ wumbilicina (2-0-3-p—galactofuranosil —-p—-arabinitol),
encontrada por Lindberg et al. em Unbilicaria pustulata e em
outras espécies de liquens (70). Também foi encontrada em
Actinogyra muehlenbergii (37) e Stereocaulon ramulosum por
Baron et al. (06).

OQutros oligossacar ideos menos frequentemente
encontrados na natureza siao peltigerosfdeos (3-0—-3—p—
galacteo—furanosil—-p—manitol) do 1 iquen Peltigera
horizontalis (71%1) e lactose (4;0—ﬁ~b—galactopiranosil

—of3~-p—glucose) relatado numa Sticta sp. (18).

1.3.2 - POLISSACARIDEOS

Apds o estudo realizado por Berzelius na Celraria

islandica em 1815 (11), Meyer & Giirtler (75), em 1947,

realizaram estudos . detalhados desta espécie para
determina¢lo da estrutura fina de polissacarideos
liquénicos, e isolaram da C. islandica um polissacarideo

pelo mesmo procedimento de Berzelius, o qual era formado por

uma 3-p—glucana linear contendo ligacies (1 —3) e (i —4),
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na propor¢ao molar de 1:3 denominado de “lichénine”.
Anal ises posteriores para uma melhor elucidagfo da estrutura
foram realizadas por Chanda et alii (14) e Peat et alii

(87), que concluiram ser um polissacarideo estruturalmente

constituido por uma sequéncia de «celotrioses, que indicam
duas ligagoes consecutivas (i —14), alternada por uma
liga¢cao (i1 —3) isoladas; poreém, ocasionalmente, quatro

monomeros consecut ivos apresen— tavam—-se unidos por ligagdes
(1 —4), sendo entao sugerida a estrutura I como

predominantes

-3-p-Glcp— (i —4)-3-p-Glcp—(1 —4)-3-p-Glcp— (1 —3)-

(I>

Realizando um trabalho paralelo sobre C. islandica
Meyer & Giirtler (76), em 1947, isolaram um polissacarideo do
sobrenadante aquoso frio, o qual foi denominado
“isalichénine”, fornecendo por hidrdlise acida glucose como
produto principal e tracos de manose e galactose. Apgéi 10
anos Chanda et alii (i14) utilizando os mesmos procedimentos
de extra¢Ro aquosa, isolaram um polimero semelhante, que =ao
ser submetido a solu¢dao de Fehling, apresentou apenas
unidades de bp—-glucose. O0s resultados de polar imetria,
oxidacS30 com periodato e os dados de metilagdo demonstraram
que este polissacarideo é de configurag8o alfa com 1ligag3o
(f —3) e (1 —4), numa rela¢c3o molar de 60:40 (8%).

Gorin & Iacomini (36)Y, em 1984, wutilizando os

. ' i3 .
recursos de espectroscopia de r.n.m.— C ao analisar os
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polissacarideos de C. islandica e R. wusneaq, vobtiveram em
ambas, isoliquenanas, espectros com sinais para C-3 (6 82,1%
e 81,9) e C~4 (& 79,3) substituidos, numa relagio molar de
66:34. Este recurso nunca foi empregado anteriormente para
analises quimicas de carboidratos, sugerindo uma estrutura
com duas liga¢oes consecutivés oa—(f —3), alternada por uma
ligagio o—(i —4) isolada (estrutura II), apesar de uma
outra estrutura com seqiiéncia alternada de ligagoes
(i —3) e o—(L —*4) também ocorresse ao longo do

polissacarideo.

—o-p—Glcp— (1 —3)—-o-—n—-6Glcp— (L —3)~-a—bp-Glcp— (1 —4) -
(I1)

A maioria das glucanas de liquens com micobiontes
ascomicetos, possuem estruturas andalogas com aquelas de
liquenana e isoliquenanas, mas, com ligacoes (1 —3) e
(1 —4) em diferentes proporcoes (32). Casos extremos sao0
aqueles de amilose, contendo somente 1ligagdes o—(1-—4),
encontrados em muitos liquens (40, 77) e uma glucana com
ligagdes exclusivas 3—-(1 —3) isolada do liquen Stereocaulom
ramulosum (06). Pustulana, uma glucana com ligacoes
(i —é6) tem sido encontrada em muitos liquens, o primeiro
dos quais foi Unbilicaria pustulata (69).

Iacomini et alii (58), estudando o 1liquen Cora
pavonia cujo micobionte € basidiomiceto, caracterizaram uma
A-p—glucana ramificada com ligagoes (1—»3) e (Li—4) e uma
xilomanana. Tais estruturas s3o tipicas de basidiomicetos e

diferem dos componentes polissacaridicos de liquens
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ascomicetos que contém glucanas lineares e galactomananas.

Com o desenvolvimento da espectroscopia de

i3 . ,
rein.m.— C, o0 estudo estrutural dos polissacarideos, bem
como de outros componentes, passou a aproveitar esse

poderoso recurso. Yokota et alii, em 1978 (110, valendo-se
) 413 .

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

proporcoes relativas das ligacoes existentes em bp-glucanas

isoladas de seis especies de 1iquens, demonstrando que a

Parmelia caperata continha uma o—~p—-glucana com ligag¢odes

(1i—>3) e (1—4), numa rela¢io molar 121, enquanto que uma

outra espécie, a Cetraria richardsonii, apresentava uma

3-p—glucana e uma o—-p—-glucana com ligagdes (1—3) e
(i—*4), nas propor¢oes relativas de 3:7 e 3:2,
respectivamente. A acroscyphana, obtida do Acroscyphus

sphaerophoroides, era uma o-p-glucana com ligagies (1-—3) e
(1—4), numa relagSo 2:3 e que continha também 6% de
ligagies (i—6). Um polimero idéntico a acroscyphana, foi
também encontrado no Sphaerophorus glodbosus, também da mesma
P A £y : 13 .
familia. Utilizando-se analise por r.n.m.— C concluiu-se
que o polissacarideo isolado de Pilophoron acicularis era
idént ico ao do Stereocaulon Jjaponicum, que mostrou serem

quimiotaxonomicamente relacionados aos liquens.

Um estudo de quimiotaxonomica de liquens foi
realizado por Takahashi et alii (102) quando, em 1981,
estudaram os polissacarideos de seis. espécies Stereocaulon
obtidos por extragio aquosa a quente, purificados por
congelamento e finalmente fracionados por coluna de

DEAE-celulose. De posse destes resultados os referidos
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rPesquisadores as dividiram em dois grupos, de acordo com a
solubilidade de seus polissacarideos em aguad um grupo
constituido por St. japonicum, St. sorediiferum e St.
exutum, contendo a—glucanas com ligagoes (1—3) e (1—4)
na propor¢ao de 3:i, caracteristica de wuma isoliquenana
soldvel em dgua; outros grupos constituidos por St.
vesuvianum, St. tomentoswun e St. intermediwun, caracterizados
pela presen¢ca predominante de uma 3—-hetercoglicana, contendo
p—manose, bD—galactose e p—glucose. Esses resultados
forneceram uma importante orientacao para futuras
investigagoes quimiotaxonémicas dos 1liquens da familia
Stereocaulaceae. Entretanto, Baron et alii (06), em 1988,
trabalhando com o 1liquen St. ramnulosun, obtiveram uma
—-p—~glucana apresentando apenas liga¢coes ((i—3), o que
diferencia daquelas espécies estudadas por Takahashi et alii
(102).

ITacomini et alii (59), em 1985, empregando os
modernos recursos para analise de carboidratos, estudaram
trés espécies de liquens do género Cladonia como a C.
confusa, C. anaurocraea e C. alpestris. Pelo estudo
comparativo dos resultados obtidos, o3 antores concluiram
que ha similaridade entre a C. alpestris e a C. confusa,
especialmente quanto a forma de crescimento; apesar do
habitat diferente, cada uma contém tracos de nigerana
insoldvel em dgua, formada por ligagies (1—>3) e (1—4) na
proporc¢io de i:1i. Nigerana também foi isolada de outras
especies de Cladonia spp. por Nishikawa et alii (84). O

liquen forneceu bp—galacto-p—mananas quase puUrAS isoladas
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via complexo insoluvel com cobre, formado com solu¢g3o de
Fehling. Eles n3o sio idénticos, mas s3o relacionados com as
cadeias pPrincipais de o—-p—-manopiranosil (1—6)-
substituidas em diferentes posicoes por grupos
i-p—galactopiranosil e c-p—manopiranosil. 0 polissacarideo
da C. alpestris contém unidades consecut ivas de
a-p—manopiranosil—(i—2), 0—-4 substituidas por

-p-galacltofuranose.

A C. confusa apresentou uma galactomanana com
unidades de galaclose, piranosidicas e furanosidicas.
Igualmente foi isolada da C. amaurocraea uma 3-p—glucana,
com um rendimento significativo, bem como uma
p-galacto-p—-manana, na forma de complexo cuprico insoliivel.
A primeira foi identificada como pustulana, insoluvel em

agua, O que permitiu sua separa¢3o da galactomanana, a qual
cont inha uma estrutura semelhante aquela da C. alpestris e

-

i
C. confusa, mas que, de acordo com o espectro de r.n.m.- C,

mostrou diferengas.
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1i.4. - JUSTIFICATIVAS

Através de estudos realizados previamente com alguns
liquens neste departamento (346,5%), observaram que espectros
de r.n.m.~130 dos heteropolissacarideos, princiralmente
isolados via complexo insoldvel de cobre, foram diferentes,
suger indo que suas estruturas sfo tipicas dos liquens e que
os espectros podém ser usados em estudo quimiotaxonomico.
Tal método foi usado com estudos de leveduras por Gorin e
Spencer (34), que similarmente isolaram polissacarideos de
mannse e examinaram seus espectros de r.n.m.—iH. A grande
var iedade de espectros foram proveitosos em promover uma
nova quimiotaxonomia de leveduras e em ajuda para suas
identificagoes em sistemas ecoldgicos.

i- Sendo assim, procurou-se analisar um maior
numero possivel de heteropolissacarideos contendo manose
através de r.n.m.—iac, visando realizar um estudo
comparativo abrangendo muitas espécies diferentes.

2- Outros estudos com heteropol imeros foram
real izados (046,08,32,36,37,59,659,78,104) sendo que muitas
destas espécies ja estudadas, foram reanalizadas e seus
resultados serfo discutidos neste trabalho, entretanto, nos
cas0s que ocorreu falta de material seus dados de
literatura foram aproveitados e citados visando um maior
enr iquecimento deste trabalho.

3—- Sera dado énfase a estrutura da 7. intricata, a
qual apresentou resultados inéditos.

4- Procuraremos esclarecer, qual unidade de acucar
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acido que faz parte da composi¢io dos heteropolimeros, ja
que, a galactomanana de Evernia prunastri mostrou conter
acido galacturdnico (78), visto que este componente n3o0 &
comum em polissacarideos de fungos.de carboidrato em fungos,
o polissacarideo sera reestudado juntamente com outras
espécies.

5—- As espécies de liquens as quais pretendemos

discutir neste trabalho s3o as seguintess:

Ordem - Lecanorales
Familia — Parmeliaceae
Género e Espécie - Parmelia sulcata, Cetraria

islandica, Parmnotrema araucaria € Parmotrema cetratum.

Familia —- Umbilicariaceae
Género e Espécie - Actinogyra muehlenbergii,

Umbilicaria pustulataA e Unbilicaria spodochroaa.

Familia — Usneaccae
Género e Espécie - Evernia prunastri, Ramalina
ecklonii, Ramalina usnea, Usnea sp., Usnea meridionalis e

, Fa\
Newropogon aurantiaco-ater

Familia - Cladoniaceae
Géner o w Enpécie - Cladonia alpestris, Cladonia

, Fal
confusa, Cladonia substellata e Cladonia amaurocraea -
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Ordem — lecideales

Familia — Sktereocaulaceae

Género e Espécie - Sterocaulon ramulosum e
Stereocaulon paschale.

Ordem — Cyanophilales

Familia — Stictaceae

Género e Espécie — Pseudocyphellaria aurata e
Sticta sp.A

Familia — Peltigeraceae

Género e Espécie — Peltigera aphthosa.

Ordem — Caloplacales

Familia — Physciaceae

Género e Espécie — Tornabenia intricatd.

A Dados referentes a estas espécies foram cobtidos através de

outros autores na literatura.
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2. MATERIAIS E METODOS



ie

2.14. - COLETA E CLASSIFICACAO

0Os 1liquens estudados num total de i8B espécies,
referentes a 13 géneros, todos pertencentes a Classe dos
Ascol iquens, Subclasse: Gymnocarpeae, foram coletados em
diversas regioes do mundo, asgim como do Brasil. O 1liquen
Tornabenia intricata Trevis da Ordem Caloplacales e Familia
Physciaceae (29), foi coletado dos carvalhos da Galileia em
Israel, pela Profa. Margalith Galun, Symbiosis Research
Laboratory, Department of Botany, Tel-Aviv. Evernia
prunasiru (L.>» Ach., (74), foi obtido no estado
Norte-Amer icano do Oregon, em convénio com o Prof. Bruce
McCune, esta espécie @ da Ordem Lecanorales e pertence a
Familia das Usneaceae. A espécie Usnea meridionalis Zahlb da
mesma Ordem & Familia que a E. prunastri, foi coletada no
Municipio de Aquidauana, no Estado do Mato Grosso do Sul e
cedida pela Profa. Izilda Divincen=zi do Departamento de
Quimica da UFMS e a Cladonia substellata Vain, da Ordem
Lecanorales e da Familia das Cladoniaceae fora gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Lauro Xavier Filho da U.F.Pe.‘ e tal
especie fora coletada no interior do Estado de Pernambuco.
Na regilo metropolitana de Curitiba foram coletados as
espécies Parmotrema araucaria da Ordem Lecanorales da
Familia Parmeliaceae € Ranalina ecklonii (Spreng.) Meuy. &
Flot da Ordem Lecanorales e Familia Usneaceae. Os demais
liquens encontravam—-se disponiveis no laboratdrio. Sendo que
as espécies da Ordem Lecanorales s3o as seguintes: Cladonia

alpestris (L.) Rabenh e Cladonia confusa pertencendo a mesma
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Familia que a C. substellata; Ramalina usnea e Usnea sp.,
ambas agrupadas na Familia Usneaceae. Os 1liquens Celraria
islandica, Parmotrema sulcqta T. Tayl. (Tural). e Parmotrema
cetratum (Ach.) Hale da Familia Parmeliaceae € a Actinogyra
muehlenbergii é da Familia Umbilicariaceae. As espécies da
Ordem Cyanophilales s3o Péltigera aphthosa da Familia
Pelt igeraceae, Pseudocyphellaria aurata da Familia
Stictaceae. Os liquens da Ordem Lecideales s3o Stereocaulon
ranulosum (Sw.) Rausch e Stereocauloﬁ paschale (L.) Hoffm,
ambos pertencentes a Familia das Stereocaulaceae.

A classificaci3o e sistematica dos 1liquens foram
confirmadas através de amostras ao Departamento de Historia
Natural, Montevideo - Uruguai, na colabora¢iao do Professor
Hector S. Osorio, assim como ao National Museum of Natural
History — Smithsonian Institution - Washington - USA, na

colabora¢io do Dr. Mason E. Hale ja falecido.
2.2 — TRATAMENTO PREVIO DOS LIQUENS

As especies obtidas no estado natural, foram
submetidas a um processo de limpeza para retirada de
contaminantes como pequenos ramos, cascas de arvores e
outros liquens, apos o que foram ent3o lavados
cuidadosamente em 3dgua corrente e secos a temperatura
ambiente. Finalmente, foram pulverizados em moinho Wiley

sob malha de 2@ mesh, fornecendo os liquens na forma de po

S€C0.
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2.3. — METODOS ANALIiTICOS GERAIS

2.3.4. - PRINCIPIOS ELEMENTARES

A concentracio das solu¢gies aquosas polissacaridicas e
oligossacaridicas, bem como os produtos de hidrélise parcial
ou total, foi realirzadas sob baixa pressido, em evaporador
rotatorio modelo Fisatom—802, a 508C.

N5 solugdes e reagentes utilizados nos experimentos,
todos de grau de pureza PA {oram fabricados pelas industrias
quimicas Reagen, Merck, Sic ar e Aldrich.

A liofilizagdo das solugoes contendo carbohidratos
foram efetuandas em aparelho Virtis, modelo 16--14)% MR-BA.

As rotagoes ﬁticas especificas foram determinadac em
polar imetro “Perkin Elmer”, modelo 144, a 259C, usando
soluclio aquosa a ©,2X ou solu¢gio aquosa de hidréxido de
sodio a 1% para os carboidratos insoluveis.

As medidas de pH foram realizadas em aparelho
“Ionalyzer” modelo 399, na temperatura ambiente. E os
ensaios que necessitavam de menor precisio, utilizava—-ce
papel indicador universal.

A remog3o de material inorganico de solugoes foi

realizada pelo uso de resinas trocadoras de ions com resina

cationica (Dowex 50W x B ou Dowex 50W x 12 — forma H+) e/ou
com resina anionica (Dnwex 2 x 8 — forma HCO—?) sob ayil!a,io

magnética e posterior filtragio por papel ou algod3o.
Os polissacarideos foram precipitados com aproxima-—

damente a uma parte de solugio aquosa de polissacarideo para



quatro a seis partes de etanol.
2.3.2. - METODOS CROMATOGRAFICOS
2e3.2.4. - CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA-GAS0SA (G.L.C.)

As cromatografias liquida—gasosa foram realizadas em
coluna convencional, utilizando-se o cromatdgrafo “VARIAN"
modelo 2449, com detector de ioniza¢3o de chama, wusando
nitrogénio como gis de arraste (49 ml/min). As temperaturas
de operagio do injetor e do detector eram, 2209C e 240¢C
respect ivamente e coluna de aco inoxidavel (200 x 0,15 cwm
d.i.) revestidas com as seguintes fases:

a) 0V-225 a 3% (p/p) sobre Gas Chrom Q@ de 100-200 mesh
(72). A temperatura da coluna (isotérmica) foi de 1i900C para
acetatos de alditdis e de 1709C para os acetatos de alditdis
parcialmente metilados.

b) ECNSS a 3% (p/p) sobre Gas Chrom Q@ de 100-12@ mesh
(94). A coluna foi operada com temperatura isotérmica de
1859C para os acetatos de alditdis e 16090upara os acetalos
de alditéis parcialmente metilados.

As amostras foram identificadas pelos tempos de
retencio de padrﬁeé. Os picos de acetatos de alditois
parcialmente metilados foram determinados em relagso ab
tempo de retenci3c do 1,4-di-O-acetil-2,3,4,é6-tetra-0O-metil
p-glucitol.

Os acetatos de alditdis provenientes de hidrdlise de

polissacar ideos & oligossacarideos foram identificados pelos



tempos de retencio de uma mistura equiponderal de acetatos
de alditois contendo glicerol, eritritol, ramnitol,
arabinitol, xilitol, wmanitol, galactitol, glucitol e
mto—-inositol.

A composicio molar de cada componente analisado por

g.l.c. foi calculado segundo o método de triangulagio 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.5.)

As analises foram realizadas em um cromatdégrafo a gas
“VARIAN”, modelo 33¢@ acoplado a um espectrimetro de massa
da marca FINNIGAN MAT nunido com ITS-4@. Trés colunas
capilares de 3% m de comprimento com 0,25 mm de diametro
interno de 0V-225, DB-210¢ € Durowax—4 foram utilizadas para
as analises de acetatos de alditdis parcialmente metilados e
acetatos de alditois. O gas de arraste foi hélio ultra puro,
com um fluxo de 2 ml/min.

O equipamento foi programado com temperatura inicial
da coluna 509C durante 1 min, seguindo-se, apds este tenpo,
um gradiente de 409C/min até alcangar 2209C, mantendo-se

isotérmica até o final da analise.

2.3.2.3. - CROMATOGRAFIA EM PAPEL (c.p.)

Nas analises cromatograficas gqualitativas em papel

utilizou—-se papel Whatman nQ i e papel Whatman n2 3 nas
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preparativas. As técnicas utilizadas foram as ascendentes e
descendentes, com 0o seguinte sistema de solventes:
A) Benzeno:n—bﬁtanol=piridina=égua (1:35:323 v/v, fase
superior) (55).

B) n-Butanol:etanol:dagua (2:1:1 v/v) (36,55).

C) Acetato de etila;écido acetico glacialtacido
férmicozagua (iB8:3:4:4 v/v) (99).

D) Acetato de etilazdacido acético glacialsagua (3:zi:4
v/v) (1¢0).

A revelaclo de carboidratos foi realizada com nitrato
de prata alcalino utilizando o método de imersiao (105),
nitrato de prata amoniacal como reveladores universais (86),
e cloridrato de g-anisidina em n—-butanol (54) para ac¢ucares
redutores.

A migracio cromatografica dos produtns de degradac¢io
de Smith dos heteropolissacarideos contendo mandse isolado
por extragio alcalina foram relacionado a bp-manose (Rﬁan) -
técnica ascendente, solvente A, enquanto que a migracdo dos
componentes extraidos com a mistura de solvente metanol-agua
4:1{ foi relacionada a bp-galactose (RGal) _ técnica
descendente, solvente B, 72 horas.

A migracSo cromatografica dos produtos resultantes de
acetolise parcial dos heteropolimeros contendo manose
isolados através de extrécﬁo alcalina foram relacionados a
migracao da bp—manose (R ) - técnica descendente, solvente

Man

B, 72 horas.

A migracio dos produtos contendo acido uronico obtidos

por extracio alcalina foi relacionada a migragdo da lactose
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(RLAC) técnica descendente, solventes C e D.

2.3.3. -~ RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA DE CARBONO-13

(r.n.m.“iac )

0Os espectros de ressonancia nuclear magnética de
carbono—13 foram obtidos pelo uso dos espectrimetros BRUKER

AM—360WB e CPX-3009, incorporados ao transformador de

Fourier. Os polissacarideos soliuveis em agua foram
examinados em 020. enquanto que os insoluveis foram
examinados com solugoes 020 contendo NaoD a 2%X. Essas

solugoes (2 ml) foram colocadas em tubo de 200 mam de
comprimento € 19 mm de didmetro e mantidas a 339C, para
serem analisadas no espectrometro, cujos deslocamentos
quimicos foram por fim corrigidos para temperatura de 709C
(+ ¢.6 p.p.m.) (38).

0s deslocamentos quimicos foram expressos en S
(p.p.m.? relativos & ressonancia do Me,Si como padrio

4

externo (6=0) foram determinados em experimento separado.

2.3.4. - RESSONACIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON

(r.n.m.~1H)

Os espectros foram obtidos pelo uso dos espectrimetros
Bruker AM—360WB e CPX-300, incorporado ao transformador de
Fourier, em 360 e 300 MHz respeclivamente em relac3o ao
nucleo de 1H: posteriormente colocadas em tubos de 200¢ 10

mm d.i. e mantidas a 339C para serem analisadas no
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espectrometro.
0s deslocamentos quimicos foram expressos em Ie}
(p.p.m.) relativos a ressonancia do Me45i externa (&6=0)

determinada em exper imento separado.

2.3.5. - METODOS FOTOCOLORIMETRICOS

As determina¢des quantitativas de carboidratos totais
foram realizados pelo método do fenol-acido sulfurico,
descrito por Dubois et alii (26). 0 padrdo utilizado como
referéncia foi uma solu¢3o de p-galactose numa concentracdo
de 4@ ug/ml, sendo que o complexo colorido resultante da
conjuga¢c’io do bhidréximetilfurfural com o fenol, foi
analisado a 499 nm.

0Os agric ares redutores foram dosados pelo método de
Somogyi -Nelson, (81,97,98) utilizando como referéncia uma
solu¢io padrio de bp-glucose (40 ug/ml). A absorbancia foi
lida a 935 nm.

Proteinas foram dosadas segundo o método de Lowry et
alii (73) a 640 nm.

0 fosforo total foi determinado nas cinzas obtidas
pelo tratamento de uma amostra do polissacarideo com acido
sulfurico e acido nitrico concentrados, em banho de areia
(1609C durante 3 horas), segundo as teécnicas preconizadas

por Chen e crolaboradores (15) e Bartlett (09).
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2.3.6 — ISOLAMENTO DAS GALACTOMANANAS

Os 1liquens em geral foram submetidos aos mesmos
processos de extra¢So, com a excegiao do liquen 7Tornabenia
intricata que sofreu uma extraglio com metanol-dagua, tendo a

finalidade de analisar os oligossacar ideos desta espécie.
2.3.6.1. — EXTRACAO BENZENO-ETANOL

Os liquens previamente secos, limpos e moidos foram
deslipidificados com o solvente benzeno—-etanol (?2:1, v/v, -
1,00 1), durante 4 horas, sob refluxxo. 0 material filtrado
em algodio, & quente, o extrato foi guardado e o 1liquen
residual seco em estufa a 509C para ser submetido ao préximo

processo de extra¢io.

2.3.6.2. - EXTRAGCA(Q METANOL-4AGUA

0 residuo 1liquénico da 7. intricata oriundo da
extragao benzeno—-etanol foi submet ido a uma ‘ mistura
extratora metanol-agua (4:1, v/v - ©,5 1), num intervalo de

4 horas, sob refluxa, e filtrado por algod8o ainda a quente.

0 extrato foi concentrado em rotavapor até pequeno
volume e ent3o deionizado pelas resinas Dowex 5@ x 8 (forma
H+) e Dowex 2 x B (forma HCO_B) para a dessalifica¢io,
posteriormente concentrado a pequeno volume e liofilizado.

Uma aliquota desta fra¢ao foi hidrolisada com TFA 1 M por 12

horas a 1i009C e submetida a c.p.-. € posteriormente reduzido
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com boroidreto de sdidio segundo metodologia desenvolvida por
Wolfrom & Thompson (107>, acetilado (106) e analisado por
g.l.c. O residuo da extragio metanol-dgua sofreu extra¢io

com alcali & quente como os demais liquens.

2.3.6.3. - EXTRACAO ALCALINA

Os residuos liquénicos resultantes das extragoes com

benzeno-etanol e metanol—-agua, no caso de 7. intricata,
toram tratados com . !1n, 30 aquosa de hidrdxido de paota ...io a
24, a 1000, durante uma hora, sob refluxo € na presen¢a de
uma aiiqueta de NaBH4. Logo apés, filtrou-se ainda a quente
e o residun foi submetido a uma segunda extra¢ano nas mesmas
condigoes, em seguida resfriado em cuba de gelo e
neutralizado com acido acetico concentrado e 0s

polissacar ideos foram precipiltados em excesso de etanol e
finalmente separados por centrifugacio (3.000 rpm, 20 min).
0 precipitado formado foi solubilizado em agua e
liofilizado. |

Os residuos liquénicos apods as extracoes, foi

descartado.
2.3.46.4. - FRACIOMAMENTO DOS POLISSACARIDEOS RESULTANTES
DA EXTRACA0 ALCALINA POR CONGELAMENTO E DEGELO

Os precipitados das extracoes alcalinas foram

solubilizados em agua (8.5 1), € a seguir submetidas ao
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processo de congelamento e posterior degelo rvealizado a
temperatura ambiente, ocorrendo a forma¢3io de um precipitado
insoldvel em dgua fria, o qual foi separado dos componentes
soluveis por centrifugaclo (10.000 rpm, 10 min, 49C) segundo
Gorin & Iacomini (346). Esta operacﬁo de gelo e degelo foi
realizada na fase insoludvel, ateé que o sobrenadante nio mais
apresenta polissacarideo soliivel na solu¢gio detectiavel pela
reagcrao de fenol-sulfdrico.

A fase soluvel resultante do fracionamento gelo/degelo
foi concentrada e submetida ao processo de purificaglo por

precipitacdo em solu¢gdo de Fehling (64).

2.3.6.5. — FRACIONAMENTO DOS POLISSACARIDEOS SOLUVEIS EM

AGUA POR PRECIPITACAO COM SOLUCAC DE FEHLING

A solu¢cio contendo os polissacarideos soluveis em agua
foi adicionado igual volume de solugao de Fehling € deixado
em repouso duraﬁte uma noite & 49C. O precipitado foi
separado por centrifugagio (10.000 rpm, 10 min, 49C), e o
sobrenadante de Fehling foi descartado. O complexo cuprico,
foi lavado sucessivamente com solu¢c3o de KOH a 2X e metanol
(3 vezes cada), sendo centrifugado apds cada operaclao. Em
seguida o complexo foi decomposto, por agitag¢io, numa
suspensio aquosa de resina catidnica, durante 30 min, logo

apos foi filtrado e liofilizado.
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2.3.6.6. — FRACIONAMENTO DOS POLISSACARIDEOS PURIFICADOS
PELA SOLUCAO DE FEHLING, POR PRECIPITACAO COM

BROMETO DE HEXADECILTRIMETILAMONIO (CETAVLON)

Com a finalidade de obter galactomananas com um maior
grau de pureza, o precipitadé resultante do fracionamento
pela solugl3o de Fehling (500 mg), foi submentido ao processo
de fracionamento por cetavlon, como descrito por Scott (23>
e por Duarte & Jones (235).

Em pH 7,0 ocorreu a formagcido de precipitado em alguns
liquens, o qual foi decomposto com solu¢lio de NaCl 4 M e
paosteriormente precipitado em etanol, tal processo foi
repetido por 3 vezes, sendo que logo em seguida foi
dialisado em dagua corrente por 48 horas.

0 sobrenadante resultante de pH 7,0, foi tratado com
igual volume de soluglo com tamp3o borato a 3%, pH 8,5,
observando a forma¢clo imediata de um precipitado na forma de
complexo polissacaridico boratado com base quarternaria.
Esta fragio foi descomplexada com solu¢l3o de acido acetico 2
M- A solu¢clo resultante foi finalmente tratada com‘ ENCESSO
de etanol formando novo precipitado, tal opera¢lo foi
repet ida por 3 veres, sendo que loyn apds, o polissacarideo

foi dialisado por 48 horas.

Ao sobrenadante da precipitacio em pH 8,5 foi
adicionado solu¢io de NaOH a 40%, elevando-se até pH 12.0 e
como n3o ocorreu a formag¢io de ?recipitado, foi
neutralizado em bhanho de gelo com dcido aceético 2 M,

concentrado a pequenn volume e adicionado em e:uesso  de
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etanol n3o0 ocorrendo precipita¢iao.

2.4. - METODOLOGIA ESPECIiFICA PARA ANALISE ESTRUTURAL DOS
POLISSACARIDEOS
2.4.1. - TESTES DE HOMOGENEIDADE APLICADOS A0S

POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos obtidos de liquens que apresentaram
resultados inesperados foram analisados com maiores

mindcias em relaglo a suas estruturas, entre estas espécies

encontram—-se 7. intricata, E. prunastri, U. meridionalis,
Usnea sp. e P. araucaria. Nestas espécies foram realizadas
ensaios de homogeneidade visando um estudo de maior

profundidade.

2.4.1.1i. - ELETROFORESE EM FITAS DE ACETATO DE CELULOSE

Uma amostra de 10 mg de polissacarideo, apds colorag¢lo
com Azul de Procion M-36 (Cia. Imperial de Iﬁddstrias
Quimicas do Brasil) segundo o método preconizado por Dudman
& Bishop (27), foi realizada em fitas de acetato de celulose
(2 X 12,5 cm) na presenca de tampdo borateo 0,2 M, pH 9.2,
utilizando—-se um aparelho Fanem 250-350 v, 7 mA/1® wminutos,

com cAmara de imersio da Chemetron.
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2.4.1.2. - GEL PERMEACAO EM COLUNA DE SEPHAROSE 4B-200 E

SEPHAROSE 6B

Amostras de polissacarideos (10 mg de galactomanana ou
glucomanana) foram dissolvidas em iml de soluglo aquosa de
NaCl 6,5 M e aplicadas em coiuna de Sepharose 4B-200 (40 X
2,4 cm). As eluigies foram realizadas com solugdo aquosa de
NaCl @,5 M.

A coluna de Sepharose 6B (22 X 0,9 cm) foi eluida com
uma solu¢3o aquonsa de NaCl @,2%, e as fragoes foram

coletadas utilizando o coletor de fracoes KLD BROMMA (7000

Ultrorac fraction c¢ollector), e o agucar total foi
determinado pelo meétodo de Dubois et alii (26).
As colunas foram pré-calibradas com varios azuis de

Dextran.

2.5. — HIDROLISES ACIDAS

As hidrolises dcidas foram subdivididas em dois
grupos: totais e parciais.

a) As hidrolises totais foram realizadas em tubos
hermet icamente fechados da marca Kimax ou em ampolas de
vidro em estufas & temperatura de 1009C, com o0s seguintes
dcidos e seus tempos de hidrdlise.

~ Acido sulfirico 0,5 M por 12 horas.

- Método de Saeman (02) realizado com pré—tratamento
com acido sulfirico a 72X, durante i1 hora em banho de gelo,

apds este periodo de tempo, diluido para 4,94 (0,5 M) e
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assim permanecendo por 12 horas a 1009C. .

-~ Metandlise (MeOH/HC1 5X) sob refluxo durante 3
horas, logo apds resfriado e neutralizado com carbonato de
prata e hidrolisado novamente com acido sulfurico 0,5 i por

i2 horas.

- Acido trifluoracéti;o (TFA) 2,0 M em tubos de
hidrédlise por 8 horas, seguido de metanol/HCl1 5% em ampolas
seladas.

b) Hidrolise parcial, foi realizada em tubos de wvidro
da marca Kimax, utilizando-se acido sulfurico pH 2,0 durante
i8 horas a 1009C.

c) Remogio dos acidos apds as hidrdlises

O IFA foi removido por concentraclo a secura ou

evaporagio espontanea em vidro reldgio num periodo de 24

horas.
0 H2504 foi eliminado sob a forma de um sal insoliuvel
por centrifugagio seguido por filtrag3o, apds neutralizagio

com carbonato de bario.

O HC1 embora seja um gd« voldatil, foi removido através
da neutralizaciao com 1 whonato de prata e 'posterior
Ffiltray, T ;oom 18 de wvidro, pois tratave e de material

parcialm: nite wmetilado.
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2.6. — REDUGCAO E ACETILACAC DOS  PRODUTOS RESULTANTES DE

HIDROLISE ACIDA TOTAL

A mistura de monossacarideos obtidos das hidrﬁlises
totais foram reduzidas com boroidreto de sdédio, segundo
Wolfrom & Thompson (1067) a témperatufa ambiente, pH 9.0, e
por um periodo de 12 horas. Logo apds este tempo, o excesso
de boroidreto de sdédio foi neutralizado com dcido acético 1
M e posteriormente a solu¢l3o foi tratada com resina Dowe:x 50
X 8 (forma H+), que Eonverteu 0 sal borato de sodio ainda
existente, em &cido 1livre. Seguindo por filtra¢io e
concentracio a secura € o0 acido borico remanescente foi
eliminado, na forma de e€ster volatil borato de metila, por
co-dest ilagao com metanol.

Os alditdis formados, foram submetidos a acetilag¢io
pela técnica desenvolvida por Wolfrom & Thompson (194) que
consiste de uma mistura de anidrido aceético-piridina, na
propor¢io de 11 (v/v, 1,0 ml de cada), a 1009C por uma hora
ou a temperatura ambiente por 12 horas. Apds decorrido este
periodo, o processo de acetilagio foi interroﬁpido por
adi¢Ro de gélo ou agua gelada ao sistema reagente e os
alditdis acetilados extraidos com clarofdérmio. A piridina
resultante foi eliminada do meio por sucessivos tratamentos
com solugio aquosa de sulfato de cobre a 2X e em seguida a
fracio clorofdérmica foi lavada com adgua destilada para
elimina¢g3o total do cobre remanescente. Apds a evaporag¢io do

cloroformio, os acetatos de alditadis obt idos foram
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analisados por g.l.c., nas condigies ja descritas.

2.7 - METILACAO DOS POLISSACARIDEOS
0s polissacarideos (30 — 5@ mg) foram reduzidos por
boroidreto de sodio durante 12 horas, a temperatura

ambiente, seguido por neutraliza¢3o cbm acido acético 2 M em
banho de gelo e levado a dialise contra 3Agua corrente num
intervalo de 24 horas. Apds este periodo, as fra¢des ndo
dialisaveis foram concentradas a secura e o0s produtos
solubilizados em 10 ﬁl de solugio aquosa de hidroxido de
sodio 33% sob agitaglo magnética. Logo apds submetidos a
met ilag3o, segundo processo descrito por Haworth (52): Hirst
& Percival (53). as salugdes de polissacarideos Jja
dissolvidos em 1@ ml de solu¢lo aquosa de NaOH a 33%, foram
feitas 10 adicdes de (0,5 ml) de sulfato de dimetila, em
intervalos de 20 min sob forte agitaglo magnética a

temperatura ambiente; este processo foi repetido por mais

dois dias consecutivos.

A reag¢ao de metilaglo foi interrompido pelo
aguecimento a 1009C, durante 39 min com a finalidade dé
decompor o excessop de sulfato de dimetila. Apdis o
resfriamento a @ - 29C, os polissacarideos foram neutrali-
zados com acido acético 2 M, seguido por didlise em Aagua
corrente por 48 horas e contra dgua destilada durante 24
horas. Apoés as didlises os polissacarideos parcialmente
met i lados foram liofilisados € submetidos ao tratamento

descrito por Purdie e modificado por Kuhn et alii (66) . O0s
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polissacarideos liofilisados foram dissolvidos em 2 ml de
dimetilformamida e em seguida adicionou-se 2 ml de iodeto de
metila € 1 g de dxido de prata a cada 24 horas. No decorrer
de trés dias, o0 sistema de reag3o foi mantido sob agitacdo

constante, 3 temperatura ambiente e na auséncia 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. Analises dos
polissacar ideos permetilados através de infra wvermelho,

indicaram ausé€éncia da banda de absor¢3o caracteristica dos
. Lo . -1

grupos hidroxilicos na faixa dos 3400 cm - Os

polissacar ideos totalmente metilados, foram convertidos em

acetatos de alditois parcialmente metilados como sera

descrito.

2.7.4. — CARBOXI-REDUCAO DOS POLISSACARIDEOS PER—-QO-METI-

LADOS

0 polissacarideo per—0Q-metilado (5 mg) foi dissolvido
em tetra-hidrofurano seco (0.5 wml) e litio aluminio
deuterado (2 mg). Adicionado apds 3 horas, o0 reagente foi
decomposto com excesso de acetato de etila, seqgquido por
acido acético. A wistura foi diluida com excesso de

diclorometano, o material insoldvel foi removido e a solu¢3o

evaporado até a secura.



2.8. - ANALISE 1NOS PRODUTOS DE HIPROLISE aACIDA DOS
POLISSACARIDEOS PER-QO-METILADOS, NA FORMA DE

ACETATOS DE ALDITOIS

Uma fragdo de cada polissacarideo met ilado foi
submetida a uma pré-hidrdlise com metanol/HCl1 a 3% sob
refluxo a 1009C durante 3 horas, resfriado e o reagente +foi
neutralizado com carbonato de prata e apds Ffiltracio com
metanol, concentrado a temperatura ambiente, até a secura. A
seguir o material foi transferido para um tubo de hidrdlise
Kimax e adicionado acido sulfdrico 2,5 M (2 ml1) este sistema
foi mantido por 12 horas em estufa a 10@9C. O aAcido
sulfdrico foi eliminado com carbonato de bario, e o filtrado
limpido foi deionizado por meio de vresina Dowex 50W X 8
(forma H+), Apos Ffiltraglo, a soluglo resultante foi
evaporada a um pequeno volume e tratada ocom boroidreto de
s6dio deuterado, durante 2 horas, a temperatura ambiente.
Findo esse tempo, os yiins sodicos foram removidos por
tratamento com resina Dowex 50W X 8 (forma H+) e o acido
boerico formado no processo, foi eliminado na forma de borato
de metila, por sucessivas co-deslilagdoes com metanol.

A acetilaclAo dos alditdis parcialmente metilados foi
realizado por método convenciaonal, com anidrido acético e
piridina na relagio de 1{:i. Os produtos, na forma de
acetatos de alditdis parcialmente metilados, foram extraidos
com clorofdermio e analisados por 9.l.c./m.s. em coluna

capilar revestida com 0V-225, conforme descrito em metodos
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analfticos gerais.

O polissacarideo completamente metilado do 1liquen T.
intricata além da hidrdlise por metanol/HC1 também foi
analisado atraveés da hidrolise de Saeman segundo Adams (02)
por adi¢3o de solu¢ldo aquosa de dcido sulfurico a 72%,
durante 1 hora em banho de éelo, com agitagldo periodica.
Apos este tempo diluido para 4,9X (0,5 M) e assim
permanecendo em estufa a 1009C por 12 horas. Decorrido este
periodo o excesso de adcido sulfirico foi decomposto por
adigc3o de carbonato de bario, seguido por redugdo com
boroidreto de sddio e acetilaglo com piridina e anidrido
acético i:1.

Os acetatos de alditdis parcialmente metilados foram
extraidos cdm cloroformio e analisados por g.l.c./m.s. -em

coluna capilar de 0V-225, conforme descrito anteriormente.

2.9 — DETERMINACRO DO CONSUMO DE META-PERIODATO DE S6DIO E
PRODUGCAO DE ACIDO FORMICO PELA GLUCOMANANA OBTIDA NO

LIQUEN 7. intricata
Uma aliquota de ( 5@ mg) da glucomanana obt ida através
da rea¢fo de cetavlion pH 8.5, do liquen T!Klinzricata, foi
dissolvida em ( 19 ml) de agua destilada ve oxidada com
solu¢cio de meta—periodato de sddio @.1 M (1@ ml), durante 96
horas, em bal3o protegido contra a luz e mantido a uma
temperatura prdixima de 20C, conforme prescreve Hay et alii

(52) e Dyer (24).
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2.9.14 — CONSUMO DE META-PERIODATO DE SobIO
No decorrer da oxidagao, aliquotas de (i ml) das

misturas em rea¢cio foram retiradas para determina¢ao do

consumo de periodato. As titulagoes Fforam ¢ealizadas com
solug3o padronizada de tiossulfato de sddio 0.1 M, €1 meio
fortemente acido, usando como indicador gotas de soluglo

aquosa de amido a 11X (p/v).
O cdlculo do niumero de moles de periodato reduzido por
mol de hexose anidra foi feito empregando-se a formula

abaixos

(B-A) ¢ volume total da solu¢gao oxidante x M Na25203x 142

2 x ml de aliquota titulada ¢ g qe amostra oxidada x 1000

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

anidra.

B = Volume da soluglo de tiossulfato consumido na titulag¢io
do brancosj

A = VYolume da solu¢lo de tiossulfato consumido na titulacio
das aliquotas, nos diferéntes intervalos de tempo.

M N325203 - Molaridade da solu¢io de tiossulfato de sdidio x

fator de correciao.
162 = Peso molecular da hexose anidra, Ppor wunidade no
polimero.

Com base no consumo de periodato, expresso em moles de
meta—-periodato de sddio consumido por mol de hexose anidra,
em diferentes intervalos de tempo, foram obtidos graficos,
em que o valor real da quantidade de periodato necessario
para a oxida¢ao completa da quant idade de cada

polissacarideo, foi obtido pela extrapolagio da curva para o
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tempo zero.

2.9.2. - PRODUCAO DE ACIDO FORMICO

Ao final da oxida¢3o com meta-periodato, aliquotas de
i ml foram retiradas e tituladas com solu¢io padronizada de
hidroxido de 56d10 .01 M, Qsando—se como indicador gotas de
solugdo aquosa de fenolftaleina a 1X.

0 calculo do nuimero de moles de acido formico liberado
por mol de hexose anidra fFoi feito utilizando-se a formula

abaixo:

(A - B) x volume total da solu¢glo oxidante x M NaOH x 162
Y o e e e e e e e e e e
ml da aliquota titulada «x g de amostra oxidada x 1000
Y = Nuimero de moles de acido formico liberado por mol de

hexose anidr «;

A = Volume da solu¢S3o0 de NaOH consumida na titulagdo das
2’ ot as coletadas no final da oxiday3os

B = Volume da solug¢io de NaOl! encontrada para a titulagdo do
branco;

M NaOll = Molaridade da solug3o de NaOH ¢ fator de corre¢do.
2.10. - DEGRAPALAC TIPO SMITH (1,4,49,460) DOS (0L ISSACARILI-

DEOS

Algumas espécies de liquen sofreram degradagdo tipo
Smith. As amostras de polissacarideos (5-10 mg) furom
oxidalas com m-periadato de sddio @,05 M (25-350 ml), em
auséncia de luz e temperatura a 49C, durante 96 horas. As
reacoes foram interrompidas, adicionando leve exivsso de

etileno glical aos meios reacionantes. Apis desorrido 4
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hora de rea,30, o0s produtos foram dialisados em dgua
corrente por 24 horas. As amaostras foram, entiao, reduzidas
com boroidreto de sddio, tal reag¢3o se processou  num
intervalo de tempo de 12 horas. Apds este periodo o excesso
de NaBH4 foi decomposto pela adicao de solu¢3o aquosa de
AcOH 2 M até pH 6, a temperatura de ©0-29C, e as solugdes
foram dialisadas em agua corrente por 48 horas. Concentradas
a secura € submetidas a hidrdlise com solug¢do aquosa de
H2804 2,9 M (2 ml), durante 12‘h0ra5, a 1009C. Concluidas as
hidrolises o acido sulfurico foi removido pela adi¢lo de
carbonato de bario, seguido por centrifuga¢cio e deionizac¢io
com resina catidnica. O0s materiais hidrolisados foram entdo
reduzidos com NaBH4, por 2 horas, a temperatura ambiente,
tratados com resina catidonica € o adacido borico resultante
eliminado por co-destilagio com metanol.

Os alditois assim obtidos foram acetilados com
anidrido acético e piridina (171) e os acetatos de alditdis
resultantes foram extraidos com clorofdrmio e analisados por

cromatografia liquida gasosa acoplada ao espectrometro de

massa, €m coluna capilar 0V-225.

2.114. - HIDROLISE 4&CIDA PARCIAL DA GLUCOMANANA DE T.

intricala

A uma amostra de glucomanana da 7. intricata (100 mg)
adicionau—-se (1@ wml) de H2504 0,16 M e o sistema foi ent 3o
mant ido em estufa a 1000C por 18 horas. (45). Apds decorrido

este periodo, a solu¢g3o foi neutralizada com carbonato de
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bario e Ffiltrada, seguida por deionizacio com resina
cationica e novamente filtrado, concentrada a pequeno volume
e submetida a precipitaclo em excesso de etanol. o
Precipitado foi separado por centrifugacio (3.000 rpm, 20
minutos), logo apds, solubilizado em dgua destilada e
dialisado em agua corrente pér 24 horas. Apods este periodo,
foi concentrado a pequeno volume é liofilizado. A amostra
resultante foi dividida em 2 fra¢cioes: Uma fra¢lo deste
material sofreu os processaos de nmetilac¢io, rpelo método
desenvolvido por Haworth (51) e Kuhn et alii (64), e a outra

- . g . ~ . i
fragcao foi utilizada para rotagcao especifica e ron.m.— H.

2.12. - ACETOLISE PARCIAL DA GLUCOMANANA DE T. intricata E

A PREPARACAO DOS OLIGOSSACARIDEOS
2.12.4. - ACETOLISE PARCIAL

Uma aliquota (50 mg) de glucoménana foi adicionada em
uma mistura de dcido acético glacial (2,4 ml), .anidrido
acético (@,4 ml) e acido sulfurico concentrado (0,04 ml).
Durante a reaglo, @a mistura foi mantida 3 LlLemperatura
ambiente e apos 3 dias (72 horas), foi processada, de acordo
com os seguintes passost

-Gelo foi adicionado a reagdao para interromper o
processo de acetolise. Logo apos levado para geladeira e
mant ido até que todo o gelo se liquefez.

-0s carboidratos na forma de acetatos de alditedis
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foram extraidos com clorofdrmio (6 ml) e a fragao
clorofdrmica foi lavada com mais agua destilada, em seguida,
desidratada com sulfato de sddio anidro e Ffiltrada por
algod3o. Apds evaporacio do solvente, a mistura foi
liofilizada.

Os carboidratos acetilados foram dissolvidos numa
mistura de clorofdrmio e metanol 2:1 (5 ml) e desacetilado
pela adi¢50 de salucao metanolica de metoxido de sdodio (5
ml). Com agitagio manual e seguido por repouso de uma hora,
a temperatura ambiente, em seguida foi adicionado acido
acético glacial para neutralizac®n do meio alcalino e a
solugSo neutralisada foi evaporada até a secura. O residuo
no bal3o de evaporaglio foi entl3o dissolvido em adagua,
deionizado com mistura de resinas cationica e anionica na

propor¢ao de 31 e liofilisado.

2.1i3. - TRIMETILSILANIZACAO DOS POLIMEROS ACIDOS
DEGRADADOS

Devido a presenca de acido uronico com

substitui¢io em 3-0, conforme (Tabela IX a XII) v

procurou—-se confirmar tais resultados, realizou—-se uma

degradac3o de Smith em S0 mg do material obtido através da
precipitagio com cetavlion a pH 7.0. O produto resultante da
degra¢cio de Smith, sofreu um processo de metandlise com
MeOH/QCl a2 5%, por um periodo de 12 horas, decorrido este
tempo, o material foi concentrado em rotavapor e

posteriormente liofilizado com a finalidade de eliminar o
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HC1.

A trimetilsilaniza¢ao foi realizada segundo a
técnica de Sweeley et alii (191) e as amostras silanizadas
foram analisadas através de uma coluna capilar de Durowax-—4
(30 m x ©.248 mm), acoplado a espectro de massa, com
temperatura inicial de 509C durante i1 min., seguido por um
gradiente de temperatura de 5@9C/min., até atingir o patamar

de 2209C permanecendo constante nesta temperatura.
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RESULTADOS E DISCUSSAO



As dezoito especies de 1liquens_ ascomicetos, dis—
poniveis no laboratério, foram coletadas em regioces com
condigies climaticas e geograficas distintas, as quais foram
objeto de um estudo de seus componentes carboidratados. Foi
dado énfase a um estudo comparativo das galactomananas uti-—
lizando principalmente a espectroscopia ressonancia nuclear

magnet ica de 13C

- Mais 5 espécies ja estudas foram
compiladas da literatura.

Cada liquen seco, e moido a po sofreu o processo
de extracao exposto no Esquema I. Em geral, a remo¢ao do
material apolar e carboidratos de baixo peso molecular foi
efetuada com benzeno—etanol e metanol aquoso
respect ivamente. Posteriormenie os polissacarideos foram
extraidos através de uma solu¢gl3o aquosa de hidrdxido de
potassio a quente.

Os polissacar ideos foram fracionados por solu-—
biliza¢c30 em agua € a solu¢glao submetida a um processo de
congelamento seguido por degelo a temperatura ambiente. O
material insoluvel foi removido e a fase solivel foi tratada
com a solugio de Fehling que forneceu um précipitado
polissacaridico complexado com cobre, que foi descomplexado,
purificado e posteriormente {racionado com a teécnica de
cetavlaon. Somente no ca~o Jde uma Usnea sp. (37), Usnea
meridionalis, Parmotrema araucaria e Evernia prunastri (78}
foram observados preéipitados em pH 7.0 na presenca de
cetavlon, sugerindo desta forma a presenga de &dAcidos urd-—
nicaos, o qual foi confirmado por r.n.m.- "C, nos liquens

estudados pela presenca do sinal a & 178.2 retferentes aos



ESQUEMA I

LIQUEN PO SECO
Benzeno
sob ref
filtrag
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EXTRACAO KOH 2%

/
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Fase soluvel

v

Tratamento

Precipitado
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—etanol 9:1 (v/v)
luxo, 4 h,

Ao a quente

CADO

Metanol-agua 4:1 (v/v)
sob refluxo, 4h,
filtraglo a quente

a quente

com solugao de Fehling

cetavion pH B.5

(ptado. com borat

# Processo realizado na 7. intricata.

o)
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grupos carboxil.

Na Tabela I (pa. 49>, estilo incluidos dados
concernentes ao rendimento de polissacarideos, apds extracio
e diferentes tipos de purificagioe sua composi¢io
monossacaridica. Alguns dados n3o estio completos devido a
falta do liquen original, o qual foi coletado no Canada, ou
polissacarideos insuficientes para rea][zar as analises.

Podemos observar pequenas diferencas na composi¢ao
monossacaridica dos polissacarideos precipitados com Fehling
e aquele . obtidos pelo fracionament o Com cetavlon.
Geralmente os espectros de r.n.m.~iBC dos produtos de cada
preparacao sio semelhantes, mostrando estruturas idénticas
(Figs. 1A e 1By p. 53). No entanto, em certos casos,

pequenas diferenyas podem ser notadas (Figs. 2h e 2Bgs P

54).

Em termos dos componentes monossacaridicos,
manose, galactose . e glucose foram apresentadas duas
excegoes. Nenhuma unidade de glucose foi observada' na

galactomanana de Stereocaulon ramulosum (@7) precipitédo
com cetavion pH 8.5 na presenga de tampio borato é as de
galactose foram ausentes da glucomanana que foi encontrada
na Jornabenia intricata (104).

Devido a composi¢cio dos monossacarideos do 1iquen
Tornabenia intricata, o0Os 9quais nlo SR0 citados na
literatura, procurou—-se elucidar a estrutura deste polimero,
composto de manose e g9lucose, assim como  identificar o
acuicar acido presente no precipitado em pH 7.0 dos 1liquens

Usnea sp., Usnea meridionalis, Parmotrema araucaria e
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Evernia prunastri. A iltima ja foi examinada ((78) e foi

relatado conter aAcido galacturdnico. Desde que acido
galacturdonico n3p foi encontrado na literatura em fungos,
uma reinvestigacio foi realizada para exclarecer este
impasse.

O0s maiores rendimentos alcan¢ados através da
extragio alcalina foram obtidos nas espécies Cetraria
tslandica (53%), Ramalina ecklonii = (54%), Actinogyra
muehlenbergii (924) e Usnea <p. (51%X). A R ecklonit

aprescntou o maior rendimento no precipitado de Fehling
(24%Z) e também no fracionameato por cetavlion em pH B.5 na
presenca de borato (16%X). Os pol imeros obtidos via
precipitagio de Fehling geralmente tem uma composigao
monossacaridica similar para aquele obtido via precipita¢cio

com cetavlion, mas os rendimentos do precipitado de Fehling

530 superiores.
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TABELA TI. RENDIMENTO E ALGUMAS PROPRIEDADES DAS FRACOES DOS
POLISSACARIDEOS OBTIDOS DOS LIGUENS
quuen+ Z rendimeuD Rendimento %X~ Rendimento %7, Lo hSD
to extracdo e relaglo man: e relaglo manzgaliglc
com KOH galsglc. Ptdo. cetavlon
de Fehling
C. alpestris (59) - 2.4, 49:28:223 2.9, 146°, 57:34:42
C. confusa (99 10.4 4.8, 48:45:7 3.1, +55 42:54:7
C. substellata i9.2 4.5 42243515 3.4, +54 33:4%9:14i8
R. usnea (36) 38.0 i.3, 37:42:21% i.1, +81% 38:44:18
Usnea sp. (37) S . 5 i5.4 - 5.0,4+110 ?!:47:21“
2.8, +94 556134
E. prunastri (78) 143.92 12.5 5324225 4.5,+109°, 49:42=?"
5.2,+102°, 51:44:5
R. eckloniy (77) S4.0 237 33=46¢ 16.3, +81°, 36:50:14
U. meridionalis 2.2 14.3 38:38:26 10.8, +79°, 3nravzz3’
0.9,+101°, 52:35:13
P. sulcata (37) 38.5 7.3, - 2.1, +89°, 42:44:12
C. tslandica (36) 55.1 2.4, 43:44:413 1.6, +87°, 47:46:7
P. cetratum 46.6 12.2  3B:54:11 9.6, +906°, 46:45:9
P. araucaria 26.4 6.0 392:45:16 i.e, +98°, 50:44:6”
3.6, +98°, 49:44:7
St. paschale (37) 2i.8 6.7, 4B:4i:if 4.8, f55°, 52:36:12
St. ranulosum (07) 33.6 14.5 41:49:10 ?.0, +73°, B7:43:0
P. aurata 19.6 6.2 6532411 &H&.1, +4467, 63:30:9
P. aphthosa (2/) - - ~ +61°, 40:45:45
A- muehlenbergiy (37) 52. Q.5 - .4, +20 LAV IH
7. intricata (104) 22.9 8.9 7020010 H. 1, +74 ?3:0:7
“Cladonia amaurccrasa (59) e Letharia vulpina (37) foram investigada

previamente em nosso laboraldrico, mas n3o estdo incluidas dJdevido a

falta de material.
# Precipitado a pH 8.5 na presenga de borato.

# Precipitado a pH 7.0.

o Rendimento calculado com bhawne no peso original total do 1iquen.



PARTE I — 3.1 — QUIMIOTAXONOMIA DOS LiIQUENS BASEADA NOS

HETEROPOL1SSACARIDEQOS CONTENDO MANOSE
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O0s espectros de r.n.m- £ de - o~ & (3—glucanas
lineares de liquens tem sido sugerido como uma maneira para
realizar taxonomia quimica. (110). Contudo, 0 numer o

relat ivamente pequeno de possiveis estruluras quimicas é um
fator limitante. Uma taxonomia de maior confianga poder i
ser realizada atraves das analises obtidas a partir de
espectros de r.n.m—igc de heteropolissacarideos de 1liquens
contendo manose. Estes s3o geralmente compostos de uma
cadeia principal com ligagoes (1—%6) a—v—Manp, substituida
com uma var iedade de cadeias laterais contendo unidades de
a- e (3-p—-Galp, o— e (3-p—Galyf, e oa—-p—Manp (Tabela VIII; p.
102). Uma outra variedade estrutural € oferecida pela

possivel presenga de unidades bp-Glcp no polimero. Tais

diferengas estruturais entre heteropolissacarideos de
diferentes 1liquens forncieria wuma grande variedade de
13
espectros de r.n.m.— C.
. . i3
Foram realizados os espectros de r.n.m.— C dos
hetero— polissacarideos preparados atraveées dos

fracionamentos com solug3o de Fehling e cetavlon, para cada
espécie de liquen. Pode ser visto nas figuras que o espectro
" tipico de cada liquen. Entretanto, existe grande
similaridade entre os espectros obtidos através dos
heteropolissacaridens, os quais podem ser arranjados dentro
de grupos de micobiontes relacionados em seus principais
sinais de C—-1, os quais indicam fatores estruturais
similares. Por exemplo, temos um grupo " formado pela
Parmotrema sulcata (Fig. 1By p. 53), Cetraria islandica

(Fig. 2B; p. 54), P. cetratun (Fig. 3B; p. 956)° e P.
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araucaria (Fig. 4A; p. 58) em um outro grupo relacionando
Peltigera aphthosa (Fig. 13B; p. 81), Ramalina ecklonit
(Fig. 15B; p.83), Ramalina usnea (Fig. 14B; p. 82) ¢
Stereocaulon ramulosum (Fig. 16B; p. 86)>. No entanto, apds
analisarmos 23 espectros de r.n.m.—iBC de polissacarideos
contendo manose de espgcies diferentes, pertencentes‘ a 13
géneros, tais espectros foram distribuidos em 5 grupos e
SEr a0 discutidos neste trabalho. Porem estes
heteropolissacarideos s3o originarios dos mivcebiontes, em
virtude de seu alto rendimento, eles podem ser contaminados
por aqueles daos fitabiontes, o0s quais possuem um menor

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

3.1.1. GRUPO A

Este grupo € formado principalmente pelos 1iquens
da Familia das Parme]iaceae. com as espécies Parmolrema
sulcata, Cetrartia islandica, Parmotrema araucaria e
Parmotrema cetratun. Reune os espectros com sinais comuns a
S5 99.5, i01.8, 102.8 e 104.6, tanhem foi agrﬁpado as
espeécies Usrnea sp., E. prunastris pertencente a Familia
Usneaceae o0s quais apresentaram similaridades com este

grupo. Seus espectros s3o discutidos a seguir:
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Figuras 1A e iB - Espectros de r.n.m.— € da regiao de C—-1i

dos heteropolissacarideos do 1iquen Parmotrema sulcata,
obtidos respectivamente por precipitacio em soluciin de

Fehling e o espectro total de r.n.m.— £ obhtido através da

precipitacio com cetavlion a pH B.S na presenca de tanpio

borato, em dxido de deutério (029) contendo NaOD a 2%, a

700C. Os deslocamentos quimicaos s3o0 expressos em & pP.p.m.

Atribuigcoes dos sinais ver Tabela I1I; p. 40.
. 3. -
Analisando os espectros de r.n.m.—- € da regiao

de C-1 do precipitado de Fehling e posterior fracionamento
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com cetavlon do liquen Parmotrema sulcata (Fig.iAa e 1B),
nenhuma diferenga significativa € notada nestes espectros,
entretanto apresentaram grande similaridade com aqueles da
Cetraria tslandica (Fig. 2A) exceto para a presenga de um
sinal adicional a 6 101.1, sinal que aparece na C. Uslandica
quando fracionado com celavlion a & 104.0 (Fig. 2B), também
mostrou pequenos siﬁais de wunidades de f3-Galf (38,41),

incluindo aquele para C-1 em & 1909.6 (41,85).
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Figuras 2A e 2B - Espectros de r.n.m.—" C da regiao de C-{

dos heteropolissacarideos de Cetrarita tislandica, obtidas
respect ivamente por precipitaclo em solugldo de Fehling e o
espectro de r.n.m.—ﬂgc obtido através da erecipitagcdo com
cetavlion a pH 8.5 na presenca de tamp3o boréio. em oxido de
deutério (020) contendo Na®D a 2%Z, a 709C. O0s deslocamentos
quimicos 556 expressns em & p.p.m. Atribui¢oes dos sinais

ver Tabela I1; p.5@.
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Nestes espectros foram evidenciados sinais
intensos & 104.5% (41,48) caracteristico de unidades de
3 1ialp ligadas (4i—*4) a o—Manp, (43) juntamente com seu
sinal para C-5 em &6 77.¢ e & 77.4 (44). O sinal para C-1 a &
i92.8 sugere grupos [3-p—Galp ligados (i—2) a uma cadeia
principal com ligagoes (i—6)—o—-Dp-Manp, assim como ocorre na
p-galacto-p mananas de Saccharomyces oclosporus (39).

Uma certa similaridade tambem foi observada no
fracionamento por cetévlon, na qual P. sulcata apresentou
uma relacdo molar de 42:44:12 de ManzBGal:Glc e a C.
islandica A47:46:%7 respect ivamente. Tal semelhanga e
comprovada pelos resultados de metilaclo (37,34) que mostram
como principais componentes para P. sulcata, grupos
terminais n3o redutores de Galp (2,3,4,6"“84—631, 34%X) e
unidades de Manp 6-0- (2,3,4—M23—Man, 24%4) e 2,4,6-tri-0—
(3-Me-Man, 16%) substituidas. Sendo que para a C. tslandica
os valores correspondentes = foram 36,19 e 15%
respect ivamente.

A acetdlise parcial realizada noiheteropol(mero de
P. sulcata, resultou na obten¢do de 2—O~a—n~Manp;D“Man e
2-0-ao-p—-Gal po—v—-Man (37, e na C. islardica obteve—-se
2—-0-o-p—-6Galp—p—Man (36).

Comparando com os resultados mostrados na Tabela
I, resultados obtidos com o 1liquen Parmotrema cetratum e
comparando—os com P. sulcata e C. itslandica, nota—-se uma
semelhan¢a quando comparadas as propor¢oes dos diferentes
monossacar ideos do precipitado em solu¢c3o de cetavlion a pH

8.5 com raz3o Man:Gal:Glc de 46:45:9, € uma ' rota¢lo
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. 25 o .
especifica de Cod”™ D+?0 » com as duas espécies analisadas
acima. Estas semelhangas se intensificam a medida que
comparamos a regiao de C-1 dos espectros de r.n.m.*igc da

fracio insoliuvel no complexo cuprico € a fra¢io obtida em pH

8,5 com tamp3o borato do cetavlon (Figs. 34 e 3B).
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Figuras 3A e 3B - Espectros de r.n.m.—-" (C, regiao de C-1,

dos heteropolissacarideos de Parmotrema cetratum, obtidos
respect ivamente por precipitacio em solu¢g3o de Fehling e
precipitay3o com cetavlon a pH 8.5 na precsenga de tampao

borato, em dxido de deutério (020) contendad  HaO0D a 2%, a

709C. Os deslocamentos quimicos s3o expressos em & p.p.m.

Atribuicoes dos sinais ver Tabela II; p. 60.

Em tais espectros s3o evidenciado pelo sinal a &
i04.5 (40,48), que indicam unidades de  (3-Galp 1ligadas
(1—4) a cadeia principal(41). 0 sinal 10¢2.8 aponta grupos
a-p-Galp substituintes em 0-2 de uma cadeia princ{pa] com

ligacoes (1—6)--o-p-HManp. 0s dados de metilag3o deste



57

heteropol imero (17) apresentaram COmo componentes
principais, grupos terminais n3o redutores de Manp (4%),
Glcp (5%) e Galp (44Z), unidades Glcp 3-O-substituidas (4%)
e Galp 2-O-substituidas (2%), além de unidades Manp 2-0-
(1%>, 6-0- (22%), 2,4-di—-0- (i%X), 4,6-di—-0- (&Z), 2,6-di-0-
(54) e 2,4,6-tri-O-substituidas (10%Z). E os dissacarideos
obtidos atraveés da acetdlise parcial, foram os
2-0-o—~p—-Galp—p—Man e 4-0-3-p—Galp-p—Man (17), os quais
comprovam a estrutura do polimero discutida anteriormente.

A Parmo trema araucaria apresentou baixos
rendimentos de heteropnlissacarideo de 1X a pH 7.0 e de 3,6%
a pH 8.5, quando fracionado com cgtavlon, e cada preparagao
apresentou uma rotac3o especifica de Ea]250+989. Também, n3o
foram encontradas diferen¢as significativas entre as
proporcoes de Man:zGal:zGlc, onde o polissacarideo a pH 7.0
tem uma reln¢3n de 50:44:46 enquanto que em pH 8.5 apresenta
49:44:7 respectivamente (Tabela I; p. 49). Estes resultados
quando comparados com o liquen P. cetratum, apresentam
alguma similaridade, principalmente com as fiacoes obtidas

no pH 8.5 da rea¢lo com cetavion.
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Figuras 4A, 4B E AC - Espectros de r.n.m.—iBC, regil3o de

c-1, dos heteropolissacarideos de Parmotrema araqucaria,
obt idos respectivamente por precipitagio com soluclo de
Fehling e precipitacgio com cetavlion a pH 7.0 "e pH 8.5 em
oxido de deutério (DpO) contendo NaOD a 2%, a 709C. Os
deslocamentos quimicés 590 expressos em & p.p.m. Atribuicoes

dos sinais ver Tabela II; p. 60.



Realizando uma analise comparativa entre os
espectros r.n.m.miBC, regiao de C-1 do precipitado de
Fehling (Fig. 4A; p. 98) e da regilo de C-1 dos outros dois
espectros dos polissacarideos precipitados em pH 7.0 (Fig.
4B; p. 58) e pH4 8.5 (Fig 4C) com cetavlon, observou-se
poucas diferencan nos sinais em termos de seus deslocamentos
quimicos, exceto a aparéncia de uma sinal a & 109.7 (3-Galf)}
em Figura 4A.

Os sinais da regido de C—-1 mais acentuados s3o &
104.6 e 102.9 indicando B-p-Galp (1i—4) e o-p-Galp (i—2)
ligados respectivamente a cadeia principal de
(i—6)—-o-p-Manp. 0 espectro apresgnta dois sinais menores
que os dois anteriores a &6 100.6 e 101.8 referentes as
unidadesb da cadeia principal nao substituidos e
2,4-di-0O-substituidos, respectivamente. Ainda temos um sinal
da cadeia principal a &6 99.5 que indica substituigio das
cadeias laterais em 0-2. Convém ressaltar que o sinal &
178.2, esta presente em todos os espectros e que a rea¢io de
cetavlon n3o foi eficiente no fracionamento das moléculas
contendo os grupas carboxilicos.

O0s valores apontados na regido de C—-1 demonstram a
existéncia de uma grande similaridade entre os polimeros de
P. araucaria e P. cetratun e as duas outras espécies

pertencentes a Familia das Parmeliaceae que s30o a P. sulcata

e C. islandica (36,37).
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Tabela II - Atribui¢ao de sinais r.n.m.~i C de
polissacarideos isvlados atraves do fracionamentio por
cetavion com tampio borato pH 8,5 das espécies P. sulcata,

C. tslandica, P. cetratum e P. araucaria.

LIQUENS
Polimeros valores em & p.p.m. Atribuicio de sinais®
P. sul- CC. is-— P. ce-. P. arau-—
cata landica tratum caria
i78.2 C—-6 grupo COOH
1909.6 C-i1.p3-Gal/f
194.5 iea.7 104.6 104.6 C-1.03-Galp-i—4—-a-Manp
102.8 103.0 102.9 102.8 C-i.c-Galp-i—2-c-Manp
i0i.7 102.0 101.8 i01.8 C-i.o-Manp 2,4,6—subst.
ieo.8 101.0 100.7 i006.8 C—-i.oManp 6 -subst.
9.4 Q9.7 9.5 99.5 C-i.oManp 2,6—subst.
84.2 C-3.G1cA 3-subst.(?)
77.9 77 .4 77 .1 - C-5.3-Galp
67 .8 67 .59 &7 .9 67.9 C-6.o0-Manp é—-subst.
47 .4 67 .3 &7 .3 &7 . 2 C-6.0-Manp 6-subst.
b2.7 &2.7 &2.7 &62.7 C-é6.o0-Manp €
3-Galp. n3o subst.
a~ Unidades de a—-p—Manp sa0 da cadeia principal

(4—4)-substituido.

Os sinais atribuidos na Tabela II foram obtidos
através dos resultados de met ila¢io encontrados na

literatura (37,36), ¢ de acetolise parcial da C. itslandica
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(36) e P. sulcata ((37), P. cetratum (417 € 05 ensaios

realirados nos heteropolissacarideos do liquen P. araucaria.

Tais resultados, somados com a alta rotag¢So
P L 23 O .
especifica, LCal D+89 para o heteropolimero de P. sulcata
25 o , .
e Col D+87 para aquele de C. islandica, nos leva a

concluir que eles compartilham uma estrutura principal
semelhante como proposta na estrutura i (32,37). Nao
levando em conta que o heteropol imero de P. arqucaria

contém unidades de acido urodnico.

o—-p—-Galp
i

A

-4
) ~a-p—Manp—(1—6)—o—bp—-Manp—(1—6)—
4

4
i

(3—-p-Galp
ESTRUTURA £

Em 1984, Gorin & Iacomini (37) obtiveram um
heteropolissacrideo contendo manose através da extra¢ilo
alcalina e precipitaclo com solu¢gio de Fehling da Usnea sp.
Tal material apresentou wuma raz3o 43:42:14 de ManfGal=Glc
respect ivamente (37), semelhante a encontrada neste trabalho
pelo fracionamento por Fehling (Tabelas 1I; p. 49).

Atraves da reag¢lo com cetavlion realizada no
heteropol imero obtidas através da precipitagl3o com Fehling
da Usrnea sp.,foram obtidos duas fraynes uma em pH 7.0 e
outra em pH 8.5. A primeira forneceu um heteropolimero com
um rendimento de 5% e com uma alta rotaclo especifica

25

o
Cal D+115", e a segunda apresentou um rendimento de 2.84 e
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uma rotagcao especifica de Lol 04?4 ’ tais diferencas sao

devidas a uma propofcso mais alta de unidades de o-bD—Galp na
primeira fra¢lc. O precipitado; na auséncia de tamplo
borato, apresentou 21X de glucose e uma razfo entre Man:Gal
de 33:47, jaA o precipitado a pH 8.5 com tamp3do borato, tem
uma baixa propor¢io de glucose 42 e a razlo de 3541 de
Man:Gal.

0s espectros de r.n.m.—iBC, na regi’ao C-1, do
precipitado de Fehling da Usnea sp. (Fig. 5A), dos

precipitados de cetavion a pH 7.0 (Fig. 9B; p. 64) e a pH

8.9 (Fig. 5C: p. 63) apresentam diferen¢cas significativas.
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Figura 5A Figura 5B
. - 13
Figura S5A e 58 - Espectro de r-n.m.— C do
heteropolissacarideo da Usnea sp. obt ido atraveés da

precipitacio com solucio de Fehling e cetavion a pPH 7.0 em
oxida de deutério (DQO) contendo NaOD a 2%, a 70 ©C. 0Os
deslocamentos quimicos sio expressos em & p.p.m. NAtribuicoes

dos sinais ver Tabela III; p. 65.
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A figura 5A apresenta o espectro de r.n.m.~13C da

frac3o precipitada em solu¢8o de Fehling, o qual mostra um
sinal em campo baixo a 6 178.2, que refere—-se aos grupos
carboxilicos; a regifo de C—-1 apresenta ? sinais, entre os
quais se ressaltam trés picos a &6 104.6, 6 104.5 e & 104.3,
o primeiro sinal refere—-se a unidades nao redutoras 3-p-Galp
ligadas (1—4) a o-v—Manp—(1i—4) da cadeia principal. Os
demais sinais a & 104.5 e & 104.3 n30 foram realizadas
atribui¢cdes devido a falta de padroes. O sinal a & 102.7,
n3o pode ser identificado pelo mesmo motivo, no entanto, o &
121.8 corresponde ac C—-1 das wunidades internas de wmanose
2,4-substituido por cadeias laterais. Outros sinais a &
100.9 e 99.5 correspondem respectivamente a unidades
o—p—Manp nio substituidos e 2-substituidos. Em campo mais
alto observa—-se uma ressonancia a &6 77.1 indicativo de C-5

de [3—-p-Galp.
i3 o~
0 espectro de r.n.m.—- L, regido de C-1% do
precipitado a pH 7.0 (Fig. 5SB) obtido da solugdo de
cetavlon, apresenta um sinal intenso a S 178.5
correspondente a grupos carboxilicos. 0s girupos de
-p—Galp—-(1i—4)-a-p-Manp s3o apontados pelo sinal & 104.9,

enquanto a & 101.9 e provalvelmente devido as unidades de

(1 —4)—o—p—Manp da cadeia prinicipal.
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Figura 9C - Espectro de r.n.m.— G, regiao de C—-i do
heteropolissacaideo da Usnea SP, obtida atraves da

precipitacso com cetavlon a pH 8.5 na presenga de tamp3o
borato, em dxido de deutério (DPO) contendo NaOD a 2%, =a

709C. 0s deslocamentos quimicns s3A0 expressos em & P.pP.m.

Atribuigoes dos sinais ver Tabela III; p. 45.

A Figura 5SC mosira um espectro da regido de C-1
do heteropolimero da Usnea sp. com menos complexidade que
os dois outros espectros apresentados (Figs. 564 e 9B: P.
62). Ainda hd contaminacio de grupos carboxilicos indicados
pelo sinal & 178.2. Na regiao de C-i, surge um sinal
acentuado a & 104.7 referindo-se a unidades n3o redutoras de
-p—-6Galp ligados (1—2*4) a cadeia principal oa-p—Manp—(1—6)
substituido, e o sinal a 6 1@02.9 corresponde ao C-1 dos

grupos o-p—-Galp ligados (1i—2) (36). Um outro sinal

intenso esta presente a & 101i.8 indicando unidades de
a-p—-Manp (1—6), 2,4-di- 0O substituidos e unidades de
manose nao substituidas e 2~0O-subst ituidos fornecendo

respect ivamente pequenos sinais a S i00.9 e ??.6.



Tabela - III - oAtribuicio de sinais r.n.m.—iBC dos
heteropol imeros abtidas da Usnea sp.
Fragoes e sinais & p.p.m. . Atribui¢c3o de sinais®
Ptado de Cetavilion
Fehling

pH 7.0 PH B8.5
i78.2 i78.2 i78.2 C-é6. grupo COOH
i04.6 104.9 io4.7 . C-1. p—RGalp 1i—*4 a—Manp
i902.7 - 102.9 C—-1. o—Galp 1-——2 o-Manp
iei.8 - i91.8 C-1. o-Manp 2,4-subst.
100.9 101.0 100.9 C-1i. o—Manp n3o subst.
29.5 - ?92.6 C—-1i. o—Manp 2—-subst.
?8.2 - ?8.0 C-1i. Hex-0-P?
- Q7.9 - C—1. Hex—-0-P?
Q7.4 - ?7.6 C-1. Hex—-0-P7?
97 .2 - - C-1. Hex-0-P7?
84.7 84.5 - C-3. GlcA 3—-subst.?
78.6 - - C—-4. Galp 4-subst.
77 .1 - 77 .2 C-5. 3-Galp.

a— As unidades de o—~Manp slo componentes da cadeia principal
i—6 ligada.

A Tabela II1, nos mostra que o polimero obtido no
precipitado de Fehling é composto por dois polissacarideos,
0s quais apresentam sinais diferentes em C-i1i. aAnalisando
diretamente os especfros (Figs. 9598 e 5SC p. &2 e 64),
observamos também, diferen¢as nas intensidades dos sinais.
Vale ressaltar que o heteropolimero obtido a pH 8.5 da Usnea
sp., ainda encontra-—-se contaminado com agquele que caompoe a

estrutura obtida a pH 7.0, ja que em pH B.5 do cetavlon
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ainda €& obtido 4% de glucose. Estas diferengas S0
comprovadas, através dos dados de metilac3o (Tabela 1IX; p.
113). A estrutura doAprecipitado da Usnea sp., pH 8.5 do
cetavlon, forneceu o0os seguintes acetatos de alditdis
parcialmente metilados 2,3,4,6—Me4~61c (10.0%), 2,3,4,6-

Me4—Gal (31.0%Z), 2,4,6—M23—Man (2.07%2), 2,3,4—Me3—Man

(14.07%), 2,3,4~NEB—GIC (11.0%), 3,4—M22—Man (17 .0%) e

3-0—-Me—Man (6.0%) e o polissacarideo da Usnea sp
precipitado a pH 7.0 na solu¢30 de cetavlon produziu os
seguintes acetatos de alditdis parcialmente metilados.

2,3,4,6~He4—61c (8.0%), 2,3,4,6—Me4—6a1 (28.0%),

3fGal (4.0%), 2,3,4—M63—Man

(192.0%), 2,6-M22—Bal (4.0%), 4.6—ﬁe2—Glc (2.0%), 2,3~Mez~ﬂan

(13.0%), 3,4—M92~Nan (3.0%), 2-0—Me-Man (3%X) e 3-0-Me—Man

2,4,6~M83—Man (11.0%), 2,3,6-Me

(6.0%) .

Estes resultados estio de acordo com os dados
obt idos pela degradacdo de Smith, da espécie Usnea sp. na
qual o polimero que precipitou a pH 8.5 com tamp3o borato
(cetavlon), produziu 78.5%Z de glicerol, 16.5% de eritritol,
1.0X de treitol e 4.0%X de manitol. O polissacar}deo que
precipitou em pH 7.0 liberou 62.9%X de glicerol, 12.0%X de
eritritol , 10.5% de treitol e 15X de manitol.

Em face dos resultados apresentados acima, podemos
afirmar que o polissacarideo da fra¢3o 8.5 do cetavlon
possui uma estrutura em grande parte semelhante a estrutura
2 e compartilha em menor intensidade com a estrutura 3. O
polimero =a ¢H 7.0, possui uma estrutura principal,

constituida por unidades o p-Manp com 1liga¢des (1—»4),
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apresentando ramificagcdes de grupos 3-p—-Galp ligado a cadeia
principal por ligagoes (1i—4). Uma estrutura mais concreta,
devera ser proposta com resultados de acetolise parcial

destes polissacarideous, nao realizada por falta de amostra.

)—o—p—Manp—(1i—6)—o—-p—Manp~-(1—6)—-ao—-p—Manp—-(1—&)—

f 7

i i
»3—-bp—Galp (3-o—-Galp
ESTRUTURA 2
o—p—-Galp Q;D“Galp
| |
2 2

)—o—p—Manp—(i—&)~o—D—Manp—(i—*4&)~o—p—Manp—(L1—6)—

f ]
i 1

o—-p—-Galp o—-p—Galp

ESTRUTURA 3

A especie Evernia prunastri apresentou resultados
semelhantes tanto no precipitado a pH 7.0 (Fig. 6A; p. 68),
quanto no precipitado a pH 8.5 na presen¢a de borato (Fig.
éB3; P 68). Os rendimentos foram 4.5% e 5.2%

1 4

recpscl ivamente, e as rotagoes especificas apresentaram—se

() o
altas para ambos os polimeros de Ea]250+109" e +102 . As

respectivas relagoes de Man:Gal:Glc foram 49:42:9 e 51:44:5.
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Figura 6A e 4B ~ Espectros de r.n.m.—iBC da regiao de C—1%
dos heteropol imeros de Evernia prunastiri, obt idos
respectivamente por precipitacdo com cetavlion a pH 7.0 e na
presenca de tamp3o borato a pH 8.5, em oxido de deutério
(020) contendo NaOD a 2%, a 709C. O0s deslocamentos quimicos

S30 expressos em & pP.pP.mM.

0 espectras de r.n.m.—iac, regidao de C-i, dos
heteropol issacarideos obtidos a partir do pH 7.@¢ e pH 8.5 do
cetavlion de E. prunastiri, apresentam algumas diferengcas na
intensidade de alguns picos, entre eles, temos o sinal a &
109.8 correspondendo as unidades de (3-p—-Gal f ligadas
(1—4) a a—Manp, que € mais acentuado no produto de pH 7.0,
que, apresentou 5.0X% de 2,3,5,6—Me4631 (tabela X; p. 117), o

mesmo acontece com o sinal & 178.2 que se apresenta maior a
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PH 7.9 e corresponde neste ciaso a qrupos carboxilicos
enquanto o mesmo esta ausente em pH B8.5.

No geral, a regiao de C~-1 de ambos os espectros
apresenta um sinal mais saliente a & 102.9 indicando grupos
de extremidades n3o redutoras de o-p-Galp ligados por
(i—2) na cadeia principal de o-bp—Manp com ligacdes
(f-—6), seguido por um sinal com intensidade bem menor no
caso do polimero precipitado a pH 7.0, & 104.6 apontando
unidades terminais ndo redutoras 3-p—-Galp 1ligadas (3—4).
Ainda na regilo de C—-1 temos um sinal a & 1e3.7, indicando
unidades terminais n3o redutoras ligadas a (1—2) a

a—p—Manp.

3.1.2. Grupo B

Este grupo ¢€ baseado nas espécies que apresentam
em seus espectros de r.n.m.—iBC sinais proeminetes a & 103.7
e i04.9, os quais surgem das cadeias laterais
respect ivamente de estruturas o—Manp-(1—2) e (3-Gal p—
(i—4) ligadas as unidades de a-Manp (1—6) substituidas
da cadeia principal. Sendo que osi polissacar(deos de
Cladonia alpestris e Cladonia confusa ambos pertencendo a
Familia das Cladoniaceae possuem este perfil na regiao de
C-1 de seus especlrous, ignalmente a espécie Stereocaulon
paschale que faz parte da Familia Stereocaulaceae e também
a espécie Pseudocyphellaria aurata a qual esta classificada
na Familia Stictaceae.

Atraves da Tabela I, observa-se que a C. alpeslris

e a C. confusa apresentam rendimentos e rotacdes especificas
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de 2.0%Z, Ea]250+469 e 3.1%, Ea]250+559 respectivamente. As
relagcoes de Man:Gal:Glc das fragodes obtidas através da
purificagio com cetavlon, n3o apresentaram coincidéncia
significativa para estas duas espécies. No caso de C.
alpestris, da qual, temos somente o espectro do cetavlon a
pH 8,5, tal polissacarideo posssui uma razao Man:Gal:Glc de
57:31:12 respectivamente (Tabela I) e seu espectro (Fig 7;
pP- 71), apresenta um grande sinal a & 403.7 indicando
unidades de extremidades n3o redutoras de o-p—-Manp 1igadas
(1—2) a o-p—Manp (59), € o sinal a & 104.9 relacionado as
unidédes de (-bp—-Galp (41) 1ligadas (1—4) a o-p—-Manp. Foi
detectado um pequeno sinal em campo baixo a S 109.6 que
indica a presengca de [(-bp—-Galf (84,3?), e seu sinal
correspondente a C-6 em campo alto a 6 64.8. Ainda temos a
presenca de um pequeno sinal 6 102.4 indicando a presenga de
unidades internas de C-1 de a-Manpg—(1i—2)-o-p—Manp—-(1i—2),
(46). Os sinais de & 100.9 e 929.8B referem—se as unidades da

cadeia principal de o—Manp (1—*6) que s3o nio substituidas

e substituidas em 0-2 por cadeias laterais (46).
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Figuras 7 e 8 - 0s espectros de r-n.m.—igc dos

heteropolissacaridenos de Cladonia alpestris e Cladonta
confusa respect ivamente, ambos obtidos através da
precipitacio com cetavlon na presen¢a de tamp3o borato a phH

8.5, em oxido de deutério (DQO) contendo NaQD a 2%, a 709C.

0s deslocamentos quimicos s3o0 expressos em & p.p.ma.
Comparando os espectros de r.n.m.—iBC do ‘complexo
insoliivel em solu¢cio de Fehling e do obtido por precipitacio
com borato a pH 8.9 na solu¢lo de cetavlon, de C. confusa,
nao se observa diferengas significativas. N Figura i}
pertencente a C. confusa, apresenta dois fortes sinais na
regiao de C-14 aé 104.9 e &6 103.7, o primeiro refere-se a
grupos (3-p-Galp ligado (1i—4) na cadeia principal de
o—p-Manp 6-O-substituida (40,48), € o. segundo esta
relacionado com as extremidades n3o redutoras de o-p—-Manp
ligado (1—2) (59). Tais conclusdes estlo de acordo com os

resultados de analise de metila¢glo, realizado pelo grupo de
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ITacomini (59) que encontrou 23% de 2,3,4,6—“94—631 e 28% de

2,3,4,6~Me4~Man- Ha ainda, na regi8 de C-1 trés outros
sinais em menor propor¢ao, & 102.6 sugerindo unidades de
o—-p—-Galp ligadas em 0-2, & 120.8 referente aos grupos de
o-p-Manp substituidos em 0-6 (cadeia principal) e finalmente
o &6 99.5 relacionado a substitui¢lo 2,6 de cadeia principal
que fecha com a forma¢c3o de 10% de 3,4—M82—Man.
Stereocaulon paschale pertencendo a Familia
Stereocaulaceae, apresentou um rendimento de heteropolimero
de 4.8%, obtido no fracionamento com cetavlon na presen¢a
do tampSo borato pH 8.5, apresenta uma rota¢3o especifica de

S 0 . -
[a]2 +9537, que ¢ semelhante a rotagao apresentada pela C.

D

confusa.

A hidrolise &acida do polissacarideo de St.
paschale, forneceu uma relaglo de Man:Gal:Glc de 52:36:1i2,
semelhante a obtido pelo polimero de C. alpestris isolado
da mesma maneira.

O0s espectros de r.n.m.—iBC dos polissacarideos de
St. paschale ndo apresentam diferengas quando se compara a
C-1i do precipitado em Fehling (Fig. 9A; p. 73) e 0O 'espectro
do precipitado obtidno com cetavlon na presen¢a de tamp&o
borato pH 8.% (Fig. 9By p. 73). No entanto, seu ecspectro de
r.n.m.—iBC apresenta ﬁa regilo de c-1, sinais com
proporcoes diferentes das encontradas em outras espécies, o
sinal a & 104.8 em grande propor¢io aos demais sinais de C-1
indica extremidades n3o0 redutoras de (-p—Gal ligadas

(i—4) a cadeia principal, enquanto &6 103.8 refere—se

unidades terminais nio redutoras de ao-p—Manp (59), € as de
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o-p-Manp internas 2-O-substituidas 3o apbntados pelo sinal
a & 102.7. 0 sinal a 100.6 refere-se as unidades da cadeia
principal de o-prManp 6-O-substituidas os outros que
aparecem em 101.92 e 92.8 que mostram a presen¢ga de 2,4- e

2-0O-substitui¢lo por cadeias laterais respectivamente (46).
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Figuras 94 e 9B —~ Espectros de r.n.m.-""C, regiao de C-1 dos
heteropol imeros de Stereocaulon paschale, obtidos
respect ivamente através da precipitacio c¢om Fehling e

precipitacio com cetavlion a pH 8.5 na presenca de tampio

borato, em dxido de deutério (020) contendo NaOD a 2X%X., a

700C. Os deslocamentos quimicos s3o0 expressos em & p.p.m.
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Os sinais de C—-1 como ,ja foi .explicado, indicam
uma estrutura diferente devido a propor¢do de sinais,
entretanto estes sinais s80 comuns para as espécies
analisadas até o momento, e com os dados obtidos de
r.n.m.—iBC, podemos concluir que este polimero € ramificado
apresentando na sua cadeia principal ligagcoes
o~p—Manp—(1i—>4) e em suas ramificacoes unidades de
($-p—-Galp—(1—>*4), e grupos o—p—Manpg—(1i—2). Com os dados de
analises de metilagio extraidos da literatura (3/7), foi

obtido do heteropolissacarideo os segintes acetatos de

alditdis parcialmente metilados: 2,3,4,6-M@4~Man (20%),

2,3,4,6~M84~Gal (35%), 3,4,6—Mg3—ﬁan (5%, 2,4,6—M23*GIC

(3%)>, 2,3—Me2—ﬁan (1.5%), 3,4~M22~Man (7%) e 3-Me—Man (15%).
Agora, com estes dados, podemos afirmar Que o

polissacarideo de St. paschale possui uma estrutura singular
em relaglo aos demais liquens, pois apresenta unidades
di-substituida como aquela apresentada na estrutura 1; p.
6i, mas também faltando wunidades adjacentes como na

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

)—o—p--Manp—(1—é4&)

4 ESTRUTURA 4
I
-3-p--Galp
0 heteropolissacarideo de Pseudocyphellaria
aurata, apresentou uma propor¢ao de Man:Gal:Glc no

precipitado de cetavlion a pH B.5 de 61:30:07, e uma rotagao
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- 25 o .
especifica Cal JD+46 » muito semelhante aos resultados
obt idos para a C.. alpestrits (Tabela I). A P. aurata

apresenta um rendimento final de galactomananas de 6.4i%X e a

C. alpestris 2.0%.
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Figuras 1A e i98B —~ Espectros de r.n.m.*13C, regifo de C-1,
dos heteropolimeros de Pseudocyphellaria aurata, obtidos
respectivamente através do precipitado de Fehling e
precipitagio com cetavlion a pH 8.9 na presenca de tampao

borato, em oxido de deutério (020) contendo NaOD a 2%, a 70

oCc. Os deslocamentops quimicos sao expressos em & p.p.m.

Os espectros de r.n.m.—iBC, regido de C—-1 obtidos

do precipitado de Fehling (Fig. 10A) de P. aqurata e também

pelo fracionamento do cetavlon na presen¢ga de tampao borato
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a pH 8.5 (Fig. 10B), s3o tipicos dos liquens ja estudados,
como também n3o apresentam diferencas significativas entre
os polimeros precipitados por Fehling e cetavlon. Ambos os
espectros si3o marcados pela aten¢3o que desperta a regilo de
cC-1, que apresenta um sinal intenso en I 103.8
correspondente as extremidades n3o redutoras de o-p—Manp
ligadas por (1—2) a cadeia principal de o-p—Manp—-(1i—6)
(59). Este sinal condiz com o alto percentual de manose
encontrado no heteropolimero precipitado por Fehling de 65%
e no precipitado a pH 8.5 do cetavlon de 61X (Tabela I) e,
igualmente com 16X de 2,3,4,6—Me4—Man apresentado na Tabela
V. A presenga de 3,6—M22—Man (16%X) € consistente com
2,4-di—-0O-substitui¢lo, provavelmente nas cadeias laterais e

apresentando uma estrutura fora do comum para polissacarideo

de liquens. 0 sinal em campo baixo a & 106.0 indica
unidades de 3~p-Galf (45), sinal semelhante for am
encontrados somente nos componentes de R. usnea e R.

ecklonit (Tabela V).
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TABELA IV - ANALISES POR G.L.C. DOS ACEINTOS DE ALDITGIS
PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILACAQ DO
POLISSACARIDEO OBTIDC POR PRECIPITACAO COM CETAVLON A pH 8.5
NA PRESENCA DE TAMPAO BORATO DO LIQUEN P. aurata

Acetatos de alditois ‘% da area dos

Tr
2,3,4,6—Me4~Man 2.992 ié6
2,3,4,6—Me4—61c 1.000 2
2,3.4,6~Me4~6a1 1.047 28
2,4,6—Me3—Man 1i.242 2
2.3.4~M83—Han 1.270 3
2,3,4~M93—Glc 1.283 7
3,6-M22—Glc 1.666 4
3,6—Me2—Man 1.688 ié
3,4—Me_—Man i.782 i5
3—0—Meiﬂan 2.1614 7
a) Tempo de reten¢3o relativo a 1,5-di—-O-acetil-

2,3,4,6-tetra—-O-metil-glucitol.

b) G.l.cC. real i zada em coluna de O0OV- 225.

A presenga de unidades de (-bp-Galp na cadeia
lateral com ligagRio (1—?4) ¢ indicada pelo sinal em & 104.7
(49,48), correspondendo a 28X de 2,3,4,6—He4*631- 0s sinais
a s 100.9 e 99.9 podem ser assinalados a unidades n3o
substituidas e 2-0O-substituidas respectivamente na cadeia

principal (44), o dltimo sendo relacionado com 154X dos
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fragmentos 3,4~M32—Man. 0 sinal a & 102.1 ndo surge das
unidades internas de Manp 2-O-substituidas e € provavelmente

relacionado as unidades de Manp 2,4 di—-substituidas das

cadeins lateraise.

3.1.3. GRUPO C

0O espectro de r.n.m.—iBC do heteropolimero isolado
via complexo insoluvel de cobre do 1 iquen Cladonia
amaurocraea obtido da literatura (59), (Fig.ii; p. 79) nilo
apresenta similaridades com os espectros de r.n.m.—iac do
grupo A e as demais especies de Cladonia citadas neste
trabalho. Em tal espectro ha a ocorréncia de dois sinais
preponderantes na regido de C-1, & 104.7 assinalando
unidades de extremidades n3o rédutoras de [f3-p-Galp 1igadas
(1—>4) a o-p—Manp 6-O-substituido (41i) e o sinal a & 102.3
indicando unidades internas da cadeia lateral de
a-p—Manp— (1 —*2) que € consistente com os dados de metilacdo
(59). Em campo mais baixo, ha um pequeno sinal & 109.7
relacionado com as unidades de B—D?Galf (45).

No entanto, tal polimero apresentou semelhan¢as

com a espécie Sticta danaecornis (Sw.) Ach ivest igada por
Corradi e Silva et alii (18) (Fig. 12; p. 79), pPertencente a
Familia Stictaceae, o qual apresentou um espectro de

r.n.m.—iBC, regiso de C—1 com fortes sinais em & 104.6 de
B-p-Glcp—(1—4) e 102.2 de otp-Galp—-(i- »2)
-o-p-Manp—(1i—2). Ha outros sinais caracteristicos de

heteropol issacar ideos contendo manose a & 103.7 indicando
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unidades terminais n3o redutoras o-p—Manp (59) e 100.6 ¢
99.5 que estio relacionados, respectivamente a wunidades de

Manp 6-0 e 2,6-di-0O-substituidos (46).
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Figuras 11 e 12 - Espectro de r.n.m.~13C da regifo de C-i
dos heteropolissacarideos de Cladontia amaurocraea, aobtido
através da precipitacio com Fehling e o espectro da regido
de C—1 do polimero do 1liquen Sticta damaecornis, obtido
através da precipitacio com cetavlon a pH 8.5 na presen¢a de
tamp3o borato , em oxido de deutério (D_,0) contendo NaOD a 2

2
%X, a 799C. Os deslocamentos quimicos s30 expressos em &

PeP-M.
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Este grupo formado pela Peltigera aphthosa da
familia Peltigeraceae, Ramalina usnea e Ramal ina ecklonii da
familia Usneaceae € Stereocaulon ramulosum pertencente a
familia Stereocaulaceae.

0s espectros de r.n.m.—iQC, regido de C-1 da P.
aphthosa (Fig.13A e 13B; p. 81) e R. usnea (Fig.14A e 148B;
P. 82), nio se modificaram quando comparados os precipitados
de Fehling com aqueles obtidos por cetanon, contudo estas
duas espécies de liquens apresentaram uma certa similaridade
a primeira vista. 0s espectros de k.n.m.~130 de ambos contém
proeminentes sinais de C-1 a & 104.8 e 101.9, entretanto a
R. usnea forneceu um sinal a & 106.4 provavelmente unidades
de [3p—Galf substituintes em 0-3 de uma cadeia principal com

ligagies (1—6)—o-p—Manp (36).
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Figuras 13A e 13B - Espectros de r.n.m.—iBC da regido de C-1i
dos heteropolissacarideos de Feltigera aphthosa, obt idos
através da precipitacio de Fehling e precipitac3o com
cetavion a pH 8.5 na presenca de tamplo borato
respect ivamente, em dxido de deutério (D_,0) contendo NaOD a
2%, a 709C. Os deslocamentos quimicos sgo expressaos em &

P-.p-m. Atribuicdes dos sinais ver Tabela V; p. 87.
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Figuras 14A e 14B - Espectros de r.n.m.-iBC, regidoc de C-i
dos heteropolissacarideos de Ramalina usnea, obtidos
respect ivamente através da precipitacio com Fehling €
precipitacio com cetavlion a pH 8.5 na presenca de tampido
borato, em dxido de deutério (020) contendo NaOD a 2%, a

709C. 0Os deslocamentos quimicos s30 expressos em & P.p.hi.

Atribuicoes dos sinais ver Tabela V; p. 87.

Qutras similaridades foram encontradas nas
propor¢coes de Man, Gal e Glc obtidas do fracionamento de
cetavlon (Tabela I), na qual P. aphthosa apresenta uma razao

0
de 40:45:19 e uma rotaclo especifica de +61i7 e a R. wusnea
com vrazaoes cory: . undenltles de 38244218 e uma rotag¢io
R o
especifica de +81i7 .
As analises de metilagio (37) revelaram para a

P.aphthosa 42% de unidades terminais nao redutoras de Galp e
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8% de unidades terminais n3o redutoras de Manp € unidades de
Manp substituida em 0-6 (i11%X), 0-4,6 (24%), e 0-2,4,6 (%),
enquanto a R. usnea (36) apresentou valores de 40,2,19,37 e

QX respectivamente.
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Figuras 195A e 15B — Espectros de r.n.m.—" C, da regiao de

C—-1 dos heteropolissacarideos de Ranalina ecklonii, obtidas
respect ivamente por precirpitaclo de Fehling e precipitacao
com cetavlion a pH 8.5 na presenca de tampio borateo, em dxido
de deutério (DZO) contendo NaOD a 2%, a 709C. 0s
deslocamentos quimicos s3o0 expressos em & p.p.m. Atribui¢cdes

dos sinais ver Tabela V; p. 87.

O polimero obtido pela precipitagdao de Fehling
(Fig. 15A) e postericor fracionamento com cetavlon (Fig. 15B)

do liquen Ramalina ecklonii quando analisado a regido de C-1

dos espectros de r.n.m.— 30, demonstrou resultados similares
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aos encontrados para heteropolissacarideos da R. usnea (36)
e P. aphthosa (37). 0 espectro de R. eckloniil apresenta dois
sinais & 104.7 ¢ 101.8 para C-1, o sinal em campo baixo,
oriundo dos grupos [(3--p—Galp ligados por (1i—4) aos residuos
de uma cadeia principal o-p—-Manp 6-0O-substituido (40¢,48),
enquanto que o sinal em campo mais alto corresponde aos
residuos da cadeia principal n8o substituidos. A ocorréncia
de um sinal a & 101.9, que provavelmente refere—-se ao (-1
das unidades da cadeia principal substituidas em 0-2,4
(46).
Analisando os polissacarideos de P.aphthosa, R
snea e R. ecklonit (Tabela I; p. 49), foi observado que a
rotaclo especifica [a3250+819 do polimero de R. ecklonii, ¢
igual ao de R. usnea e a relagio Man:Gal:Glc do precipitado
de cetavlon 36:50:14 € semelhante aos resultados obtidos com
P. aphthosa e R. usnea. Vale ainda ressaltar que o
rendimento total do heteropolimero da 'R. ecklonit do
fracionamento pelo cetavlon foi de 16.3%, sendo o rendimento
mais alto encontrado no processo de extracio de
polissacarideos contendo manose em liquens.(77).

As analises de metilaclo do heteropolimero de R.
ecklonit (77) {forneceu alditois acetatos parcialmente
O-metilados, cujas estruturas correspondem a unidades
terminais nio redutoras de Galp (41%) e Mang (ZX) e unidades
de 6-0 (20X, 4,6-di—-(24,5%), e Manp 2,4,6-tri—-
O-substituidas (8,5%X).

Os resultados obtidos na acetdlise parcial para o

heteropol imero de R. ecklonii (77) indicaram principalmente
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unidades terminais n3o redutoras de Galp e unidades de Manp
substituidas em O0-2 <(77), enquanto tal analise na P.
aphthosa (37), indicou unidades terminais n3o redutoras de
o-p—Manp € unidades de Manp substituida em 0-2.

o Stereocaulon ramulosum forneceu uma
galactomanana quando precipitado com tamp3o borato a pH 8,5

na rea¢ao do cetavlion (97), fornecendo uma relacio entre

o
Man:6al de 57:243 e rota¢glo especifica de [a]250+73”.
Entretanto, o precipitado de Fehling desta espeécie
apresentou 10X de Glc, alterando a relag3o de Man:zon! para
41:49.
P ) i3..
Na analise do espectro de rean.m.— C do

precipitado de Fehling (Fig. 16A; p. 86) e pH 8,5 do
cetavlon (Fig. 14B; p. 86), n3oco encontrou-se diferencas
acentuadas na regiao de C-1i. Em ambos os espectros, ha um
forte sinal a 1) 1i04.7 indicando unidades de
(-p—Galp-(1—*4)—-o—-p—Manp (41), enquanto o sinal a & 103.8 é
caracteristico de extremidades n3o redutoras de
o—p—Manp~(1i—2)-o-D-Manp—-(i—6) (592). 0 sinal a & 101i.8
pertencentes aos residuos 2,4-di-substituidos da cadeia
principal o-p—Manp (1i—6), mas os sinais a & 100.4 e 103.4
nao fbram identificados devido a falta de padroes.

Na regido de C-2 a C-6, observa-se algumas
diferencas, o precipitado de Fehling (Fig. 16A; p. 86),
apresenta um sinal intenso a 6 75.4 e &6 74.8 e pequenos
sinais em campo mais baixo & B2.92 e &6 81i.2. Estes sinais,
provavelmente s3o provenientes de uma glucana linear ou

outro polissacarideo contendo glucose, o qual foi descartado
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no fracionamento por cetavion.
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Figura 16A Figura 148
Figuras 16A e 16B - 0Os espectros de r.n.m.—iBC da regi3o de

C-1i, dos heteropolimeros do liquen Stereocaulton ramulosum,
obt idos respectivamente por precipitacio com solucldo de
Fehling e precipitagiao com cetavlion a pH 8.5 na presenca de
tampio borato, em dxido de deutério (020) contendo NaOD a
2%, a 709C. Os deslocamentos quimicos s3o0 expressos em &

P-p-.m. Atribuicoes dos sinais ver Tabela V; p. 87.

Analise de metilag3o (@7) demonstrou extremidades
n3o0 redutoras de Manp (14%) e de Galp (41X) e unidades de

Manp substitdidas em 2-0 (1%) e 6-0 (8X), e outros ndlo
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identificados que s3c 4,6-di—-0 (17%) e 2,6-di—-0O-substituidas
(2%). Apresentou também, unidades de Manp substituidas

3,4,6-tri—-0 (2%) e 2,4,6-tri-0 (1i%).

A reacao de acetolise parcial reali=zada no
polissacarideo de St. ramulosum além dos monossacarideos
liberados, manose e galactose, produziu di— e trissacarideos

de acardo com c.p.-. Tais oligossacarideos foram analisados
. i3 i sy . .
atravées de r.n.m.— C e r.n.m.— H € auxiliados pela tecnica
de metilagl3o, comprovando serem- o—-bp—-Manp—{(i—2)-oa-p—Man,
3-p-Galp—-(i—4) a o—-p—Man da cadeia principal a qual é

substituida em 0-2 por unidade de Man. (07).

Tabela v - Atribuic¢ao de sinais r.n.m.—iBC de

heteropol issacar ideos isolados atraves de purifictagao com
cetavlon na presen¢ga de tampao borato pH 8.5

LIQUENS
Polimeros e sinais tipicos, & p.p.m. Atribuic3o de sinais®

P. aph— R. us— R. eck- St. ra-

hosa nea lonit mulosum
- 106.4 106.4 - C-1.03-Galf
104.7 104.7 ioa.7 - i04.7 C-1i.p3-Galp-i—*4—-a—Manp
- - - i03.8 C-1.term.a-p-Manp—1—2
iei.9 i01.9 io1.8 i01.8 C-i.oaManp 2,4,/ -subst.
100.9 100.9 100.9 - C-i.oManp 6—subst.
99.4 - - - C-1.a-Manp 2,6—-subst.
77 .4 77 .2 77 .1 77 .0 C-5.3-Galp
&7 .4 &7 .7 67 .6 67 .8 C-6.o~Manp 6—subst.
- 64.4 64.3 - C-é6.term.3-Galf
62.7 62.7 62.7 62.7 C-6.term.or Manp

e [3-Galp
a) Unidades de a—-p—Manp s30 da cadeia principal

(1—4)-substituido.
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Realizando-se uma analise sumaria destas quatro
espécies através dos sinais, principalmente de C—i na Tabela
V, os quais foram confirmados pelos dados obtidos atraves
dos processos de metilagio e de acetdlise parcial
encontrados na literatura (07,37,77).

Ha wuma grande similaridade entre os sinais dos
polissacarideos dos liquens R. usnea e R. ecklonii, ambos
POSsuUuem na estrutura uma cadeia principal de unidades
o—p—Manp (1i—&6) com extremidades ndo redutoras de B-p—-Galp
ligadas por (1i—4) €, no entanto, observando - os dados de
metilac2o (36) concluimos que o heteropolissacarideo da R.

usnea (estrutura 23 P. &7) nao apresenta unidades

dissubstituidas na cadeia principal, tal fato ocorre na . P.

aphthosa, R. ecklonii e St. ramulosum. E a R. ecklonii na
sua cadeia principal apresenta ligagoes de unidades
o—p—-Galp (1i—2) (estrutura 3; P &7, diferindo das

espécies R. usnea, St. ramulosum e P. aphthosa.

O0s heteropolissacarideos das espécies P. aphthosa
e St. ranulosum apresentam na regifo de C-1 dos seus
espectros similaridades apenas na intepnsidade ﬁos dois

grandes sinais a & 104.7 e & 101.9, ambos possuem uma certa

analogia quanto aos dados de metilagao ¢ igualmente seus
resultados de acetilise parcial forneceram
2-0-o—-p-Manp—-bp—Man, e o St. ramulosun forneceu também

4-0-3-p-Galp-p—Man. Em face de tais resultados somos levados
a aceitar que estas duas espécies, compartilham em grande

parte uma estrutura principal comum (estrutura i; p. 61).
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3.1.5. GRUPO E

0 liquen Actinogyra muehlenbergii apresenta @.4%
de rendimento final do precipitado de Fehling (Tabela I; p.
49), em compara¢clo com 18 polimeros ex;raidos e purificados
€ o menor rendimento encontrado, com égcecﬁo do 1iquen

Letharia wulpina o qual n3o formou precipitado. Outra

singularidade encontrado na Tabela I-em relagio a A.

. . ~ . ’ o
muehlenbergii e a baixa rotag¢ao especifica de Ea]250+20 e a
presen¢ca de Man:Gal:Glc com uma razdo de 58:37:5.
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Figura 17 — Espectro de r.n.m.—-" C do he}ernpollmero de

Actinogyra muehlenbergii, obtido através do fracionamento
por cetavlion a pH 8.5 na presen¢a de tampio borato, em oxido
de deutério (DOO) contendo NaOD a 2X%, a 70°C. Os

deslocamentos quimicos s30 expressos em & p.p.m.
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Analisando o espectro de rnn.m.—iBC do

polissacarideo obtido atraveés do fracionamentc com cetavion

na presen¢ca de  tamp3o borato pH 8,5 do 1iquen A.
muehlenbergii (Fig 17), de imediato encontra-se uma

explicagio para a baixa rotag3o especifica, Jja que se
encontra em campo baixo um sinal & 1092.6 relacionado com
unidades terminais niio redutoras de (3-p—Galf ligadas (1—4)
na cadeia principal de o—-p—-Manp &6—0O-substituido (38,83).
Quitro sinal que se destaca € & 1903.92 correspondente a
extremidades nio redutoras de o-p—-Manp ligadas (41—2 a
cadeia principal (59). Além destes sinais hda a presenca de
um pequeno sinal a & 102.3 referente a unidades internas de
o—p-Manp ligada (i—»*2). O0s outros dois sinais de C-4 sao
respect ivamente 6 101.1 e ?29.9 indicando unidades da cadeia

principal de manose n3o substituidas e com substituicio em

0-2 (446).
oa—p—Manp 3—p—-Galf
i ;s
v !
2 4
—o—p—Manp—(i—>&)— —o—p—Manp—-(1i—&)—
ESTRUTURA 5 ? ESTRUTURA 6

i
o-p—Manp

—o-p—Hanpo—(L1—6)—

ESTRUTURA 7

Gorin & Iacomini (37) ao trabalharem com a A.

muehlenbergii, obtiveram do precipitado de Fehling um

heteropol imero, o qual forneceu os seguintes der ivados
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met i lados; 2,3,4,46-Me —Man (33%>, 2,3,5,6-“24—Ga1 (187),

Y
2,3,4,6~Me4—831 (2%4), 3,4,6—M93~Man (8%), 2,3,4~M83~Man
(7%), 2,3-Mez—ﬁan (3%4), 3,4—Me2—ﬁan (i5%) e 3—Me—Man (19%).
Extrapolando tais dados para o polimero obtido pela

purificagao cetavlon a pH 8,5, podemos admitir que as

estruturas S5, 6 ¢ 7 530 as formas principalmente encontradas

neste heteropol imera.
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Figura 18 Figura 19

. 13 -
Figuras 18 e 19 — Espectros de r.n.m.— (L da regiao de C-1
respect ivamente dos - 1iquens Unbilicarta pustulata e

Unbilicaria spodochroa, obtido através da extra¢io alcalina,
em dxido de deutério (D,0) contendo NaOD a 2%, a 709cC. Os

deslocamentos quimicos s30 expressos em & p.p.m.

Ha  umn mtima semelhanga  entrve  cspectros dow
polissacarideos de Actinogyra muehlenbergit (Fig. 17; p. 89)
e, U. pustulata (Fig. 18) e, U. spodochroa (Fig. 1%) (65)
os sinais comuns si0o 6 9%2.9, 100.9, 103.5 e 1069.2.

Actinogyra Schol. & considerada ser sinénimo com Unbilicaria

Hoffm. (23).

0 heteropolimerco obtido através da precipitacio
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com soluclo de Fehling de Newropogon aurantiaco-ater (8),
apresentou no espectro de r.m.n.—iac, da regian de C—-1 (Fig.
20), sinais distintos das demais especies analisadas, com um
sinal a 6 102.8 indicando unidades terminais nl3o redutores
de (B3-p—Galp-(i—2)~-o—-p-Manp. Também s3o evidenciados sinais

a b 101.9 e 92.7 correspondendo respectivamente a unidades

da cadeia principal de o-p-Manp—(4i—6) ni3o substituidas e

substituidas. Um outro sinal & 98.9 nao foi identificado.
@Q
N
°2 o
|9'\.3
H
. i3 e~
Figura 20 — Espectro de r.n.m.— C regiao de C-1, do

heteropol imero de Newropogon aurantiaco-ater, obtido por
precipitaglo de Fehling, em dxido de deutério (020) contendo

NaQOD a 2%, a 702C. Os deslocamentos quimicos S30 expressos

en & p.p.m.

O Tornabenia intricata, apresentou no precipitado

de cetavion a pH 8.9 com tamplo borato, um rendiment o de

6.4% de polissacarideo e uma rotagao especifica de
25 o . - ”

Coad D+74 , € no entanto, o polimero nao apresentou Gal,

nem no precipitado de Fehling bem como no precipitado com
cetavlion a pH B.5. Este polimero apresentou uma rela¢lo
Man:Glc de 93:7 a pH B.5, tal resultado foi supreendente,
pois até o momento niHo foi citado na literatura a presenca

de uma glucomanana em ]I’QUET\S-
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- 13
0O espectro de ren.m.— C e a estrutura detalhada
do precipitado de cetavion sera discatida em capitulo
separado. O precipitado de Fehling (Fig.21Aa) e do pH 8.5 do

cetavion, regi3o de C-1% (Fig. 218) n3o apresentam

diferengcas.
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Figura 21A Figura 2iB
. i3
Figuras 218 e 2iB — Espectros de r.n.m.— C da glucomanana
de Tornabenta intricata, obtido respectivamente PO
precipitagao de Fehling e 0o da regiao de cC-1, POr

precipitagio com cetavion a pH 8.5 na presenga de tampio

borato, em oxido de deutério (D20) contendo NaOD a 2%, a

700C. Os deslocamentos quimicos s30 em & p.p.m.
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(4] 1iquen Usnea meridionalis apresentou wum alto

rendimento de heteropol imeros quando fracionado com cetavlon

=

o}
a pH 7.9 (10.8%Z), uma rota¢cdo especifica de [a]iJD+79' e uma
relacio Man?Gal:Glc de 35:242:23, que sfio diferentes para o

pol imero precipitado com borato a pH 8.5 (cetavlon) que

forneceu um rendimento baixo de 0.9%, rotaglo especifica de

25

0
Cal D+101— e uma propor¢ao de Man:Gal:Glc de 52:35:13.
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Figura 22n0n Figura 220
i3
Figuras 224 e 228 - Espectros de F.n.m.— C dos
heteropolimeros de Usnea mertitdionalis, obtidas

respect ivamente por precipitacio com cetavlion a pH 7.0 € pH
8.5 na presenca de tamp3o borato, em dxido de deutério (020)
contendo NaOD a 2%, a 709C. 0s deslocamentos quimicos s3o

expressas em & p.p.m. atribuicoes dos sinais ver Tabela VIg

P. 76
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3 13 - 14
Ae o o de r.n.m.— € realizadas nos polimeros
obt idos atraveés do fracionamento com cetavlon, de U.
meritdionalis, produriram dois espectros com diferengas

significativas entre o polissacarideo de pH 7.0 (Fig. 22A/) €
o polissacarideo de pH 8.5 precipitado com tamp3o borato
(Fig. 228).

0 heteropolimero resultante da precipitacio em pH
8.5 do cetavlion apresentou no espectro um grande sinal a &
102.9 referente a wunidades n3o redutoras terminais de
o—p—-Galp ligadas (1—2) a cadeia principal
o—p—Manp-(i—26). Tal sinal encontra-se no polimeru ohtido a
pH 7.0 com menor intensidade, outro fator de diferenca entre
estes espectros € um sinal a & 101.9 referente a C-1 das
unidades da cadeia principal substituidos em O- 2,4. Também
no espectro do precipitado a pH 8.5 ha um sinal 109.5
indicando unidades de [3-p—Galf ligadas (i—4). Analisando
mais detalhadamente a regido de campo baixo de ambos os
espectros, nota-se que o fracionamento de cetavlon n&o foi
suficientemete eficaz na precipitacgio dos polissacarideo

contendo grupos carboxilicos.
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Tabela - VI ~ Atribuig3o de sinais r.n.m—iBC de
polissacarideos isolados atraveés do fracionamento por
cetavlon do liquen U. meridionalils

Fraciona¢3o0 com Atribuicio de sinais®
cetavlon, valo—

res em & pP.p.ma

pll 7.0 pH 8.5

i78.2 i76.2 C—6. grupo COOH

104.6 io4.7 C-1. term. 3-Galp 1—*4 a—Manp
i93.6 103.9 C-1. term. oHMapnp 1—*2 o—Manp
io2.7 i02.9 C-1i. term. o-Galp 1—2 o—Manp

- iei.9 C-1i. o—Manp 2,4,6—subst.

100.6 100.7 C-i. o—Manp 6—subst.

- ?9.8 C-1. o—Manp 2,6 subst.

- 7.6 C—1i. Hex—0-P?

26.5 - C-1. Hex—0-P?

5.9 9.9 C—1. Hex—0-P?

- 84.3 C-3. GlcA 3—subst.?

a) Unidades de o-p-Manp s30 da cadeia principal

({—6)—substituida.

A Tabela VI apresenta os sinais de C-1 e suas
atribuicoes em conjunto com a Tabela XIX; P« 121, a qual
apregenta os dados de mebtilagchio do precipitade em  celnvion
pH 7.6 e pH 8.5. Observando estes  conjuntos de dados,
notamos que o polimero precipitado a pH 7.0 com a soluglo de
cetavlon, & um polissacarideo constituido por uma estrutura
bastante complexza, o contrario do que se a@bserva com os

dados do precipitado de pH 8.5, tais estruturas ser3o
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discutidas no estud: das Acidos uronicos.

Figura 23A Figura 23B

Figuras 23A e 238 — Espectros de r.n.m-~1BC, regiso de C-1,

dos heteropol imeros de Cladonia substellata, ohtidos
respect ivamente por precipitacio de Fehling e precipitagio
com cetavlion a pH 8.5 na presen¢ca de tampao borato, em oxido

de deutério (DEO)‘ contendo NaOD a 2%, a 700C. Os

deslocamentos quimicos s3o expressos em & p.p.m.

O0s heteropol imeros de C. substellata apresentam
em seus espectros (Figs. 236 e 238B) uma diversidade de
sinais na regiao de C-1, indicando possuir um estrutura
complexa. O sinal a & 104.9 mostra uma pequéha predominancia
em relag3o aos demais sinais de C-1, e'esté relacionado as

unidades [—-bp-Galp, referentes a 32X de 2,3,4,6—M64—Ga1
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(Tabela VII: p. 99) um outro sinal & 194.3 €& possivel que se
refira a extremidades n3o redutoras de Glc, também 1ligadas

({—4)-o—-p—-Manp a cadeia principal. Tal polissacar ideo

possue uma razao de Man:Gal:Glu de 33:49:48 ou este sinal
poderia indicar as unidades de [(3-p—-Gal—-(1i—2):;, no entanto
os dad. v Jdr metilaglo apresentaram 5% de 2,3,4,6—Me4—61c:
também n3o podemos desc .l ar a hipdtese que haja
coit! amina¢3o contaminagio por outro pulimero, ja que neste
polissacariden nao foram realizados testrs de
homogeneidade. FPor tanto, tal polimero requer urr  estudo

quimico mais aprofundado.

Aleém destes dois sinais, apresentou outro em &
193.8 relacionado com grupos de extremidades nlo redutores
de o D -Manp—(i— 22)—oc—p—Manp (59). Aquele apresentado em &
102.3 provalvelmente refere—se as unidades internas da mesma
estrutura. Os sinais a & 101.9 e 99.8 correspondem as
unidades de cadeia principal a 2,4- e 2-O-substituidas
respect ivamente (46), e est3o relacionados com os fragmentos
de 3,4-Me_—Man (&%) e 3-Me—-Man (12%Z) que apareceram na

2

analises de metilaglo (Tabela VII).

O heteropol imero C. substellata, apresenta

i3 . . - .
espectro de ren.m.— C distinto em relagao as demais
espeécies de Cladonia, o sinnis apresentam intensidades
diferentes das denanis especies analicadas e apontam para uma
cadeia principal de o—p—Manp com ligagoes (1—a8),

semelhante aos demais 1liquens, assim como unidades laterais

de (—-p—-Galp e o—p—Manp.
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TABELLA VII - ANALISES POR G.L.C.- M.S. DOS ACETATOS DE
ALDITOIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILACAO DO
POLISSACARIDEO, OBTIDO POR PRECIPITACAO COM CETAVLON pH 8.5
NA PRESENGCA DE TAMPAO BORATO DE C. substellata

Acetatos de alditdis ™ X dos picos por area
2.3,4,6—Me4~ﬁan 0.993 iz
2.3,4.6—Me4—61c i.000 5
2:314;6‘"64“531 1i.042 39
3,4,6—M83—Blc i.i89 ?
2,4,6—M83~ﬁan 1.236 i
2,3,4—M63—Ga1 1.393 i
2,6—M92—Ga] 1.453 2
3,4—Me2—51c 1.661% 4
3j4—M22~Man 1.685 6
2,4—M82—Gal | 1.757 2
3,4~Me2—Gal 1.778 3
3-0-Me—Man 2.172 i2
3—-0-Me—Hex 2.491 4

a) Tempo de retencao relativo a 1,4-di-0O-acetil-2,3,4,6—

tetra—O-metil-glucitol.

b) G.1l.c. realizada em coluna de ««apilar de 0V-225.
A Tabela ViLl, apresenta uma COmMParagao das
propriedades fisico—quimicas dos heteropolissacarideos

contendo manose, que s3o formados por uma cadeia principal
de o-p-Manp ligag8o (1—6), cujas unidades nao s3lo

substituidas ou substituidas com uma variedade de cadeias
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laterais. Isto.incluem monosubstitui¢do em 0-2 de o-p-Manp
(6 103.7) ou a-p—-Galp (S5 102.3), e em 0-4 por [(3-p-Galp (&
104.7) e as vezes com disubstituigdo ocorrendo em 0-2 ¢ 0-4
por o-p—Galp e (~o-Galp, ou o-p—-Manp e B-o—Galp
respect ivamente. Ha casos, que algumas unidades de Manp com
ligag3o (L—2) foram encontradas com [3-p—-Galf substituintes
em 0-4, A. nuehlenbergiri, U. pustulata e U. spodochroa.
Muitas destas estruturas s3o similares para aquelas que
ocorrem em polissacarideos contendo manose proveniente da
parede celular de leveduras (33).

Na Tabela VIII as espécies foram agrupadas segundo
suas similaridades com os espectros de r.n.m.-" € de seus
heteropolissacarideos contendo manose, onde € observado
semelhan¢cas entre géneros diferentes como no grupo A, onde
as espécies P. cetratum, P. sulcata, P. araucaria e C.
islandica pertencendo a Familia da ‘Parmeliaceae apresentam
sinais em comum a & 92.5, 101.8,1062.8 e 104.6, provenientes
das cadeias laterais substituidas ou disubstituidas em 0-2 e
0-4 com a—-Galp (& 102.8) e 3-Galp (104.6). 0 sinal a & 99.5
referente as unidades 2,6-di—-O-substituidas o-Manp. Estas
ressonincias sAo compartilhadas pelos polimeros de Usnea sp.
e E. prunastri ambos da Familia Usneaceae.

O0s polimeros C. alpestris e a C. confusa
apresentaram simila—- ridades em relacio A0S sinais
acentuados a & 103.7 e 104.9, os quais estlo relacionados
com as cadeias laterais o-Manpg—-(i—2) e 3-Galp—-(i—4)
ligados a cadeia principal o-Manp—(i—8), isto também

ocorre nos espectros dos polissacarideos de St. paschale e
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P. aurata, tais espécies citadas pertencem as Familias
Cladoniaceae, Stereocaulaceae e Stictaceae respectivamente.

O grupo C formado por uma Stictaceae, Sticta sp. e
uma Cladoniaceae, C. amaurocraea apresentam sinais a & 1902.3
e 194.7 diferentes do grupo A, s sinais surgem de unidades
das cadeias laternis a-Galp e (-Galp ligados respectivamente
(i—2) e (1i—4) a cadeia principal de unidades
o—Manp—-(1—6&) .

Grandes similaridades ocorrem entre as espécies
que compodem o0 grupo D, o qual envolve P. aphthosa wuma
Peltigeraceae da Ordem Cyanophilales, e da Ordem Lecanorales
temos a Familia Usneaceae representada pelas espécies R.
usnea e R. eckRlonii e a Famflia Stereocaulaceae com St.
ramulosum. Proeminentes sinais a & 101.8 e 104.7 foram
observados nestas espécies, € essas ressonancias surgem das
cadeias laterais das unidades 2,4—-di—substituidos o-Manp e
unidades de [(3-Galp-(i—4) da cadeia principal com 1liga¢oes
a—Manp—(1—4).

Q0 grupo E formado por espécies da mesma Familia,
que apresentam uma intima rela¢83o entre os espectros na
regiio de C-1 e os polissacarideos de A. nmuehlenbergii, U.
pustulata e U. spodochroa com sinais comuns a & ¥9.9, 101.1,
107.5 e 109.64.

0s polissacarideos de N. aurantiaco-ater, T.
intricata, U. meridionalis e C. substellata apresentaram
resultados diferentes em termos de r.n.m.~138 e portanto de

estrutura e nio ocorrendo similaridade c¢om os demais grupos.
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Tabela VIII. Comparagio dos heteropolissacarideos contendo
manose da cadeia principal formada por o—p—Manp 1liga¢ao
(L—6) e SEUS substituintes nas cadeias
laterais.

Rendimento 2 Rendimento: Estrutura da
da extra— proporg¢3o de cadeia late-
to alca-— man,gal,glc ral
Liquen lino. no cetavlon. [a]D
GRUPO A
Parmotrema 38.5 2.4 +89°  o-Galp-(1—2)°
sulcata (37) 42:44:42 3-Galp—(i—s4)>°
Cetraria 55.1 1.6 +87° a—Galp—(1—~»a>Z
islandica (36) 474627 $3-Galp—(1—4)
P. cetratum (17) 46.6 ?.6 +90° a—Galp—(i——*Q)z
46:45:9 (-Galp—(1i—4)
P. araucaria 26.4 i.o +98° -
50:44: 46
3.6 +98° -~
49z244:7
Usnea sp. (37) 50.8 5.0 +115° a-Galp—(1—2)>°
33:47:24 o
2.8 +924 -
35:61:=4
Evernia A43.9 4.5 +109° -
prunastri (78) 49:42:9 o
5.2 +102 -
$941:244:5
GRUPO B
C. alpestris (59) ~— 2.4 +446° a-Manp—(1-—2)°
57:34iz12 B_Galp~(i—~*4)b
a—Manp-(i——*Q)d
o ﬁ"Galf—(i—ﬁﬁb)c
Cladonia 3.4 4.8 +55 orManp—(i—*+2)b
confusa (59) 42:541:7 B—Galp—(1—~+4)b
a itanp--(1—2)
St. paschale (37) 2i.8 4.8 +557  p-Galp-(4—>4)°
52236212 A-Galp-(1—2)
] o-Man p—- (L ——»2) e
Pseudocyphel L - 19.6 6.1 +46" -
arita aurata 61:30:19
GRUPO C
Sticta sp."(19)  23.0 1.8 +69°  p-Glcp—(1—4)
63:2116. (3-6alp—(1i—>4)

o-Manp—-(1—2)
o-Galp—(i1—2)—
a—Manp

Cladonia

amaurocraea®



ie3

GRUPO D
Peltigera - - +61° ﬂ—Galp—(i——*4)c
aphthosa (37) 38:44:41 o-Manp— (1 —2)°
3-Galp—(1—4)°
Ramalina 38.0 1.1 +81° p-Galp-(1—4)°©
usnea (36) 38:44:18
R. ecklonii (77) S4.@ 16.3 +81° p-Galp-(1—4)°
36:50:14 ﬁLGalp~(i——ﬁ4):
?3 Galp-(1—2)
Stereocaulon 33.6 9.0 +73%  a-Manp-(1—2)°
ranulosum (@7) 57:43:0 ﬁ—Galp-(i——ﬁ4)b
(-Galp—(1— —4>°
GRUPQ E
Ac tinogyra 52.0 0.4 +20°%  p-Galf-(1—a)°
nuehlenbergii (37) 58:237:3 a—Manp~(i——*2)c
Unbilicaria - - - oa—Manp—(1—2)
pustulata  (69) 40:=20:30 o—Manp—(1—>3)
Glcp—(1—>3)
A (-Gal f—(1—>?)
U. spodochroa - - o—-Manp—(i—2)
(&9 32:19:=232 - o—Manp—-(1i—3)
Glcp—(1—3)
(3-Gal f—(1—>?)
QUTROS
Newropogon 51.2f i.2 +76° a-Galp—(1—2)
aurantiaco- 53:44:3 o-Manp—-(i—2)
ater (08>
Tornabenia 22.9 6.4 +74° a—Manp~(1—-—-—’2)c
intricata (1i¢4) 70:0:10 o-Glcp—(i—2)
U. meridionalis 32.2 10.8 479 -
35:42:23
0.9 +101° -
92:35:13
C. substellata i9.2 3.4 +54° -
3zA9:18
*Sinais de r.n.m.~13C e estruturaz & 109.5, -Galf—(1—¥6)5
&5 104.7, p-Galp—(1—4) e [(-Glcp—(1—4); & 103.7,
o—Manp—-(1i—2) & 102.3, oa—Galp—(1—2); & 101.6
o—Glepg—(4—2); & 102.2, o—Manp—(i—2)-oa—Manp—-(1—2), &

101 .0, Cadeia principal n3o substituida o-bp—-Manp 1ligag¢ao

(1—26); & 992.9, pertence a cadeia principal, disubstituido
em 2,46. Como disubstituintes sobre as mesmas unidades de
oa—p—Manp. Como monosubstituintes sobre oa-p-Manp. Ligac¢3o
0-6 terminal ou 2-0O-substituido de unidades de Manp.

o-p-Manp, ligag30 em terno de
Obtido por extra¢l3o aquosa. A
Dados insuficientes.

Ligag8o0 0-6 de wunidades
(1—2) a cadeia principal.
Liguens e dados obtidos da literatura.?
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PARTE II - 3.2. -~ CARACTERIZACAO DOS ACIDOS URGNICOS NOS

HETERO?OLISSACARiDEOS CONTENDO MANOSE PRECIPITADOS A pH 7.0
NA SOILULCAO DE CETAVLON DA Usnea sp., P. arauvucaria, U.

meridionalis E UMA REINVESTIGACAO DOS POLIMEROS OBTIDOS DA

E. prunastri
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Dentre os heteropolissacarideos de 1iquens
analisados, vig extracao alcalina e posterior purificagio
com solu¢gi3o de Fehling seguido por fracionamento conm
cetavion, 4 espécies apresentaram um precipitado a pH 7.0,
indicando a presenca de um grupo acido. Entretanto, tal
resultado ja era esperado com o polimero da espécie Evernia
prunastri, a 9qual foi descrito na literatura como wuma
galactomanana contendo unidades de acido galacturdénico (78).

No entanto, o acido galacturonico n3o € esperado
como componente dos polissacarideos de micobiontes, € sim o
acido glucuronica, (s} qual e encontrado emn
heteropol issacar ideos de fungos (32). Também foi proposto
(78) que a galactomanana acida da E. prunastri era composta
por uma cadeia principal altamente ramificada formada por
ligagoes (1—2) e (1—6) de unidades de manuse com cadeias
laterais de o—Manp, (3-Galp e GalpA. A presenga de unidades
de Many 2,6~di—-O-substituido na cadeia principal foi baseadn
em analise de metilag3o que forneceu 3,5-di-0O-metil-manose.
Contudo provou—-se que era na verdade um isomero 2,4 (12,80),

correspondente as unidades de Manp 3,6-di~O-substituidas. E

finalmente, a existéncia de unidades -o—Galp, foi
demonstrada baseado nos dados de espectro de infra-vermelho,
nao eliminando porem a possibilidade daqueles com

a—configuragio. © polimero apresentou uma alta rotaclo

» . (]
especifica de +120 (Tabela I, P-4%2). Procurou—se
caracterizar novamente as acidos urdnicos desta espécie, bem

como das outras tres espeécies (Tabela I cujos

polissacar ideos foram obtidos em pH 7.0.
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J.2.1. - ENSAIOS DE HOMOGENEIDADE DOS HETEROPOLIS-

SACARIDEQS COM COMPONENTES ACIDOS

Os heteropol imeros obt idos através do
fracionamento por cetavlon a‘pH 7.9 e pH 8.5 na presen¢ca de
tamp30 borato dos liquens Usnea meridionalls, Usnea sp.,
Parmotrema araucaria € Evernia prunastri, foram submetidos a
eletroforese em 3cetato de celulose com tamp3o0 borato a pH
9.0, revelando a presenca de somente uma banda. Sendo assim,
as amostras analisadas podem ser consideradas homogéneas por

este ensaio.
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Figura 24 — Cromatograma dos heteropolissacarideos contendo

manose, obtidos através da precipitaclo por cetavion a pH
7.¢, em coluna de Sepharose 6B. A Parmolrema araucaria
(P.a.); O Evernia prunastri (E.p.); a Usnea meridionalis

(U.m.); B Usnea sp. (U.sp.) Volume morto (azul de dextranal:

25 ml.
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Figura 25 — Cromatograma dos heteropolissacarideos contendo

manose, obtidos por precipitaclo com cetavlion a pH 8.5 na
presenca de tampio borato, em coluna de Sepharose 6B. a
Parmotrema araucaria (P.a.)s O Evernia prundstri (F.p.); A
Usnea meridionalis (U.m.); @ Usnea sp. (U.sp.). Volume morto

(azul de dextranal): 235 ml.
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Figura 246 —- Cromatograma dos heteropol imeros contendo

manose, obtidos por precipitac3o com cetavlion a pH 7.0, em
celuna de Sepharose 4B-20@. A Evernia prundstri (E.p.); 0O
Usnea sp. (U.sp.); A Usnea moridionalis (Uum.); B Parmotrema

araqucaria (P.a.). Volume morto (azul de dextrana): ‘646 ml.
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Figura 27 - Cromatograma dos heteropolimeros contendo

manose, obtidos através de fracionamento por cetavion a pH
8.5 na presen¢ca de tamp3o borato, em coluna de Sepharose
48B-200. o Evernia prunastri (E.p.); O Usnea sp. (U.sp.); A
Usnea meridionalis (U.m.); @ Parmotrema araucaria (P.a.).

Volume morto (azul de dextranal: 66 ml.
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0 estudo da homogeneidade quimica destes
polissacarideos foi realizada atravées de filtragcoes em geéis
de Sepharose 6B (Figs. 24 e 25; p. 107 e 108) ¢ de Sepharose
4B-200 (Figs. 26 ¢ ?7: P. 109 e 110) que apresentaram . picos
com wuma relativa simetria indicando homogeneidade, no
entanto, conveém ressaltar que no gel Sepharose 4B-200 (Figs.
26 e 27) o polimero da E. prunastris pH 7.€¢ eluiu mais
rapidamente que o polissacarideo precipitado a pH 8.5,
demonstrando ter o primeiro um maior peso molecular, além do
mais, os espectros de r.n.m—iBC das espécies contendo
unidades de acido wuronico em seus heteropolissacarideos,
indicam uma possivel heterogenicidade, devido a presen¢ga de
sinais distintos, mas contendo os mesmos sinais em
diferentes proporgoes observado nas Figuras 4B e 4C3; 58 e
SCs; 6A e 6B e finalmente 22A e 22B. Deste modo, apesar de
termos a indicagido pela espectroscopia de r.n.m.—iBC que
ocorre um pequeno grau de polidispersidade (39), o0s mesmos
foram submetidos a andlises quimicas e fisico-quimicas com a
finalidade de se caracterizar os acidos urdénicos,

principalmente em relacio a espécie Evernia prunastri.

3.2.2. - INVESTIGACAO DOS ACIDOS URONICOS NO
POLISSACARIDEQ OBTIDO ATRAVES DE CETAVLON pH

7.9 Usnea sp.

O polissacarideo precipitado a pH 7.0 na rea¢fo de

. . i3,
cetavion da espécie Usnea sp., cujos dados de r.n.m.-— C

de metilagfo foram discutidos no capitulo anterior,
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apresentam uma concentracio de 8.4%X de dcidos urodnicos (13},
contendo @.9¥5 gX de proteina (73).

Atraveés de analises por g.l.c.—-m.s. dos derivados
de ¢trimetilsil metanolisados (101), caracterizou-se as
unidades de acido urodonico como dcide glucurdnice. Para
confirmar tal resultado, o polissacarideo completamente
metilado, foi submetido a tratamento com hidreto de 1litio
aluminio, que reduziu os grupos de —COZMe das unidades de
acido wurodnico O-metiladas a —CDZOH. 0 produto foi
metanol izado com metanol-HC1l, seguido por hidrdlise com
H2804 aquoso.

Apos redugio do hidrolizado com boroidreto de
sédio deuterado € conseqiiente acetilagio com piridina e
anidrido acético, a analise por g.l.c.-m.s. dos acetatos de
alditdis parcialmente metilados (Tabela IX; p.113), mostrou
0os novos der ivados, de 2,3,4~Me3—81c (4.954) e 2,4—M82—Glc
(2.6%) ambos di-deuterados em C-4, com fragmentos de impacto
de elétrons tipicos e tempos de retenclo iguais aos
der ivados de Glc e diferentes dos isomeros correspondentes a
Man e Gal. Evidéncia da presen¢a de 2 nicleos de deutério em
C-é6 foi fornecida pelos fragmentos resultantes de impacto de
elétrong a m/2 131 (grande) ¢ 121 (pequano), formadon como

no Esquema 2. Portanto, GlcAp é presente no polimero como

unidades nao redutoras e 3-O-substituidas.
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TAagelLAa  IX - G.L.C.-M.S. DOS ACETATOS DE ALDITOIS
PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DE ANALISES DE METILAGCAO
DOS POLISSACARIDEQS DE Usnea sp-.

Acetatos Tr Areas X% dos picos obtidos de
alititdisg por fracionamento com cetavlon
pH 7.0 pH 8.5 pH 7.0°
2.3,4,6—Me4—ﬁan 0.784 - 2 2
2.3,4,6—Me4—61c 1.000 8 ie 7
2,314,6—Me4—631 1.042 28 31 33
2,4.6"N83—Man 1.203 ii 9 -
2,4,6—M93—Gal 1.245 2 - -
2,3,6—ﬂ63—6a1 1.273 4 - -
3,4,6—”23—61c 1.211 - - 3
2,3,4—M63—Man 1.284 i? 14 13
2,3,4—M83—Glc 1.291 - i1 &
2,6”Mﬁ2~6a1 i.480 4 - -
4,6*Mez—Glc 1.547 2 - -
2,3—Me2—ﬁan i.625 13 - 13
2.4—Me2—61c 1.693 - - S
3,4~M82—Man i.745 3 i7 i5
2-Me—Man 1.975 3 - -
3—-Me—Man 2.227 3 6 3
a) Tempo de retenglo relativao A 1,5-di—-O-acet11-2,3,4,6—

tetra-O-metil-glucitol.
) G.l.c. realizada com coluna de 0O0V-225.

¢) Polissacarideo metilado e reduzido com LiAlbq.
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3.2.3. - REINVESTIGACAO DOS POLISSACARIDEQOS CONTENDO
MANOSE DE L. prunastri OBTIDOS ATRAVES DE

PRECIPITACAO COM CETAVLON.

Os polissacarideos da E. prunastri, precipitados a
PH 7.0 na rea¢lo com o cetavlion e pH 8.5 na presenca de
tampao borato, foram preliminarmente analisados por seus
espectros de r.nnm"~13C. A fracBo obtida a pH 7.9
apresentou sinais significativos a 6 109.7 (C—~1; -Galf), &
178.2 (C-67 COEH). e a s 95.4 e 97.5 (C-1i; L-P-0) 42)
(Fig.6A p. 68) e a fragclo obtida a pH 8.5 com tampao borato,
ressondncia a 6 102.9 (C-1; a-p—falp-(i—2)-o-p-Manp) (36)
e um sinal significativo a & 99.5 correspondendo a (C-iy
2-0O-subst. (i—¥é)—o-p—-Manp da cadeia principal) (39) (Fig.
6B p. 68).

A fraglRo pH 7.0 de cetavlon foi isolada com um
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rendimento de 4.%% e rotacido ¢specifica  de [a]D+1090, uma
razao de Man:Gal:Glc de 49:42:9 (Tabela 1). Apresentando
5.i% de acido wurédnico, 3.4%X de fisforo e uma baixa
concentragio de proteina (.02 gX). Os espectro de r.n.m.—iH
(Fig. 28B) contendo sinais em campo baixo a & 5.63 e 5.49
(CH-P-0), tem uma certa similaridade com aquelas obtidas de
0 fosfomananas de MNansenula capsulata (34). Analise de
g.l.Cu—muS. dos trimetilsilil metanolisados (161),
caracterizou o acido urdnico como acido glucurodnico.

As analises de met ilacao realizadas com
g.l.Cco—m.S5. dos acetatos de alditdis parcialmente
O-metilados, indicaram a presenca de unidades terminais nao
redutoras de Glcp (&6X), Galy (5%X), Galp (20%4), e 3I-0 (97Z),
6-0 (29%), 2,6 di~0— (9X), € 2,4,6-tri—O-substituidos (5%)
de Manp (Tabela X). Os polissacarideos per—O-metilados foram
reduzidos com hidreto de 1litio aluminio deuterado e os
produtos convertidos para acetatos de alditdis —O-metilados.
Foram detectados 2,3,4-tri-0- € 2,4—di—O~—meti‘l—-glucitol~-2H6
(Tabela X, ambos dando caracteristicas de deutério,
contendo picos a m/:z 1?14 e 131, mostrando a presen¢ca de
unidades terminais n3o redutoras e 3-O-substituidas de GlcpA
(ver Esquema 2 p. 114).

A fra¢lo precipitada a pH 8.5 na presenca de
tamp3c borato, apresentou um rendimento de S.2X% e rotac¢ido
especifica de [aJD+102°, contendo Man:Gal;Glc numa razao de
54:44:5 (Tabela I), com 2.iX de fdsforo € nehhuma proteina.
Seus espectros de r.n.m.~iH e 130, com sinais a & 5.63 e

5.69 (Fig. 29) € a & 95.4 € 97.5 (Fig. 6B), correspondendo a
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i~-fosforodiéster. Analises de met i lagao apontaram
principalmente unidades terminais nSo redutoras de Galp
(33%X) e 4-0 (36X), 2,4-di~-0 (16%), e 2,4,6-tri-O-substituido
(9%Z) de Manp (Tabela X).

A acetdlise parcial da fra¢3o original, obtida via
precipitagdo com Fehling, apresentou principalmente manose
e galactose (c.p.), e um componente com RGAL ®.74 que
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 R

GAL

.57 e RLAC .68, V.35, ©.46 e .66 e os idltimos 4

apresentaram cor vermelha com hidrocloreto de p-anisidina

parecendo conter acido urdnico.
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Figura 28 Figura 29
Figuras 28 e 29 — Espectros de r.n.m.—iH dos polimeros da E.
prunastris, obtidos através da precipitag3o com cetavlon a

PH 7.0 ¢ pH B.S com tampﬁq borato respectivamente.



TABELA X — ANALISES
ALDITOIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DE METILACAC DOS
POLISSACARIDEOS DE E. prunastri

POR

G.L.C.—HM.5.

DOS
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ACETATOS DE

Acetato

de alditdis

2,3,4.6*“84~Man

2,3,4.6~Me4—61c
2,3,5.6—Me4~631
2,3,4,6—ﬁe4—6a1
2,4, 6—-Me_—Man
2,4,6Me,_—Gal
2,3,6—Me _—Gal
2,3,4-HMe
2,3,4—ﬁ83~51c
2,6—Me_ —Gal
4,6-Me _-Glc
2,3-Me
2,4—-Me
3,4-Me
2,4—H62—Man
3-Me-Man

-Man

W oW W ow

-Man

-Glc

N NN NN

—-Man

Tr

Areas X dos picos obtidos por

fracionamento com cetavlon

W

i7

a) Tempo de retengio

tetra—O*metil—glugitul.
b) G.l.c. realizada com coluna 0V-225.

c) Polissacariden metilado e reduzido com LiAlD4.

relativo

1,5-di-0O-acetil—-2,3,4,6—
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2.2.4. ~— INVESTIGACAQ DOS HLETEROPOLISSACARIDEOS CONTENDO

MANOSE DE P. araucaria

0 polissacarideo de P. araucaria, obtido por
fracionamento com ce#lavion a pH 7., cujo espectro de
r.n.m.~13C apresent! 0 ne (Fige 4B p. S8) na regiao de C- 4 am
intenso sinal a é 102.9 indicando o-p-Galp ((1—2) e um
outro menos intenso & 109.7 vrveferente a (3-Galf (1—6)
ligado a cadeia principal, sendo que o sinal & 192.9 n3o foi
confirmado pelos resultados de wmetila¢ido, provavelmente
tenha sido decomposto durante derivatizagio dos metilados e
um intenso sinal a & 178.2 (C-63 CO2H) Este polfmero a
presenta um conteddo de acido urénico de 8.4Z (13), com
pequeno conteuddo de proteina de 90.05 gx (73). O0s resultados
de reducio dos grupoas carboxil com trimetilsil metanolisados
indicaram acido glucurdnico (101i).

analises de metilagao foram realizados nos
heteropol imeros de P. araucaria preparados atraveés da
precipitaci3o com cetavlion a pH 7.0 e 8.5. Pode ser observado
em Tabelas XI que a metilagdo e reduglo dos derivados
per—O-met ilados forneceram fragmentos provenientes de écido
glucuronico, foram detectados €O der ivadoes
2,3,4-Me3~61c—6dé e 2,4-Me
foram S5.1% e 2.3%.

2—91c—6d2, rujos rendimentos

Andlises de metila¢3o dos polimeros, da frag3o pH
7.9 e pH 8.5 da P. araucaria (Tabela XI; p. "110) indicaram
uma rela¢io com os sinais de r.n.m.~13C, o sinal & 1902.9 de

o—~p-Galp—(i—2)—-o~p—tManp, encontra sustenta¢cio na - forma¢lo
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de 2,3,4,6‘ﬁ84531 (29.0%Z) para pH 7.0 e (40.0%) para o
polimero de pH 8.5, e o 3,4—Megﬂan (20.0%Z € 23.0%Z)
respect ivamente para os precipitados de pH 7.0 e pH 8.5 do

cetavlon e os residuos de 3-0O-Me—Man explicam o0 sinal &

1924.5 correspondente a estrutura B3-p—-Galp—(i—4)-a-p-Manp.

TABELA XI ~ ANALISES POR G.L.C.—M.S. DOS ACETAT0S DE
ALDITAIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DE METILACAO DOS

POLISSACARIDEOS DE Parmotrema araucaria

Acetatos Tr® Areas % dos picos obtidos por
de alditdis fracionamento com cetavlonb
pPH 7.0 pH 8.5 pH 7.0°

2,3,4,6-Me,~Glc  1.000 7 4 3
2,3,4,6—He4—6a1 1.944 29 40 395
3,4,6—Me3—6a1 i.276 7 S -
2.3,4—Me3—ﬁan i.290 25 23 28
2,3,4—Me3—61c 1.300 - - S
2,4—H82—Glc 1.696 - - 2
3,4—Me2—Han 1.7290 20 23 22
2,4—Me2—ﬁan 1.736 3 - -
3.4—Me?»6a1 {.881 3 ' - -
3—-Me—-Man 2.228 6 4} S

a) Tempo de reten¢ciao relativo a 1,5-di-0O-acetil—-2,3,4,6—
tetra—-O-metil—-glucitol.
b) G.l.c. realizada com coluna de 0V-225.

c) Polissncar ydeo metilado e reduzido com Lin1n4-
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0s polissacar ideos das fragoes de pH /.0 e 8.5,
apresentaram 0.05% g% como ja dito anteriormente e @.¢4 g% de
proteina respectivamente, A realizag3o de uma degradacio de
Smith, wvisando um maior entendimento estrutural destes
heteropolimeros ¢ a fragio de pH 7.0 resultou na libera¢3o
de 95.0% de glicerol, .84 de eritritol, @.5X de treitol,
3.9% de manitol e @.74 de glucitol. No entanto, o resultado
deste ensaio para a fragio de pH 8.5 n3o diferiu muito,
apresentando 922.¢% de glicerol, 2.0%X de eritritol, 2.5X de

treitol e 3.5X de manitol.

3.2.5. — INVESTIGAGCAO DOS ACIDOS URGNICOS U. meridionalis
0 polissacarideo obtido por fracionamento com
cetavlon a pPH 7.0, apresentando em seu espectro de

r,n.m.—iSC (Fig. 224 p. 94) um pequeno sinal & 178.2 (C-6;
CO2H) e outros que s3o & 104.6 [3-Galp—(i—4), 103.6
oa-Manpg—(1—2) e 102.7 o-Galp-(1—2) 1ligados a cadeia
principal Com 9% de acido wurdnico (13) e uma pequena
quant idade de proteina .01 gX (73). 0O0s resultados obtidos
através de reducio dos grupos carboxil com trimeltilsilil
metanolisados indicaram acido glucurdnico.

Analises de metila¢ 3o realizados nos
heteropolimeros a pH 7.0 e pH B8B.5. 0s quais pode ser
observados na Tabela XII que a metilagio e redugdo dos
der ivados per~0~metilados fragmentos provenientes de acido
glucuronico, onde foram detectados como der ivados
2,3,4*”83—Glc—6d2 e 2,4-Me_-Glc-é6d,., cujos rendimentos foram

2 2

2.0%Z e 3.0% respectivamente.
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TABELA XII - ANALISES POR G.L.C.—-M.S. DOS ACETAT0S DE
ALDITOIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DE METILAGCAQ DOS
POILISSACARIDEOS DE U. meridionalis

Acetatos T Areas X dos picos obtidos por

- . b
de alditois fracionamento com com cetavlon

PH 7.0 PH B.5 PH 7.0
2,3,4.6~Me4—ﬂan 2.990 11 2 13
2,3,4,6—Me4~61c 1.000 - 4 2
2,3,5,6—Me4~6a1 1.016 i 3 -
2,3,4,6—ﬁe4—Gal 1.045 23 30 25
3,4,6~MEB—GIC 1.205 - - i
2,4,6—M93—ﬁan 1.207 8 - -
2,4,6—M83—Gal 1.253 3 - -
2,3,6—ﬁ83—6a1 1.277 6 - -
2,3,4"“83“ﬂa“ i.290 11 32 246
2,3,4-M83—Glc i.298 i - 2
2,3,4—ﬂ83—6a1 1.415 3 3 -
2,6—He2—6a1 1.479 2 - -
2,6—”22—61c i.%12 2 - -
4,6~Me2—81c 1.550 2 - é
3,6“He2—ﬁan 1.566 i 2 -
2,3—ﬁ92—ﬁan 1.4635 7 7 i7
2.4—M82—Glc 1.691 1 - -
2,4—M92—Glc 1.6%97 - - 3
3,4—Me2—61c 1.718 3 8 3
2,4—M82—Man 1.736 b i -
2,3—“22~Glc 1.768 2 - -
2.4—M32—Bal 1.825 i - -
2-0-Me—Hex 1.976 4 3 -
3-Me—Man 2.243 7 5 2

a) Tempo de

retencao

tetra-O-metil-glucitol.

b) G.1

¢) Polissacarideo metilado‘e reduzido com LiAqu.

relativo a

.c. realizada com coluna de 0V-225.
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PARTE III - 3.3. — COMPONENTES SOLUVEIS NO EXTRATO METANOL-

AQUOSO DE Tornabenia intricata
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O residuo liquénico (17,1 g9) proveniente da
extragio benzeno—etanol, etapa que removeu 7 9% dos
componentes apolares, como graxas, gorduras, acidos

liquénicos € compostos carotendides, foi tratado com metanol
contendo 20X de agua (v/v), sob refluxo, visando a extra¢io
de constituintes carboidratados de baixo peso molecular. ©
extrato metandlico agquoso resultante, apdés deionizacl3o €
liofilizagR0, forneceu 3,7% de material.

Este extrato solubilizado em agua (Frag¢3o A), por
c.p. (sistema - B) apresentou principalmente arabinitol
(R_ . 1.18), xilitel (R_ 1.3) e trés outros componentes
(RGAL 9.87, 0.57 e @.34), todos revelados por AgN@S e pela

vizualizag¢®30o com cloridrato de p-anisidina apresentaram

teste negativo para agucar redutor.
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ANALLISE POR G.L.C.—M.S° DOS ACETATOS DE

TABELA XIII
ALDITOIS DE FRACAOQ A OBTIDA, PELA EXTRACAO

METANOL—-AGUA 4:1 DE Tornabenia intricata

Alditol Tr° Acetatos de alditéis de va-
rias fragcies

1° 11 111°
Glicerol Q.46 2 2 7
Ribitol ©.89 31 30 19
Arabinitol .91 52 53 23
Xilitol 1.0 i4 14 ¥4
Manitol 1.37 i i ié6
Galactitol 1i.43 - - i7
Glucitol 1.56 - - 9

a) Coluna DB-2i0 acoplada ao espectrometro de massa.

b) Tempo de retencdo em relagfo ao do xilitol pentaacetato.
¢y Fragio A reduzida com NaBH4 e acetilada

d> Frag3o A acetilada

e) Fraciao A Hidrolisada, reduzida e acetilada

0Os compostos de carboidratos de baixo Peso
molecular, tem sido isolado de varias espécies de 1liquens,
Lindberg et alii (70> trabalhando com 6@ espécies diferentes
encontraram manitol em todas as espécies investigadas assim

como arabinitol em 90X delas.
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A Tabela XIII apresenta os resultados obtidos com
a extragin metannl—igua da T. intricata, o0os quais estio
parcialmente de acordo com o relatado por Gorin & Iacomini
(38), que ao analisar a extraglo metanol-aquoso de seis
espeécies de liquens, encontraram arabinitol e manitol com
predominancia do pentitol, assim como os resultados obtidos
por lacomini et alii (59) no estudo de 3 espécies do género
Cladontia.

Baron et alii (06) investigaram o extrato
metanol—aquoso de Stereocaulon ramulesun e encontraram
arabinitol e manitol como os principais componentes.

Estas analises nos levam a refletir que 0
arabinitol assim como manital s3o componentes de baixo peso
molecular caracteristicos de 1ligquens, entretanto na T.
intricata ha tambem a ocorréncia de xilitel e ribitol.

Fragio A quandn hidrolisada, reduzida € acetilada
forneceu der ivados de acetatos de manitol (16%Z), galactitol
(1i7%Z) e glucitol (2%), mais do que Fforam apresentados na

fragdo A, que e consistente com a presenca de

oligossacarideos.
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PARITE IV - 3.4. -~ ESTUDO ESTRUIURAL DA  GLUCOMANANN DE

Tornabenia intricata
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3.4.1. - ENSAIOS DE HOMOGENIDADE DA GLUCOMANANA

0 polimero obtido através do fracionaamento de
cetavlion, na presenca de tamp iAo borato a pH 8.5 de 7.
intricata, foi submetido a eletroforese em acetato de

celulose com tamp3do borato a pH 9.0, revelando a presenca
de somente uma banda. Quando tal polimero foi eluido em
coluna de Sepharose 6B demonstrou somente um pico (Fig. 39@;
p.128). No entanto, este polissacarideo ao ser eluido em
coluna de Sepharose 4B-200 apresentou dois picos como

observado na (Fig. 31i; p. 129).
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Figura 3@ — Cromatograma de elui¢So da glucomanana da
espécie T. intricata, obtido através da precipitagido por
cetavion a pH 8.5, na presen¢a de tampio borato, em coluna

de Sepharose 6B. Volume morto (azul de dextranal): 25 ml.
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Figura 31 - Cromatograma de elui¢ido da glucomanana da
especie T. intricata, obtido através da precipitacio por
cetavlion a pH 8.5 na presenca de tampio borato, em coluna de

Sepharose 4B-200. Volume morto (azul de dextrana)l: 66 wml.
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3.4.2. - DETERMINAGCAO DO PESO MOLECULAR DAS FRACGES OBTIDAS

ATRAVES DA COLUNA DE SEPAHAROSE 4B—-200

0 tempo de reten¢do na coluna gel de Sebharose
AB-200, € proporcional ao volume de elui¢io, sendo assim,
foi realizado uma curva logaritimica em relagio ao tempo de
reten¢gao (95) de dextranas com o p.m. de 487.000, 266.000 e
81.600, tendo por objetivo de conhecer o peso molecular das
fracoes de 7. intricata obtidas através da coluna gel de
Sepharose 4B-200¢. 0 resultado deste experimento pode ser
visto através da (Fig. 32; p. 131) o0 qual indica que as duas
fragdoes possuem um peso molecular de 115.000 (Frag3o A) e
85.000 (Frag3o B), a Fra¢83o A apresentou um rendimento de

25 o

48% possuindo uma rotacio especifica de C[al D +56° e a

Frag3o B foi isolada com rendimento de 79%Z e wuma rtrotac¢lo

25

o
especifica de [ad D+56“.
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Figura 32 — Determina¢gio do peso Molecular dos componentes

da glucomanana obtida atraveés de cetavlion a pH 8.5 em coluna

de Sepharose 4B-200, em comparacio com o tempo de retengio

de azul de dextranas com os seguintes pesos moleculares: A

487 . 000, m 266.000 e o 81.600.
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Aanalises dos acetatos de alditdis dos hidrolisados
destas fragoes forneceram uma razio Man:Glc de 91.5:8.5 para
a Fragao A e 24.5:5.95 para a Fra¢gio B. Os espectros de
r.n.m.iac de ambas fragdes (Fig 33 e 34) foram idénticos aos
da glucomanana original, mas com pequenos sinais adicionais
a &6 78.9, 8.7, 194.4, 104.7 e outros, indicando vazamento
da coluna. Tal fato, também € indicado pelo rendimnento
superior a 190X para as fracoées combinadas e as rotagdes

especificas inferiores a da glucomanana original que € de

25 o
Cal D +74 (Tabela I; p. 49).
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Figura 33 - Espectro de r.n.m.—- C€C da Frd¢gio A, obtida

através do fracionamento da glucomanana, cetavlon pH 8.5, em

coluna de Sepharose 4B-200.
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Figura 34 — Espectro de r.n.m.—iSC da Frag¢3o B, obtida

através do fracionamento da glucomanana, cetavion pH 8.5, em

coluna de Sepharose 4B-200.
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As moléculas deste polimero apresentaram a mesma
mobilidade eletroforética, a mesma composi¢lao quimica e
estrutura de acordo com os dados de r.n.m—iBC- Entretanto,
apresentou uma variavel, duas fra¢godes, com peso moleculares
distintos, eluidas em Sepharose 4B-20@. Embora, quimicamente
homogéneo, a glucomanana pode ser polidispersa em termos de
peso molecular, até nos componentes da segunda fracao que
foi eluida apenas gradualmente (30).

0 polimero obtido através da purificac3ao com
cetavlian a pH 8.5 na presenca de tampio borato, contendo
0,08 g% de proteina (73), foi submetido a andalises de
metilagdo (51,46) e posteriormente pré-hidrolisados pelo
método de Seaman (92) e MeOH-HC1l, seguido por hidrolise com
H2804 0.5 M a 100°C. 0Os acetatos de alditdis parcilamente
met ilados resultantes de ambas hidrolises foram idénticos,

no entanto, com propor¢coes diferentes, demonstrado na Tabela

XIvV.
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TABELA XIV - ANALISES POR G.L.C.-M.S. DOS ACETATOS DE ALDITGIS
PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA METILACAO

DA GLUCOMANANA DE T. intricata®

Acetatos de alditois Trb X da area de cada pico

de Saeman Metandlise
2,3,4,6—Me4ﬁﬂan 0.992 53 47
2,3,4,6—Ne4~51ﬁ 1.9000 4 5
3,4,6"“63—“é\n i.173 i -
3,4,6“HGB*GIC 1.189 0.5 i
2,3,4“ﬁ83*ﬂan i.283 ] 2
3,6-M92—Man 1.355 22 i2
3,4—M22—Man 1.699 i2 31
3-Me—Man 2.191 1.5 2

a) 6.1.c. realizada em coluna de 0V-225.

b) Tempo de retenc3o relativo a 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6—
tetra—-O—metil-glucitol.
A Tabela XIV compara as proporgoes entre os dois

metodos de pré—hidrolise da glucomanana met i lada,

demonstrando que ha um diferen¢ca significativa entre as

propor¢coes dos fragmentos obtidos pela pré-hidrolise de
Seaman e aquela hidrdlise realizada a partir de MeOH-HC1 a
3% Tais diferengas, provavelmente ocorram devido Ao

tratamento de Seaman consistir em hidrolise com H2804 a 72%

(p/pP) Ppor 1 hora em banho de gelo, resultando na dégradagao
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preferencial de fragmentos formados por di—-O-metil,
principalmente o 3,4—M62—Nan, que apresentou uma drastica
diminuigl3o em seu percentual de 31 a 12%.

Com a finalidade de se definir mais exatamente a
estrutura de glucomanana, realizou-se outros ensaios
quantitativos € encontrou-se o0s seguintes dados através da
rea¢do de periodato de sddio: 1.4 moles do reagente foram
consumidos, acompanhados pela produ¢g3o de 9.54 mol de dcido
formico/unidade de agucar. A degrada¢cio de Smith, deste
polimero seguido por reduglo com boroidreto de sodio,

hidrdlise total, e redugio com boroidreto de <sddio e

acetilagio forneceu glicerol e manitol com uma razlo0 molar

de 47:7 (g.l.Cc.—-m.s.).
Informagoes relacionadas com a estrutura da
glucomanana foram fornecidas pelos ensaios da hidrolise

acida parcial (H2804 @.16 M, 18 horas, 1i909C) e a degradacao

1>

enzimatica pela aglino da enzima o—p—manosidase de “jack hean
(62,68).

A hidrélise 4&dcida parcial da glucomanana, apéds
neutralizac3o do material e adi¢do de etanol (5:21), resultou
num sobrenadante etandlico com manose e glucose, numa
relagao molar de 98:2 e um precipitado etandlico contendo
uma razdo de 946:4 de manose € giucose, sendo que o
precipitado forneceu um rendimento de 25X.

A analise de met ilaglo (Tabela XV) do
polissacarideo parcialmente degradado, demonstroun unidades
terminais n3o redutoras de Manp (28%X) e Glcp (4%, =«

unidades de Mang 6-0 (5H27) ¢ 2,6~di-0-subst ituidas (L&) .
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Tais resultados s30 consistentes com a alta propor¢io de

residuos de Manp com ligagies (1i—6) na cadeia principal.

TABELA XV ANALISES POR G.L.C.-M.S. DOS ACETATOS DE
ALDITOIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA
METILACARO DA GLUCOMANANA DE T. intricata

PARCIALMENTE DEGRADADA POR ACIDO®

Acetatos de Trb % area de pico
alditois

2,3,4,6—Meq—ﬁan 0.992 28
2,3,4,6—Me4~61c 1.000 4
2,3,4~M83~Man i.302 52
3,4—M82*Man 1.759 ié

a) G.l.c. realizada em coluna de 0V-225.

b)) Tempo de retencao de cada fragmento relativo ao  do

1,5-di-O-acetil—-2,3,4,6—tetra—-O-metil—-glucitol.

A degradac¢io enzimdatica obtida de 3 mg da enzima
o-p-manosidase, tendo como substrato 50 mg de polissacarideo
originado do fracionamento com cetavlion a pH 8.5 com tampdo
borato, foi monitorado, através da producdo de aqucar
redutor pelo método de Somogyi—-Nelson até atingir o plato
maximo de 35% de enzimdlise (Fig. 35). Apds decorridas ii
horas de incubaglo a pH 4.5 e a 259C, a mistura reativa foi
neutralizada e a inativac3o da enzima foi realizada por
aquecimento da solug3o0 a 1009C por 15 min. O polissacarideo

residual foi precipitado com excesso de etanol, sendo que o
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sobrenadante apresentou apenas monomeros de manose. (0]
precipitado foi isolado em rendimento de 66X, e apresentou

uma razao de 82:18 de Man:Glc.
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Figura 35 — Curva de hidrdlise enzimatica {a—manosidase EC

3.2.1.24) da glucomanana de T. intricata
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A analise de metilaglo (Tabela XVI) da glucomanana
degradada enzimaticamente demonstrou unidades terminais n3o
redutoras de Manpg (23%X) e Glcp (?2%Z), e unidades de Manp &6-0
(37%) e 2,6-di—-0O-substituidos (31iX), indicando remogio
incompleta das cadeias laterais devido a presenca de
unidades resistentes de Glcp.

a

TABELA XVI ANALISES POR G.L.C.-M.S. DOS ACETATOS DE
ALDITAIS PARCIALMENTE METILADOS RESULTANTES DA
METILACAO DE GLUCOMANANA DE T. intricata

DEGRADADA POR o—MANOSIDASE

b . .
Acetatos de Tr A area de pico
alditois
2,3,4,6—Me4—Man Q.992 23
2,3,4,6—Me4—81c i.000 @
2,3,4~M93~Man 1.277 ) 37
3, 4-Me ,—Man 1i.342 31

a) G.l.c. realizada em coluna de DB-21i0.
b) Tempo de reten¢gl3lo de cada fragmento relativo ao do

1,9-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-—metil—-glucitol.

0 espectro de r.n.m.-iSC (Fig. 36) do produto
resistente a a¢3o enzimatica apresentou sinais a & 103.7
correspondendo a C—1 das unidades terminais ndo redutoras de
o-p-Manp ( ver 2,3,4,6-Me,~Man, 23%; Tabela XV), 100.1
referente as unidades de Manp 2,6-di-O-substituidas (ver

3,4-Me_—Man, 31%) € & 8.4 assinalado a C-2 das mesmas

2
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unidades. Um grande sinal aparece a & 1@i.i1i indicando C-{
unidades 6—0O-substituidas de Manp (ver 2,3,4—M83~Man, 374).
0 desaparecimento do sinal a 6 77.9 indica que a unidade
responsavel para substitui¢ido em 0-4 foi o-p—Manp (ver
3,6—Me_—Man, 31 X; Tabela XIV, p. 41i35). Esta wunidade foi

2

também removida pela a¢c3o da hidrdlise acida parcial.
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Figura 36 — Espectro de r.n.m.—iBC do polimerpo resultante da

agho enzimatica da enzima o-manosidase (EC 3.2.1.24), na

glucomanana de 7. intricata.
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Com o objetivo de determinar a estruturas das
cadeias laterais de glucomanana, resolveu-se realizar uma
acetdlise parcial, a qual hidrolisa as ligagoes (1—6) de
Manp da cadeia principal preferencialmente, resultando na
produ¢ci3o de oligossacarideos, proveniente das cadeias
laterais.

Apods a desacetila¢clo do produto, a realizagao de
« .p. descendente (solvente B) e virualizagdo por nitrato de
prata amoniacal, demonstrou uma mistura de manose, composto
de um dissacarideo com mubilidade cromatografica semelh.nte
ao do padriao a-p—Manp— (41— »2)—o—-p—Man (RMan=0.SH), e
trissacarideo com mobilidade semelhante ao do padrio
o~p—manotriose unido por ligagoes (i—2), (Rﬂan = 0.40).

O fracionamento desta mistura foi realizado por
c.p. preparativa em papel Whatman n°3' (solvente B). A
primeira fragdo com RMan= @.58 apresentou manose e glucose
numa rela¢cio molar de ?24.5:5.5, e seu espectro de r.n.m.—iH
apresentou sinais de uma mistura de o-p—Manp—(i—2)-p—Man
(H-1: & 5.3@, J 1.7 Hz; H—iy: 4.97, J 2.2 Hz) (37), com
pequenos sinais de o-bp-Glcp—(i—2)-bp-Man (H-1: & 35.39;

b 4

H-1 = & 5.08); (43). Um sinal a & 5.24 provavelmente
originou—-se de H~1, de a—p—Manp—(i—2)-o—-bp—Hanpe-
({—2)-p—-Man (43), (Fig. 37). A outra fra¢do apresentou
Man:Glc com uma rela¢glo molar de 87.5:12.5 e seu espectro de
r.n.m.~1H correspondeu ao de a-p—-Glcp—(i—2)—o—p—Manp—
(1 —2)-p—Man (44), (H—i,’, S 5.08; H—i', & 5.005 H-1, &

5.34), apresentando impurezas nao identificadas com sinais a

S5 5.02 e 5.10, (Fig. 38).
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Em fun¢Bo dos dados analiticos, os compontes
estruturais propostos para a glucomanana de 7. intricata sao
uma cadeia principal o-p—Manp—-(i—6) com cadeis laterais de
principalmente o—-p-Manp—(1i—2) (estrutura 53 P. ?0), e
o-p—Glcp—-(1—2) (estrutura ?), a-p—Glco-(1—2)—
Co~p-Manp~(1i—>*4) J-o—-p—Manp (estrutura 10), e possivelmente

a-p—Manpo— (1 —2)-Lo—p—-Manp—-(1i—>4) 1-a-p-Manp (estrutura 1i1).

a—-p—-6Glcp o—-p—-Glcp
i i
i ESTRUTURA ¢ l ESTRUTURA 190
2 2
—o—p—Manp—(1i—6)— o—-p—Manp—-(1— ->4)—c—p—Manp
i
2

- o—-p—-Manp—(1—6)—

o—p-Manp

i

oy ESTRUTURA 11
a-p—Manp—(1i—4)—oc—-p—Manp
i

y

2
—~o—p—Manp—(1—6)—
As estruturas ¢ e 1@ foram previamente encontradas
na glucomanana da parede celular da levedura Ceratocystts

brunnea (44).
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Figuras 37 e 38 — Espectros de r.n.m.*iH regiao de H-1 dos

oligossacarideos Rﬁan= 9.58 e .40 provenientes da acetdlise

parcial realizada na glucomanana de T.intricata.
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CONCLUSGES

i. Dezoito espécies de liquens foram extraidos com solucXo
aquosa de hidroxido de potassio a quente e os
Polissacarideos liberados e fracionados por precipitag3o com
solug3o de Fehling, seguido por precipita¢io fracionada com
cetavlon a pH 7.0 e pH 8.5 na presen¢ca de borato, acréscido
de cinco espécies descritas na literatura somando vinte e
trés espécies de i3 géneros diferentes as quais comparamos
por r.n.m—iBC.

2. Os precipitados a pH 8.5 apresentaram unidades de
galactose, manose e glucose, exceto no caso previamente
estudado de Sterocaulon ramulosum, o qual contém uma
galactomanana e por dltimo a Torndbenia intricata, a qual
apresentou uma glucomanana. Aparentemente, todos os

polissacar ideos contendo manose contém uma cadeia principal

de o—bp—Manp—(i—é&).

o i3
3. As regioes de -1 dos espectros de r.n.m.— €C dos
heteropol issacar ideos contendo manose foram tipicas de
1iquens, suger indo que poderiam ser usadas como inpressao

digital numa possivel base de quimiotaxonomica.

4. Poucas diferen¢as ocorrem entve os espectros de C-1 dos
precipitados de Fehling € aqueles formados através cetavlon a
pPH 8.5 na presen¢a de borato.

5. 0s liquens foram divididos em 35 grupos, baseados nos
sinais principais da regioes de C—-1 dos espectros, os quais
representam os componentes quimicos principais das

estruturas explicadas acima. Estes sao:
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Grupo A. Os sinais de C—-1 estdo presentes a & 99.5, io1.8,
102.8 e 104.6 — Parmotrema sulcata, Parmotrema cetratum,
Parmotrema araucaria, Cetraria islandica, Usnea sp. e
Evernia prunastri.

Grupo B. As ressonancias similares de C—-i foram observados a
6 103.7 e 104.9 - Cladonia alpestri, Cladontia confusa,
Stereocaulon paschale e Pseudocyphellaria aurata.

Grupo C. Os sinais de C-1 est3o observados em & 1¢2.3 €
104.7 - Cladonia amaurocraea e Sticta sp.

Grupo D. Sinais comuns de C—1 foram observados a & 101.8 e
iv4.7 - Peltigera aphthosa, Ramalina usnea, Ramalina
ecklonii e Stereocaulon ramulosum.

Grupo E. Sinais de C—-1 estavam presentes em & 99.9, 101i.1,
103.9 e 109.6, os apresentados em & 103.9 e 109.6 sendo
maiores — Actinogyra muehlenbergii, Umbilicaria pustulata e
Unbilicaria spodochrod.

Espectros de C-i1 de polissacarideos contendo manose de
Newropogon aurantiaco-~ater, Tornabenia 1intricata, Usnea
meritdionalis e Cladonta substellata nao podem ser
ainda classificados em nenhum Grupo.

6. O rendimento relativamente alto dos polissacarideos
contendo manose indicam que siko provenientes o micobionte
0os quais sao prepoderantes nesta simbiose.

7. Ocorrem semelhan¢cas entre os espectros de r.n.m.»iBC,
regiio C-1i, de polissacarideos de liquens do mesmo género e
tambeém de géneros diferentes.

8. Na precipitacio dos polissacarideos contendo manose de

Parmotrema araucaria, Usnea meridionaltis, Usnea. sp., €
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Evernia prunastri ocotvseriom em pH 7.9 assim como a pH 8.5 nn

presenca de borato, na rea¢io de cetavlon.

9. Cada polissacarideo precipitado a pH 7.0 apresentou
sinais de r.n.m— "C em campao baixo de cerca de & 178,
correspondendo ao grupo —COQH, esperado na L. prunastri o

qual foi relatado conter unidades de dcido galacturodnico.
1i9. No entanto, os polissacarideos acidos contém unidades
terminais n3o redutoras e 3-O-substituidas de GlcAp.

ii. A Tornabenia intricata apresenta uma glucomanana com uma
raz3o molar de 93:7 de Man:Glc, e consiste de 2 componentes
com peso molecular de cerca de .85 105 e 1.4 x 105 e seus
espectros de r.n.m.—iBC foram idénticos. A cadeia principal
apresenta—se formada por unidades de o-p—Manp—-(i—6), com
cadeias laterais principalmete de o—-p—Manp ligadas (i—2) e
com pequenas quantidades de o-bp-Glcp, € as estruturas
ramificadas de o—p—-Glcp-(i—2)~-Loa-p—-Manp-(1—4) 1-o-p—Manp,
e possivelmente o-p—-tManp—-(i- 2)-Lo—p—Man—-(1i—>*4)]-o-p—Manp.
i2. A presenca de cadeias laterais contendo Glcp n3o
permitiu a remo¢c3ao completa de todasA as cadeias laterais

pela ac3o de o—manosidase.

i3. T. intricata foi O pPrimeiro 1iquen encontrado que
apresenta polissacarideos contendo manose com ligacies
quimicas as unidades de Glc. Desde ent3o, foi caracterizado

como um componente da galactoglucomanana no caso de Sticta

SP .

14. A glucomanana de 7. intricata € estruturdlmente similar

aquela da levedura Ceratocystis brunnea.



147

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

i. ABDEL-AKHER, M.; HAMILTON, J.K.; MONTGOMERY, R.s
SMITH, F. A new procedure for the determination of
the fine structure of polysaccharides. J. Am. Chem.
Soc., Washinghton, v. 74, p. 4970-4971, 1952.

2. ADAMS, G.A. Complete acid huydrolysis. Methods
Carbohydr. Chem., New York, v.5, p. 269-276, 1965.

3. AHMADJIAN, V. ; HALE, M.E. The Lichens. London:
Academic Press, 1973.

4. ANDERSON, D.M.W.; GREENWOOD, C.T.y HIRST, E. L.
Physicochemical studies on starches. Part. II. The
oxidation of starches by potassiun metaperiodate.
J. Chem. Scoc. C(Lond>, London, p. 225-231, 1955.

5. ARTURSON, G.j; GRANATH, K. Dextrans as test mole—
cules in studies of the functional ultrastructure of
biological membranes. Molecular weight distribution
analysis by gel chromatography. Clin. Chim. Acta,
Amsterdam, v. 37, p. 309-322, 1972.

6. BARON, M.; GORIN, P.A.J.; IACOMINI, M. Isolation and
identification of a linear (i—3)-1linked B3-p—glucan
and other carbohydrate components of the lichens
Stereocaulon ramulosunm (Sw.) Rauscha Carbohydr.
Res., Amsterdam, v. 177, p. 235—239, 1i988.

7. BARON, M.; GORIN, P.A.J.; IACOMINI, M. Structural
studies on a galactomannan isolated from the 1lichen
Stereccaulon ramulosum. Agric. Bilol. Chem., Tokyo,

v. 53, p. 1751-1758, 1989.



148

8. BARON, M.y TACOMINI, M.; FANTA, E.S.; GORIN, P.A.J.
Galactomannan, lichenan, and isolichenan from the
polysaccharide—rich 1lichen Newropogon aurantiaco-
ater. Phytochemistry COXf), Oxford, v. 390, P-
3125-3126, 1994.

9. BARTLETT, G.R. Phosphorus assay in columm chrom—
atography. J. Biol. Chem., Baltimore, v. 234, p.
466—-468, 1959.

io. BATHGATE, G.N. An automated gel filtration system
for determining the molecular weight of
polysaccharides. J. Chromatog., Amsterdam, v. 47, p.
?2-94, 1970.

ii. BERZELIUS, J.J. Versuch uber die mischung des
islnadischen mooses und seine anwendung als
nahrungsmittel. J. Chem. Phys., New York, v. 7, p.
347-352, 1815.

i2. BHATTACHARJEE, S.S.; GORIN, P.A.J. Identification of
di—0O—, tri—-O0—, and tetra—0O-methylmannoses by
gas—liquid chromatography. Can. J. Chem., Ottawa,
v. 47, p. 12071215, 1969.

i3. BLUHENKRA&TZ, N.; ASBOE- HANSEN, G. New method for
quantitat ive determination of wuronic acids. Anal.
Biochem., Duluth, v. 54, p. 481-489, 1973.

i4. CHANDA, N.B.3; HIRST, E.L.; MANNERS, D.J. A comparison
of isolichenin and 1lichenin from Iceland moss
(Cetraria islandica). J. Chem. Soc. €(lLond)d, London,

p. 1951-1958, 1957.



i5.

i6.

i7.

i8.

i%.

20.

21.

23.

i49

CHEN, P.S.5; TORIBARA, T.Y.; WARNER, H. Microdetermin-
ation of phosphorus. Adnal. Chem., Washington, v. 28,
P. 4199-4200, 1965.

COOKE, R. In: The Biology of Symbiotic Fungi. lLondon:
John Wiley & Son, 1977. p. 226-256.

CORRADI DA SILVA, M.L.; GORIN, P.A.J.; IACOMINI, M.
Unusual carbohydrates of the 1lichen Parmotrema
cetratum. Phytochemistry. Aceitada a publica¢io.

CORRADI DA SILVA, M.L.; TACOMINI, M.; GORIN, P.A.J.
Identification of lactose and p-volemitol in the
lichen Sticta damaecornis. An. Acad. Bras. Cienc.,
Rio de Janeiro, v. 62, p. 9-11i, 1990.

CORRADI DA SILVA, M.L.; IACOMINI, M.; JABLONSKI, E.;s
GORIN, P.A.J. Carbohydrate, glucopeptide and protein
components of the 1lichen Sticta sp.; effect of
storage. Phytochemistry. Aceitada a publicac¢io.

CULBERSON, C.F. Chemical guide to lichen products. In:
______ - Chemical and Botanical Guide to Lichen
Products. North Carolina, The University of North
Carolina Press, NC, 1969.

CULBERSON, W.L.:; CULBERSON, C.F. A phylogenetic view
of chemical evolution in the lichens. Bryologist,
Texas, va. 73, pP. 1-31, 1970.

DAHL, E. On the wuse lichen chemistry in lichen
systematics. Rev. Bryol. Lichenol., Paris, v. 24,
p. 119-134, 1952.

DAHL, E.; KROG, H. Macrolichens. Oslo: Universitets-—

forlaget, 1973.



24.

25.

27 .

28.

29.

30.

31.

iS50

DYER, J.R. Periodate oxidations in biochemical
analysis. Meth. Btochem. 4dnal., v. 3 p. 112-149,
1956.

DUARTE, J.H.; JONES, J.K.N. Some structural studies on
the galactan from the albumen glands of the snail,
Strophocheilus oblongus. Carbohydr. Res., Amsterdam,
v. 146, p. 327-335, 1971.

DUBOIS, M.: GILLES, K.A.: HAMILTON, J.K.zg REBERS,
P.A.y OSMITH, F. Colorimetric method for deter-
mination of sugar and related substances. Adnal.
Chem., Washington, v. 28, p. 350-354, 1956.

DUDMAN, W.F.; BISHOP, C.T. Electrophoresis of dyed
polysaccharides on cellulose acetate. Can. J. Chem.,
Ottawa, v. 46, p. 3079-3084, 19648.

GAILLARD, D.E.B. Use of unneutralized hydrolysates in
paper chromatography of SUgars. Nature Clondd,
London, v. 174, p. 11606, 1953.

GALUN, M. The Lichens of Israel, Tel-Aviv: The Israel
Academy of Science and Humanities, 1970.

GIBBONS, R.A. Polydispersity. Nature dlond>, London,
v. 200, p. 665-666, 1763.

GORIN, P.A.J. The position of phosphate groups in the
phosphomannan of Nansenula capsulata, as determined

by carbon—-13 magnetic resonance spectroscopy. Can.

J. Chem., Ottawa, v. S5i, p. 2105-2109, 1973.



32. GORIN, P.A.J.; BARON, M.; IACOMINI, M. Storage Prod-
ucts of Lichens. In: GALUN, M.(ed.) CRC MHandbook of
Lichenology. Florida: CRC Press, 1988. v. 3, p.
?-23.

33. GORIN, P.A..1.; BARRETO-BERGTER, E. The Chemistry of
Polysaccharides of Fungi and Lichens. In: Molecular
Biology. New York: Academic Press, 1983. v. 2: The
Polysaccharides. p. 366—-409.

34. GORIN, P.A.J.; SPENCER, J.F.T. Proton magnetic reson-
ance spectroscopy - an aid in identification and
chemotaxonomy of yeasts. Adv. Appl. Microbiol., San
Diego, v. 13, p. 25-89, 1?70.

35. GORIN, P.A.J.; SPENCER, J.F.T. 13C magnetic resonance
and strqctural studies on the mannose—-containing
polysacchar ides of some Pichia and Hansenula spp.
Can. J. Microbiol., Ottawa, v. 18, p. 1709-1715,
1972. |

36. GORIN, P.A.J.; IACOMINI, M. Polysaccharides of the
lichens Cetraria islandica and Ramalina usnea.

Carbohydr. Res., Amsterdam, v. i28, p. 119-132,
i?84.

37« GORIN, P.nude; IALOMINL, M. Slractaral divernity of
p-galacto—-p-mannan components isolated from lichens
having ascomycetous mycosymbionts. Carbohydr. Res. ,
amsterdam, v. 142, p. 253-267, 1985.

38. GORIN, P.A.J. Carbon—-i3 nuclear magnetic resonance
spectroscopy of polysaccharides. Adv. Carbohydr.

Chem. Biochem., San Diego, v. 38, p. 13-104, 1981.



152

39. GORIN, P.A.J. Rationalization of carbon-13 magnetic
resonance spectra of yeasl mannans and structurally
.related oligosaccharides. Can. J. Chem., Ottawa, Ve
51, p. 2375-2383, 1973.

49. GORIN, P.A.J.; MAZUREK, M. Assignment of carbon-13
signals in nuclear magnetic resonance spectra of
p—galactopyrano-o-bp-mannopyranans from yeasts.
Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 105, p. 283-287,
i982.

41 . GORIN, P.A.J.; MAZUREK, M. Further studies on the
assignment of signals in i3C magnetic resonance
spectra of aldoses and derived methyl glycosides.
Can. J. Chem., Ottawa, v. 53, p. 121i2-1223, 1975.

42. GORIN, P.A.Jd.; MAZUREK, M. Structure of a phos-
phonomannan, as determined by the effect of
lanthanide ions on its carbon—13 magnetic resonance
spectrum. Can. J. Chem., Ottawa, V. 52, P
30670-3076, 1974.

43. GORIN, P.A.J., MAZUREK, M., SPENCER, J.F.T. Proton
magnet ic resonance spectra of Trichosporon aculeatun
mannan and its borate complex and their relationship
to chemical structure. Can. J. Chem., Ottawa, v. 46,
p-. 2305-2309, 1968.

44. GORIN, P.A.J.; SPENCER, J.F.T. Structures of the
L—rhammno-p—mannan from Ceratocystis ulmi and the
p—gluco-p—-mannan from Ceratocystis brunnea.

Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 13, p. 339—349, 1970.



153

45. GORIN, P.A.J.; SPENCER, J.F.T.; EVELEIGH, D.E. Enzymic

degradat ion of yeast cell-wall Mannans and
galactomannas to polymeric fragments containing
a~(i—é)-1inked D-mAaNNoOpPyranose residues.

Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 11, p. 387-398, 1i969.
46. GORIN, P.A.J.3; SPENCER, J.F.T.; MAGUS, Je Comparison
of proton magnetic resonance‘spectra of cell  wall
mannans and galactomannans of selected yeasts with
their chemical structures. Can. J. Chem., Ottawa, v.
47, p. 3569-3576, 19469.
47 . HALE, M.E. How to Know the Lichens. 2. ed. Washington:

Smithsonian Institunition; 1979.
i3

18. HALL, L.D.3; JOHNSON, L.F. Chemical studies by C
nuclear magnetic resonance spectroscopy?s some
chemical shift dependencies of oxygenated

derivatives. J. Chem. Soc. Chem. Commun., Cambridge,
P. 509-510, 1769.

49. HAMILTON, J.K.; SMITH, F. Reduction of the products of
per iodate oxidation of carbohydrates. 1I. A new
method for the end group assay of amylopectin. J.
Am. Chem. Soc., Washington, V. 78, P - 59207-5912,

1956.

50. HAWKSWORTH, D.L.; HILL, D.J. The lichen forming fungi.
New York: Chapman & Hall, 1984.

51. HAWORTH, W.N. A new method of preparing alkylated
sugars. J. Chem. Soc. ClLond>, London, v. 107, p.

8-16, 1915.



52. HAY, G.W.; LEWIS, B.A.; SMITH, F. Periodate oxidation
of polysaccharides: general procedures. Me thods
Carbohydr. Chem., New York, v. 5 p. 357-360, 19645.

535 HIRST, E.L.; PERCIVAL, E. Methylation of poly—
saccharides and fractionation of the methylated
products. Methods Carbohydr. Chem., New York, v. 5,
p. 287-296, 19465.

54. HOUGH, L.s JONES, J.K.&.; WADMAN, W.H. Quantitative
analysis of mixtures of sugar by the method of
partition chromatography. Part V. Improved methods
for the separation and detection of the sugars and
their methylated der ivatives on the paper
chromatogram. J. Chen. Soc. (Lond>, London, p.
i7e2-17e6, 1950.

95. HOUGH, L.; JONES, J.K.N. Chromatography on paper.
Me thod~ Carbohydr. Chem., New York, v. i1, p. 21i-31%,
1962.

56. HUNECK, V.S.; FOLLMANN, G. On the phytochemistry and
chemotaxonomy of the Buellilaceae. Bilochem. Physiol.
Pflanz (BPP>, Jena, v. 161, p.191-214, 19/0.

57. HUOVINEN, K.; AHTI, T. Bioseqﬁential patterns for the
formation of depsides, depsidones and dibenzofurans
in the genus Cladonia (lichen—forming ascomycetes).

Ann. Bot. Fenn., Helsinki, v. 19, p. 225-234, 1982.



S8. TACOMINI. M.; ZANIN, S.W.; FONTANA, J.D. Isolatiaon and

" characterization of p-bp-glucan, heteropolysacch—
aride, and trehalose components of the basid-
iomycetous lichen Cora pavonia. Carbohydr. Res. ,

Amsterdam, v. 168, p. 55-56, 1987.

59. IACOMINI, M.; SCHNEIDER, C.L.; GORIN, P.A.J. Compar-—
ative studies on the polysaccharides of Cladonia
alpestris (Reindeer Moss), Cladonia confusa and
Cladontia amaurocraea. Carbolhydr. Res., fAmoterdam, v.

i42, p. 237-251, 1Y85.

60 . JACOMINI, M.; DUARTE, G.R.; UDUARIE, E.R.; DUARTE,
H.S.: FONTANA, J.D.; DUARTE, J.H. Structural study
on snail galactans from the genus Biliomphalaria.

Agric. Biol. Chem., Tokyo, v. 45, p. 1i373-1i38e,

1981 .
61 JOLY, A.B. Botanica: introdugio a taxonomia vegetal.
2: ed. S30 Paulo: Cia. Ed. Nacional - EDUSP, 1975.

p. 100-106.

62. JONES, G.H.:; BALLOU, C.E. Studies on the structure of
yeast mannan. I — Purification and some properties
of an o-mannosidase from an Arthrobacter species. J.
Biol. Chem., Baltimore, v. 244, p. 10471051, 1969

63. JONES, G.H.; BALLOU, C.E. Studies on the structure of
yeast mannan. III - Modes of action of the
Arthrobacter o-mannosidase on yeast mannan. J. Biol.

Chem., Baltimore, v. 244, p. 1052-59; 1969.



156

64, JONES, J.K.N.; STOODLEY, R.J. Fractionation using
copper complexes. Methods Carbohydr. Chem., New
York, v. 3, p. 36—-38, 1965.

65. KJ¢LBERG, 0.7 KVERNHEIM, A.L. Studies on the
polysaccharides. III. The structure of alkali-
soluble polysaccharides in Umbilicaria pustulata
(L.) Hoffm. and Unbilicaria spodochroa (Ach.) Hoffm.
Acta Chem. Scand., Copenhagen, v. 43, p. 280-285,
1989.

66. KUHN, R.; TRISCHMANN, M.; LOW, I. Zur permethylierung
von zuckern und glikosiden. Angew. Chem Int. Ed.
Engl., Weinheim, v. &7, p. 32, 1955.

&7 . LEWIS, D.H.; SMITH, D.C. Sugar alcohols (polyols) in
fungi and green plants. I. Distribution, physiclogy
and metabolism. New Phytol., Cambridge, v. 66, p.
143-184, 17267 . »

68. LI, YU-TEH. Studies on the glycosidases in Jjack bean
meal. I — Isolation and properties of o-mannosidase.
J. Biol. Chem., Baltimore, v. 242, p. 5474-80, 1967.

67 . LINDBERG, B.; MacPHERSON, J. Studies on the chemistry
of lichens. Acta Chem. Scand., Copenhagen, v. 8, p.
985-988, 1954.

70. LINDBERG, B.; MISIORNY, A.; WACHTMEISTER, C.A. Studies
on the chemistry of lichens. 1IV. Investigation of
the low—-molecular carbohydrate constituents of
different lichens. Acta Chem. Scand., Eopenhagen, v.

7, P- 5921-5%5, 1953.



71i.

72.

73.

74.

76.

157

LINDBERG, B.; SILLVANDER, B.; WACHTMEISTER, C.A. Stud-
ies on the chemistry of lichen:. 19. Mannitol
glycosides in Peltigera species. Acta Chem. Scand. ,
Copenhagen, v. 18, p. 21i3-216, 1964.

LONNGREN, J.; PILOTTI, A. Gas-liquid chromatography
of partially methylated alditols as their acetates.
II. Acta Chem. Scand., Copenhagen, v. 25, p.
1144-1145, 1971.

LOWRY, O.L.; ROSEBROCUGH, N.J.; FARR, A.L.; RANDALL,
R.J. Protein measurement with the folin phenol
reagent. J. Biol. Chem., Baltimore, wv. 193, p-
265-275, 1954.

McCUNE, B. Annual branching in the lichen Evernia
prunastri in Oregon. Bryologist., Texas, v. 93, p.
32-36, 1970.

MEYER, K.H.3; GURTLER, P. Reserches sur 1 amidon. XXXI.
La constitution de 1a lichénine. Helw. Chim. Acta,
Basel, v. 30, p. 75i-761, 1947.

MEYER, K.H.; GURTLER, P. Recherches sur 1 amidon.
XXXIXI. L7isolichénine. Helv. Chim. dcta, Basel, v.
30, p. 761-765, 1947.

MICENO. N.; GORIN, P.A.J.: JACOMINI. M. Galactomannan
and isolichenan components of the carbohydrate rich
lichen Ramalina ecklonit (Spreng) HMey. Agric; Bilol.

Chem., Tokyo, v. 55, p. 1391-13%2, 192914 .



158

78. MICOQVIC, V.M. HRANISAVLJEVIC—-.JAKOVLJEVIC, M.
MILIKOVIC-STOJANOVIC. Structural study of polysacch-
arides from the oak lichen Evernita prunastri.
Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 10, p. 525-533, 19Y6%?.

79. MITCHELL, M.D.; ARMITAGE, J.5. Dermatitis wvenenata
from lichens. Arch. Environ. Health, Washington, v.
i1, p. 7@1-709, 1965.

80. MURTY, V.L.N.y SIDDIQUI, YT.R. Toluene—-p-sulphonylation

of methyl 6-0-trityl-o-p—mannopyranoside: Suynthe-
sis of 2,4-di—-0O-methyl-p—mannose. Carbohydr. Res. ,
Amsterdam, v. 1@, p. 477-480, 1969.

B81i. NELSON, N. A photometric adaptation of the Somogyi
method Tor the determination of glucose. J. Bilol.
Chem., Baltimore, v. 153, p. 375-380, 1944.

82. NEUMULLER, G.; VASSEUR, E. The influence of pH on the
periodate oxidation of carbohydrates. Ark. Kemt. ,
Stockholm, v. 5, p. 235-245, 1i969.

83. NISHIKAWA, Y.; MICHISHITA, K.; AND KURONO, G. Stud-
ies on the water soluble constituents of lichens.
I. Gas chromatographic analysis of low molecular
weight carbohuydrates. Chem. Pharm. Bull. (Tokyoo, v.
21, p. 1014--3019, 1973.

84. NISHIKAWA, Y.; OHKI, K.; TAKAHASHI, K.:; KURONO, OG.;5
FUKUOKA, F.3; EMORI, M. Studies on the water soluble
constituents of lichens of Lasallia, Usieu and
Cladonia spp., Chem. Pharm. Bull. (Tokyol, v. 22, pP.

2492-2702, 1974.



85.

86.

87.

88.

89.

90.

1.

159

OGURA, M.y KOHAMA, T.:; FUJIMOTO, M.; KUNINAKA, A.

-3

YOSHINO, H.; SUGYAMA, H. Structure of malono—

galactan: carbon—1i3 nuclear magnet ic resonance

spectra of malonogalactan. Agric. Biol. Chen. ,
- Tokyo, v. 38, p. 2563-2364, 1974.

PARTRIDGE, S.M. Filter—paper partition chromatography
of sugars. i. General description and application to
the qualitative analysis of sugars in apple Juice,
egg white and foetal blood of sheep. Biochenm. J.,
London, v. 42, p. 238-250, 1948.

PEAT, S.; WHELAN, W.J.; ROBERTS, J.G. The structure of
lichenin. J. Chem. Soc. ClLond>, London, P. 3216
3924, 1957.

PEAT, S.; WHELAN, W.J.; TURVEY, J.R.; MORGAN, K. The
structure of isolichenin. J. Chem. Soc. CLond>,
London, p. 423-629, 1961i.

PUEYO, G. Constituants glucidiques dans 1les lichens.
III - Osides. Ann. Fals. Exp. Chim., Paris, v. 74,
p- 343-347, 1981.

PUEYQO, G. Constituants glucidiques dans les lichens.
IT - Oses Ann. Fals. Exp. Chim., Paris, v. 73, P-
509-513, 1980.

PUEYO, G. Constituants glucidiques dans les lichens. 1

~ Polyalcools. dAnn. Fals. Exp. Chim., Paris, v. 73,

p. 331-337.



2.

?3.

@4.

?5.

7.

98.

9.

100.

1690

SAWARDEKER; J.S.5; SLONEKER, J.H.:; JEANES, A. Quant-—
itative determination of monosaccharides as their
alditol acetates by gas liquid chromatography. Anal.
Chem., Washington, v. 37, p. 1602-1604, 1965.

SCOTT, J.E. Fra:lionation by precipitation with
quaternary ammonium salts. Methods Carbohydr. Chenm.,
New York, v. 5, p. 38-44, 1965.

SHARKEY, A.G. Jr., FRIEDEL, R.A., LANGER, S.H. Mass
spectra of trimethylsilyl derivatives. Anal. Chenm. ,
Washington, v. 38, p. 7<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>