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NUEVOS DATOS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE CLO-
RATRANORINA DE EVERNIA PRUNASTRI (L.) ACH.

por

M. PILAR ESTEVEZ y C. VICENTE

Abstract. Chloroatranorine, a p-tlepside oí tlie (8-orcinol series has been ¡solated
and purified from E. prunastri (L.) Ach. Severa] tests have been carry to the iden-
tification of the drug, i. e. microcrystallization reactions, tlie estimation of the chloride
content and the nuclear magnetic resonance spectrum.

Resumen. Ha sido aislada y purificada, a partir del liquen Evern'ta prunasiri (L.)
Ach., la cloratranorina, un para-dépsido de la serie del 0-orcinol. Se han realizado
una serie de pruebas para su identificación aportando como nuevos datos alguna^
reacciones de microcristalización, la valoración de cloro y el espectro de resonancia
magnética nuclear.

INTRODUCCIÓN

Los ácidos liquénicos son compuestos fenólicos cuya presencia está
restringida exclusivamente a liqúenes. Presentan un carácter débilmente
ácido y son los responsables de la variedad de coloraciones que se pre-
sentan en los talos liquénicos. Pero, sin duda, la más interesante de sus
propiedades sea su capacidad de quelación de cationes divalentes.

El compuesto liquénico que aislamos a partir del talo de Evernia
prunastri (L.) Ach. fue identificado, pero el hecho de que muchas de
las pruebas tradicionalmente empleadas para compuestos liquénicos dan
los mismos resultados, en el caso de la atranorina y de la cloratranorina
nos llevó a realizar la valoración de cloro, ausente de la molécula de
atranorina, y a probar nuevas reacciones de microcristalización.
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MATERIALES Y MÉTODOS

•Organismo utilizado

Los trabajos han sido realizados con el liquen Evernia frunastri (L.)
Ach., recogido sobre Quercus pyrenaica Willd. y sobre Castanea sativa
Miller.

Cromatografía en papel

Se ha empleado el método de MITSUNO (1953), CULBERSON (1963),
para compuestos liquénicos. El papel utilizado ha sido Whatman 1,
realizándose las cromatografías en modalidad descendente con un reco-
rrido de 35 cm. El líquido de desarrollo ha sido butanol-acetona-
agua (5:1:2) y el revelador Cl8Fe en solución alcohólica al 1 por 100,
que con los dépsidos y las depsidonas da un color púrpura o pardo
rojizo.

Para obtener el extracto liquénico se ha partido de 2 g de talo
seco, que han sido triturados con 30 mi de acetona. El extracto ha
sido filtrado y concentrado hasta 2-3 mi. El precipitado formado ha sido
separado por decantación y se ha desechado, utilizando el sobrenadante
para hacer los depósitos en el papel de cromatografía.

Espectro de absorción

Se ha empleado una solución de cloratranorina de 14 fJ-g/ml en CINa
al 2,5 por 100, para medir el espectro de absorción en la zona ultra-
violeta.

Reacciones de coloración

Se ha utilizado la misma solución de substancia liquénica empleada
para realizar el espectro de absorción. Se ha depositado una gota de
dicha solución en un papel de filtro, tratándola a continuación con K OH
al ñ por 100, según las indicaciones de RAMAUT (1962).
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Reacciones de micro cristalización

Han sido utilizados una serie de reactivos de cristalización, según
las indicaciones de HALE (1974), KROG (1951) y SHIBATA (1963). Estos
reactivos son:

— G. W.: Glicerol-agua (1:1).
— G. A. : Glicerol-etanol (1:1).
— G. A. W. : Glicerol-etanol-agua (1:1:1).
— G. E.: Glicerol-ácido acético (1:3).
— G. A. An.: Glicerol-etanol-anilina (2:2:1).
— G. A. o — T: Glicerol-etanol-o-toluidina (2:2:1).
— G. A. Q.: Glicerol-etanol-quinolina (2:2:1).
— G. W. Py.: Glicerol-agua-piridina (1:3:1).
— COSK2: CO.K, al 10 por 100 + K OH al 5 por 100.
— o — Anís : Solución de o-anisidina : o-anisidina al 5 por 100 en

glicerol-etanol (1:1).
— Am K: Solución de aminoquinolina: 6-metoxi-8-aminoquino-

lina al 10 por 100 en glicerol-etanol (1:1).
— Lugol: Solución de yoduro: 1 g de yodo + 2 g de I K en

300 mi de agua destilada. Después de veinticuatro
horas de haber preparado la solución se filtra.

Para realizar las reacciones de microcristalización, a una pequeña
cantidad de substancia purificada en estado sólido, se le ha añadido
unas gotas de acetona, sobre un portaobjetos. Después de evaporada
1a acetona, se le han adicionado dos gotas de reactivo, calentando lige-
ramente. Los cristales formados han sido observados al microscopio y
fotografiados en el mismo.

Valoración de cloro

Se han realizado dos pruebas cualitativas (BURRIEL y cois. 1970): se
han disuelto 2 mg de la substancia en 10 mi de acetona y se ha añadido
una solución acuosa de NO3Ag al 1 por 100. Se formó un ligero preci-
pitado blanco.

Para la segunda prueba se pusieron, en un microtubo, 0,5 mi de
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solución acetónica acidulada con 4 gotas de SO4H2 2 N y un poco
de Mn O4K sólido. Se calentó la mezcla y se recogieron los vapores
formados sobre papel de filtro, previamente impregnado en una mezcla
formada por 10 mi de solución acuosa saturada de anilina, 2 mi de
solución saturada de o-toluidina y 3 mi de ácido acético glacial. La
presencia de cloro hace virar el papel a color azul.

Para la valoración cuantitativa, se añadió a una solución de subs-
tancia en acetona una gota de Cr O4K2 al 10 por 100 como indicador.
A continuación se adicionó despacio NO3Ag 0,1 M hasta la aparición-
de un precipitado rojizo estable, debido a la formación de Cr O4Agj.
cuando el cloro se ha agotado en la formación de ClAg.

Espectro de resonancia magnética nuclear

Se realizó empleando una disolución de cloratranorina purificada en
cloroformo deuterado, en una concentración de 30 mg del compuesto
liquénico en 1 mi.

Espectro infrarrojo

Se realizó en estado sólido, con 1 mg de cloratranorina y 10 a 100»
veces su masa de BrK.

RESULTADOS

Cromatografía en papel

Se llevó a cabo en modalidad descendente, según se indica en ma-
teriales y métodos. Apareció una sola mancha, para la que obtuvimos
un Rf de 0,76 en las 20 muestras analizadas.

La purificación de la substancia liquénica se efectuó eluyendo con
acetona las manchas cromatográficas anteriormente citadas, mediante
lo cual pudimos extraer el compuesto liquénico para su posterior utili-
zación, una vez desecado. El aspecto de dicha substancia purificada era
sólido, pulverulento y de color amarillo.
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Espectro de absorción

El espectro que se obtuvo en la zona ultravioleta, utilizando CINa
a! 2,5 por 100 como disolvente (Fig. 1), presentó un máximo principal
a 255 nm y otro máximo secundario a 290 nm.

Fig. 1. — Espectro de absorción de cloratranorina
utilizando como disolvente CINa al 2,5 por 100.

Reacciones de coloración

Cuando depositamos una gota de la solución de substancia liquénica
en CINa al 2,5 por 100, sobre un papel de filtro y la dejamos secar, no
apareció ninguna coloración. Sin embargo, al tratar en esta zona con
una solución acuosa de KOH al 5 por 100, apareció color amarillo.
Estos resultados son indicativos de la presencia de atranorina o clor-
atranorina.

Reacciones de micro cristalización

Empleamos los reactivos indicados en materiales y métodos, obte-
niendo una serie de cristales que fueron fotografiados al microscopio.
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Según el reactivo de cristalización empleado, los resultados fueron
distintos (Fig. 2):

G. W. — Se obtuvieron cristales fusiformes, algunos de ellos ase-
rrados

G. A. — Los cristales formados constituían agrupaciones estrelladas
plumosas.

G. A. W. — Cristales en forma de punta de flecha, imbricados y esca-
samente ramificados.

G. E. — Obtuvimos formas plumosas, cortas y escasamente ramifi-
cadas.

G. A. An. — Haces de agujas largas y ligeramente curvadas, de color
amarillo.

G. A. o-T. — Aparecían formaciones estrelladas de agujas curvas y
cortas, de color amarillo.

G. A. Q. — Se formaron aglomeraciones muy densas de agujas rectas
de color amarillo.

G. W. Py. — Aparecieron cristales largos, afilados en sus extremos, a
veces formando haces y cristales rómbicos.

CO3K2. — Se formaron agrupaciones estrelladas de pequeñas agujas
planas y fusiformes.

o-Anis. — Pequeñas aglomeraciones plumosas, escasamente ramifica-
das, de color amarillo.

Am. Q. — Aparecían aglomeraciones de pequeñas agujas rectas de
color amarillo.

Lugol. — Largos cristales paralelepipédicos.

1. G. W. (x 3.250). 7. G. A. Q. (x 650).
2. G. A. (x 1.300). 8. G. W. Py. (x 650).
3. G. A. W. (x 1.300). ». CO,K2 (x 2.110).
4. G. E. (x 650). 10. Am. Q. (x 1.300).
5. G. A. o-T. (x 325). 11. o-Anis (x 1.300).
C. G. A. An. (x 650). 12. Lugol (x 1.300).

Los cristales de atranorina y cloratranorina, como posible identifi-
cación del compuesto liquénico aislado de Evernia prunastñ, serán cris-
tales prácticamente iguales en forma, difiriendo solamente en que la
cloratranorina, con G. A. Q., cristaliza en forma de agujas cristalinas
grandes de color amarillo (KROG 1951").
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Valoración de cloro

Efectivamente, la única diferencia entre los dos compuestos liqué-
nicos es la presencia de un átomo de cloro en la molécula de cloratra-
norina, por lo que realizamos la valoración de dicho anión en la subs-
tancia aislada por nosotros.

Resultaron positivas las dos pruebas cualitativas que se realizaron:
con la adición de NO3Ag se formó un ligero precipitado blanco, indi-
cativo de la presencia de ClAg y los vapores desprendidos en la segun-
da prueba, al calentar la mezcla de 0,5 mi de solución acetónica del
compuesto liquénico con 4 gotas de SO4H2 2 N y un poco de MnO4K
sólido, hicieron virar ligeramente a color azul el papel impregnado en'
anilina, o-toluidina y ácido acético glacial, demostrando también la
presencia de cloro en los mismos.

Para la valoración cuantitativa se emplearon dos muestras de 2 mg
de substancia cada una, obteniéndose los mismos resultados en ambos
casos. El fundamento de la valoración estaba en calcular la cantidad"
de cloro presente en forma de C\~, en función de la Ag+ consumida
en la formación de ClAg. El total de Ag+ gastada fue de 0,48518 mg,
equivalente a 0,15946 mg de Cl~. El peso molecular de la cloratranorina,
CULBERSON (.1969), es de 408,7759, lo que da para el cloro presente
en 2 mg de la substancia, un valor de 0,17345 mg. La razón entre el
valor obtenido en el análisis cuantitativo, 0,15946 mg de cloro, y ef
valor teórico deducido del peso molecular de la cloratranorina, es
de 0,91934, muy próximo a la unidad.

Como consecuencia del conjunto de pruebas para la identificación
del compuesto liquénico que habíamos aislado de Evernia prunastri, con-
cluimos identificándolo con cloratranorina, un para-déosido de la serie-
del B-orcinol, que se forma por cloración de la molécula de atranorina.
La fórmula estructural de la cloratranorina está representada en la
figura 3.

En 1933, CTJRD, ROBERSON y STEPHENSON citan por primera vez la
presencia de cloratranorina en Evernia prunastri. En el siguiente año,
ST. PFAU (11) estableció su estructura en cloratranorina purificada a
partir del mismo liquen y KOLLER y PÓPL (12) lo hicieron partiendo de
Vsetid evernia furfuracea (L.) Zopf. En 1964 fue sintetizada a partir de
atranorina (13). „

La presencia de atranorina o cloratranorina en Evernia prunasfri ha
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sido normalmente detectada, CULBERSON (1ÍK¡3, 1969), pero generalmen-
te no se precisa cuál de las dos aparece o si lo hacen ambas.

Fig. 3. — Estructura de la cloratranorma.

Espectro de resonancia magnética nuclear

Se obtuvo resonancia a 2,7 y 8,7 ppm y, en muestras concentradas,
a 6,4 ppm (Fig. 4).

Fig. 4. — Espectro de resonancia magnética nuclear de cloratranorina, empleando como
disolvente cloroformo deuterado.

Espectro Infrarrojo

Las bandas más importantes en el espectro infrarrojo han sido iden-
tificadas como de 2960, 2850, 2730, 1604, 1575, 1510, 1300, un grupo
complejo entre 1410-1260 y, por último, a S00 errr1, cuya naturaleza será
discutida más adelante (Fig. 5).
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Fig. 5. — Espectro infrarrojo de cloratranorina con BrK.

DISCUSIÓN

Los datos que hemos obtenido sobre la identidad de la substancia
hquénica utilizada son claros a pesar de las discrepancias observadas
entre nuestros resultados y los descritos en la bibliografía. El Rf de 0,70
encontrado coincide parcialmente con los datos resumidos por SHIBA-

TA (1963), aunque no logra diferenciar atranorina y cloratranorina. Esta
diferencia, sin embargo, se ha puesto de manifiesto por varios hechos.
Por ejemplo, KROG (1951) describe que, para reacciones de microcrista-
lización con glícerol-etanol-quinolina, la cloratranorina cristaliza en for-
ma de agujas amarillas, mientras que la atranorina no forma cristales
n igualdad de concentraciones. Esta diferencia puede ser tomada como
definitiva en un contexto clásico de determinación de substancias liqué-
nicas. Pero, además, los datos obtenidos por nosotros en relación al
espectro de absorción en la zona ultravioleta confirman estas diferencia?.
La substancia aislada por nosotros presenta dos máximos de absorción,
uno a 255 nra y otro a 290 nm, máximos que difieren notablemente con
los citados por HALE (1956) como característicos de para-dépsidos de la
serie del fl-orcinol, a 270 y 305 nm. CUI.BERSON (1960) no ofrece ningún
dato respecto a este problema. Esta no coincidencia en los máximos de
absorción puede ser debida a la presencia de cloro en la molécula.

Las estimaciones cualitativas y la valoración cuantitativa de cloro
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en una disolución de la substancia liquénica pura revelan de forma indu-
dable la presencia del elemento y arrojan valores muy cercanos a un
átomo de cloro por molécula de cloratranorina. Estos hechos despe-
jarían las posibles dudas que aún pudieran existir sobre la naturaleza
de la substancia liquénica objeto de nuestro estudio.

En el espectro de resonancia magnética nuclear, la señal detectada
Vt 2,7 ppm corresponde al grupo metilo unido a un anillo bencénico; la
señal obtenida para una muestra más concentrada de cloratranorina,
a (i.4 ppm es debida al grupo COO — CH3 y la detectada a 8,7 ppm
al grupo — OH.

En la zona de 4.000 a 1.500 era"1 del espectro infrarrojo se han
podido localizar bandas características. El grupo — CHO en posición 3
del anillo A da dos bandas, una a 2.850 era"1 y una típica a 2.730 cm"1.
Sin embargo, el — OH libre en 2 y 4 del anillo A y en 2* del anillo B
no son claramente identificables, ya que las bandas en la zona aparecen
por debajo de 3.590 cm"1. En este caso es necesario recurrir a la región
de la huella dactilar, donde los grupos — OH muestran bandas entre
1.410-1.260 cm"1 debidos a flexión. En esta región solamente habría
que hacer notar la banda a 1.390 cm"1, típica de deformación simétrica
de un grupo — CH3. Los grupos metilo, por otra parte, muestran las
tres bandas características en 2.960 cm"1, válidas para su identificación
inequívoca. El grupo — C = O ligado ( — COO — CHa) da una banda
típica a 1.664 cm"1. Los anillos bencénicos son puestos de manifiesto
por una clara banda a 1.575 cm"1 y, sobre todo, por un grupo de bandas
en las cercanías de 1.500, principalmente por la de mayor intensidad
a 1.510 cm"1. La zona de la huella dactilar ha sido de particular impor-
tancia para identificar el cloro substituyente en 5 del anillo A, que da
una banda típica a 800 cm"\ Todos estos datos apoyan la estructura
dada en la Fig. 5.
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