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PREFACIO

La elaboracion de la presente tesis surgi6 del interés personal de profundizar en el
estudio farmacoldgico de liquenes en el departamento de Quiché, region situada en el
noroccidente de Guatemala, caracterizada por su rica biodiversidad y un entorno propicio
para el crecimiento y desarrollo de dichos organismos. A lo largo de mi carrera profesional,
mi interés por el aprovechamiento de recursos naturales para fines farmacoterapéuticos ha
ido incrementando, principalmente por las limitantes que diversas regiones del pais presentan

en cuanto al acceso de recursos.

En Guatemala, principalmente en el departamento de Quiché, la medicina natural
desempefia un papel significativo en la poblacion, respaldado en gran manera por la herencia
cultural y conocimiento tradicional. Esto impulso6 la idea de un estudio més acentuado de
organismos de uso medicinal menos comun, tales como los liquenes. El principal desafio de
esta investigacion fue demostrar la posibilidad del uso del liquen Usnea barbata distribuido
en el municipio de Nebaj, como una alternativa viable para el tratamiento de diversas
afecciones en una comunidad en especifico. Dado que no se tiene registro del uso
farmacologico de este liquen por los residentes de la aldea Chuatuj, este proyecto abre paso
a las primeras investigaciones de liquenes distribuidos en esta region, para la obtencion de

informacion mucho mas detallada acerca de su composiciéon quimica.

Gracias a la Universidad del Valle de Guatemala, a los departamentos de Quimica y
Biologia. Agradezco especialmente al Dr. Elfego Lopez por su inquebrantable compromiso
y orientacion a lo largo de este proyecto; a mis asesores, MSc. Rosmery Godoy y Lic. Felipe
Ramirez, porque desempefaron un papel fundamental en cada etapa de esta investigacion,
por su profundo conocimiento y su generosidad al compartirlo conmigo. Por ultimo,
agradezco a Dios, mis padres, hermanas, compaiieras de promocion y todos aquellos que me

alentaron a seguir adelante.
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RESUMEN

En esta investigacion se busca identificar y caracterizar las principales familias de
metabolitos secundarios presentes en tres diferentes extractos del liquen Usnea barbata, el
cual se encuentra distribuido en el Departamento de Quiché, Guatemala. Esto con la finalidad
de contribuir tanto a los estudios enfocados al conocimiento de liquenes en Guatemala como
al esclarecimiento experimental de la etnobotanica de Usnea barbata distribuida en este
departamento y su posible uso como fuente de aislamiento de compuestos con actividad
farmacologica en un futuro. La metodologia considerada para este estudio involucra la
recoleccion e identificacion de la especie liquénica, la preparacion de extractos del liquen
Usnea barbata utilizando tres solventes con distinta polaridad y el tamizaje fitoquimico

mediante diversas pruebas de laboratorio.

Se caracterizaron parcialmente las caracteristicas fitoquimicas de Usnea barbata. Para
ello se realizaron pruebas preliminares de coloracién y precipitacion a tres extractos de
diferete polaridad (acuoso, etandlico y de acetato de etilo). Para esta especie liquénica se
evidencio la posible presencia de compuestos fendlicos, taninos, esteroles, polisacaridos, y
sustancias liquénicas de tipo dibenzofuranos, dépsidos y depsidonas. La presencia de estos
metabolitos en los diferentes extractos da indicios sobre el posible potencial de Usnea
barbata como fuente de compuestos con actividad farmacologica. Por ello, se recomienda
dar seguimiento a la investigacion fitoquimica de este liquen, incluyendo el anélisis de otras
familias de metabolitos secundarios, con énfasis en la deteccion y caracterizacion de

sustancias liquénicas.
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I. INTRODUCCION

Los liquenes son una de las fuentes mas importantes de compuestos biologicamente
activos, estan extendidos por todo el mundo y constituyen una asociacion simbidtica entre
hongos, algas o cianobacterias (Honegger, 1991). El género Usnea representa un potencial
grupo de liquenes que ha sido objeto de estudio debido a sus propiedades medicinales y sus
usos tradicionales en la medicina herbal. El liquen Usnea barbata es un ejemplo del potencial
farmacoldgico observado, ya que ha presentado actividad antibidtica, antimicobacteriana,
antivirica, analgésica, antipirética y citotoxica (Engel et al., 2007).

Aungque la diversidad de liquenes esté recibiendo cada vez mas atencion, la flora liquénica
de Guatemala es todavia muy poco conocida por lo que no se cuenta con suficientes estudios
que justifiquen su uso farmacologico. Conocer la biodiversidad de una region y el potencial
farmacoldgico de los recursos naturales, permite generar alternativas de uso medicinal o
propuestas de fuentes de aislamiento de compuestos con actividad bioldgica (Boom, ef al.,
2007).

El propdsito fundamental de esta investigacion es identificar y comparar las principales
familias de metabolitos secundarios presentes en tres extractos del liquen Usnea barbata
distribuido en el departamento de Quich¢é, Guatemala. Ademads, se busca evidenciar la
existencia de una diferencia significativa en la composicion quimica de los extractos acuoso,
etanolico y de acetato de etilo con la finalidad de contribuir a los estudios enfocados al
conocimiento de liquenes en Guatemala y al esclarecimiento experimental de la etnobotanica
de Usnea barbata. Con esta finalidad se efectuard un proceso sistematico de recoleccion,

identificaccidn, extraccion y tamizaje fitoquimico de los talos de Usnea barbata.



II. MARCO CONCEPTUAL

A. Antecedentes

Particularmente en Guatemala, el estudio de liquenes ha sido limitado. Se han reportado
estudios respecto al uso de liquenes como bioindicadores de contaminacion realizados en la
Universidad San Carlos de Guatemala (Cohn, 2014), mas no especificamente estudios
fitoquimicos. Ademas, no se encuentra informacion especifica de Usnea barbata, salvo de
forma general como su taxonomia, ecologia y distribucion en el pais (Portal de Biodiversidad

de Guatemala, 2020).

En la Universidad Nacional de Ingenieria de Pert, Diana Martino (2015) desarrollo el
estudio quimico del liquen Flavopunctelia flaventior (Stirt.) Hale, en donde a través del uso
del método de cromatografia en columna, cromatografia en placa preparativa y cromatografia
en capa fina, ademas de otras técnicas de identificacion, aisl6 las tres sustancias liquénicas
acido usnico, acido lecandrico y B-orcinol carboxilato de metilo. El andlisis se llevd a cabo
en un extracto acetonico y también logr6 cuantificar la concentracion de acido isnico por

espectrofotometria.

Enfoque similar han tenido otras investigaciones, como la efectuada por Castro en los
afios 2004 y 2011, donde se emplearon extractos acetonicos y metanélicos de Psiloparmelia
distincta (Nyl.) para la identificacion, aislamiento y estudio de sustancias liquénicas como
acido fumarprotocetrarico, atranorina, acido usnico y éacido 2-hidroxi-3-formil-4-etoxi-6-
metilbenzoico mediante espectroscopia. Ademads, a través de un andlisis cualitativo por
HPLC se lograron identificar otros compuestos como cloroatranorina, acido salazinico, dcido
guaesitico, acido protocetrarico, acido succinprotocetrarico y acido fumarico (Castro, 2004;

Castro, 2011).



Asimismo, en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Ecuador, Chicaiza (2015)
evalu6 la actividad antimicrobiana in vitro de extractos liquénicos de Parmelina tiliacea.
Para ello trabajo un tamizaje fitoquimico de cuatro extractos de polaridades distintas, seguido
de cromatografia en capa fina. Para este estudio, sustancias de naturaleza grasa, triterpenos

y compuestos fendlicos fueron mayoritarios en los extractos trabajados (Chicaiza, 2015).

En cuanto al género Usmea sp., los estudios han sido mayormente enfocados al
aislamiento y cuantificacion de acido Uisnico, metabolito principal y de gran interés por sus
propiedades bioactivas (Valencia y Choque, 2022). Sin embargo, también se han reportado
diversos estudios que buscan delucidar la composicion quimica de liquenes pertenecientes a

este género como los efectuados por Sepahvand et al. (2021) y Paliya et al. (2016).

Un ejemplo es el estudio fitoquimico del extracto etandlico del liquen Usnea antarctica,
desarrollado en el 2015 por Viteri en el Instituto Venezolano de Ivestigaciones Cientificas,
en donde se logro identificar cinco familias de metabolitos principales: esteroles, triterpenos,
fenoles, taninos y azlcares reductores. Ademdas se aislaron una depsidona y tres
dibenzofuranos, entre ellos el acido Usnico y se logro el primer reporte que identifica la

presencia de 4cido cetrarico en Usnea antarctica (Viteri, 2015).

Otro estudio evalu6 la composicion quimica del extracto etandlico de 4 especies del
género Usnea, entre ellas U. barbata. A partir de ellos se identificaron por primera vez un
total de 73 metabolitos utilizando la técnica de hibridacion UHPLC- ESI- MRM-MS/MS,
incluidos 34 compuestos en U. barbata, 21 en U. antarctica, 38 en U. rubicunda y 37 en U.

subfloridana (Salgado et al., 2017).



B. Justificacion

El conocimiento y uso de los recursos naturales forma parte de la cultura de muchos
pueblos alrededor del mundo. En Guatemala, el aprovechamiento de estos recursos es
dirigido a la satisfaccion de necesidades de subsistencia (Midence y Ramirez, 2012), tales
como alimentacion, salud, econémicas y de ocio, convirtiendose en una fuente de vida y

desarrollo para las comunidades.

En comparacion con otros grupos de organismos, como plantas superiores u hongos de
vida libre, el conocimiento de las propiedades farmacologicas de los liquenes y sus
metabolitos bioactivos es escaso. A pesar de que la diversidad de liquenes en el Neotropico
esta recibiendo cada vez mas atencion, la comprension de la flora liquénica de Guatemala en
el ambito farmacoldgico sigue siendo limitada debido a que la mayoria de estudios de
medicina natural y tradicional son enfocados en plantas. La evaluacién de plantas
medicinales utilizadas en zona de influencia del Parque Nacional Laguna Lachua por Cleaves
(2000), y el Vademécum nacional de plantas medicinales por Céceres (2009) son ejemplos

claros de esta preferencia.

Los residentes de la aldea Chuatuj, localizada en la Sierra de los Cuchumatanes y parte
del municipio de Nebaj, Quiché, Guatemala; enfrentan multiples desafios en lo que respecta
al acceso a recursos esenciales para su vida cotidiana, incluyendo la adquisicion de
medicamentos para el tratamiento de enfermedades. Una de los principales dificultades es la
necesidad de recorrer largas distancias diariamente para llegar a comunidades mas cercana y

abastecerse de ciertos insumos. A raiz de esto, surge la idea de un estudio sobre los recursos



naturales que se encuentran en las proximidades de la aldea y que poseen propiedades

terapéuticas potencialmente beneficiosas para la poblacion local, tales como los liquenes.

Por ello, se llevd a cabo un tamizaje fitoquimico del liquen Usnea barbata distribuido en
Nebaj, Quiché, Guatemala; para determinar su composicion quimica y generar informacion
relevante sobre compuestos con actividad farmacoldgica que pueda ser de utilidad para los
residentes del lugar. Se realizo la colecta e identificacion de la especie liquénica, la
preparacion de extractos del liquen utilizando tres solventes con distinta polaridad y el
tamizaje fitoquimico mediante diversas pruebas de laboratorio. Conocer la etnobotanica del
liquen Usnea barbata permitird generar alternativas de uso medicinal para el tratamiento de
diversas afecciones, emplear los liquenes como fuente de aislamiento de compuestos con
actividad bioldgica y contribuir a los estudios enfocados a liquenes importantes distribuidos

en el pais.

C. Planteamiento del problema
Con los recursos de laboratorio disponibles en la Universidad del Valle de Guatemala,
(puede efectuarse un tamizaje fitoquimico para identificar metabolitos secundarios en tres

extractos de diferente polaridad del liquen Usnea barbata proviniente de Quiché, Guatemala?

D. Alcances y limites
Los resultados de caracterizacion fitoquimica se aplican exclusivamente a los liquenes de

la especie Usnea barbata, distribuidos en la aldea Chuatuj, Nebaj, Quiché, Guatemala.



IMI. MARCO TEORICO
A. Recursos naturales

1. Importancia y usos

Se conoce como recursos naturales a aquellos bienes materiales que son proporcionados
por la naturaleza sin una alteracion previa por parte del ser humano (Cabral, 2011). Con los
afios, se han convertido en una fuente fundamental de vida y desarrollo para las sociedades;
ya que contribuyen de forma directa a la satisfaccion de las necesidades de subsistencia como
la alimentacion, salud y ocio. Ademas, pueden ser explotados para lograr un bien econémico

(Martinez, 2010).

2. Conocimiento y cultura

A lo largo de los afios, los ecosistemas han sido explotados desconsiderando sus limites
de regeneracion y capacidad para producir recursos y asimilar desechos. Segiin Orellana y
Lalvay (2018), los recursos naturales pueden claramente ser considerados como importantes
generadores de ingresos para una poblacion, pero el poco conocimiento de las personas
acerca de la riqueza de los mismos conlleva a un escaso nivel de valoracion y deficiente
manejo para su utilizacion. Como consecuencia genera un impacto negativo al medio
ambiente y al desarrollo del lugar. En este caso, la cultura cumple un rol importante dado que
se reconoce como mediadora de las politicas y practicas de manejo sustentable de los recursos
humanos (Leff y Carabias, 2016). A pesar del incorrecto uso de los recursos naturales,
actualmente se ha observado un aumento del involucramiento de distintos grupos étnicos y

diversas comunidades a nivel mundial en programas que se enfocan en la conservacion



ambiental; asi como en un mejor aprovechamiento y conocimiento de los posibles usos que

se les puede dar a los recursos naturales (Midence, y Ramirez, 2012).

3. Recursos maderables y no maderables

Cuando se habla de bosques, con frecuencia se tiende a pensar unicamente en arboles y
los bienes que pueden ser extraidos de ellos, principalmente la madera. Sin embargo, estos
albergan gran diversidad de otras plantas y organismos que incluyen diferentes beneficios
con aplicaciones especificas dentro de las comunidades (Cabral, 2011). Los productos
proporcionados por los bosques son clasificados en: recursos forestales maderables (RFM),
los cuales estdn constituidos por aquellas especies vegetales lefosas susceptibles de
aprovechamiento o uso, y recursos forestales no maderables (RFNM), los cuales agrupan
todos aquellos productos no lefiosos de la vegetacion del ecosistema; incluyendo plantas
medicinales, liquenes, musgos, hongos, resinas, gomas, aceites, semillas, suelos, entre otras

(Limones, et al., 2015; Tapia y Reyes, 2008).

B. Liquenes

1. Definicion

Los liquenes, por definicion, constituyen formas de vida compuestas por dos o tres
organismos distintos en una asociacion simbiotica estable (Drouin, 2017). Esta asociacion
involucra un hongo (micobionte) y uno o dos organismos que pueden ser algas; en algunos
casos cianobacterias (fotobiontes), dando lugar a una unidad morfofisiologica distinta

(Barrales-Cureio, et al., 2017).



2. Morfologia

Los talos liquénicos generan diversidad de estructuras vegetativas, formas de
crecimiento, de reproduccion y biotipos especiales. En la actualidad, tanto la anatomia como
morfologia de estos organismos son interpretados como pequefias adapataciones a
caracteristicas ecofisiologicas de la relacion simbidtica; ademads estos constituyen un caracter
taxonoémico de suma importancia (Barreno y Pérez, 2003).

De forma general, el cuerpo de estos organismos esta compuetso de hifas fungicas
encargadas de la fijacion del liquen al sustrato y de evitar la desecacion. Entre estas se
encuentran las células del organismo fotobionte, alga o cianobacteria, las cuales aportan
compuestos de carbono y en ocasiones compuestos de nitrogeno (Nabors, 2006). Algunas
caracteristicas particulares de los liquenes son la carencia de raiz y de sistema de conduccion.
Por otro lado, no poseen estructuras selectivas como cuticula o epidermis que proporcionen
proteccion frente al medio externo; razén por la que son susceptibles a las variaciones

ambientales (Lijteroff, Lima y Prieri, 2009).

Partes de un liquen
Cuando un hongo y un alga se asocian

forman el talo de un liquen. Las esporas

se generan en los receptaculos, 1ue .
cuando tienen forma de copa se llaman Apotecios

v Pasos de formacion

Esporas de hongo
La espora del La espora Talo del liquen (cuerpos reproductivos)
hon crece (Nuevo
encuenira un alrededor del organismo) L o ammmonene
alga algayoedstase an ‘éfg..u'g/ 7
, Espora foprocuce -'\;§3 LEE TR
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Figura No. 1. Morfologia de liquenes y proceso de formacion
(Martino, 2015).



3. Distribucién y habitat
Los liquenes muestran una amplia distribucién que abarca desde los polos hasta ecuador,
desarrollandose sobre diversidad de superficies de sustratos inertes u organicos (Lijteroff,
Lima y Prieri, 2009). Actualmente mas de diecisiete mil especies de liquenes han sido
identificados, y cuentan con una distribucion cosmopolita, pudiendo ser encontrados en
regiones desérticas, bosques, zonas polares, en los trépicos e incluso en el mar. Estos
organismos muestran una elevada capacidad de adaptacion a distintos habitats, por lo que
existen diferentes tipos de liquenes segiin Coutifio y Montafiez (2000):
a. Liquenes corticolas: considerados epifitas debido a su crecimiento sobre la corteza de
los arboles en crecimiento o caidos.
b. Liquenes saxicolas o rupiculas: estos emplean como sustrato las rocas.
c. Liquenes terricolas: los cuales se encuentran sobre el suelo.
d. Liquenes zoobidticos: desarrollados sobre tejido muerto de ciertos animales o sobre el

exoesqueleto de insectos.

4. Importancia ecologica

A pesar de que los liquenes constituyen la menor parte de la biomasa, juegan un papel
importante dentro del ecosistema forestal (Estrabou y Rodriguez, 2012). Para algunos
animales como arafias, nematodos, moluscos y polillas sirven de refugio; para topillos,
cariblies y otros ungulados son alimento. Ademads, contribuyen a la regulacion de
microclimas y a mantener constantes los niveles de humendad en el ambiente a través de la
absorcion de agua de la niebla, el rocio y la lluvia; para posteriormente liberarla dentro del

dosel del bosque (Drouin, 2017). Otra de las principales funciones es la degradacion de



superficies de las rocas y la formacion de suelos; esto debido a que pueden establecerse como
pioneros en aquellos lugares carentes de vegetacion y tienen la capacidad de preparar el
sustrato para el posterior desarrollo de diversas especies vegetales (Coutifio y Montafiez,
2000).

En el caso especifico de los liquenes que involucran cianobacterias, representan una
importancia ecologica relacionada a la fijacion de nitrogeno. Las cianobacterias se
representan en los liquenes por quince géneros aproximadamente, en donde algunas de ellas
fijan el nitrogeno atmosférico y permiten un flujo de compuestos nitrogenados al micobionte.
De esta forma, estos organismos aportan dichos nutrientes esenciales para todos los seres
vivos, sobre todo en aquellos ambientes de escasez (Carballal, Porcel, Gutiérrez y Rowe,

2006).

5. Etnoliquenologia

La etnoliquenologia es una de las especialidades de la etnobotdnica que se encarga del
estudio de los usos que el hombre realiza de los liquenes (Illana, 2009). Desde hace algunas
décadas, las tendencias relacionadas con el uso sutentable de los recursos naturales han
advertido un creciente interés por generar mayor investigacion dirigida a estos organismos;
dado que han presentado aplicaciones en distintos ambitos que podrian desarrollarse para

potenciar sus beneficios (Coutifio y Montafiez, 2000).

a. Uso alimenticio

Los liquenes representan una parte importante en la dieta de diferentes especies animales

y en una menor proporcion para los humanos, debido a que son mayormente consumidos en
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época de escaces de alimento. Estos se han empleado como aditivos en la fabricacion de
varias recetas; por ejemplo, la adicion de Aspicilia jussufii y Evernia prunastri al pan para
proporcionar sabor u olor. También se han empleado los extractos de diversos liquenes para
retrasar el deterioro de ciertos alimentos, como la adicion de Cetraria islandica a la carne
enlatada. En pueblos nativos de Norteamérica también existe gran diversidad de referecias
de uso de liquenes como alimento individual o cocinados con otras plantas por el valor
nutritivo que estos presentan. Cabe mencionar que muchas de las especies de liquenes
consumidas presentan sustancias liquénicas que pueden ser irritantes o bien toxicas, por lo

que se requiere eliminar dichos compuestos antes de su ingestion (Illana, 2009).

b. Industria cosmética

Otras especies de liquenes presentan variedad de aplicaciones desde un punto de vista
industrial, principalmente en la fabricacion de perfumes como fijadores y prolongadores de
esencias aromaticas; permitiendo asi una mayor durabilidad de la fragancia. Los compuestos
fijadores de perfumes mas empleados alrededor del mundo son extraidos de Evernia
prunastri 'y Pseudevernia furfuracea. Asi mismo, dado el potencial microbicida de algunos
liquenes, sus extractos son empleados en varios productos cosméticos como neutralizantes
de bacterias que se alojan en el cuerpo. Algunos ejemplos son Usnea barbata usado en
desodorantes, C. islandica en dentifricos y Cetraria nivalis en cremas rejuvenecedoras

(Illana, 2016).

c. Bioindicadores
Recientemente, una de las aplicaciones desarrolladas para los liquenes es como

indicadores y biomonitores de algunos contaminantes urbanos o industriales. Esto debido a
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que obtienen la mayor parte de los nutrientes del aire, lo que les confiere una mayor
sensibilidad a cambios medioambientales (Estrada y Najera, 2016). El dioxido de azufre
(SO») es el factor influyente principal del crecimiento, distribucion y salud de los liquenes;
sin embargo, otros compuestos como amoniaco, fluoruros, metales radioactivos, entre otros,
asi como la lluvia 4cida y eutrofizacion pueden ser detectados y monitoreados por estos
organismos. Cabe mencionar que estos organismos son relativamente longevos, pueden
permanecer expuestos a efectos nocivos atmosféricos por largos periodos de tiempo, por lo
que brindan una imagen de estados cronicos y no de variaciones puntuales (Barrales-Cureio,

etal., 2017).

d. Medicina tradicional

Los liquenes acumulan diversos compuestos quimicamente complejos, en donde muchos
de ellos cuentan con propiedades antibidticas y antimicoticas, razon principal por la que han
sido empleados por diferetes culturas a lo largo del tiempo como remedios naturales frente a
diversas afecciones (Illana, 2012). En diversas partes del mundo, especies del género
Cladonia son empleadas comunmente para el tratamietnto de la tuberculosis pulmonar, el
género Usnea se emplea para controlar la fiebre y aliviar diversos dolores musculares, U.
longissima se usa como expectorante, extractos de U. barbata forman parte de la formulacion
de cosmética y preparados farmacéuticos, y Ramalina thrausta se usa ampliamente para el
tratamiento de heridas (Ing6lfsdottir, 2002). En la Tabla 2.1 muestra los géneros de liquenes

utilizados habitualmente en la medicina tradicional segun el area.
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Cuadro No. 1: Géneros comunmente utilizados en medicina tradicional.

Género de Liquen

Area principal de uso

Usnea

Evernia y Pseudevernia
Letharia

Lethariella

Cetraria

Parmotrema 'y Everniastrum
Xanthoparmelia
Cladonia y Cladina
Thamnolia

Ramalina

Lobaria and Peltigera

Umbilicaria

Todo el mundo (excepto Australia)
Europa y Africa del Norte
América del Norte

China

Europa

India

América del Norte y Africa
América del Norte, Europa y Asia
Asia

América del Norte, Europa y Asia
América del Norte, Europa y Asia

América del Norte y Asia

Fuente. Crawford (2015, p. 29).

En Guatemala, existe una practica tradicional de usos diversos de plantas medicinales. Se
cuenta con un Programa Nacional de Medicina Tradicional, ademas de la disponibilidad de
un manual denominado Vademécum Nacional de Plantas Medicinales, que brinda
informacion con suficiente evidencia cientifica respecto a diversas plantas medicinales
(Cruz, 2016). Sin embargo, Boom et al. (2007) menciona que la flora liquénica de Guatemala

es todavia muy poco conocida y por ende, muy poco estudiada en relacidon con el area

farmacolodgica.
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C. Liquen Usnea barbata
1. Descripcion

Usnea es un gran género de la familia Parmeliaceae, con mas de 350 especies que estan
ampliamente distribuidas en regiones polares, templadas y tropicales. El género se reconoce
por el talo fruticoso, las ramas con un eje central cartilaginoso y la presencia de acido usnico
en la corteza; es conocido comunmente como "barba de viejo" debido a su apariencia

colgante y filamentosa (Truong y Clerc, 2012).

Figura No. 2. Liquen Usnea barbata
(CONABIO, 2023).

2. Distribuciéon en Guatemala
Los registros de ocurrencias de liquenes del género Usnea en Guatemala predominan en
cuatro departamentos, siendo estos Alta Verapaz, Quiché, Huehuetenango y Guatemala. Sin

embargo, su distribucion puede ser bastante variable e influenciada por diversos factores,
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como el clima, el tipo de sustrato y las condiciones ambientales locales (Portal de

Biodiversidad de Guatemala, 2020).

D. Sustancias liquénicas

Los liquenes, son productores de gran variedad de metabolitos secundarios, de los cuales
muchos son exclusivos a la simbiosis representada por estos organismos. De esta manera,
cerca de 60 metabolitos secundarios, de los mas de 200 conocidos, se restringen a los hongos

liquenizados (Rundel, 1978).

1. Metabolitos principales de interés farmacéutico

El reto de la industria farmacéutica actual reside en el descubrimiento y desarrollo de
nuevas moléculas farmacoldgicas activas. Estos organismos producen metabolitos
secundarios y muchos de ellos son conocidos por presentar actividades biologicas y/o
farmacologicas. Los liquenes son organismos de crecimiento lento y sus metabolitos
secundarios son principalmente depsidos, depsidonas, dibenzofuranos, compuestos
relacionados a las quinonas, xantonas y derivados terpénicos (Ali, Nihal, Zuhal y Ali, 2009;

Miiller, 2001).

a. Depsidos

Este tipo de compuestos se forman por condensaciéon de dos o mas &cidos
hidroxibenzoicos mediante los cuales el grupo carboxilo de una molécula se esterifica con
un grupo hidroxilo fendlico de una segunda molécula. Existen dos tipos diferentes, con una

fraccion de orcinol, como el dcido orsellinico, o una fraccion B-orcinol, como el acido B-
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orsellinico, atranorina, 4cido difractaico y 4cido barbatico. De estos ultimos se ha estudiado
su propiedad inhibidora de la araquidonato S5-lipoxigenasa, enzima productora de
leucotrienos que desempefian un papel en diversas afecciones, como el asma, la colitis

ulcerosa, la artritis reumatoide y la psoriasis (Miiller, 2001).

Me

OH O COzMe

H
OHC 0] OH

HO Me Ve

Figura No. 3. Atranorina, dépsido de p-orcinol.

b. Depsidonas

Las depsidonas tienen un enlace éter ademas del enlace éster de los dépsidos, lo que da
lugar a un sistema policiclico rigido. Se ha demostrado que esta caracteristica quimica es
importante para la actividad inhibidora de esta clase de metabolitos de liquenes frente a la

integrasa del VIH-1 (Neamati , et al., 1997).

(o)
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Figura No. 4. Depsidona Pannarin.

c. Dibenzofuranos
Los dibenzofuranos son compuestos de bajo peso molecular biosintetizados por los
liquenes para evitar el ataque y la degradacion por parte de insectos y herbivoros. Seglin sus

caracteristicas estructurales, esta familia de divide en dos categorias: dibenzofuranos
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monoémeros y dimeros, las cuales a su vez, se subclasifican en funcion del nivel de oxidacion
del anillo C del esqueleto dibenzofurano: totalmente aromaticos, dihidrodibenzofuranos y
tetrahidrodibenzofuranos. La mayoria de los estudios publicados sobre las actividades
biologicas de los dibenzofuranos se refieren a sus actividades citotoxica y antibacteriana

(Millot, Dieu y Tomasi, 2016).

dibenzofuran skeleton

O O O )
dihydrodibenzofurans tetrahydrodibenzofurans

Figura No. 5. Numeracion y clasificacion de dibenzofuranos.

d. Quinonas y compuestos relacionados

Las antraquinonas y naftaquinonas son compuestos pertenecientes a las clases
antracénicas y naftalénicas, estas pueden tener diversas propiedades y actividades bioldgicas.
Los derivados de la antraquinona estan muy extendidos en la naturaleza y se han aislado de
plantas superiores, insectos, hongos y liquenes. Los liquenes de color amarillo-anaranjado a
rojo anaranjado suelen contener derivados de la hidroxiantraquinona, lo que les confiere
propiedes tintoreas. Las antraquinonas también son de interés como agentes antivirales contra
el VIH, en particular, la hipericina es de relevancia farmacéutica debido a su espectacular
actividad antirretroviral. Asi mismo, la naftoquinona naftazarina, cuyos derivados se han

aislado de Cetraria islandica, resulto tener actividad citotoxica contra células de carcinoma
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epidérmico humano y también fue un potente inhibidor de una linea celular de queratinocitos

humanos, que se utilizé como modelo de psoriasis (Miiller, 2001).

OH O

OH O
A B

Figura No. 6. Estructuras quimicas de Antraquinona Hipericina (A) y Naftoquinona
naftazarina (B).

e. Xantonas

Las xantonas son compuestos polifendlicos ubicuos que presentan un andamiaje comun
de 9H-xanteno-9-ona. La bioactividad de estos compuestos depende de su nucleo triciclico,
asi como de la naturaleza y/o posicion de sus muy diversos sustituyentes, lo que los convierte
en una "estructura privilegiada" que puede unirse a una gran variedad de dianas. Para esta
familia de compuestos se han descrito una amplia actividad bioldgica como antioxidante,
antimicrobiana, antiinflamatoria; y otras més nuevas como la actividad antiangiogénica,
neuroprotectora y citotoxica. Hirtusneanosida es un ejemplo de un nuevo dimero de xantona

aislado de Usnea hirta (Le Pogam y Boustie, 2016).

Figura No. 7. Hirtusneanosida, xantona.
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f. Derivados terpénicos

Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo més numeroso de metabolitos
secundarios (mas de 40,000 moléculas diferentes). Se sintetizan mediante la ruta del acido
mevalonico por la unidon de dos o mas unidades de isopreno (figura 7). Segun la cantidad de
unidades, estos pueden clasificarse en diterpenos, triterpenos, etc. Permitiendo constituir
estructuras lineales, ciclicas o mixtas (Garcia y Carril, 2011). Estos son reconocidos por
presentar diversas propiedades medicinales como funcién antimicrobiana, antioxidante,
antiinflamatorio y otras de mayor interés como efectos anticancerigenos y sobre el sistema

nervioso (Singh, Sharma, y Arora, 2015).

Los diterpenos son raros en los liquenes, aun no se reportaron sesquiterpenos en liquenes.
Pero los triterpenos son abundantes, el Zeorin es el triterpeno mas comun en diferentes

especies liquénicas (Castafeta, 2020).

CHgj

| 4
H,C®2 —~C
1 H

Figura No. 8. Isopreno, unidad fundamental de terpenos y derivados.

2. Metabolitos secundarios del género Usnea

El liquen Usnea sp. es uno de los géneros de liquenes que produce metabolitos
secundarios que se sabe que tienen muchas actividades farmacologicas, incluida la medicina
tradicional y el mantenimiento de la salud de la comunidad local que se aplica como medicina

para las heridas, enfermedades de la piel, trastornos respiratorios y digestivos (Maulidiyah et
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al., 2023). La fitoquimica de las especies de Usnea ha revelado la presencia de casi 60
compuestos, distribuidos entre depsidonas, depsidos, depsonas, lactonas, quinonas,

polifenolicos polisacaridos, acidos grasos y dibenzofuranos (Paliya, et al., 2016).

El metabolito mas estudiado es el acido usnico, para el que varios investigadores han
informado de su actividad antimicrobiana, antiviral, antibidtica, antiinflamatoria, analgésica
y de otros tipos; razon por la que es empleado en cosmética, odontologia y otras areas de la
medicina (Polovinka et al., 2012). Este es un compuesto derivado del dibenzofurano que se
conoce en varias especies de liquenes epifitos y terrestres. Sin embargo, es el constituyente
mas abundante de varias especies de liquenes, incluyendo los géneros Usnea, Cladonia y

Cetraria (Smeds y Kytoviita, 2010).

Para el caso especifico de Usnea barbata, en un estudio efectuado por Salgado, et al.
(2017), detectaron por primera vez 44 compuestos en un extracto metandlico, de los cuales
34 eran principalmente depsidos, depsidonas, lipidos, derivados de difeniléteres y

dibenzofuranos.

20



IV. MARCO METODOLOGICO
A. Objetivos

1. Generales

a. Identificar las familias de los metabolitos secundarios presentes en tres extractos del
liquen Usnea barbata distribuido en el departamento del Quiché, Guatemala.

b. Generar informacion cientifica que contribuya al conocimiento de los especimenes de

tipo vegetal en Guatemala, para su posterior evaluacion y aplicabilidad terapéutica.

2. Especificos
a. Identificar la presencia de metabolitos secundarios en tres extractos de diferente
polaridad del liquen Usnea barbata.
b. Comparar la composicion quimica entre tres diferentes extractos del liquen Usnea
barbata.

c. Clasificar los metabolitos encontrados por familia, del liquen Usnea barbata.

B. Hipotesis

Existen metabolitos secundarios de interés farmacologico en los extractos acuoso,

etanolico y de acetato de etilo del liquen Usnea barbata.
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C. Variables

Cuadro No. 2: Variables de estudio.

Tipo de . .y Definicion
P Variables Definicion conceptual .
variable operacional
Componentes
Compuestos quimicos organicos quimicos que se
sintetizados a partir de excedentes del extraeran del liquen
. Metabolitos metabolismo primario, por lo que no Usnea barbata y se
Dependiente . . . . . o
secundarios tienen rol directo en el crecimiento o clasificaran en familias
reporduccion de la planta, sino de segun sus
defensa y acciones complementarias. caracteristicas
estructurales.

Mezcla compleja, con multitud de
compuestos quimicos, obtenible a

. Extracto . . .
Independiente ACUOSO través de diversos procesos a partir de
una fuente natural y el uso de agua Sustancias que serdn
o
como solvente (13% p/v). sometidas al estudio
fitoquimico para
. . identificar la presencia
Mezcla compleja, con multitud de demetab cf)li tos
compuestos quimicos, obtenible a .
. Extracto . . . secundarios y
Independiente 1s través de diversos procesos a partir de .
etanolico clasificarlos en las
una fuente natural y el uso de etanol rinciales familias de
al 98% como solvente (8% p/v) p P .
metabolitos
secundarios que
Mezcla compleja, con multitud de P lile(ieln ser e)((]trmdos
compuestos quimicos, obtenible a clliquen Ysnea
Extracto . . . barbata.
. través de diversos procesos a partir de
Independiente acetato de
etilo una fuente natural y el uso del

solvente de polaridad intermedia
acetato de etilo (7% p/v).

D. Poblaciéon

Liquenes de la especie Usena sp. que de forma silvestre se encuentran distribuidos en la
aldea Chuatuj, localizada en la Sierra de los Cuchumatanes y parte del municipio de Nebaj,

Quiché, Guatemala.
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E. Muestra
Tres extractos de talos secos del liquen Usnea barbata obtenidos con solventes de distinta
polaridad, recolectados en la aldea Chuatuj, parte del municipio de Nebaj, Quiché,

Guatemala. Para este estudio se trabajo con una muestra dirigida (no probabilistica).

F. Procedimiento
1. Revision bibliogrdfica
Recopilacion y andlisis exahustivo y riguroso de literatura cientifica y académica

existente relacionada con el tema de investigacion

2. Elaboracion de plan de investigacion
Una guia detallada de como se llevé a cabo la investigacion. Asegurando que todos los

aspectos importantes del estudio fueron considerados.

3. Muestreo y obtencion de las mismas

Las muestras del liquen Usnea barbata fueron recolectadas al azar del 14 al 16 de abril
del 2023 en la aldea Chuatuj, un pequeno poblado de aproximadamente 30 familias que se
re-establecieron en el lugar después del conflicto armado. Esta localizada en la Sierra de los
Cuchumatanes a una altura de 3,121 msnm, con coordenadas N15°24°38.2°" y es parte del
municipio de Nebaj, Quiché, Guatemala. La aldea es accesible Unicamente a pie y en el
sendero de su recorrido desde la aldea Xexuxcab se pueden observar varias comunidades

vegetales que van desde bosque mixto (pino-encino) hasta vegetacion de tundra alpina.
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Las muestras se recolectaron de la manera mas cuidadosa posible, sin tomar porciones de
otros materiales vegetales, para evitar problemas de contaminacion cruzada debido a
compuestos que no pertenecen al liquen en el anélisis. Se recolectd cerca de 90 g de material

vegetal total.

4. Identificacion y acondicionamiento

Cada una de las muestras recolectadas fueron almacenadas en bolsas ziploc, identificadas
y transportadas a la ciudad de Guatemala, al Herbario UVAL para su acondicionamiento
instantaneo. Tanto la colecta como la identificacion del especimen (ver anexo 3) se llevo a
cabo con el apoyo del M.Sc., MEd, Javier Aju, Coordinador del Herbario UVAL,
Investigador Botanico y Profesor de los cursos de Botanica I y II impartidos en el
Departamento de Biologia.

El secado de los talos del liquen se llevo a cabo en un horno a 37 °C por 5 dias para
ayudar a la evaporacion del agua sin exponer el material vegetal a cambios bruscos de
temperatura. Posteriormente, se almacenaron a temperatura ambiente en bolsas tipo ziploc
con sobres de silica gel hasta el momento de su utilizacion para resguardar el material vegetal
de la humedad. El molido de los talos se llevara a cabo en una licuadora/trituradora para

lograr la homogenizacion de la muestra.

5. Analisis de muestras
Partiendo de 20 g de liquen seco y triturado para cada extracto, se procedi6 a realizar
extracciones sucesivas en reflujo y calor (60 °C x 2 h) con acetato de etilo (280 mL), etanol

al 98% (250 mL) y agua (150 mL). Los tres extractos obtenidos se filtraron y concentraron a
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sequedad en un rotavapor a presion reducida y se almacenaron a una temperatura de — 4 °C

hasta el momento de su utilizacion (Kosanic, et al., 2012).

A cada uno de los extractos filtrados de Usnea barbata se les realizaron las respectivas
pruebas de coloracidon y precipitacion para la identificacion de las diferentes familias
quimicas, tomando reactivos de procedencia conocida que formen parte de la familia de
metabolitos analizada como controles positivos, y agua como control negativo. Se ralizd

siguiendo la guia de Quimica de Productos Vegetales descrita por Chiquin y Reyes (2002).

a. Compuestos fenolicos y taninos

Se empleo el ensayo de cloruro férrico y de gelatina. El control positivo para ambas
pruebas fue una solucion de acido tanico al 10%. Se midi6 un volumen equivalente a 10 mL
del extracto concentrado y se adicion6 25 mL de agua desmineralizada caliente. Se mezclo
completamente con una varilla de agitacion y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se
agregaron de 3 a 4 gotas de solucion de cloruro de sodio al 10% al extracto enfriado a modo
de eliminar cualquier test “falso-positivo” para taninos. Se filtr6 por gravedad y se
trasvasaron 3 mL del filtrado a cada tubo de ensayo.
1) Cloruro férrico:

Se adicionaron 3 gotas de una soluciéon acuosa de FeCl; al 5%. El ensayo se
considerd positivo al observar un cambio de coloracion: rojo-vino para compuestos fendlicos
en general; verde intenso para taninos del tipo pirocatecolicos; y azul para taninos del tipo

pirogalotanicos.
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2) Gelatina:
Se adicionaron 4 a 5 gotas de solucion de gelatina al 1%. El ensayo se considerd positivo

al observar formacion de precipitado.

*Nota: Para el control positivo, se emplearon 2.5 g de &cido tanico y se procedio de igual

forma que la muestra. Se evaluaron resultados posterioirmente.

b. Quinonas

Se empled el ensayo de Borntrager. Para esta prueba no se contd con un control positivo.
Se evaporo6 el equivalente de 1 gramo de extracto vegetal a sequedad utilizando un bafio de
vapor. Se disolvio el residuo en 30 mL de agua desmineralizada y se filtr6. Se agitd con 10
mL de benceno en una ampolla de decantacion y se permitido que la mezcla se separara. Se
transfirio la capa de benceno a un tubo de ensayo y se afiadieron 5 mL de solucion de Test
de amonio a la capa de benceno. La produccion de un color rojo se consideré como prueba

positiva para compuestos de antraquinonas.

c. Esteroles

Se emplearon los ensayos de Liebermann-Burchard y Salkowsky. El control positivo para
ambas pruebas fue una solucion de colesterol al 10%. Se evaporo el equivalente de 10 gramos
del extracto vegetal a sequedad en un bafio de vapor. Se removid y se dejo enfriar a
temperatura ambiente hasta que el extracto quedd seco. Se anadieron 10 mL de éter de
petréleo al residuo. Se permitié que se asentara por unos minutos y luego se decantd para
descartar el sobrenadante, repitiendo el proceso hasta que el éter de petrdleo elimind la

mayoria de los pigmentos vegetales. Se afiadieron 20 mL de benceno y se agitdé por unos
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minutos. Se decantd en un tubo de ensayo apropiado y se agregaron alrededor de 100 mg de
sulfato de sodio anhidro. Se agito y se filtro.
1) Liebermann-Burchard:

A una alicuota del extracto se le agregaron tres gotas de anhidrido acético al tubo con la
muestra y se mezcloé suavemente. Se anadio una gota de 4cido sulftrico concentrado y se
mezcld. La formacién de colores rojo, rosado, ptrpura o violeta indicoé una prueba positiva.
2) Salkowsky:

Se utiliz6 4cido sulfurico para realizar un ensayo de anillo. Si en la interfaz del extracto
y acido hubo un cambio de color y se observo algo similar al color cereza, la prueba se
consider6 positiva. En caso de no generarse este color cereza, se mezcld y se esper6 el cambio
durante una hora.

*Nota: Para el control positivo, se emplearon 2.5 g de colesterol y se procedid de igual

forma que la muestra. Se evaluaron resultados posterioirmente.

d. Polisacaridos

Se empled el ensayo de Fehling. El control positivo para esta prueba fue una solucion de
almidon al 10%. A una alicuota del extracto disuelto en agua (1 mL), se le adicionaron 2 mL
del reactivo y la mezcla se calent6 en un bafio de agua durante 5-10 minutos. El ensayo se

considerd positivo si la solucion se colored de rojo o aparecid un precipitado rojo.

*Nota: Para el control positivo, se emplearon 2.5 g de almidoén y se procedid de igual

forma que la muestra. Se evaluaron resultados posterioirmente.
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Las pruebas de coloracion para la identificacion especifica de sustancias liquénicas se
ralizaron tomando como referencia los estudios descritos por Robles, Morales y Pastor, 1992;

Santesson, 1973 y Castro, 2011.

e. Sustancias liquénicas

Se empled el ensayo de KOH y cloruro férrico. Se introdujeron 3 mL del extracto seco a
cada tubo de ensayo.
1) KOH:

Se adicionaron 3 a 4 gotas de una solucion acuosa de KOH al 10%. El ensayo se considerd
positivo al observar un cambio de coloracion:

Ul Dépsidos y depsidonas: rojo/marron.

(1 Acido tisnico: amarillo.
2) Cloruro férrico:

Se adicionaron 3 a 4 gotas de una solucion acuosa de FeCl3 al 1%. El ensayo se considerd
positivo al observar un cambio de coloracion:

[l Dépsidos y depsidonas.: violeta

| Acido tisnico: rojo-pardo.

6. Analisis y discusion de resultados

Se evaluaron e interpretaron los datos obtenidos a partir de las pruebas de deteccion y se
resumieron las principales observaciones y conclusiones del andlisis fitoquimico, destacando
los compuestos mas relevantes presentes en la muestra y su posible importancia desde el

punto de vista farmacologico o terapéutico.
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G. Diseio de investigacion

Cuadro No. 3: Disefio posprueba establecido para el estudio.

CONDICION . )
GRUPOS EXPERIMENTAL MEDICION OBSERVACION
RG; X1 (extracto acuoso) 01
RG2 X (extracto etandlico) 02 Comp araciones e
familias de
RG3 X3 (extracto acetato de etilo) 03 metabolitos
— presentes
RGa control (.e,xtractO en 04
cuestion)
NOMENCLATURA:

R = asigancion al azar

G = grupo de sujetos

X = tratamiento o condicidon experimental
0 = medicion de los sujetos

H. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante estadistica descriptiva y se presentaron en

cuadros.

29



V. MARCO OPERATIVO

A. Recoleccion y tratamiento de datos
1. Registro de observaciones
Se registrara cuidadosamente las observaciones realizadas en cada ensayo, incluyendo

cambios de color, formacién de precipitados u otras reacciones notables.

2. Identificacion de grupos de compuestos
Se procedera a identificar los grupos de compuestos presentes en la muestra liquénica en
funcion de las observaciones registradas, donde cada reaccion quimica sugiere la presencia

de un grupo de metabolitos secundarios especificos.

3. Discusion de resultados
Se discuten los hallazgos obtenidos en el tamizaje fitoquimico en relacion con la
composicion quimica de la muestra liquénica. Se resaltan los grupos de compuestos presentes

y su posible relevancia desde el punto de vista farmacologico.

B. Recursos

1. Humanos
a. Autora: Yailin Karina Velasquez Rivera
b. Asesora: MSc. Rosmery Godoy Javier
c. Revisor: Lic. Felipe Alejandro Ramirez Caravantes

d. Clasificador botdnico: MSc. Luis Javier Aju Torres
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2. Materiales

Cuadro No. 4: Solventes empleados en la preparacion de extractos de Usnea barbata.

Etapa de analisis Extracto 1 Extracto 2 Extracto 3
: Agua :
Extraccion _ . Etanol 98% Acetato de etilo
desmineralizada

Cuadro No. 5: Ensayos preliminares considerados dentro de la metodologia.

Etapa de analisis Metabolitos Ensayo

Cloruro Férrico

Compuestos fendlicos / taninos

Gelatina
Depsidonas KOH
Quinonas Borntrager

Tamizaje fitoquimico

Liebermann - Burchard

Esteroles
Salkowsky
Polisacaridos Fehling
Acido tisnico KOH
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Cuadro No. 6: Equipo, cristaleria y materiales considerado dentro de la metodologia.

Cristaleria Equipo Materiales
Beackers Soporte universal
Probetas Aros de metal

Pipetas Pasteur

Balones aforados

Ampolla de decantacion

Tubos de ensallo

Vidrios de reloj

Varillas de agitacion

Embudo de vidrio

Balanza analitica

Estufa

Licuadora

Equipo de reflujo

Refrigerador

Termometro

Mangueras de vacio

Parafilm

Rotulador

Agitador magnético

Gradilla

Papel filtro

Espatula
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C. Aspectos econdmicos

Cuadro No. 7: Costo estimado de servicios y materiales para el desarrollo del estudio.

Servicio/ Material Costo
Costo de Guia Comunitario Q170
Hospedaje en Hotel Ilebal Tenam, Nebaj Q70
Hospedaje en Aldea Chuatuj Q30
Transporte Gira de Colecta Q360
Gasolina Q2,000
Alimentacién Q500
Costo Total Estimado: Q3,130

Todos los materiales y equipos considerados dentro de la metodologia, para el proceso
de extraccion y para el analisis fitoquimico se encuentran dentro de las instalaciones de la
Universidad Del Valle de Guatemala. Ademas, los reactivos empleados para los extractos y
pruebas de coloracion/precipitacion son de uso comun, lo cual hace que el presupuesto sea

mas accesible para la ejecucion del proyecto.
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VI.  RESULTADOS

Cuadro No. 8: Familias de metabolitos secundarios presentes en liquen Usnea barbata.

Metabolitos

Tipo de extracto

secundarios Ensayo Acuoso Etandlico Aceta.to de
Etilo
FeCl; al 5% +++ Ao +++
Compuestos
fenolicos y
taninos i
Gelatina + +++ -
Quinonas Borntrager - - -
Liebermann-
- o+
Burchard i
Esteroles
Salkowsky - ++ 4+
Polisacaridos Fehling ++ + -
KOH al 10% + +++ ++
Sustancias
liquénicas
FeCl; al 1% + +++ ++
Leyenda:

(+++) Alta presencia.
(++) Presencia.

(+) Baja presencia.
(-) Ausencia.
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

El tamizaje fitoquimico fue llevado a cabo con el fin de identficar de forma cualitativa la
presencia de cinco familias de metabolitos secundarios especificas en cada uno de los
extractos. A menudo se discute el impacto del ambiente, situacion nutricional del sustrato y
edad del material liquénico en el metabolismo y quimica secundaria de los liquenes
(Brunauer et al., 2007). Por esta razon, los resultados obtenidos a partir de este estudio son
aplicables unicamente para los liquenes de la especie Usnea barbata que de forma silvestre

se encuentran distribuidos en la aldea Chuatuj, Nebaj, Quiché, Guatemala.

En el contexto particular de la aldea Chuatuj, el liquen se hall6 y colectd exclusivamente
en la corteza de Pinos (ver Anexo 8). Se tomo el cuidado de recoletar la muestra sin tomar
porciones de otros materiales vegetales, en este caso la corteza, para evitar problemas de
contaminacion cruzada. Por esta razon, el tipo de sustrato puede no ser considerado como un

factor influyente en los resultados de caracterizacion.

En el Cuadro No. 8 se puede observar los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico
de Usnea barbata para tres extractos de diferente polaridad. Se revela la presencia de
compuestos fenolicos, taninos, esteroles, polisacaridos, y sustancias liquénicas de tipo
dibenzofuranos, dépsidos y depsidonas; no se logrd evidenciar la presencia de quinonas con
ninguno de los solventes empleados. El mejor comportamiento se obtuvo en el extracto
etanolico, con concentraciones detectables en cuatro familias de metabolitos secundarios de
las cinco analizadas. Esto puede asociarse a una mayor afinidad de los metabolitos

secundarios evaluados a solventes polares.
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Las pruebas de adicion de disolucion de gelatina para taninos se fundamentan en la
capacidad de estos compuestos para provocar la precipitacion de proteinas. Se observd un
resultado positivo en el caso del extracto etandlico, aunque en menor medida en el extracto
acuoso. No obstante, la prueba de cloruro férrico indica la presencia de compuestos fendlicos
en los tres extractos, lo que sugiere la posibilidad de la existencia de otro grupo de sustancias,
como los flavonoides y antocianinas (Cartaya y Reynaldo, 2001). En el caso del extracto de
acetato de etilo, el resultado negativo en la prueba de gelatina y positivo en la prueba de
cloruro férrico es interpretado como ausencia de taninos y presencia de otro tipo de
compuestos fendlicos. En consecuencia, se sugiere llevar a cabo ensayos especificos
orientados a la deteccion de flavonoides con el proposito de fortalecer el fundamento de los

resultados obtenidos en esta experimentacion.

Entre la fitoquimica del género Usnea, se han revelado cerca de 60 compuestos, los cuales
se distribuyen en diversas familias de metabolitos, entre ellas las quinonas (Salgado et al.,
2017). Sin embargo, en este estudio no se logrd evidenciar la presencia de estos metabolitos,

ya que la prueba de Borntrager fue negativa para los tres extractos evaluados.

En cuanto a las pruebas de Liebermann-Burchard y Salkowsky, las pruebas indican la
posible presencia de esteroles en el extracto de acetato de etilo y etanodlico, mientras que para
el extracto acuoso ambas pruebas fueron negativas. Estos resultados concuerdan con lo
esperado, ya que las caracteristicas estructurales del nticleo de los esteroles les confiere una
naturaleza apolar, permitiendo una mayor solubilidad en solventes organicos apolares y

menor solubilidad en alcoholes de bajo peso molecular (Martinez, 2002).
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Para los extractos acuoso y etanolico de Usnea barbata, 1a prueba de Fehling indica la
posible presencia de polisacaridos, principalmente en el extracto acuoso donde los cambios
fueron mas evidentes. En liquenes comestibles, los polisacaridos son el componente
mayoritario, alcanzando proporciones de hasta 83.5% en Usnea barbata (1llana, 2009), por
lo que los resultados son concordantes. Sin embargo, debe considerarse que diversos aspectos
influyen en la extraccion de polisacaridos, tales como el peso molecular, grado de
ramificacion, presencia de grupos ionizables, tipos de enlaces glicosidicos, incluso la matriz
que los rodea (Synytsya et al., 2009), lo cual podria explicar la reducida respuesta ante la

prueba.

Las pruebas realizadas para deteccion de sustancias liquénicas fueron positivas en los tres
extractos analizados. En primer lugar, la prueba de hidréxido de potasio reveld un cambio de
coloracién rojo/marrén en los extractos etandlico y de acetato de etilo, indicando la posible
presencia de dépsidos y depsidonas. En el extracto acuoso se observd un leve cambio de
coloracion a amarillo intenso, la cual suele ser relacionada a la presencia de acido usnico,
principal metabolito del género Usnea. Aunque se ha logrado extraer concentraciones
minimas de 4cido isnico con agua como solvente (Popovici et al., 2020), la solubilidad de
este compuesto es mayor en solventes organicos o no polares, por lo que se descarta dicha
interpretacion (Castro et al, 2011). En este sentido, la reaccion podria sugerir la posible
presencia de otras sustancias liquénicas, tales como dépsidos (atranorina o pseudocifelarina
A), los cuales son detectados bajo la misma reaccién y con capacidad de extraccion en

solventes de cierta polaridad (Robles, Morales y Pastor, 1992).
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Ademas, la prueba de cloruro férrico revelo la posible presencia de dépsidos y depsidonas
en el extraco etanolico, presentandose como un cambio de coloracion violeta, caracteristico
para este tipo de compuestos (Castro, 2011). En el caso del extracto acuoso y de acetato de
etilo, los cambios detectados fueron menores, con coloraciones rojo/marrones,
interpretandose como posible presencia de acido tisnico (Robles, Morales y Pastor, 1992). Es
importante mencionar que, esta prueba no se considera especifica para un solo tipo de
sustancias liquénicas ya que algunos algunos compuestos depsidicos también son
identificados bajo la misma coloracién, ademés de que la reacion presenta coloraciones
similares a la prueba de cloruro férrico para taninos (anexo 27). Por esta razon, se sugiere el
uso de pruebas adicionales, esencialmente de tipo cromatograficas, para detecciones

especificas de acido usnico.

La presencia de estos metabolitos en los diferentes extractos de Usnea barbata da indicios
de los usos y propiedades que podria presentar. La presencia de taninos y compuestos
fendlicos podria indicar una posible actividad antioxidante. Esta propiedad se ha evaluado en
diversos liquenes, incluido el género Usnea, reportando porcentajes de captacion de radicales

entre 18.3% y 34.7% para diferentes extractos (Rodriguez et al., 2014).

La presencia de esteroles podria indicar una posible actividad antibacteriana y
antifingica, dado que en otros estudios, han identificado esteroles importantes, como
ergosterol, en extractos etanolicos de liquenes del género Usnea, caracterizado por presentar
actividad antiestafilococica y antibacteriana en conjunto con otro tipo de compuestos
(Jaramillo, 2020). En los ultimos 30 afos, las investigaciones han demostrado que los

polisacaridos de liquenes poseen otro tipo de actividad bioldgica como inmunomoduladora
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y anticoagulante, ademas de un bajo nivel de toxicidad (Olafsdottir y Ingolfsdottir, 2001). En
liquenes como Usnea barbata, se han identificado como principales polisacaridos la
liquenina e isoliquenina, confiriéndole asi importantes propiedades terapéuticas, entre ellas
como emoliente en afecciones de las vias respiratorias y diarreas cronicas, ademas de un alto

valor nutritivo (Illana, 2009; Serres, 1916).

Finalmente, las sustancias liquénicas han sido aisladas en diferentes partes del mundo y
han reportado importantes actividades biologicas y ecoldgicas. La presencia de diversos
compuestos de tipo depsidos y depsidonas se ha asociado a un significativo potencial
antioxidante, ademds de actividades antifungica y antiprotozoaria (Schmeda et al. 2008;
Fernandez, Gémez y Crespo, 2016). Adicionalmente, la presencia de dibenzofuranos en
Usnea barbata, principalmente el 4cido usnico, supone actividades de gran importancia
farmacoldgica como antibidticas, antifingicas, anti-VIH, antiprotozoarias y antibacterianos
(Salgado et al., 2017). Una de las propiedades de mayor interés en la actualidad respecto a
este compuesto es su potencial anticancerigeno. Se ha evaluado el efecto citotoxico de
diversos extractos de Usnea barbata, revelando una intensa respuesta sobre células CAL 27
luego de 24 horas, inducidos por apoptosis y alto estrés oxidativo. En estos estudios se
demostr6 un comportamiento directamente proporcional a las concentracion de acido isnico
(Popovici et al., 2020). Dado a la poca especificidad que pueden presentar las pruebas
colorimétricas y de precipitacion en compuestos tan complejos como las sustancias
liquénicas, se recomienda el uso de técnicas cromatograficas para confirmar los resultados

obtenidos en este estudio.
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Los resultados preliminares de esta investigacion resaltan la necesidad imperativa de
continuar con estudios mas profundos de la fitoquimica del liquen Usnea barbata distribuido
en en departamento de Quiché, Guatemala. Los posibles beneficios farmacologicos que este
organismo podria ofrecer a la sociedad, principalmente a los residentes de la aldea Chuatuj,

evidencian la importancia de llevar a cabo investigaciones adicionales.

Asimismo, realizar ajustes en los pardmetros temporales de recoleccion y en el estado de
madurez del material liquénico resultaria de relevancia en el contexto de esta investigacion.
Esto facilitaria la comprension de la correlacion entre dichos factores y la biosintesis de
metabolitos, contribuyendo a la identificacion del momento Optimo de colecta para

maximizar los rendimientos.
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VIII. CONCLUSIONES

Se logro obtener los extractos acuoso, etanolico y de acetato de etilo del liquen Usnea

barbata distribuido en Nebaj, en el departamento de Quiché, Guatemala.

El analisis fitoquimico preliminar realizado en el extracto acuoso, etandlico y de acetato
de etilo del liquen Usnea barbata, evidencid la posible presencia de varias familias de
metabolitos secundarios, como compuestos fendlicos, taninos, esteroles, polisacaridos, y

sustancias liquénicas de tipo dibenzofuranos, dépsidos y depsidonas.

El compuesto de mayor interés en el género Usnea, acido Usnico, fue detectado con
mayor respuesta en el extracto de acetato de etilo, lo que sugiere que el liquen Usnea barbata
distribuido en Nebaj, Quiché, Guatemala, podria emplearse como posible fuente de

aislamiento de dicho compuesto.

De acuerdo con los resultados fitoquimicos preliminares y revision bibliografica, se
infiere la posibilidad de que el liquen Usnea barbata, pueda considerarse como un candidato
idoneo para futuras investigaciones orientadas a la determinacién de su potencial como
fuente significativa de compuestos con actividad farmacologica. Esto con la finalidad de
evaluar su viabilidad como alternativa para aplicaciones medicinales en la poblacion

residente de la aldea Chuatuj, parte del municipio de Nebaj, Quiché, Guatemala.
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IX.  RECOMENDACIONES

Continuaciéon de la investigacion fitoquimica de los extractos de Usmea barbata,
incluyendo el andlisis de otras familias de metabolitos secundarios, con énfasis en la

deteccion y caracterizacion de sustancias liquénicas.

Implementacion de un andlisis por cromatografia de capa fina como técnica de

confirmacion de los resultados obtenidos en este estudio.

Realizacion de estudios adicionales empleando otro tipo de solventes para comparar el
rendimiento de extraccion de metabolitos secundarios, con un enfoque particular en la

identificacion de sustancias liquénicas.

Reevaluacion del estudio con variaciones controladas de pardmetros temporales de
colecta y estado de madurez del material liquénico, para determinar la interrelacion e
influencia que tienen en la biosintesis de metabolitos secundarios. Esto con el fin de conocer

las condiciones Optimas de colecta que maximicen los rendimientos de extraccion.

Generacion de ensayos de cuantificacion de los componentes identificados en este
estudio, para determinar con precision las concentraciones de los metabolitos secundarios

presentes en las muestras analizadas.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana y antioxidante de los extractos acuoso,
etandlico y de acetato de etilo de Usnea barbata, ya que la presencia de metabolitos
secundarios como taninos, dépsidos, depsidonas y acido usnico, suponen este tipo de

potencial farmacolégico.
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XI.  ANEXOS
Anexo No. 1. Glosario de terminos.

'] Actividad bioldgica: capacidad inherente de una sustancia, como puede ser un
farmaco o una toxina, para alterar una o mas funciones quimicas o fisioldgicas de una
célula, tejido, 6rgano u organismo.

[]  Antibiédtico: Sustancia quimica capaz de paralizar el desarrollo de ciertos
microorganismos patdgenos, por su accion bacteriostatica, o de causarles la muerte,
por su accion bactericida, y que es producida por un ser vivo o fabricada por sintesis.

[]  Antimicético: Medicamento o sustancia que se utiliza para combatir las infecciones
por hongos.

'] Antioxidante: Sustancia que evita la oxidacion.

[]  Antraquinonas: sustancias fenolicas derivadas de la dicetona del antraceno.

[] Bioindicador: Organismo vivo que se utiliza para determinar y evaluar el indice de
contaminacion de un lugar, especialmente de la atmdsfera o del agua.

[] Biomasa: Materia total de los seres que viven en un lugar determinado, expresada en
peso por unidad de area o de volumen.

'] Biosintesis: Sintesis de compuestos organicos realizada por seres vivos o in vitro
mediante enzimas.

[] Cianobacteria: Microorganismo procarionte, provisto de clorofila y otros pigmentos
que le proporcionan un color verde azulado, capaz de realizar la fotosintesis.

[ Citotéxico: Que destruye las células vivas.

] Cromatografia en capa fina: Método de afinidad empleado para separar los

compuestos de una mezcla mediante una fase movil y una fase estacionaria.
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Cromatografia en columna: Método cromatografico de separacion basado en la
adsorcion usado para aislar un inico compuesto quimico de una mezcla.
Depsidonas: Compuestos derivados de los dépsidos que tienen un enlace éter ademas
del enlace éster, lo que da lugar a un sistema policiclico rigido.

Dépsidos: Compuestos formados por condensacion de dos o mas d&cidos
hidroxibenzoicos mediante los cuales, el grupo carboxilo de una molécula se
esterifica con un grupo hidroxilo fendlico de una segunda molécula.
Dibenzofuranos: Grupo de compuestos heterociclicos constituido por un anillo de
furano con dos anillos de benceno fusionados en los enlaces b y d.

Dimero: Molécula formada por dos unidades que pueden ser iguales o diferentes.
Enzima: Proteina que cataliza especificamente una reaccion bioquimica del
metabolismo.

Epifita: Que vive sobre otra planta, sin alimentarse a expensas de esta.
Espectrofotometria: Procedimiento analitico para medir la cantidad de luz absorbida
por una sustancia con respecto a una longitud de onda determinada.

Esterificar: Formar un éster mediante la unién de un acido y un alcohol o un fenol.
Esterol: Cada uno de los esteroides con uno o varios grupos alcohdlicos, muy
abundantes en los reinos animal y vegetal y en microorganismos.

Etnobotanica: Disciplina que estudia las relaciones entre el ser humano y las plantas.
Etnoliquenologia: Una de las especialidades de la etnobotanica que se encarga del
estudio de los usos que el hombre realiza de los liquenes.

Eutrofizacion: Incremento de sustancias nutritivas en aguas dulces de lagos y

embalses, que provoca un exceso de fitoplancton.
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Extracto: Producto s6lido o espeso obtenido por evaporacion de un zumo o de una
disolucion de sustancias vegetales o animales.

Fenoles: Compuestos organicos aromaticos que contienen el grupo hidroxilo (OH-)
como grupo funcional.

Fitoquimica: La ciencia que se encarga del estudio de los productos quimicos que
producen o forman parte estructural de los vegetales.

Fotobionte: Alga o cianobacteria que forma parte de un liquen y cumple la funcion
principal de realizar la fotosintesis.

Hifa: Filamento del micelio de los hongos.

Lactonas: Esteres ciclicos que se obtienen mediante esterificacion intramolecular a
partir de moléculas que contienen grupos acido y alcohol.

Liebermann — Burchard: reactivo que se utiliza en una prueba colorimétrica basado
en la formacion de compuestos coloreados por accion de acido sulfurico concentrado
sobre los esteroles en medio anhidro.

Liquen: Organismo resultante de la simbiosis de hongos con algas unicelulares, que
crece en sitios humedos, extendiéndose sobre las rocas o las cortezas de los arboles
en forma de hojuelas o costras grises, pardas, amarillas o rojizas.

Metabolito: Producto del metabolismo.

Micobionte: Hongo que forma parte de un liquen.

Microbicida: Que mata los microbios.

Microclima: Clima local de caracteristicas distintas a las de la zona en que se
encuentra.

Monémero: Dicese de lo constituido por una sola parte
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Naftoquinona: Pigmentos naturales, caracterizados por poseer dos grupos carbonilo
en las posiciones 1,4 y con menor frecuencia en 1,2 6 1,3 en el anillo del naftaleno.
Polaridad: propiedad de las moléculas que representa la desigualdad de las cargas
eléctricas en la misma.

Quinonas: grupo de compuestos dicetonicos ciclicos conjugados, derivados de uno
de los isdmeros de la ciclohexanodiona.

Recursos forestales maderables: Productos que provienen del cuerpo del las plantas
que producen tejido lefioso.

Recursos forestales no maderables: Productos que se produzca naturalmente en los
bosques que no provienen de cuerpos lefiosos.

Reflujo: Técnica de laboratorio que implica la condensacion de vapores y el retorno
de este condensado al sistema del que se origino.

Rotavapor: Instrumento para evaporar sustancias mediante destilacion y luego
volver a condensarlas para separar los componentes basicos unos de otros.
Salkowsky: reactivo que se utiliza en una prueba colorimétrica utilizando acido
sulfurico para realizar un ensayo de anillo de color.

Sesquiterpenos: Compuestos terpénicos formados por 15 carbonos a partir de tres
unidades de isoprenoides.

Simbiosis: Asociacion de individuos animales o vegetales de diferentes especies,
sobre todo si los simbiontes sacan provecho de la vida en comun.

Sustancias liquénicas: conjunto heterogéneo de sustancias especificas presentes en
los liquenes.

Sustrato: Lugar que sirve de asiento a una planta o un animal fijo.
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Talo liquénico: Cuerpo de las talofitas, equivalente al conjunto de raiz, tallo y hojas
de otras plantas.

Tamizaje fitoquimico: Identificacion de los metabolitos secundarios presentes en
los extractos de productos naturales, a través de reacciones y analisis quimicos bien
descritos en la literatura.

Terpenos: Hidrocarburos que se encuentra en los aceites volatiles obtenido de las
plantas, principalmente de las coniferas y de los frutos citricos.

Xantonas: Grupo de compuestos carbonicos que consisten en un heterociclo de

xanteno oxidado en la posicion 9.
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Anexo No. 2. Clasificacion taxondmica de especimen liquénico utilizado.

Taxonomia
Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Lecanoromycetes
Orden Lecanorales
Familia Parmeliaceae
Género Usnea
Especie Usnea barbata

Fuente. IBUNAM (1964).
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Anexo No. 3. Certificado de curacion e identificacion del liquen Usnea barbata.

PBX: 2507-1500
Ext. 21530

uvG CENTRO DE ESTUDIOS

UNIVERSIDAD AMBIENTALES Y BIODIVERSIDAD
DEL VALLE -CEAB-

DE GUATEMALA

HERBARIO UVAL

CENTRO DE ESTUDIOS AMBIENTALES Y BIODIVERSIDAD (CEAB)
UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

18 Av. 11-95, Zona 15, V.H. III

Apartado Postal No. 82, 01901
Guatemala, Guatemala, C.A.

Guatemala, 25 de julio de 2023

A quien interese
Presente

Le saludo cordialmente esperando que sus actividades estén desarrollandose con éxito.

El motivo de la siguiente comunicacion es para certificar que la estudiante YAILIN KARINA
VELASQUEZ RIVERA con carné no. 191533 ha asistido y utilizado las instalaciones del Herbario
UVAL para el proceso de curacion e identificacion del liquen Usnea barbata perteneciente a la
familia Parmeliaceae. Sus colectas han sido registradas en la coleccion del Herbario UVAL bajo los
registros 23,025 y 23,026.

Para llevar a cabo el proceso de curacion, Yailin realizé las colectas de sus especimenes bajo la
licencia de colecta del Herbario UVAL aprobada por CONAP. Ademas, realizé el secado, montaje,
identificacion, cuarentena y registro de accesiones voucher que serviran de referencia para los
especimenes que ella empleara en su trabajo de tesis.

Extendemos el certificado para los fines que al interesado convenga.

i

Javier ju, M.Sc.
Colegiado activo No. 5299
Coordinador Herbario UVAL
Centro de Estudios Ambientales y Biodiversidad (CEAB)
Universidad del Valle de Guatemala

Quedo a las drdenes,
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Anexo No. 4. Diagrama de flujo de metodologia de investigacion.

Colecta de Usnea barbata en Nebaj, Quiché
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60

Identificacion
de familias de
metabolitos




Anexo No. 5. Listado de reactivos utilizados en proyecto.

Reactivo Fabricante Codigo
Acetato de etilo Merck 1.09623.2500
Acido sulfurico concentrado J.T.Baker -
Acido tanico J.T.Baker -
Anbhidrido acético Merck 1.000.42.1000
Benceno Merck -
Cloruro de sodio Quimica Reitzel S.A. 00-2100
Colesterol J.T.Baker 57-88-5
Etanol 98% - -
Eter de petroleo Merck 1.01769.5000
Gelatina Merck -
Hidréxido de amonio 30% Merck AX1303-3
Hidroxido de Potasio Merck 1.05033.1000
Hierro (III) cloruro Merck 8.03945.1000
Sulfato de sodio anhidro Merck 1.06649.1000
Almidoén soluble Merck -
Hidroéxido de sodio Merck 1.06498.1000
Cobre (II) sulfato pentahidratado Merck 1.02790.1000
Potasio-sodio tartrato tetrahidratado Merck 1.08087.1000

Anexo No. 6. Listado de equipo utilizado en proyecto.

Equipo Especificaciones

Licuadora Marca Oaster

Balanza analitica Marca Precisa, serie 320XB.
Max: 320g - Min: 0.02g

Estufa agitadora Marca IKA C-MAG HS7

Sist de reflui Kimble Kontes Kem-Kit Semi-Macro 19/22
1stema de retiujo Serie 9269800-000

Brinkmann Buchi KRvr 65/45

Rotavapor V:110 - Hz: 60
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Anexo No. 7. Reactivos empleados segun ensayo preliminar para deteccion de metabolitos.

Etapa de analisis Ensayo Reactivos
Cloruro Férrico NaCl 10%
F€C13 al 5%
Gelatina NaCl 10%
Sol. Gelatina 1%
KOH KOH al 10%
F€C13 al 5%
Borntrager Benceno

Tamizaje fitoquimico

Hidréxido de amonio

Liebermann - Burchard

Eter de petroleo
Benceno
Sulfato de sodio anhidro
Anhidrido acético
Acido sulfarico conc.

Salkowsky

Eter de petroleo
Benceno
Sulfato de sodio anhidro
Acido sulfarico conc.

Fehling

Agua desmineralizada
Reactivo de Fehling

KOH

KOH al 5%
FGC13 al 5%
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Anexo No. 8. Colecta de liquen Usnea barbata en la aldea Chuatuj, Nebaj, Quiché,
Guatemala. Crédito: Fransisco Obregon.

Anexo No. 9. Equipo de apoyo para Gira geografica y colecta, integrantes de la carrera de
Biologia de la Universidad del Valle de Guatemala.
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Anexo No. 10. Acondicionamiento de muestras en Herbario UVAL.
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Anexo No. 13. Montaje de equipo de reflujo para extracciéon de metabolitos.

Anexo No. 14. Filtrado de extractos por gravedad (etanolico y acetato de etilo) y vacio
(acuoso).
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Anexo No. 15. Extractos a) acuoso, b) etanolico y c¢) acetato de etilo.
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Anexo No. 17. Ensayo de FeClz al 5% para compuestos fenolicos en: a) extracto acuoso, b)

extracto etanolico y c¢) extracto de acetato de etilo.
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*Tubos de izquierda a derecha: 1) control positivo (acido tanico), 2) control negativo (agua
desmineralizada), 3) extracto sometido a prueba, 4) extracto puro.
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Anexo No. 18. Ensayo de Gelatina para taninos y compuestos fenolicos en: a) extracto
acuoso, b) extracto etandlico y c) extracto de acetato de etilo.
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*Tubos de izquierda a derecha: 1) control positivo (acido tanico), 2) control negativo (agua
desmineralizada), 3) extracto sometido a prueba, 4) extracto puro.
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Anexo No. 19. Ensayo de Borntrager para quinonas en diferentes extractos.

*Tubos de izquierda a derecha: 1) extracto acuoso sometido a prueba, 2) extracto etandlico sometido
a prueba, 3) extracto de acetato de etilo sometido a prueba.

Anexo No. 20. Ensayo de Liebermann-Buchard para esteroles en diferentes extractos.
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*Tubos de izquierda a derecha: 1) control positivo (colesterol), 2) extracto acuoso sometido a
prueba, 3) extracto etanolico sometido a prueba 4) extracto de acetato de etilo sometido a prueba.
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Anexo No. 21. Ensayo de Salkowsky para esteroles en diferentes extractos.

* Tubos de izquierda a derecha imagen a): 1) extracto acuoso, 2) extracto etanolico, 3)
extracto de acetato de etilo, todos posterior de extraccion con benceno.

**Tubos de izquierda a derecha imagen b): 1) control positivo (colesterol), 2) extracto
acuoso sometido a prueba, 3) extracto etanolico sometido a prueba 4) extracto de acetato de

etilo sometido a prueba.
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Anexo No. 22. Ensayo de Fehling para polisacaridos en: a) extracto acuoso, b) extracto
etandlico y c) extracto de acetato de etilo.
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*Tubos de izquierda a derecha: 1) control positivo (almidon) antes de calentamiento, 2) control positivo
(almidon) después de calentamiento, 3) control negativo (agua desmineralizada), 4) extracto sometido a
prueba antes de calentamiento, 5) extracto sometido a prueba después de calentamiento, 6) extracto puro.
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Anexo No. 23. Cambios observados en ensayo de Fehling para polisacaridos posterior a
calentamiento en bafio maria para: a) control positivo (almidon), b) extracto acuoso, c)
extracto etanolico y c¢) extracto de acetato de etilo.

*Tubos de izquierda a derecha: 1) Resultados antes de calentamiento, 2) Resultados después de
calentamiento.
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Anexo No. 24. Ensayo de KOH al 10% para sustancias liquénicas en: a) extracto acuoso,
b) extracto etandlico y c) extracto de acetato de etilo.
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*Tubos de izquierda a derecha: 1) control negativo (agua desmineralizada), 2) extracto
sometido a prueba, 3) extracto puro.
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Anexo No. 25. Cambios observados en ensayo de KOH al 10% para sustancias liquénicas en
extracto acuoso.

*Tubos de izquierda a derecha: 1) extracto sometido a prueba, 2) extracto puro.
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Anexo No. 26. Ensayo de FeClz al 1% para sustancias liquénicas en: a) extracto acuoso,
b) extracto etandlico y c) extracto de acetato de etilo.
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*Tubos de izquierda a derecha: 1) control negativo (agua desmineralizada), 2) extracto
sometido a prueba, 3) extracto puro.
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Anexo No. 27. Comparacion entre cambios observados en ensayo de FeCls al 5% para
taninos/compuestos fenolicos y FeCls al 1% para sustancias liquénicas en: a) extracto acuoso,
b) extracto etandlico y c) extracto de acetato de etilo.

c)

*Tubos de izquierda a derecha: 1) extracto sometido a FeCls al 1% , 2) extracto sometido a
FeCls al 5%.
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