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RESUMO: Este trabalho relata a separacio de compostos fendlicos presentes no extrato metandlico dos
talos de Neuropogon aurantiaco-ater (Usneaceae). O extrato bruto foi fracionado por cromatografia em
contra-corrente de gotejamento usando mistura de solventes de alta polaridade (clorolérmio:metanolagua
43:37:20, modo ascendente). A cromalografia resultou na separagio dos acidos Usnico e protocetranico,
gue foram identificades por CCD, CLAE e RMN.

Palavras-chave : Cromatografia, distribuicdo contra-corrente, liquens, fendis.

ABSTRACT: Droplet counter-current chromatography in the separation of phenolic substances from
Neuropogon aurantiaco-ater. This work reports the separation of phenolic compounds present in the
matabolic extract of the lichen Neuropogon aurantiaco-ater (Usniaceae). The crude extract was fractionated
by droplet counter-current chromatography using a solvent mixture of high polarity
(chloroform:methanol:water at 43:37:20, in ascending mode). The separation resulted in the isolation of

usnic and protocetratic acid, which were identified by TLC, HPLC, and NMR tests.
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INTRODUGCAO

Substancias liquénicas sdo consideradas
aquelas produzidas através do metabolismo
secundario de liquens. Sao acidos alifaticos, meta-
e para-depsidecs, depsidonas, ésteres benzilicos,
dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, acidos
usnicos, terpenos e derivados do 4cido pulvinico.
Alguns desses compostos sdo produzidos por
fungos e por plantas superiores, mas a maior parte
e exclusiva de liquens (Elix, 1996; Honda &
Vilegas, 1998).

Varios foram os estudos sistematicos das
substancias quimicas obtidas do metabolismo
secundario de liguens, resultando em compilagbes
de trabalhos contendo estruturas elucidadas de
numerosos compostos, suas sinteses, métodos de
microcristalizagao, isolamento e purificagao
(Zopt,1907; Hesse, 1912; Asahina & Shibata, 1954).
Estas substédncias possuem varias atividades
biolégicas, como por exemplo antibidtica (Shibata
& Miura,1948), antitumoral (Lima et al., 1991), anal-
gesica e antipirética (Okuyama et al,, 1995) e alelo-
patica (Nishitoba et al., 1987).

Uma das técnicas mais empregadas para
a identificagdo de substancias liquénicas é a
cromatografia. A cromatografia em papel foi a
primeira a ser utilizada para a detecgao e
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identificagdo de substancias liquénicas
(Wachtmeister,1952; Mitsuno,1853), sendo que a
cromatografia em camada fina tem sido mais usada
pela sua aplicabilidade e por ser uma técnica
sensivel, rApida e simples (Culberson & Kristinsson,
1970; Culberson, 1972; Culberson & Johnson, 1976:
Culberson et al., 1981; Huneck, 1968; Santesson,
1967). Devido a maior resolugao, a cromatografia
em camada delgada de alta performance & também
utilizada para detectar com mais precisao as
substancias presentes em extratos liquénicos (Arup
etal, 1993).

A cromatografia gasosa & limitada para
analise de extratos liquénicos devido & baixa
volatilidade e labilidade térmica dos compostos

(Honda & Vilegas, 1998). Por outro lado, pelo fato
de gue as substancias liguénicas sao, em sua
maioria, de média e alta polaridade, a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa
tormou-se uma ferramenta ideal para separagao e
identificagé@o de substancias liquénicas.

A separagaoc em escala preparativa de
compostos fendlicos presentes nos extratos obtidos
de liguens muitas vezes torna-se uma tarefa dificil,
Alguns compostos dos grupos dos depsideos e os
acidos usnicos sdo bastante soluveis em solventes
como cloroférmio, engquanto que as depsidonas sao
de solubilidade limitada na maioria dos solventes.
Misturas contendo acidos Usnicos e depsideos
soluveis em solventes menos polares, podem ser
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separadas por solubilidade diferencial. Devido a
presenga de grupos polares (-OH fendlico, -
COOH, -CHO, -CH,OH ) nas estruturas da maioria
dos compostos aromaticos obtidos de liquens, os
métodos cldssicos de separagdo por cromatografia
de adsorg@o em coluna ou em camada fina
preparativa ndo sdo adequados. Dessa forma, a
cromatografia em contra-corrente de gotejamento
(CCCG) apresenta-se como uma das técnicas
alternativas para a separagdo de substincias
liguénicas por ser um método eficiente no
fracionamento em escala preparativa de compostos
polares. Embora seja aplicada em muitos
fracionamentos de substancias presenies em
extratos de plantas superiores (Cardoso & Vilegas,
1999) e no isolamento de produtos naturais
bioativos (Lee, 1989), ndo ha até o momento citagio
na literatura sobre a separagdo de compostos
liquénicos por CCCG.

Ao contrario dos métodos cromatograficos
que envolvem o mecanismo de adsorgo, na CCCG
nao existe o risco de adsorgao irreversivel, uma
vez que a separagao por CCCG é baseada em
mecanismo de partigdo liquido-liquido, o que
também evita a degradagdo dos compostos no
suporte sdlido. Além disso, varios gramas de
amostra podem ser aplicados numa Unica injegao
(Kubo et al., 1988; Marston & Hostettrnann,1994).

Para avaliar a possibilidade de aplicagdo
da CCCG na separagao dos derivados fendlicos
presentes em extratos obtidos de liquens, foi
estudado o fracionamento dos componentes do
extrato metandlico dos talos de Neuropogon
aurantiaco-ater. A eficiéncia do processo de
separagéo foi avaliada por cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia liguida
de alta eficiéncia (CLAE) e por ressonfncia
magnética nuclear (RMMN).

MATERIAL E METODO

Amostragem

O liquen Neuropogon aurantiaco-ater
(Jack.) Lamb. (Usneaceae) foi coletado na drea
da Baia do Almirantado, localizada na llha Rei
Geoge, Arquipélago da Shetland do Sul, Peninsula
Antartica. A amostra foi coletada sobre rochas em
diversos pontos ao lado da Baia do Almirantado,
pela Prof®. Dr*. Rosalinda Carmela Montone do
Instituto Oceanografico da USP-SP durante a
expedigdo a4 Antartica no periodo de dezembro/93
afevereiro/84. O armazenamento das amostra foi
feito em refrigerador a temperatura de 4°C. A
identificagdo do liquen foi realizada pelo Prof. Dr.
Marcelo P. Marcelli do Instituto de Botanica de Sao
Paulo.

Obtencgao e Preparo de amostras

O material botanico foi seco em estufa por
dois dias a 60°C. Em seguida foram separadas
em duas partes: apotécio e talo. Os estudos foram
realizados com o talo do liquen, o qual foi triturado
em liguidificador, obtendo-se 15g da amostra.
Foram feitas sucessivas extragbes em aparelho
de Soxhlet por 8 h com 200 mL dos solventes
cloroférmio, acetona e metanol, sucessivamente.
Em seguida, os extratos foram evaporados em rota-
evaporador a vacuo, fornecendo 125 mg, B0 mg e
350 mg de cada um dos extratos, respectivamente.

Cromatografia em contra-corrente por
gotejamento (CCCG)

A separagdo das substancias presentes
no extrato metandlico dos talos de Neuropogon
aurantiaco-aterfoi realizada em um cromatdgrafo
modelo DCC 300, Tokyo Rikakikai com 150
colunas (400 x 2 mm i.d.) conectadas em séries.
O extrato metandlico (350 mg) foi dissolvido em
10mL de uma mistura de fases mdvel e
estaciondria, e injetado com uma seringa Hamilton
dentro do “loop” do equipamento de CCCG. O
sistema usado foi cloroférmio:metanol:agua
(43:37:20), no modo ascendente, com fluxo de
9mL min* , tendo sido coletadas 93 fragbes de 3
mlL cada. As fragbes coletadas foram avaliadas
por CCD e aquelas que apresentaram a mesma
performance foram reunidas e posteriormente
analisadas por CLAE .

Analise por CCD

Os extratos obtidos dos talos foram
cromatografados juntamente com padroes dos
acidos Usnico e protocetrarico em camada delgada
de silica gel (tolueno:acetato de etila: acido acético
glacial 6:4:1 viv/v). Para a revelagao foi usada
mistura de metanol/dcido sulfirico a 10% ou
anisaldeido, seguidos de aquecimento em estufa
a 110°C.

Anélise por CLAE

Os extratos dos talos foram analisados
também por CLAE - SHIMADZU LC-10-AD com
coluna Supelcosil C18 (2,5cm x 4,6mm) e particula
de 5 um e detector foto-diodo SPDM-10 na faixa
de 200-400 nm; sistema de solvente MeOH:H,0
(B0:20, v/v) & vazdo de 1,0 mL min™.

Andlise por RMN
Os espectros de RMN 'H e de "*C foram

obtidos em um Espectrdmetro Brucker AC 200F
operandoa 4,7 T originando frequéncias de 200 MHz
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para o proton e de 50 MHz para "*C. Os solventes
usados foram CDCI'T DMSEJ«:!l ou aﬂetuna-dﬁ e os
deslocamentos quimicos foram registrados em valores

de & (ppm).

RESULTADO E DISCUSSAO

Do fracionamento dos talos de Neuropogon
aurantiaco-ater por CCCG foram obtidas duas
substancias, de diferentes classes quimicas: o cido
protocetrarico 1, que é uma depsidona, e o acido
snico 2, que & um dibenzofurano (Figura 1). A
presenca dessas substancias foi constatada através
dos dados espectrais de RMN 'H das fragdes e
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comparagdo com dados da literatura para os
compostos 1e 2 (Huneck & Yoshimura, 1996).
Além disso, as fragbes obtidas foram
analisadas por CCD e CLAE com a utilizagao
de padrdes para confirmagdoc de suas
identidades e verificagao de suas purezas. Os
Rf's e tempos de retengdo confirmaram a
identidade das substancias 1 e 2, mostrando
que ambas foram isoladas com grau de pureza
maior do que 80% e 50%, respectivamente. As
impurezas consistiam em material de natureza
alifatica, observadas através do pico em 1,2
ppm no espectro de RMN "H, e que nao foram
completamente identificadas.

Acido protocetrarico

FIGURA 1- Compostos isolados e identificados do talo de Neuropogon aurantiaco-ater

As duas substancias foram eluidas do CCCG
com grandes diferengas em seus volumes de
relencao, de 4,22 mL para 1 (Fragdes 1- 12) e 11,06
mL para 2 (Fragdes 60 - 93). A eluigio dos compostos
reflete, além da solubilidade da molécula na fase
movel, sua polaridade. Os resultados obtidos mostram
que, com o sistema utilizado, HCCI: MeOH: H,O
(43:37:20) no modo ascendente, a eluig@o ocorre em
ordem crescente de polaridade, indo do composto
menos polar, o dibenzofurano 1, ao mais polar, a
depsidona 2.

Com relagao a quantidade, foram obtidos 180
mg de 1 e 35 mg de 2, representando cerca de 51%
e 10% de recuperagdo, respectivamente, em relagao
ao extrato bruto injetado no sistema.

Estes resultados evidenciam o grande
potencial da CCCG para a separagao em escala
preparativa de compostos liquénicos. Assim, o uso
de CCCG mostra-se como mais uma alternativa a
resolugdo dos problemas encontrados no
fracionamento de substancias liquénicas.
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