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CONTRIBUCION AL ESTUDIO FITOQUiMICO DEL LIQUEN
Thamnolia vermicularis SUBSP. VERMICULARIS S. STR.

Olivio Nino Castro Mandujano

RESUMEN
En el presente trabajo se investigo al Thamnolia vermicularis (Sw.) Ach. Ex. Schaer. Subsp.
Vermicularis. Se hicieron dos extracciones sucesivas por maceracion con acetona; se
procedio aseparar diversoscomponentes del extracto; paraello se usaron solventes y mezclas
de solventes de polaridad variable. Se aislaron y purificaron mediante técnicas
cromatograficas y recristalizaciones. Finalmente, se elucidaron y se determinaron las
estructuras de los sélidos obtenidos, analizando sus espectros de IR, H'-NMR, C°~-NMR y
EM; estos son: compuesto H (acido descarboxithamnolico), y el compuesto D (acido
thamnolico).
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CONTRIBUTION TO THE PHYTOCHEMISTRY STUDY OF
THE LICHEN Thamnolia vermicularis SUBSP.
VERMICULARIS S. STR.

ABSTRACT
In the present work there was investigated the Thamnolia vermicularis (Sw.) Ach. Ex-.
Schaer. Subsp. Vermicularis. Two successive extractions were done by maceration in acetone;
one proceeded to separate diverse components of the extract, for it there were used solvents
and mixtures of solvents of increasing polarity; then isolated and purified by means of
chromatographic techniques and recrystallizations. Finally, they were elucidated and there
decided the structures of the obtained solids; analyzing his spectra of IR, H'-NMR, C*-NMR
and SM; these are: compound H (decarboxithamnolic acid), and the compound D (thamnolic
acid).
Key words: Liichen, Thamnolia vermicularis, thamnolic acid, decarboxithamnolic acid

INTRODUCCION

El liquen es un organismo simbidtico conformado por un hongo (micobionte) y un alga
(ficobionte). Crecen sobre rocas, corteza, hojas de arboles, suelos, etc. Aquellos compuestos
que son sintetizados s6lo por los liquenes se les llama compuestos liquénicos; generalmente
se agrupan de acuerdo al tipo de estructura: Dépsidos, depsidonas, depsona, &cidos Usnicos y
dibenzofuranos. Los liquenes son usados en base a sus propiedades farmacoldgicas,
capacidad quelante, por tener accion sobre reacciones fotoquimicas con cationes y también
sonusados como pigmentos.*”

Este género thamnolia, tiene un amplio rango de distribucion: se encuentra principalmente en
el &rtico y montafas en el hemisferio norte, como en las montafas alpinas y en regiones de
fria temperatura en el hemisferio sur; se caracteriza por tener un talo hueco, de reproduccién
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asexual, quimicamente variable, de color blanco." Entre las especies del género thamnolia
tenemos a la Thamnolia vermicularis subsp. vermicularis y a la Thamnolia vermicularis
subsp. solida (figura 1).

Figura 1: (a) Thamnolia vermicularis subsp.solida, (b) Thamnolia vermicularis subsp. vermicularis.

PARTE EXPERIMENTAL
La muestra constituye el liquen completo, el cual ha sido recolectado por Nino Castro, en el
departamento de Junin, provincia de Huancayo, a orillas del lago Huaytapallana que estada una
altitud de 4200 msnm., en mayo de 2000; su nombre cientifico es: Thamnolia vermicularis
subsp. vermicularis s. str, €l cual ha sido identificado por la Dr. Teuvo Ahti (University of
Helsinki - Finlandia), y el PD Dr. H. Thorsten Lumbsch (Universitat GH Essen - Germany ).
Para reconocer los acidos fendlicos se empleael cloruro férrico en disolucién acuosa al 1%, o
en disolucién etanolica. 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
acuosasaturadade hipoclorito de calcio.”®
La presencia de depsidonas es detectable empleando una disolucién acuosa de KOH al 5%.
Su accién se basa en la ruptura del éster mediante hidrdlisis alcalina, conduciendo a la
formacién de un compuesto difendlico con un enlace éster, observandose color rojo con
depsidonas.’

Se extrae 210 gramos de liquen con acetona por maceracion por 7 dias a temperatura
ambiente, se filtra; se repite la extraccion 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 precipita, el que se filtra
y se lava con cloroformo frio, obteniéndose un solido 1. El liquido filtrado se concentra hasta
25 mL, luego se realiza con él una cromatografia en columna (CC), con el sistema CHCI, —
MeOH, aumentando la cantidad de metanol; se colectaron en total 60 fracciones de 5 mL cada
una. Se agrupan las fracciones segin su andlisis de cromatografia de capa delgada, y se
obtienen 6 fracciones.

La fraccion 11, se disuelve en el sistema CHCI, — MeOH (1:1), se dejaen reposo a 0°C, luego
se filtra, se seca y se obtiene un sélido H (80 mg, color blanco. La fraccién Il se purifica
disolviéndola con CHCI,—MeOH (1:1), se guardaa 0°C por dos horasy luego se filtra; asise
obtiene un solido C (120 mg, color crema); este sélido C se disuelve en acetona calentando,
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luego se dejaen reposo a 0° C por todo un dia, se filtray se lava con acetona helada; finalmente
se obtiene unos cristales en forma de agujas ligeramente amarillas (compuesto D); se verifica
su pureza realizando una CCD sobre cromatofolios de silica gel bajo el sistema tolueno —
AcOEt-acido acético glacial (6:4:1), revelando con unasolucién de H,SO, (10%) en MeOH ,
el resultado confirmaque H y D tienenunamancha.

Los sdlidos del extracto acetonico (H, C y D), se envian al extranjero (Universidad Nacional
de Australia), para su analisis por HPLC. La muestra se trata de la siguiente manera: 20 mg de
muestra sélida se extraen con acetona fria, por 5 minutos en un Ultrasonic, se decanta y se
toma una alicuota para inyectar al cromatografo.® Se compararon los tiempos de retencion
obtenidos de lamuestra con labase de datos que tiene el laboratorio a partir de muestras puras
extraidas de otras plantas, bajo lamismas condiciones.

RESULTADOS Y DISCUSIONES
Elucidaciéon estructural del solido H.- La reaccidon de coloracion con KOH nos dio
amarillo; H tiene punto de fusién 215°C con descomposicion; el espectro UV-vis tiene
longitud de onda maxima en 267, 313y 365 nm; todo esto indica la presencia de un grupo
cromoforo fuertemente conjugado.
Del espectro IR , se determina la presencia del grupo OH fendlico a 3411,6 cm®, C=0
cetonicoa 1745, C=0 4cidoa1651cm™; C=C a1526,6 cm™; los otros valores son: 3599,9;
3181,1; 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; 404,1cm"”.
Analizando el espectro H' - NMR, en acetona — d, se observan los desplazamientos &, del
solvente es a 2,86 y 206 ppm (figura 2) y se identifican los desplazamientos de cada protén:
Los metilos, por lo general, aparecen alrededor de 1,0 ppm, pero cuando estan acoplados a
grupos como a anillos aromaticos o grupos OH, son desplazados sus sefiales a campos bajos
2,28y 2,55 ppm. Ademas, en el espectro se observa también sefiales de 2 protones aromaticos
a 6,41y 6,79 ppm, los cuales estaran en dos anillos diferentes y éstos a su vez estaran bien
sustituidos ya que las sefiales son singuletes y de diferentes alturas de los picos. Por otro lado,
se observa que a 10,3 ppm hay una sefial lo que indica presencia de un aldehido aromatico;
finalmente, del pico de 11,2 ppm se puede afirmar que se trataria un grupo COOH, ya que
estos grupos frecuentemente presentan sefiales entre 11-12 ppm; la informacion
espectroscopica se muestraen latablal.
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Figura 2: Espectro RMN-H' del compuesto H

Rev Soc Quim Peru. 76 (4) 2010



Contribucion al estudio fitoquimico del liquen Thamnolia vermicularis subsp. Vermicularis S. STR. 325

Tabla 1: Datos del espectro de RMN- H* del s6lido H

Desplazamiento (ppm) Integracion Asignacion

2,28 3H,s -CHjs

2,55 3H, s -CH;

4,16 3H, s Metoxi

6,41 1H,s protén aromatico
6,79 1H,s proton aromatico
10,30 1H,s -CHO

11,2 1H,s -COOH

Reuniendo los datos de UV-Vis, IR, H'-NMRy segtn el cromatogramade HPLC, nos indica
que el compuesto H se trataria del compuesto acido decarboxithamnélico; entonces se analiza
el espectro de C°~NMR del compuesto H, para sustentar esta hipotesis. Los desplazamientos
de cada carbono del compuesto se resumenen latabla 2.

Los datos del espectro de masa (figura 3), nos indica que su formula global es: C;H,,O, su
peso molecular es de 376,0; con fragmentos a 332 (al perder un CO, de 376), 265, 226
(cuando pierde un grupo CHO del fragmento 265), 191 (pico padre); otros fragmentos son
165,150, 121, 105,93y 65*°. Enlafigura4, se propone la fragmentacion del compuesto H.

Tabla 2: Datos espectro RMN-C® del compuesto H

No. C ? enppm No. C ?en ppm
C-1 99,2358 C-1 108,348
C-2 165,934 C-2 156,5
C-3 105,610 C-3 143,893
C-4 161,332 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 (CHa) C-4-Ome 57,7334
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Figura 4: Fragmentacion del compuesto H
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Entonces, el compuesto H aislado, se propone que se trataria del acido decarboxi-thamnalico:

8

CHy
1

5
10
HaC
~o .

§

HO \o

Elucidacién estructural del compuesto D.- EI compuesto D son cristales en forma de
agujas ligeramente amarillo, su punto de fusion es 222-224°C; reacciona con KOH resultando
amarillo. Analizando el cromatograma HPLC del compuesto D, nos indica que se trataria del
acido thamndélico cuyo tiempo de retencién es 22,565 min.
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Figura 5: Espectro de RMN-C" del compuesto D

Analizando y comparando los datos espectroscopicos de RMN-C" del compuesto D (figura 5)
con el espectro del &cido thamndlico, se observa que hay bastante similitud entre estos dos
compuestos; *° el resumen de esta observacion esta en latabla 3.
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Finalmente, se propone que el compuesto D es el acido thamnélico, segln los datos de
cromatograma de HPLC y el espectrode RMN-C™; la estructura quimicapropuesta seria:

10
H3C\

3
8
HO \O

Tabla 3: Comparacion de los desplazamientos del espectro  RMN-C * del compuesto D
con el &cido thamndlico

No. Desplazamiento en ppm ( ?) No. Desplazamiento en ppm ( ?)
Carbono Referencia 7 Compuesto D Carbono Referencia 7 Compuesto D
c-1 104,1 104,740 C-1 111,8 111,500
C-2 165,9 166,083 C-2 160,6 160,674
C-3 105,6 105,579 C-3 108,5 108,965
C-4 161,0 161,345 C-4 157,1 159,033
C-5 105,6 104,916 C-5 129,4 128,491
c-6 1448 144,304 C-6" 143,6 142,538
C-7 164,1 163,970 C-7 172,5 173,211
c-8 170,5 169,819 o:3 194,0 194,081
C-9 215 21,512 C-9 15,9 17,061
C-4-Ome 56,4 56,627
CONCLUSION

Se aisld y se determind la estructura de 2 compuestos liquénicos; estos son: Compuesto H
(&cido descarboxithamnélico) y compuesto D (acido thamnélico).

El tiempo de retencidn, en el analisis cualitativo por HPLC de los compuestos aislados son:
20,092 min y 22,565 min para el &cido descarboxithamnodlico y el acido thamndlico,
respectivamente.
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