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RESUMEN

En el presente trabajo se realizo el aislamiento y estudio de sustancias liquénicas
del liquen Thamnolia vermicularis (Sw.) Ach. Ex. Schaer. Subsp. Vermicularis,
recolectado en la provincia de Huancayo (orillas del lago Huaytapallana), del

departamento de Junin (Peru).

Se hicieron dos extracciones sucesivas por maceracion con acetona a
temperatura ambiente, sobre 210 gramos del material limpio y seco. Se procedié a
separar diversos componentes del extracto acetonico, para ello se usaron solventes y
mezclas de solventes de polaridad variable entre ellos hexano, cloroformo, acetona,
acetato de etilo, metanol, etanol. Se aislaron y purificaron mediante técnicas

cromatograficas y recristalizaciones.

Finalmente, se elucidaron y se determinaron las estructuras de los solidos
obtenidos, analizando sus espectros de IR. H'-NMR, C*-NMR y EM; éstos son:
compuesto H (acido decarboxithamnolico), el compuesto S2 (Acido usnico) y el
compuesto D (Acido thamnolico). Ademas se hizo un analisis de los solidos H, A, B,
E y K por HPLC, lograndose identificar a 4 compuestos liquénicos de acuerdo a su
tiempo de retencion, estos son: Acido decarboxithamnolico, acido thamnolico, acido

esquamatico y acido baeomicésico.
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E3TUDIO FITOQUIMICO DEL LIQUEN

Thamnolia vermicularis subsp. Vermicularis s. Str,

L OBJETIVOQ

e Aislar (extraccién, separacion y purificacién) v determinar su estructura
quimica de los compuestos liquénicos que comtiene el liquen.
liaus

o Identificar a los comp s liquéni por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

1. PARTE TEORICA
1. LIQUENES

El liquen es un organismo simbiético conformado por un hongo (Micobionte) y un
alga (Ficobionte). Mientras el hongo se encarga del abastecimiento del agua y sales
minerales, el alga provee los productos fotosintéticos como los glucidos. Se calcula
que existen aproximadamente 13500 especies dentro de 600 géneros.

Los liquenes son consorcios biologicos de amplia difusién que se encuentran en gran
variedad de habitat, desde la region Artica hasta la region Antartica. Son encontrados
desde el nivel del mar hasta en las altas montadas; también se encuentran en los
desiertos donde la temperatura es variable o en Tegiones polares donde las

q

as son ex bajas [ 1, 2 ]. Crecen sobre rocas, corteza, hojas de

P

arboles, suelos, etc; FiguraNo. 1.

2. BIOSINTESIS

bl

La mayor parte de los darios de los li son oriundos via

acetil-polimalonil. Esta via conduce a la formacién de compuestos  alifaticos como los

4cidos grasos de cadena larga y a sustancias aromdticas del tipo fenélico. La

biosintesis de los 4cidos fendlicos (dépsido, depsidona, etc.), se produce a través de la

biosintests del acido orselinico que es la unidad & I. El proceso biosintético

se inicia por una condensacién de 1 mol de acetilSCoA y 1 mol de malonilSCoA. La



se inicia por una condensacién de | mol de acetilSCoA y 1 mol de malonilSCoA. La
acetoacetilSCoA. resultante de la condensacién del acetilSCoA con malonilSCoA,
puede condensar con otras moléculas de malonilSCoA en etapas sucesivas, formando
un policetideo de 8 carbonos. Este ultimo puede ciclarse a través de dos procesos
distintos: uno es por la condensacién aldélica produciendo el acido orselinico y el otro

por condensacion tipo Claisen, produciendo floroacetofenona, FiguraNo.2 [ 2,3 |

Xanthoparmelia chlorochroa

Figura No. 1: Tipos de liquenes
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3. COMPUESTOS LIQUENICOS

Se aplica el término de Compuestos Liquénicos a todos los compuestos sintetizados
solo por los liquenes [ 2, 3 ] Los compuestos liquénicos (Figura No. 3-7)

generalmente se agrupan de acuerdo al tipo de estructura en:

1. Dépsidos

2. Depsidonas

3. Depsona

4. Acidos tusnicos
5. Dibenzofuranos

Segun Reinhold [4], los tipos de compuestos encontrados en las plantas liquénicas

son los siguientes:

Acidos lactonicos y derivados Acidos grasos

Diterpenos Triterpenos

Esteroides Carotenoides

Alcoholes polihidricos Carbohidratos

Orcinol y derivados Dépsidos

Depsidonas Depsona

Cromanona y derivados Quinonas

Acido pilvico y derivados Dibenzofurano y derivado
Compuestos que contienen Sy N Ammoacidos

Vitaminas Enzimas
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Depsona: Acido picroliquénico
Pertusaria amara

Figura No. 5: Depsona



(+)»(R)-Acido usnico

(-)-(S)-Acido usnico

(+)-(R)-Acido isousnico

Figura No. 6: Acidos usnicos
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4. USOS Y APLICACIONES DE LOS LIQUENES

En este mundo modemo, el papel mas importante que desempefian los liquenes en
relacion a los seres humanos, es el de indicadores biologicos de la contaminacion

del ambiente, ademas, se pueden utilizar en base a sus :

= Propiedades farmacolégicas

= Capacidad quelante

* Por tener accion sobre reacciones fotoquimicas ligadas a cationes y
= Usado como pigmento.

El comp 3 liquénico méas diado es el acido asnico, los isdmeros opticos de este

acido muestran un amplio espectro de actividad fisiolégica. Son activos frente a
p actividad antibioti
frente a los diferentes tipos de Mycob jum Asimismo, se ha ido ampliar

neumococos, estreptococos y estafilococos, Ad

considerablemente el espectro de antibiosis de estos 4dcidos por la obtencion
derivados 3,5 ].

Para la planta liquénica en estudio, segin encuesta a los lugareitos de la zona de

dad

recoleccion, 1a usan en enfer como br

q

&, Thamnolia vermicu

Este género thamnolia, tiene un amplio rango de distribucion, se encuentra
principalmente en el 4rtico y montafias en el hemisferio norte, pero también en las
montaflas alpinas, de regiéon de fria temperatura en el hemisferio sur; se iza

por tener un talo hueco [6)}, de reproduccién asexual, quimicamente variable, de color

blanco. Entre las ies del género th i ( FigurasNo. 8y9)

P

1. Thamnolia vermicularis subsp. vermicularis

2. Thamnolia vermicularis subsp. solida



3.1. CARACTERISTICAS BOTANICAS de ta Thamnolia vermicularis subsp.
vermiicularis

El talo es recto o decumbente, muy variable pero siempre tiene un hueco, algunas
veces forma 1m denso penacho por las ramas desde la parte basal o a lo largo de
decumbente podecio hasta los 16 cm de talo, cilindrico a ligeramente irregular, ocwre
fambién como ramas individuales sobre el suelo, las ramas irregulares terminan en una
puma fina u otros en uniformemente mas delgada; tienen de 1-2 mm de didmetro de

colorblanco gnisicen, conti el 4cido thamnélico.
5.2. TAXONOMIA DE LA Th li cularis subsp. Vermicularis s. str
Reino Vegetal
Tipo Criptégamas
Phyllum Esthalophyta
Divisién Ascolichenes
Clase Lecanorales
Familia Siphulaceae
Género Thamnolia
Especie Thamnolia vermicularis
Sub especie vermicularis
Nombre cientifico ~ Thamnolia vermicularis subsp.

Vermicularis s. str.

Sinonimia Th li icularis var. Subulift

holi .
i

Th lia vermicularis var.

Thamnolia subvermicularis.



2.5.3. CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LA Thamnolia vermicularis subsp.

vermicularis

En la bibliografia se reportan estudios botéanicos y quimiotaxonémicos de ésta
especie, en los que se indica que contiene: Acido thamnélico, y otros compuestos no
identificados [ 6 ]. Se debe aclarar, que este compuesto fue identificado como
resultado de un analisis por cromatografia en capa delgada y por HPLC, pero no hay

estudios en cuanto al aislamiento y caracterizacion del compuesto en esta especie.



5.2, CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LA Thamnolia verniicularis subsp.

vermicularis

En la bibliografia se reportan estudios botanicos y quimiotaxonémicos de ésta
especie, en los que se indica que contiene: Acido thamnélico, y otros compuestos no
identificados [ 6 ]. Se debe aclarar, que este compuesto fue identificado como
resultado de un analisis por cromatografia en capa delgada y por HPLC, pero no hay

estudios en cuanto al aislamiento y caracterizacion del compuesto en esta especie.



IliguraNo.8: Thamnolia vermicularis subsp.solida



Ifigura No.9: Thamnolia vermicularis subsp.vermicularis



111. PARTE EXPERIMENTAIL

1. MUESTRA

La muestra ¢ ituve el liquen pleto, el cual ha sido recolectado por el tesista, en
el Departamento de Junin, Provincia de Huancayo, a orillas del Lago Huaytapallana
que esta a una altitud de 4200 msnm., en mavo de 2000; su nombre cientifico es:
Thamnolia vermicualris subsp. vermicularis s. str, 1a cual ha sido identificado por la
Dr. Teuvo Ahti (University of Helsinki - Finlandia ), y el PD Dr. H Thorsten
Lumbsch (Universitat GH Essen — Germany ), Anexo V.

2. ANALISIS PRELIMINAR

2.1. MARCHA FITOQUIMICA

s 1

Se han desarrollado di ¢todos para la di preliminar de los dift

constituyentes quimicos en la planta, basados en la extraccion de éstos con solventes

apropiados y en la aplicacién de pruebas de coloracion | 8 - 10 }.

Se realiz6 una marcha fitoquimica segin el proceso que se expone en la Figura No.
1t

3.2.2. REACCIONES DE COLORACION PARA COMPUESTOS
LIQUENICOS

= Para reconocer los 4cidos fentlicos se emplea el cloruro férrico en disolucion

acuosa al 1%, o en disolucién etandlica.

= Las sustancias liquénicas que posean en uno de sus anillos, dos grupos
hidroxilos en posicion meta (2-4 6 4-6 ), se pueden reconocer empleando una

disolucion acuosa saturada de Hipoclorito de calcio.

15



= La presencia de depsidonas, es detectable empleando una disolucion acuosa de
KOH al 5%. Su accién se basa en la ruptura del éster mediante hidrélisis
alcalina, conduciendo a la formacién de un compuesto difenélico con un

enlace éster.

= Se puede emplear sucesivamente KOH y Ca(ClO); juntos. Observandose

color rojo con depsidonas [ 2,5 ),

3. AISLAMIENTO: EXTRACCION, SEPARACION Y PURIFICACION

Se extrae 210 gramos de liquen con acetona por maceraciéon por 7 dias a temperatura
ambiente, se filtra, se repite la extraccién por otros 7 dias, finalmente se tiene un
exmracto total de 1,5 L de acetona, el cual se concentra al vacio con el rotavapor , hasta
100mL. Este extracto concentrado, se guarda en reposo a O°C, durante un dia, se
observa que se precipita un so6lido, el que se filtra y se lava con cloroformo frio,
obteniéndose un solido I (Figura No.11). El liquido filtrado se concentra hasta 10 mL,
luego se realiza con €l una cromarografia en columna (CC), bao las siguientes

condiciones:

Fase estacionaria ~ Silica Gel para CC de malla 110-230
35 cm de la columna cromatografica

Columna 50x22cm
Fase mévil Tabla No. 1
Flujo 1 gota/ seg

Se colecta en tubos de ensayo en volimenes aproximados de 5 mL hasta
un total de 60 tubos.



= La presencia de depsidonas, es detectable empleando una disolucién acuosa de
KOH al 5%. Su accién se basa en la ruptura del éster mediante hidrélisis
alcalina, conduciendo a la formaciéon de un compuesto difendlico con un

enlace éster.

Se puede emplear sucesivamente KOH y Ca(ClO), juntos. Observandose
color rojo con depsidonas [ 2, 5 ].

3.3. AISLAMIENTO: EXTRACCION, SEPARACION Y PURIFICACION

Se extrae 210 gramos de liquen con acetona por maceraciéon por 7 dias a temperatura
ambiente, se filtra, se repite la extraccién por otros 7 dias, finalmente se tiene un
extracto total de 1,5 L de acetona, el cual se concentra al vacio con el rotavapor , hasta
100mL. Este extracto concentrado, se guarda en reposo a O°C, durante un dia, se
observa que se precipita un solido, el que se filtra y se lava con cloroformo frio,
obteniéndose un sélido I (Figura No.11). El liquido filtrado se concentra hasta 10 mL,
luego se realiza con él una cromatografia en columna (CC), bajo las siguientes

condiciones:

Fase estacionaria  Silica Gel para CC de malla 110-230
35 cm de la columna cromatografica

Columna 50x2,2cm
Fase movil Tabla No. 1
Flujo 1 gota/ seg

Se colecta en tubos de ensayo en volumenes aproximados de 5 mL hasta

un total de 60 tubos.
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Tabla No. 1: Fase Movil pata lg £€

[ Sistemade |Proporcién | Volumen
Disolvente \"2AY mL

CHCl; = MeOH 5:0 50
4:1 50
3:2 50
2:3 50
14 50

0:5 50

Se obtiene en total 60 fracciones a las cuales se somete a cromatografia de capa
delgada (CCD), eluyendo con el sistema CHCl; — EtOH (1:1), se revelan los capas
delgadas con vapores de yodo, se juntan aquellas fracciones que tiene las mismas
composiciones, Tabla No. 2.

Tabla No. 2 : Sélidos aislados de las fracciones det
extracto acetonico

No. Fraccion Sélido Rf
1 3-6 il 0,52
2 9-15 ™ 0,45
3 20-28 v 0,34
4 32-44 v 0,60
5 47-51 Vi 0,58
6 52-56 Vit 0,57




La fraccién II | se disuelve en el sistema CHCl; — MeOH (1:1), se deja en reposo a
0°C, luego se filtra ast se obtiene un solido H (80 mg, color blanco), el filtrado se
concentray se trata con acetona quedandonos un sélido A ( 120 mg, color crema -
blanco) de la fraccion Il La fraccion IiI se purifica disolviéndola con CHCly —
MeOH (1:1), se guarda a 0°C por dos horas y luego se filtra asi se obtiene un sélido
E (120 mg, color crema) después de lavar con el mismo sistema , el filtrado se
desecha. A partir de la fraccion IV se disuelve con el sistema CHCl; — MeOH (1:1),
se enfria a 0° C, por dos horas, luego se filtra y se obtiene el sélido K(140 mg , color

crema),

Se hicieron CCD de cada sélido sobre cromatofolios de Silica Gel bajo el sistema
Tolueno — AcOEt — Ac.Ac. glacial (6:4:1), revelando con una solucién de H2SO4

(10%) en MeOH , el resultado confirma para H y A tienen una mancha, mientras

que paraE dos hasy paraK 3 h,

Al solido 1, se le agrega 15 mL de acetona y se calienta hasta ebullicién , asi en
caliente se filtra, esto se repite dos veces mis. El extracto aceténico se concentra
hasta 5 mL , se deja en reposo a 0°C por un dia, obteniendo unos cristales amarillos
(82), el cual se filtra en frio y se lava con acetona helada; se mide su punto de fusién
el cual nos da 203-204°C , ademas al reaccionar con KOH da una coloracién

amanllo.

Por otro lado, las fracciones V, VI y VII | se purifican cada uno disolviendo con
CHCl; — MeOH (1:4), luego se deja en reposo a 0°C por 4 horas, se filtra el solido
formado el cual se lava con el mismo sistema pero frio; ast se obtienen un sélido de
cada fraccion, luego se realizan un cromatografia de CCD a los tres sélidos
obtenidos, bajo el sistema: Tolueno-AcOEt - Ac.Ac. Glacial (6:4:1), revelado con una
solucién de H:8Os en MeOH (10%), analizando los cromatogramas se observa dos
manchas con Rf muy parecido, entonces se asume que son iguales y se unen todos
estos sélidos marrones-claros (S6lido B) resultando 165 mg,



Muestra liquénica.
210g

Acetona 800 mL, 2 dias x 2 veces
concentrar
h

100 ml.
FC,reposo, filtrar

Sahdo | [ Solneitn Acetanicn [

Concentrar

Thml.

)
ENR KRN EI I

E=CHCl; : MeOH (1:1)

Figura No. 11: Proceso quimico del aislami de

CHCl-MeOH (1:4)

LE]
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Para caractenzar los sélidos aislados ( $2, H. A. B, E v K ) se envian las muestras al
y PC-NMR vy
Espectrometria de Masa. Los analisis de UV-Vis e IR se realizan en los Laboratorios
de Instrumentacion de la PUCP

extranjero para el  andlisis espectroscopico de  'H-NMR

4. ANALISIS DE LAS FRACCIONES POR HPLC

Los sélidos del extracto acetdnico ( H, A, B, E y K ), se envia al exwranjero, para su
analisis por HPLC. La muestra se trata de la siguiente manera: 20 mg de muestra
s6lida se extraen con acetona fria, por 5 minutos en un Ultrasonic (Equipo que

desgasifica), se decanta y se toma una alicuota para inyectar al cromatégrafo [11].

Las condiciones cromatograficas son -

Cromatégrafo Kontron HPLC, Systems-Data Systems
Detector UV -430
Columna Spherisorb %0DS-2, Kontron, 250 x 4,6 mm
Estandares Internos 20 mg de 4cido benzoico y 20 mg de 4cido solorinico
por 1000 mL acetona
Fase movil A: Agua bidestilada con 1% de 4cido ortofosférico.
B: Metanol Baker.
Ay B se desgasifica con el Ultrasonic.
Flujo 0,7 mL / min
Volumen de inyeccién 5 puL
Longitud de onda 245 nm
Laboratorio Cr afia — Dep de Quimica (Univ. Nac.
Australia)
Operador Dr. J. Elix.
Fecha 31 --03 -2001
Se compararon los ti de ion obtenidos de la muestra con la base de datos

que tiene el laboratorio a partir de muestras puras extraidas de otras plantas, bajo la

mismas condiciones.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. RESULTADOS DEL ANALISIS PRELIMINAR

Los resultados de los anilisis cuahtativos: Marcha fitoq v de
coloracién para compuestos liquénicos, se encuentran en }a TablaNo. 3
Tabla No. 3 : Resuhtados del Anlisis preli
REACTIVOS COMPUESTO RESULTADO (*)
FeCl3 Fenoles y taninos +
{ Ninhidrina Amino4cidos +
Shinoda Flavonoides s
Bomntrager Antraquinonas -
Dragendorff Alcaloides s
Mayer Alcaloides =
L.B. Esteroides y triterpenos +
FeCl Acidos fenolicos ++
KOH Depsidonas ++
Ca(ClO), Dépsidos +++
KOH+Ca(CiO), |Acido lisnico +

(*) Convencidn: +++ abundante, ++ regular, + trazas, - negativo

2. RESULTADOS DEL EXTRACTO ACETONICO

Los de la ex

resumen en la Tabla No. 4.

Y pur
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Tabla No. 4: Solidos obtenidos del extracto aceténico

Fraccion | Nombre ] Cantidad Observaciones
I S2 110 mg Agujas amarillas cristalinas
i H 80 mg Solido blanco
A 120 mg Sélido crema-blanco
it E 120 mg Solido crema
v K 140 mg Sélido cremma
V, V1, VI B 165 mg Sélido marrén - claro

3. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DEL SOLIDO H

La reaccidn de coloracion con KOH nos di6 amarillo , H tiene punto de fusién 215°C
con descomposicién, et espectro UV-vis, tiene longitud de onda maxima en 267, 313
y 365 mm (Figura No. 12) que indica la presencia de un grupo croméforo fuertemente
conjugado.

Del espectro IR ( Figura No. 13), se determina por ejemplo presencia del grupo OH
fenolico a3411,6 cm™, C=0 ceténico a 1745, C=0 icido a 1651 em™; C=C a
1526,6 cm™

Analizando el espectro H' - NMR, en acetona - d6 , se observan los desplazamientos
(3). del solvente es a 286 y 206 ppm (Figura No. 14) y se identifican los
desplazamientos de cada proton: Los metilos por lo general aparecen atrededor de 1,0
ppm, pero cuando estdn acoplados a grupos como a anillos aromaticos, OH, éstos
metilos son desplazados sus seflales a campos bajos 2,28 y 2,55 ppm.

Ademas det espectro se abserva también seftales de 2 protones aromaticos a 6,41 y
6,79 ppm, los cuales estardn en dos anillos diferentes y estos a su vez estardn bien
sustituidos ya que las seflales son singuletes y de diferentes alturas de los picos.
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Pr otro lado, se observa que a 10,3 ppm hay una seial lo cual indica que es un

Vdehid . final

del pico de 11,2 ppm aproximadamente se podria

decir que se trata de un grupo COOH, ya que estos grupos [recueniemente presentan

seflales entre 11 —12 ppm; toda la informacién
TablaNo. 5.

p pica se aenla

Tabla No. 5: Datos del Espectro de 'H-RMN del solido H

DESPLAZAMIENTO | INTEGRACION ASIIGNACION
En ppm
2,28 3H, s -CH;
255 3H, s -CHz
4,16 3H,s metoxi
6,41 H,s proton aromético |
6,79 1H, s proton aromético
10,30 H, s -CHO
11,2 H, s -COOH

Reuniendo los datos de UV-Vis, IR , H'-NMR y observando su cromatograma de
HPLC (Figura No. 15} , nos indica que el compuesto H se trataria del compuesto
Acido decarboxithamnélico, entonces se analiza el espectro de C*~NMR  (Figura No.
16) del compuesto H , para esta hipotesis. Los despl I de cada

carbono del compuesto se resume en la Tabla No.6.

Los datos del espectro de masa (Figura No.17), nos indica que su formula global es:
Ci3H1605 , su peso molecular es de 376,0 ; con fragmentos a 332 (al perder un CO,
de 376), 263, 226 (cuando pierde un grupo CHO del fragmento 263), 191 (pico padre),
otros fragmentos son 165, 150, 121, 105, 93 y 65 (Figura No. 18).
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Tabla No. 6: Datos espectro C* - NMR del compuesto H

No. de  |Desplazamiento| No. de Desplazamiento

Carbono & en ppm carbono & en ppm
C1 99,2358 c-1’ 108,348 |
C-2 165,934 C-2 156,5
C-3 105,610 C-3’ 143,893
c4 161,332 C-4 137
C-5 105,610 C-5’ 109,893
C-6 147,072 C-6' 159,846
C-7 164 C=7; 194,550 (CHO)
C-8 171,5 (COMe) C-8’ 17,5091(CH3) |
c-9 21,0333 (CH3)

C-4-Ome |57,7334

Entonces, el compuesto H aislado se propone que se trataria del 4cido decarboxi-

1+

olico, el cual en tiene las sigui caracteristicas

= Las reacciones de coloracion con KOH nos amarillo.

= Punto de fusion 215°C con descomposicion.

= UV-vis, tiene su Longitud de onda maxima en 267, 313y 365 nm.

= IR (cm™) : 3599,9; 3411,6; 3181,1; 1745,6; 1651,4; 1526,6; 1430,1;
1293,4; 1277,9; 1238,0; 1200,4; 1187,5; 1113; 1099,1; 833,1; 812,1;
775,2; 724,1; 656; 643.6; 589; 516,4; 460,7; 415,3; 404,1.

= H'-NMR ( , ppm): 2,28 (3H, s,metil), 2,55(3H.,s, metil); 4,16(3H, s, Ome);
6,41(1H, s, aromatico); 6,79(1H, s, aromatico); 10,30(1H, s, CHO); 11,2(1H,
s, COOH).
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C™-NMR (8, ppm): 99,2358(C-1), 165,934(C-2), 105,610(C-3), 161,332(C»
4), 105,610(C-5), 147,072(C-6), 164(C-7), 171,5(C-8, COMe), 21,0333(C-9,
Me), 57,7334(C-4, OMe), 108348(C-1") , 156,5(C-2"), 143,893(C-3"),
137(C-4'), 109,893(C-5), 159,846(C-6"), 194,550( C-7',CHO), 17,5091(C-
8", Me).

EM (m/z) CisHisOs, PM: 376,0 ; 332, 265, 226, 191(100%), 165, 150, 121,
105, 93, 65.

La estructura del 4cido decarboxithamndlico es la si

M O eM e
(@]
M O H OH
OHo
COOH CHO
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Figura No. 18: Fragmentacion del compuesto H



2. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DEL COMPUESTO 52

El S2 es un sélido cristalino en forma de agujas de color amarillo, soluble en CHUl,,
poco soluble en MeOH, Acetona, reacciona con KOH dando un color amarillo, y con
FeCls da un color rojo; con punto de fusion de: 203°-204° C; al medir su rotacion
optica con el polarimetro nos da [a]® = + 492; estas caracteristicas indica que S2
podria ser el (+) R 4cido usnico (R por su confi i6n y d inando su giro
dextrogiro), por otro lado, el cromatograma de HPLC de S2, (Figura No. 19),

confirma que se trata del 4cido Gsnico que tiene un tiempo de retencién de
26,103min. Bajo las condiciones de ensayo.

En el espectro UV-vis, (Figura No. 20), se aprecia los valores de absorbancia maxima
los cuales son bastante cercanos comparados con los reportados por Culberson y
Morales, ambos han sido medidos en etanol, los valores de longitud de onda maxima
se muestra en la Tabla No. 7.

Tabla No. 7: Comparacién de las absorbancias maximas del
del esp UV-vis del comp $2 y el 4cido dsnico

Banda de absorcién Banda | Banda
reportados por 1 2
Patricia Morales (*1) |234,4nm |284,2 nm
Culberson(*2) 233,3nm| 283,2nm
Compuesto S2 239,6 nm|283,1 nm

Del espectro IR, ( Figuras No. 21), se observan valores parael 1691 cm™ quenos
indica un alargamiento del C=0 ; a 1290 cm™ alargamiéxto del C-O-C en el anillo;
1632 cm’ para el grupo C=C conjugado, a 3008 cm™ alargamiento del C-H
aromitico, a 3438 cm’ presencia del los OH; en general las zonas de huella dactilar
son bastante parecidas. Los otros valores de absorcién se muestran en la Tabla No. 8.

(*1)Morales, P. Tesis de liconciatura, 1952, PUCP, Lima, Peni.
(*2) Cutherwa, C.F., PAyuxhamiary, 2, 335-340(1963)
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Tabla No. 8: Comparacién de las absorciones en IR det

compuesto S2 y ¢l cido dsnico

FRECUENCIA en cm ™ (*)

Referencia Compuesto S2 Referencia Compuesto S2
704 700,83 1220 12215
810 803,2 1290 1290,8
825 819,5 1320 1317,5
848 840,5 1338 1334,5
938 930,7 1360 1358,1
965 959,1 1380 1375,6
998 992,0 1425 1421,2
1030 1024,4 1460 1456,1
1042 1040,1 1550 1542,0
1070 1070,4 1630 16322
1118 11185 1686 1691,4
1142 11440 3000 3008,3
1190 1190,7 3550 3438,1

(*) Valores de frecuencias de la bibliografia No. 14

Analizando el espectro H' -NMR (CDCl; | 8) del compuesto S2 (Figura No. 22), se
deermina que et hay un 2 metilos singuletes a2 1,76 ppm y a 2,1 ppm
aproximadamente  este ultimo esta desplazado debido a que debe estar unido a un
anillo aromético, ademas hay otros 2 grupos metoxilo singuletes que sus seftales
estin muy cerca (2,66 ppm y 2,68 ppm), debido a que tiene casi el mismo ambiente
que los rodea en la estructura ; por otro lado hay también un protén aromdtico.
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Se observa ademas que sélo hay 2 oxidrilos, el tercero no se distingue por que su
sefial esta atrededor de 18 ppm y el espectro no indica este rango. En la tabla No. 9 se
muestra una comparacion de los valores de desplazamiento con los que indica la
referencia | 14 }.

Tabla No. 9: Comparacion de los valores de desplazamiento
del espectro de 'H-RMN de S2 y acido usnico

M DESPLAZAMIENTOS
8 en ppm

REFERENCIA ( 14 ) Compuesto S2
1,75 (3H,s, Me-13) 1,7647 (3H, s, Me)
2,10 3H, s, Me-16) 21133 (3H, 5, Me)
2,66 (3H,s, Me-15) 2,6653 (3H,s, -COMe)
2,67 (3H,s, Me-18) 2,6855 (3H, s, -COMe)
592 (IH, s, H4) 5,9859 (1H, s, aromatico)
11,02 (1H, s, C,o-OH) 11,0485 (1H, s, OH)
13,31 (1H, s, Cs-OH ) 13,3309 (1Hs, OH)
18,34 (1H, s, C;-OH )

En e espectro de “C - RMN (Figura No. 23) del compuesto S2 ( medido en CDCLy),
se observa que los carbonos de los carbonilos de los grupos del -COMe estan bien
desplazados a 200,29 (C-14) y 201,73 (C-17) ppm; para los metilos arom4ticos los
valores son 27,88 (C-13) y 7,30 (C-16) ppm; para el desplazamiento 98,27 ppm se
analizando bien et espectro se concluye que hay una sola seial para dos tipos de

[S con desp i muy cercanos ( C-4 y C-6); en general se observa que
hay valores de despl. i muy parecidos entre et p 82y 4cido asnico,
TablaNo. 10.
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Tabla No.10: C i6n de los desplazami del >

P P

C -RMNde S2y el 4cido Gsnico

No. Carbono | Despl i del | Despl i del
4cido usnico ( 14) compuesto S2

C-1 198,2 197,966

C-2 179,4 179,273

C3 155,1 155,127

C4 98,3 98,2731

C-5 101,7 101,433

C-6 99.8 98,2731

c-7 1095 | 109208
C-8 157,6 157,405

C-9 104,2 103,892
C-10 164,1 163,775
C-11 105.4 105,151
Cc-12 592 59,0032
C-13 274 27,8844
C-14 200,1 200,290
C-15 32,0 32,0949
C-16 11 71,5084

C-17 201,3 201,730
C-18 30,9 31,2602
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Analizando el espectro de masa (Figura No. 24) nos indica que se trata del compuesto
CigH 1607 , cuyo peso molecular es 344,0 sus fragmentos son : 260, 233(100), 217,
161. Coincide exactamente con los datos de referencia. La fragmentacion de este

compuesto S2 lo tenemos en la Figura No. 25.

Para confirmar la estructura elucidada, se busc en algunas base de datos por internet,
para este compuesto S2, lograndose encontrar en la direccién electronica

http://www.aist gojp/RIODB/SDBS/menu-e-html, confirmando la estructura que se
propone. Figuras No. 26, 27 y 28.

Finalmente, se propone que el compuesto S2 es muy probable que sea el (+)R 4cido

usnico y que tiene las siguientes caracteristicas:

Solido cristalino en forma de agujas y color amarillo.
= Soluble en CHCl;, poco soluble en MeOH, Acetona.
= Reacciona con KOH dando un color amarillo, y reacciona con FeCls dando
un color rojo.
Punto de fusion : 203°-204° C.
Rotacién opticaes , [a]” + 492, ( CHC;, ¢ 1,00)
®= UV-vis: longitud de onda maxima 239,6 y 283,1 nm.

= IR (cm™) 700,8 ; 803,2; 819,5; 840,5;930,7; 959,1; 992; 1024,4; 1040,1;
1070,4; 1118,5; 1144; 1190,7; 1221,5; 1290,8; 1317,5; 1334,5; 1358,1;
1375,6; 1421,2; 1456,1; 1542;1632,2; 1691,4; 3008,3; 3438,1.

= H“NMR (8, ppm): 1,7647 (3H,s, Me), 2,1133 (3H, s, Me), 2,6653 (3H,
s, COMe), 2,6855 (3H, s, -COMe), 5,9859 (1H, s, aromético), 11,0485
(1H, s, OH) 13,3309 (1H,s, OH ).

CP-NMR( 8, ppm): 197,966(C-1), 179,273(C-2), 155,127(C-3), 98,2731(C-4),
101,433(C-5), 98,2731(C-6), 109,208(C-7), 157,405(C-8), 103,892(C-9),
163,892(C-10), 105,151(C-11), 59,0032(C-12), 27,8844(C-13), 200,290(C-
14), 32,0949(C-15), 7,5084(C-16), 201,730(C-17), 31,2602(C-18).
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= EM (m/z) . CisHi607 ; PM: 344; 260, 233(100%), 217, 161.

= Laestructura del compuesto S2 es la siguiente:
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Figura No.25: Fragmentacion del compuesto S2



SDBS Compound Information

Compound Name:

usnic acid

usinic acid

usnein
2,6-diacetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyldibenzofuran-1,3(2H,9bh)-dione

Molecular Formula: CgH 0,

Molecular Weight: 344.3
Spectral Code:

Mass :

1H NMR : 90 MHz in CDCl,
IR : KBrdisc

IR : nujol mull

CAS Registry No: 125-46-2
Chemical Structure

SDBS No: 7871

Back to Query Page
Back to SDBS Home Page

filg//A:\USNICO-3_files\sdbs_sea.htm



V.

CONCLUSIONES

Se aisio y se determm¢ su estructura a 2 compuestos liquénicos, éstos son:

Compuesto H (4cido decarboxr

VL

[N

»

h

6lico) y compuesto S2 (4cido usnico).

RECOMENDACIONES

. Se recormienda seguiv mvestigando a esta planta liquénica Thamnolia

vermicularis subsp. vermicularis, y otros liquenes, para ir descubriendo
nuevos compuestos y caracterizarios determinando su estructura qufmica,
también se recormienda seguir investigando las otras fracciones.

. Se recomienda realizar estudios tedricos y practicos, cualitativo y cuantitativo

para determmar los compuestos liquénicos, por medio de un Anélisis por
HPLC de las plantas liquénicas, ya que estos tipos de investigaciones no hay
aquf en el Pert.

. Se recomienda hacer un andlisis por cromatografia de gases de los 4cidos

grasos que comtiene.

. También podria efectuarse bio-ensayos para dewrmmar y comprobar

propiedades farmacolégicas de los compuestos liquénicos aistados.
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