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AISLAMIENTO DE ACIDO USNICO Y PARIETINA DE Caloplaca
saxicola HOFFM

Olivio Castro Manduj anol*, Ana Pastor de Abraml, Ingrit E. Collantes Diaz’

RESUMEN
En el presente trabajo se investigo la Caloplaca saxicola (Hoffm.), recolectada cerca de la
laguna de Chinchaycocha (Carhuamayo - Cerro de Pasco), a una altitud de 4100 msnm. A 240
gramos de muestra, se sometié a una extraccion acetoénica por maceracion; se procedid a
separar diversos componentes del extracto, empleando la cromatografia en columna, con el
sistema cloroformo-acetona aumentando la cantidad de acetona; luego, las fracciones
obtenidas se purifican empleando técnicas cromatograficas y recristalizaciones. Finalmente,
se elucidaron y se determinaron las estructuras de los so6lidos obtenidos, analizando sus
espectros de IR, RMN H', RMN C" y EM; éstos son: 4cido tisnico y parietina.
Palabras clave: Liquen, Caloplaca saxicola, 4cido usnico, parietina.

ISOLATION OF THE USNIC ACID AND PARIETIN OF THE
Caloplaca saxicola HOFFM

ABSTRACTS
In the present work there was investigated the Caloplaca saxicola (Hoffm.), gathered near
Chinchaycocha's lagoon (Carhuamayo - Cerro de Pasco), to an altitude of 4100 msnm. To 240
grams sample, it surrendered to an extraction acetonic for maceration; one separated diverse
components of the extract, using the chromatography in column, with the system chloroform -
acetone increasing the quantity of acetone; then, the obtained fractions they purified using
chromatographic techniques and recrystallizations. Finally, they were elucidated and there
decided the structures of the obtained solids, analyzing his spectra of IR, HNMR, C"NMR,
and MS; these are: usnic acid and parietin.
Key words: Lichen, Caloplaca saxicola, usnic acid, parietin.

INTRODUCCION

El liquen es un organismo simbidtico conformado por un hongo y un alga; se estima que
existen aproximadamente 18500 especies; pueden ser encontrados desde las regiones articas
hasta las tropicales, desde planicies hasta regiones montafiosas y bajo condiciones acuaticas y
desérticas. Se presenta sobre rocas, corteza, hojas de arboles, suelos, etc. Producen una gran
variedad de metabolitos primarios como carbohidratos, aminoacidos y metabolitos
secundarios (esteroides, terpenos, cromonas, xantonas, naftoquinonas, antronas,
antraquinonas etc.). Muchos de ellos son caracteristicos o propios de los liquenes; se les llama
compuestos liquénicos, existiendo aproximadamente 1050 metabolitos secundarios ya
identificados; ellos son agrupados de acuerdo al tipo de estructura, denominandose dépsidos,
depsidonas, 4cidos iisnicos y dibenzofuranos’.
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Recientemente hay un gran interés en el tefiido textil con pigmentos naturales por su alta
compatibilidad y su no toxicidad. Las antraquinonas son compuestos empleados para estos
fines; por ello, actualmente, se estan realizando investigaciones en el cultivo de liquenes a
partir de hongos’. En una investigacion de la especie Rumex crispus fue aislado la
antraquinona parietina, la cual tiene actividad antifingicade 30 a 10 pg/mL, valor que la hace
tan eficiente como el fenarimol y el polioxin®. El acido tsnico es un metabolito secundario
propio de liquenes; presenta actividad inhibidora de tumores; es analgésico, también se usa
como conservante de cremas cosméticas’.

El articulo de revision del género Caloplaca’ reporta el estudio de antraquinonas en 253
especies, de las cuales 226 de ellas reportan la presencia de parietina y solo cinco presentaban
acido usnico; en este estudio no estaba incluido la especie C. saxicola. El objetivo de este
trabajo es abordar la identificacion de los componentes mayoritarios del liquen C. saxicola
porque hasta hoy en dia no se encontro estudio fitoquimico de la especie en estudio.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta dela muestray laidentificacion taxonémica

El liquen estudiado se encontrd sobre piedras, en el distrito de Carhuamayo, provincia Cerro
de Pasco, departamento de Junin, a una altitud de 4100 msnm, cerca de la laguna de
Chinchaycocha. La determinacion taxonémica (tabla 1) fue realizada por la Dra. Ménica T.
Adler de la Universidad de Buenos Aires, Argentina. C. saxicola (figura 1), pertenece a la
familia Teloschisteceae, la cual consiste de tres pequefios géneros: Teloschistes, Xanthoria y
Fulgensia, y ademas, de un género amplio, llamado Caloplaca con mas de 1000 especies
reconocidas. El género Caloplaca tiene seis subgéneros: Pyrenodesmia, Leproplaca,
Gasparrinia, Xanthocarpia, Gyalolechia y Caloplaca’. La especie C. saxicola Hoffm., es un
liquen crustaceo areolado en el centro y hacia los margenes, formando lobulos anaranjados;
tiene apotecio circular, plano, sésil de 5 mm diametro, con borde talino y epitecio anaranjado.
Talo con cortex superior, heteromero con clorobionte Trebouxia sp. Apotecio lecanorino asca
con ocho ascosporas elipsoidales; parafisis con septos y ramificacion en el apice. Talo K +
(purpura). Habita en laderas pedregosas y cumbres rocosas".

Tabla 1.- Identificacion taxonomica de C. saxicola

Reino Fungi

Clase Lecanoromycetes

Familia Teloschisteceae

Género Caloplaca

Especie Caloplaca sax icola (Hoffm.)
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Figura 1. Liquen C. saxicola.

Aislamiento del acido tisnico y parietina

La muestra limpia, seca y molida (240 g), se sometié a una extraccion acetonica por
maceracion por dos veces; el extracto fue concentrado en rotaevaporador hasta un volumen de
25 mL; luego fue concentrado con nitrégeno hasta sequedad (2,35 g), obteniéndose un
extracto pastoso, el que fue sometido a cromatografia en columna, usando como fase
estacionaria silica gel y como fase mévil la mezcla de solventes cloroformo:acetona, con
polaridad creciente en la siguiente proporcion: 10:0,9:1, 8:2,7:3,6:4, ..., 1:9,0:10, se calculd
80 fracciones, las cuales fueron sometidas a cromatografia en capa delgada (sobre
cromatofolios de silica gel eluyendo con mezcla de solventes tolueno:acetato de etilo:acido
acético glacial (6:4:1) y se revela con una solucion de metanol acido al 10% con (4cido
sulftirico) seguida de calentamiento; fueron reunidas las fracciones desde 23 hasta 34 y desde
65 hasta 72 por separado, ya que contenian un solo compuesto cada una de ellas, después de
sucesivas etapas de purificacion se obtuvo dos compuestos cristalinos de color amarillo y
naranja, respectivamente.

Determinacion del punto de fusiéon

El punto de fusion del 4cido uisnico fue determinado en un aparato Fisher-Johns.

Analisis por Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

Los espectros de UV-Visible fueron registrados entre 250 — 700 nm en un espectrofotdémetro
Ultravioleta-Visible, Lambda 2, L.A, Perkin Elmer. El solvente utilizado para diluir la
muestra fue etanol de grado para analisis, de Merck.

Analisis InfraRojo (IR)

Los espectros de IR fueron obtenidos con el Espectrémetro Infrarrojo, FT - IR, serie 1600,
Perkin Elmer. Se prepararon pastillas de bromuro de potasio (KBr) que contenia una
muestra al 3,5%.

Analisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

Los cromatogramas fueron hechos en un cromatégrafo de marca Kontron HPLC 450 con
detector UV 430 y autoinyector 360; fue usada como fase estacionaria una columna
Spherisorb 5 ODS Kontron de Spum, 250 x 4,6 mm a temperatura ambiente. La muestra fue
inyectada (20 pL de 0,02mg/mL), solubilizada en acetona, usando como fase movil el
solvente A: agua bidestilada 1% H,PO, y solvente B: MeOH 100%. La corrida para eluir los
compuestos usoé inicialmente Sol. B al 30% por 1minuto; después de 14minutos alcanzo el
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70%; luego en los 15 minutos siguientes, llegd al 100% de sol, eluyendo 18 minutos
adicionales. Los compuestos fueron detectados a 245nm.

Analisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear 'H y de "C fueron registrados en un
espectrometro Varian INOVA DPX-300, operando a 300 y 75 MHz. Los espectros fueron
obtenidos en CDCl,.

RESULTADOS Y DISCUSION

® OH O CH,

Figura 2. Estructura molecular del acido Gisnico.

Los cristales en forma de agujas de color amarillo (300 mg) provenientes de las reunion de las
fracciones 23-34 son solubles en CHCI, poco soluble en MeOH y Me,CO, con punto de fusioén
de 203-204°C. Estos datos preliminares indican que se trataria del 4cido isnico, ya conocido
para los autores, figura 2. Se obtuvo un espectro de UV-Vis en etanol, figura 3; comparando
este espectro con el de la literatura’ presenta concordantes maximos de absorbancia.

Este compuesto fue inyectado en un equipo CLAE, comparado con un patrén de 4cido tsnico
siguiendo el método establecido en la literatura'’, la comparacion con el patron indicaba que se
trataba del acido Gisnico con retencion 28,103 min.

Absorbance

200 " 250

300 77350
Wavelength (nm)

Figura 3. Espectro de UV-Vis del acido usnico.
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El espectro de RMN 'H (figura 4) presenta sefiales caracteristicas de grupos metil con
desplazamiento quimico en 1,76 ppm del C-13;2,09 ppm del C-16y 2,67 ppm C-15y C-18,
una sefal en 5,98 ppm del hidrogeno de C-4, las sefiales a 11,02 ppm del hidrogeno OH del C-
10; 13,31 ppm del hidrégeno OH del C-8 y 18,84 ppm del hidrogeno del C-3, tabla 2, compara

estos resultados con los de la literatura

11,12,13

Tabla 2. Desplazamiento quimico del espectro de RMN 'H y RMN “C del acido tisnico.

H e H &)
d (ppm) % (ppm) % (ppm) % (ppm)
1 - 198,02 10 11,02 s 163,85
2 - 179,33 11 - 105,19
3 18,84 s 155,17 12 - 59,04
4 598 s 98,29 13 1,76 s 27,87
5 - 101,49 14 - 200,29
6 - 191,68 15 2,67 s 32,09
7 - 109,28 16 2,09 s 7,51
8 13,31 s 157,47 17 - 201,75
9 103,92 18 2,67 s 31,25
(|
ppm 19 A8 A7 16 15 14 13 4z 40 e 7T e s 43 2 4.0

Figura 4. Espectros de RMN 'H del acido usnico en CDCI, a 300 MHZ
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Figura 5. Espectros de RMN “C del 4cido tsnico en CDCI, a 75 MHZ.
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El espectro de RMN “C (figura 5) presenta 18 carbonos, 4 de ellos de grupos metilos, uno
esta protegido en campo alto a 7,51 ppm de C-16; 27,87 del C-13; 31,25 del C-18; 32,09 ppm
del C-15; un pico en 59,04 ppm, caracteristicos de carbono cuaternario C-12; las sefiales de los
grupos carbonilos en 198,02 ppm C-1; 200,29 ppm C-14 y 201,75 ppm C-17, tabla 2. El
analisis espectroscopico confirma que el metabolito aislado es el acido usnico.

Los cristales con forma de agujas de color anaranjado (126 mg) provenientes de la reunion de
las fracciones 65-72, son solubles en CHCl,, MeOH y Me,CO. El espectro de UV-Vis (figura
6), en etanol (0,01%), dio valores de absorbancia maxima a 223, 251, 264, 287 y 433 nm,
confirmando una estructura fuertemente conjugada.

En el espectro IR (en KBr), figura 7, se observan bandas de absorciéon a 3438 cm™ OH, 3035
cm’ vibracién C-H aromatico, 2921 cm™ vibracion asimétrica del CH, 2844 cm™ vibracion
simétrica de CH, 1691cm™ C=0; 1630 cm™ C=C conjugado; 1295 cm™ y 1035 alargamiento
del C-O-C simétricoy antisimétrico'.

Este compuesto fue inyectado en un CLAE (el cromatograma obtenido es la figura 8) y fue
comparado con un patrén de parietina siguiendo el método establecido por la literatura'; la
comparacion de los tiempos de retencion (31,732min) con el patron, indicaba que se trataba de
parietina (figura 9); lo que se comprobd con el analisis de los otros espectros.

223 ;
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Figura 6. Espectro de UV-Visible de parietina en etanol (0,01%).
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Figura 7. Espectro infra rojo de parietina
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Figura 9. Estructura molecular de parietina.

El espectro de RMN "C (figura 10) presenta 16 carbonos: a 22,13 de CH, a 56,06 ppm de
metoxilo C-16; 190,79 ppm y 181,99 ppm caracteristicos de carbonilos de cetona y 12 picos
entre 167 y 106 ppm de carbonos aromaticos. Por esta informacién se propone que la
estructura posea 2 anillos bencénicos, con sustituyentes CH, y OCH,, pudiendo ser una
estructura derivada de antraquinona.

El espectro DEPT (figura 11) proporciona datos de carbonos enlazados directamente con
hidrégenos; se confirma la propuesta del metilo y del metoxilo; se observa 4 carbonos
aromaticos enlazados a hidrogenos y 10 carbonos cuaternarios; los desplazamientos quimicos
124,49; 121,26; 133,22; 135,26 ppm son carbonos CH y a 22,13 y 56,06 ppm se asignan a
CH,y OCH,, respectivamente. Las sefiales a 162,51; 148,43; 133,22; 181,99; 135,26; 166,56;
165,19ppm corresponden a carbonos cuaternarios. Se propone que el metabolito aislado
corresponde a parietina. La comparacion con datos bibliograficos lo confirma y esta
antraquinona se llama 1,8-dihidroxi-6-metoxi-3-metil-9,10-antracenediona.
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Tabla 3. Desplazamientos quimicos en espectro de RMN 'H y RMN “C de parietina.

'H “C DEPT 'H “C DEPT
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)

1 - 162,51 C 10 - 106,77 CH
2 7,084d,1,5 124,49 CH 11 - 165,19 C
3 - 148,43 C 12 - 110,27 C
4 7,62d, 12 121,26 CH 13 - 190,79 C
5 7,36 d, 2,4 133,22 C 14 - 113,68 C
6 - 181,99 C 15 245 s 22,13 CH,
7 6,68 d, 2,4 135,26 C 16 3,94 s 56,06 OCH,
8 - 108,19 CH OH-C-1 12,12 s - -
9 - 166,56 C OH-C-11 12,31 s - -

En el espectro RMN 'H (figura 12) se observan las sefiales: CH, en 2,45 ppm singulete (s);
(OCH,) a 3,94 ppm (s); también se observa la presencia de 4 hidrogenos aromaticos a 6,68
ppm H de C-10 duplete (d), con constante de acoplamiento (J) de 2,4 Hz; 7,08 ppm Hde C-2 d
conJde 1,5Hz; 7,36 ppm Hde C-8 dconJde2,4 Hz,y 7,62 ppm H de C-4 d conJ de 1,2 Hz;
estos 4 hidrogenos presentan multiplicidad de hidrogenos acoplando en meta y dos singletes,
correspondiente al grupo OHen 12,12 ppmdel C-1y 12,31 ppm del C-11, como mostramos en
la tabla 3, donde se observaron los hidrogenos con sus respectivas multiplicidades; la
comparacion de estas sefiales con parietina disponibles en la literatura'®'""", permiti6 verificar
que se trataba del mismo compuesto.
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Figura 10. Espectro de RMN “C de parietina en CDCI, 75MHz.
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Ch2 down, CH/CH3 up
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ADEPT SPECTUM ANALYSIS

index frequency ppm intensity
1D 9387.6 124.456 45.100
2D 9144.8 121.237 43.730
3D 8158.7 108.164 43.130
4D 8050.2 106.725 47.650
5D 4226.9 56.038 56.025
6D :.668.2 22.116 47.045
Number of protonated carbons : 6
CH : 4
CH2: 0
CH carbons J \‘ CH3: 2
|
[ !
all protonated cafbons j ‘
. J i
R A R R A R AR AR o NI G | o
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
N 13 P
Figura 11. Espectro de RMN “C - DEPT de parietina.
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Figura 12. Espectro de RMN 'H de parietina en CDCI, a 300 MHZ.

CONCLUSIONES
Hasta el momento, el liquen Caloplaca saxicola Hoffm. no presenta ningun estudio
fitoquimico. En este articulo presentamos el aislamiento e identificacion por técnicas
espectroscopicas de los compuestos mayoritarios presentes: el acido usnico (300mg) y la
antraquinona parietina (126mg); estos compuestos han sido por primera vez reportados.
El aislamiento de los metabolitos tuvo un rendimiento de 12,77% para el 4cido usnicoy 5,36%
parala antraquinona parietina.
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