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RESUMEN

A partir del liquen Usnea sp. de la zona de Ingenio, Huancayo, se logré
aislar, aplicando técnicas de extraccion, recristalizacién y cromatografia CCD
y CC, seis compuestos: dcido (-)-usnico (compuesto mayoritario), 4cido 5-
(B-oxopropil)-4-O-dimetilbarbitico, 1'-oxo-4'-hidroxi-Filoquinona, 1'-oxo0-4'-
hidroxi-6'-eno-Filoquinona, un pigmento de naturaleza 1,4-naftoquindnica y
un posible derivado 4cido del orcinol. Todos ellos fueron analizados por sus
propiedades fisicas, cromatograficas y espectroscopicas.

INTRODUCCION

Segiin Huneck y Culberson [1,2], las sustancias liquénicas son productos
metabélicos de los liquenes, los cuales son asociaciones simbidticas de algas
y hongos.

Una de las caracteristicas mds importantes de las sustancias liquénicas es
su marcada actividad biolégica, conocida y comprobada desde hace muchos
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afios; podemos mencionar por ejemplo, la actividad antituberculosa, cardiotonica,
antitumoral, pedogénica, antibidtica, inhibitoria del crecimiento de plantas
superiores, entre otras {1,34].

El producto liquénico mds estudiado es el 4cido tisnico. Todos los isémeros
6pticos de este 4cido muestran un amplio espectro de actividad. Son activos
frente a neumococos, estreptococos y estafilococos. Ademds, presentan acti-
vidad antibiética frente a los diferentes tipos de Mycobacterium. Asimismo,
se ha conseguido ampliar considerablemente el espectro de antibiosis de estos
dcidos por la obtencidn de diversos derivados, particularmente derivados
nitrogenados [3].

En Sudamérica, particularmente en el Per, se tiene una gran variedad de
especies liquénicas, distribuidas en una diversidad de pisos botdnicos. Se les
puede encontrar al nivel del mar, o en zonas tipicamente serranas. En nuestro
pais existe muy poca informacién relacionada al estudio de liquenes peruanos,
de alli nuestro interés en iniciar esta linea de investigacion.

PARTE EXPERIMENTAL

El liquen sometido a estudio fue clasificado como: Usnea sp. por la Dra.
Emma Cerrate del Museo de Historia Natural “Javier Prado”. La muestra
boténica estd depositada en el Herbario San Marcos, UNMSM.

Los instrumentos utilizados fueron:

~  Espectrometro Infrarrojo, Perkin Elmer 882 (PUCP)

—  Espectrofotémetro Ultravioleta-Visible, Lambda 2, Perkin Elmer (PUCP)

-~ Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear, Bruker AM 360 (Uni-
versidad de New Hampshire, USA)

—  Polarimetro de circulo con ldmpara espectral de sodio, Carl Zeiss - Jena.
Modelo 32-G-58 oa-1 (PUCP).

Se hicieron dos extracciones sucesivas con acetona a temperatura ambien-
te, usando 63 g de material vegetal limpio y seco, dejindolo secar antes de
la segunda adicién de solvente. El primer extracto se obtuvo después de dos
dias de maceracion y el segundo después de cinco dias. El marco, después de
dejarse secar, fue macerado con metanol por 30 dias.
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Las soluciones acet6nicas se unieron y se concentraron bajo presién
reducida hasta sequedad, quedando 9,6 g de un residuo sdlido, el cual fue
extraido varias veces con diferentes sistemas de solventes. A partir de los
extractos obtenidos se logré aislar seis compuestos que llamaremos: A, B, C,
D, AS3 y E. En la Tabla 1 se presentan los sistemas de solventes utilizados
y los compuestos aislados a partir de cada uno de los extractos obtenidos,
controlados por CCD:

TABLA 1: Sistemas de solventes utilizados y compuestos aislados a partir
de cada uno de los extractos del residuo sélido

Sistema de solvente Compuestos aislados
Benceno A
Bz-CHCL, (1:1) A

AcOEL A, B,C D
CHCL,-EtOH (3:1) A, C, D, AS3
CHCI,-EtOH (1:1) E

EtOH E

El compuesto A fue mayoritario en los dos primeros extractos, éstos
fueron llevados a sequedad y sometidos a sucesivas recristalizaciones con
diferentes sistemas de solventes: tolueno, benceno, benceno-cloroformo (1:1),
acetona-ctanol (10:1), obteniéndose finalmente el compuesto cristalino en
forma de agujas amarillas, de punto de fusién 203°C, cuya pureza fue com-
probada cromatograficamente.

En el tercer y cuarto extractos, la presencia del compuesto A fue un
inconveniente para la separacién de los otros compuestos. Después de llevarlos
a sequedad, fue necesario someterlos a continuos lavados con solventes como
tolueno, cloroformo, tolueno-AcOEt (1:1) para separar al compuesto A, éste
fue luego recristalizado en acetona -EtOH (10:1). De los licores madre pro-
venientes de estas recristalizaciones, se logrd aislar en muy pequeiia cantidad
el compuesto B, s6lido de color blanco y el compuesto AS3, de color naranja,
separado por CC en silica - gel G-60 usando como eluente un sistema gradiente
de CHCL,-MeOH.
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Los residuos que quedaron después de los lavados, fueron sometidos a
CCDP, sobre Silica-gel-60 GF,,, utilizando como eluente el sistema AcOEL-
EtOH (8:1), lograndose separar los compuestos C y D. Ambos compuestos se
obtuvieron en muy pequefia cantidad.

Los dos ultimos extractos mostraron un comportamiento similar al ana-
lizarse cromatograficamente, por lo que se unieron y se sometieron a CC en
silica-gel G-60 usando como eluente un sistema gradiente de CHCL,-MeOH,
lograndose separar una pequefia cantidad del compuesto E en forma de agujas
finas incoloras.

El andlisis cromatogrifico del extracto metanélico mostré que los
compuestos fendlicos habian sido extraidos pricticamente en su totalidad en
las dos primeras extracciones con acetona.

RESULTADOS Y DISCUSION

Compuesto A: agujas amarillas de punto de fusién 203°C, con un valor
de [a]l B¢ = -490° (2% en THF), solubles en CHCIl,, Bz y acetona.
?»Fj:f(nm): 2344 ;2842 v, (cm™): 1684, 1621.

Estas caracteristicas presentan coincidencia con lo reportado para el 4cido
(-)-asnico [1,3]. La comparacion cromatografica del compuesto A con el dcido
asnico aislado del liquen Alectoria scrobiculata {5] en diferentes sistemas de
solventes, mostré en ambos idénticos valores de Rf.

La recuperacién cuantitativa del compuesto A, a partir de las diferentes
fraccionesy licores madre obtenidos en el proceso de separacién y purificacién,
dio un total de 2,400 gramos, que viene a ser aproximadamente el 3,81 % del
peso inicial de material vegetal. '

COCHx

Acido (-)-dsnico
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Compuesto B: s6lido de color blanco ; hRf: 21,43 en CHCL,-MeOH (9:1),
violeta a 254 nm y con fluorescencia blanca a 366 nm, comportamiento
caracteristico de los para-dépsidos de las series del orcinol y B-orcinol [3].

& (ppm) (MeOD): 1,20 (s,3H); 2,18 (s,6H); 2,40 (s,6H); 3,40 (s,2H) ; 6,68
(s,1H). Al no haber sefiales en el rango 3,70 - 4,05 ppm,podemos pensar que
los grupos OH no se encuentran metoxilados. En base a lo reportado para este
tipo de compuestos [6], se puede asignar la sefial a 2,18 ppm a dos grupos
metilo en las posiciones 3 y 3'; la sefial a 2,40 ppm a dos grupos metilo en
las posiciones 6y 6' y 1a sefial a 6,68 ppm, para un protén aromatico en posicién
5'. La sefial a 3,40 ppm, podria corresponder a un grupo Ar-CH,-CO- y la sefial
a 1,20 ppm podria corresponder al grupo -CO-CH,. De acuerdo a esto pro-
ponemos como posible estructura para el compuesto B:

H=COCH-C CH> CHs OH

CHx OH CHB

Acido 5-(B-oxopropil)-4-O-dimetilbarbético

Sin embargo se tendrian que considerar otros analisis para poder confirmar
o modificar esta proposicion; la pequefia cantidad obtenida impidi6 realizarlos.

Compuesto C: de color amarillo, con hR{: 66,67 en AcOEt-EtOH (8:1).
A mm): 224, 277.
m »

S {ppm) (CD,CL): 0,9 (d,12H); 1,26 (s,19H); 2,60 (s,6H); 3,35 (s,1H);
4,18.(t,1H); 5,32 (1H); 7,55 y 7,69 (m4H).

Las absorciones en el UV nos indican la presencia de un grupo croméforo.
Las sefiales en el RMN para los protones aromdticos son caracteristicas de un
sistema A,B,, que corresponderian a un anillo de benceno disustituido en orto.
Esto se confirma con los valores de las constantes de acoplamiento encon-
tradas: J =], ..=5,7 (orto) yJ  =J, =3,3 (meta). La sefial en 0.9 ppm se puede
asignar a cuatro grupos metilo, la sefial a 1,26 ppm a grupos -CH,- y -CH-
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de cadena larga, la sefial a 2,60 a metilos enlazados a un grupo C=C, la sefial
a 3,35 a un OH alifético, la sefial a 4,18 a un protén enlazado a un grupo
carbinol y la sefial a 5,32 a un prot6n vinilico. Segiin esto,proponemos para
el compuesto C la siguiente estructura:

1'-ox0-4'-hidroxi-Filoquinona

Compuesto D: de color rojizo, con hRf: 82,96 en AcOEt-EtOH (8:1).
Presenta las mismas absorciones en el UV que el compuesto C, al igual que
las sefiales en el espectro 'H-RMN en donde sélo se diferencian en las inte-
graciones:

S(ppm) (CD,CL): 0,9 (d,9H); 1,26 (s,16H); 2,60 (s,9H); 3,35(s,1H); 4,18
(t,1H) “; 5,32 (2H); 7,55 y 7,69 (m,4H).

La estructura propuesta para el compuesto D es:

1'-0x0-4'"-hidroxi-5'-eno-Filoquinona

Compuesto AS3: de color naranja, se obtuvo en muy pequefia cantidad por
1o que sélo se pudo obtener su espectro UV-Visible: ?»Mx‘:x“(nm): 260h, 287h,
334,6 y 425h. De acuerdo a lo reportado [7],estos valores sugieren que podria
tratarse de un compuesto quinénico, probablemente de tipo 1,4-naftoquinona.

Compuesto E: Obtenido también en muy pequefia cantidad, se presenta
en forma de agujas finas incoloras, con hRf: 21,79 en CHCI,-MeOH (9:1). El
andlisis cualitativo de su espectro '"H-RMN nos muestra sefiales a 0,8 y 1,18
ppm correspondientes a grupos metilo, una sefial a 1,809 ppm que correspon-
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deria a grupos metileno, un multiplete a 3,54 ppm que podria corresponder
a un grupo Ar-CH,-CH,-R, sefiales de protones aromdticos ~7,5 ppm y una
sefial a 8,5 ppm correspondiente a un grupo -COOH. En base a esto, podriamos
pensar en un 4cido derivado del orcinol ya que se presentan con frecuencia
en los liquenes [1,3].
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