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RESUMEN

Una fuente potencial de compuestos biolégicamente activos son los liquenes, debido a
que producen mas de 800 metabolitos secundarios exclusivos de ellos. Dentro de su
diversidad podemos mencionar al género Stereocaulon, el cual estd distribuido
alrededor del mundo y se cuenta con aproximadamente 130 especies. El Stereocaulon
glareosum presenta un talo dimorfico, en su mayoria crecen en regiones montafiosas.
Se han realizado estudios de esta especie enfocados al tema botanico y relaciones
filogenéticas del género Stereocaulon; sin embargo, no se ha reportado ningin estudio
cientifico acerca de la composicién quimica de esta especie. En el presente trabajo se
realiza el estudio quimico del extracto metandlico del liguen Stereocaulon glareosum
(Sav.) H. Magn., recolectado en el Departamento de Junin, Provincia de Huancayo,
camino al Nevado de Huaytapallana. El estudio comienza con el analisis cualitativo para
determinar metabolitos y compuestos liquénicos presentes. Asimismo, se realiza el perfil
metabolémico del extracto metandlico del liquen en modo negativo mediante UHPLC-
ESI-Q-Orbitrap-MS-MS, de este modo se identifican por primera vez 36 compuestos
entre aroméaticos, dépsidos, depsidonas, difeniléteres, dibenzofuranos, lipidos y polioles
y otros 12 se proponen en base a sus espectros caracteristcos UV-vis y ESI-MS-MS.
Ademas, se identifican 16 acidos grasos como metilésteres mediante el uso de GC-FID
al comparar los tiempos de retencion obtenidos de los estandares. Por otro lado, el
estudio quimico permite aislar 9 compuestos, que se someten a procesos de separacion
y purificacién por cromatografia en columna y/o cristalizacién. Estos son haematomato
de metilo, &cido 2,4-dimetoxi-6-pentilbenzoico, acido 2,4-dimetoxi-6-propilbenzoico, -
orcinol carboxilato de metilo, orselinato de metilo, atranorina, &acido lobérico,
brasicasterol y acido glucénico; cuyas estructuras se determinan en base a analisis
espectroscopicos en comparacion con referencias citadas. Finalmente, se realiza el
analisis cuantitativo de acido Usnico mediante la técnica de espectrofotometria UV-

Visible, que evidencia un contenido de 0,52 % de (+)-acido Usnico.

Palabras claves: Stereocaulon glareosum, UHPLC-MS-MS y FAMEs.



ABSTRACT

Lichens are a potential source of bioactive substances because they produce more than
800 substances unique to them. According to its diversity, we can mention the genus
Stereocaulon, which is a widely distributed around the world and comprise approximately
130 species. For instance, Stereocaulon glareosum presents a dimorphic thallus, it
mostly grown in mountainous regions. Some biological studies of S. glareosum have
been reported previously; however, no scientific study of the chemical composition of
this species has not been reported. The aim of this work is to perform the chemical study
of the methanolic extract from the lichen Stereocaulon glareosum (Sav.) H. Magn. It
specimen was collected in the Department of Junin, Province of Huancayo, on the way
to “Nevado de Huaytapallana”. The study begins with the qualitative analysis to
determine metabolites and lichenic substances. To the best of our knowledge, this is the
first time that forty-eight compounds are detected in the methanolic extract using
UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS in mode negative. Thirty-six compounds identified were
mainly aromatics, depsides, depsidones, diphenyl ethers, dibenzofurans, lipids and
polyols and another twelve are proposed based on their UV-vis and ESI-MS-MS
spectrums. In addition, sixteen fatty acids are identified as methyl esters by the use of
GC-FID when comparing the retention times obtained from the standards. On the other
hand, the chemical study allows isolating nine compounds, which are subjected to
separation and purification processes by column chromatography and/or crystallization.
These compounds are methyl haemmatomate, 2,4-dimethoxy-6-pentylbenzoic acid, 2,4-
dimethoxy-6-propylbenzoic acid, methyl-B-orcinol carboxylate, methyl orsellinate,
atranorin, lobaric acid, brassicasterol and gluconic acid; whose structures are
determined based on the spectroscopic analysis in comparison with reported studies
Finally, the quantitative analysis of usnic acid using the UV-Vis spectrophotometry

evidences a content of 0.52 % of (+) - usnic acid.

Keywords: Stereocaulon glareosum, UHPLC-MS-MS and FAMEs.
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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, el area de productos naturales ha alcanzado un gran
desarrollo debido a los estudios multidisciplinarios entre los campos de la medicina,
biologia y quimica, que ademas se pueden llevar a escala industrial. Asi el area de los
productos naturales le da crecimiento a la industria farmacéutica, a través de la
obtencion de moléculas farmacol6gicamente activas provenientes de especies como

bacterias, plantas, hongos, algas, liquenes, entre otros (1,2).

Una fuente potencial de compuestos biolégicamente activos son los liquenes, debido a
que producen mas de 800 metabolitos secundarios exclusivos de ellos (3,4).

En la actualidad se han identificado alrededor de 18900 especies de liguenes ubicados
en regiones desérticas, tropicos, bosques, zonas polares e incluso en el mar. El interés
en el estudio quimico y biolégico de los extractos y sus compuestos liquénicos se debe
a sus diversas aplicaciones entre las que se destacan como bio-indicadores de
contaminacién ambiental, debido a que tienen mecanismos muy eficientes para
absorber el agua y los nutrientes de la atmésfera a través de toda su superficie, por ello,
si el medio estd contaminado el liquen absorberd los contaminantes junto con los
nutrientes y los acumulara en su interior (5,6). Otra aplicacion es en usos medicinales,
debido a sus actividades biolégicas tales como antibiéticos, antioxidantes, anti-

micobacterianos, antivirales, analgésicos y antipiréticas (7).

Dentro de la diversidad de los liquenes podemos mencionar al género Stereocaulon, el
cual esta distribuido alrededor del mundo, como en Peru (8), Chile, Colombia, Venezuela
(9), Indonesia (10), Japén (11), Antartica (12), entre otros y se cuenta con
aproximadamente 130 especies (10). Estos liquenes presentan una gran plasticidad en
sus estructuras morfoldgicas y anatomicas. Algunos de ellos son utilizados en medicina
tradicional como antihemorragicos, antihipertensivos, antidiabéticos y antiulcerosos
(10). Asimismo, se reportan compuestos liquénicos en la mayoria de las especies de
este género, los cuales presentan diversas actividades biol6gicas como en el caso del
haematomato de metilo (actividad antioxidante, neuroprotector y efecto citoprotector
(13)); atranorina (actividad gastroprotectora (12), antioxidante(10) y efecto citoprotector
(13,14)); B-orcinol carboxilato de metilo (actividad antimicrobial (15)) y acido lobarico
(actividad antioxidante(10), antimitética (11), inhibidora frente a la proteina tirosina
fosfatasa 1B (PTP1B) (16), gastroprotectora (12) y fotoprotectora (17), antiproliferativa

(18), inhibidora en el metabolismo araquidonato(19)).

19



1.1. Formulacién del problema de investigacion

Se han reportado alrededor de 1800 especies para la liquenobiota en el Peru (20),
sin embargo, pese a que es un pais que cuenta con gran biodiversidad de especies
liquénicas, son escasos los estudios quimicos y bioldgicos realizados y, a nivel
nacional, estos resultan insuficientes. Se pueden destacar el estudio de la
liquenobiota realizado por Ramirez et al. (21) en el distrito de Pueblo Libre (Huaylas,
Ancash), en el que se identificaron 38 especies liqguénicas; adicionalmente, se han
encontrado nuevos registros de liquenobiota presentes en el Santuario Historico de
Machu Picchu (Cusco), realizado por Nufiez-Zapata et al. (22) en el que se reportaron
67 especies liquénicas y por ultimo, Castro (8) realiza una determinacion cuantitativa

de acido Usnico en 10 especies liquénicas presentes en Junin.

En la literatura revisada, se han realizado estudios de la especie Stereocaulon
glareosum enfocados al tema botanico en Colombia (23) y Rusia (24); relaciones
filogenéticas del género Stereocaulon, en Finlandia (25); sin embargo, de acuerdo a
Scifinder no se ha encontrado ningun estudio cientifico acerca de la composicion

quimica de esta especie.

El presente trabajo esta orientado a investigar la composicion quimica del liquen
Stereocaulon glareosum, promover su investigacion, importancia biolégica e
incentivar el estudio de las diferentes especies de liquenes, debido que poseen
compuestos activos propios. De esta manera, poder resolver la siguiente pregunta
¢gqué compuestos liquénicos con actividad biolégica establecida estaran presentes
en el liquen Stereocaulon glareosum, para asi valorar esta especie como una fuente

potencial de compuestos biol6gicamente activos y que generen estudios posteriores?

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Realizar el estudio quimico del extracto metandlico del liquen Stereocaulon

glareosum (Sav.) H. Magn.

1.2.2. Objetivos especificos

i. Analizar el perfil metabolémico del extracto metandlico del liquen mediante
UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS.
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ii. Identificar &cidos grasos mediante cromatografia de gases con el uso de

patrones.
ii. Aislar, purificar y caracterizar los compuestos liquénicos mayoritarios
mediante las técnicas espectroscépicas IR, RMN-H, RMN-13C y UV-visible.
iv. Cuantificar acido uUsnico mediante la técnica de espectrofotometria UV-

Visible.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Liquenes

Los liquenes son organismos formados por la asociacion simbiética de uno o dos
hongos (micobionte) y uno o dos organismos fotosintéticos (fotobionte), que puede
ser un alga (ficobionte), una cianobacteria (cianobionte) o ambos, donde los
miembros de la asociacién crecen intimamente asociados formando el talo liquénico,
como el ejemplo mostrado en la Figura 1. El liquen se comporta como un solo
organismo en el que cada una de las partes depende de la otra, siendo el hongo el
que proporciona refugio, agua y nutrientes minerales para el fotobionte, que realiza
la fotosintesis; dando como resultado un ser vivo sorprendente por su naturaleza dual
(26,27).

Figura 1. Esquema de la formacién de un liquen.
a) Hongo (micobionte). b) Alga (ficobionte). ¢) Producto de la simbiosis de un hongo y un alga (Liquen) (28).

En la actualidad se han identificado alrededor de 18900 especies de liquenes que
muestran una distribucion cosmopolita, desde regiones desérticas, trépicos,
bosques, zonas polares e incluso en el mar. Ademas de la asombrosa adaptacion a
los distintos climas y habitats, pareciera que pueden crecer sobre casi cualquier
sustrato; asi hay liquenes corticolas, que se desarrollan sobre la corteza de los
arboles; los lignicolas, que se desarrollan sobre madera; los saxicolas, que se
encuentran sobre rocas o minerales y, finalmente, los terricolas, cuyo sustrato es el

suelo (6,29,30), como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Clasificacion de liquenes de acuerdo a su sustrato.
a) Liquen corticola. b) Liquen lignicola. c) Liquen saxicola. d) Liquen terricola (31).

Los liquenes se organizan en estructuras complejas llamados talos, la mayor parte
esta compuesta por el hongo y sus hifas, mientras que las células algales y las
cianobacterias constituyen una proporcién menor (alrededor del 10 %).

Los talos se pueden clasificar de acuerdo a su morfologia, segun su aspecto externo
y forma de crecimiento; dentro de estos se distinguen los talos fruticulosos, los cuales
estan unidos al sustrato por una superficie de fijacion reducida y con forma de
pequefios arbustos; foliosos, que se extienden sobre el sustrato, fijandose a él
mediante un conjunto de ricinas o por un solo punto, con formas semejantes a hojas;
crustaceos, los cuales estan fuertemente adheridos al sustrato, con formas de costra;
escamosos, que se caracterizan por estar formados por un conjunto de escamas
cercanas entre si y por presentar un borde no adherido al sustrato; gelatinosos, los
cuales adquieren una textura flexible y pulposa al encontrarse humedos, en este
estado pueden llegar a ser traslicidos y, finalmente, los compuestos, talos
dimorficos, constituidos por talo primario crustaceo, escamoso o foliaceo y otro
secundario de tipo fruticuloso (1,29), en la Figura 3 se aprecia ejemplos de la

clasificacién morfolégica.
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Figura 3. Clasificacion de liquenes segun su morfologia.
a) Liquen fruticuloso (Ramalina farinécea). b) Liquen folioso (Collema furfuraceum). ¢) Liquen crustaceo (Chrysothrix
chlorina). d) Liquen escamoso (Catapyrenium psoromoides). €) Liquen gelatinoso (Leptogium phyllocarpum) (31).

2.1.1. Importancia de los liguenes

Aunque en apariencia los liguenes parecen inertes, estos organismos
simbidticos tienen importantes funciones en los ecosistemas, como se describen

a continuacion.
2.1.1.1. Funcion ecologica

Los liquenes juegan un papel importante en los ecosistemas terrestres
como la degradacion superficial de las rocas y la formacién de suelos, es
asi que tienen la capacidad de establecerse como pioneros durante la
colonizacién de sitios rocosos carentes de vegetacion y con el tiempo
preparan el sustrato para el desarrollo sucesivo de distintas plantas. A su
vez muchos de los liquenes que tienen cianobacterias fijan el nitrogeno
atmosférico elemental, lo que enriquece los suelos, principalmente en las

regiones boreales y en bosques templados (7,29).
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Los liguenes han sido utilizados con frecuencia como alimento para las
personas, sea como un manjar (como Umbilicaria esculenta en Japon) o
un postre (como Cetraria islandica en Escandinavia), también constituyen
un albergue eficaz y fuente de alimento de gusanos, insectos, aracnidos,
acaros y moluscos, esto se debe a que la mayoria de los liquenes son
ricos en carbohidratos.

En varios paises nérdicos los liquenes son empleados como forraje para
el ganado, ya que las especies que ahi crecen contienen un polisacarido
parecido al almidon, la liquenina, que incluso sirve para la elaboracién de
pan. Un ejemplo representativo de lo antes mencionado es la dieta de los
renos o caribues, el cual estd conformada por el 50 % de especies
liquénicas como Lobaria y Peltigera (7,29).

Los liguenes son especialmente usados en la industria de la perfumeria
como fijadores de las esencias aromaticas como Evernia prunastri y
Pseudevernia furfuracea. Asimismo, son usados en la elaboracion de
cosméticos como Pseudevernia furfuracea, Evernia prunastri y Lobaria
pulmonaria y para el tefiido de lanas y algodén como Usnea, Ramalina y
Thamnolia, los cuales se usan para la obtencion de colores amarillo,

naranja y marrén (4,9,29).

Se debe a la presencia de metabolitos secundarios propios de ellos, los
cuales inhiben el crecimiento de bacterias y hongos, tal es el caso de
acido Usnico que se utiliza en la elaboracién de pomadas, que ha
mostrado ser mas efectivo que los antibidticos convencionales para el

tratamiento de lesiones provocadas por quemaduras (7).

Culturas en diferentes regiones del mundo han utlizado desde la
antigledad, diferentes géneros de liquenes en sus medicinas
tradicionales, para tratar heridas, trastornos de la piel, problemas
respiratorios, digestivos, obstétricos y ginecoldgicos. Especies como
Evernia, Peltigera, Parmelia, Cladonia, Rocella y Pertusaria, se utilizaron

para controlar la fiebre, diarrea, infecciones, enfermedades de la piel,
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epilepsia, convulsiones y como purgante. En algunos lugares de la India
se vende “Chharila”, que consiste en la mezcla de dos o mas especies de
Parmelia, Usnea longissima, Ramalina subcomplanata y Heterodermia
tremulans y que tiene propiedades astringentes, resolutivo, laxante,
carminativas y afrodisiacas (32,33). Asimismo, en China los liquenes
Lobaria pulmonaria y Parmelia sulcata se han utilizado en el tratamiento

de enfermedades pulmonares y craneales, respectivamente (34).

Una de las aplicaciones recientes de los liquenes es el de bioindicadores
y monitores de ciertos contaminantes (urbanos o industriales), esto
debido a que tienen mecanismos muy eficientes para absorber el agua y
los nutrientes de la atmdésfera a través de toda su superficie. Si el medio
esta contaminado junto con los nutrientes absorben los contaminantes y
los acumulan en su interior. También, se ha demostrado que algunas
especies de liquenes pueden servir como indicadores del nivel de
metales radioactivos (4,7).

2.1.2. Biosintesis

Existen mas de 800 metabolitos secundarios exclusivos de liquenes,
denominados habitualmente como sustancias liguénicas 0 compuestos
liquénicos, los cuales en su mayoria se biosintetizan a partir de la ruta del acetato
polimalonato, otros a partir de la ruta del acido mevalénico y la ruta del acido
shikimico. Ver Figura 4 (3—6).

La mayor parte de los metabolitos secundarios producidos por los
liguenes son sintetizados por esta ruta, que da la formacion de acidos
alifdticos de cadenas largas, como los &cidos grasos y compuestos
aromaticos derivados del acido orselinico y otros como cromonas,

xantonas y derivados de antraquinonas. Ver Tabla 1 (35).
i. Acido alifatico

Se pueden dividir en tres grupos, y-lactonas (por ejemplo, acido

isomurdnico), diacidos grasos (por ejemplo, acido rocélico) y triacidos

26



grasos (por ejemplo, &cido caperatico). Los acidos grasos (FA) son
acidos carboxilicos de cadena alifatica o ramificada, entre 4 - 28
atomos de carbono, con o sin dobles enlaces. Se llaman 4cidos grasos
saturados cuando no tienen doble enlace y son insaturados cuando

tienen al menos un doble enlace en la cadena de carbono (35).

En los liguenes del genero Parmelia, Lecanorales y Stereocaulon se
identificaron acidos grasos a través de un analisis por cromatografia
de gases (GC), por ejemplo los acidos saturados como el palmitico,
estedrico, ladrico y los acidos insaturados como el palmitoleico, oleico,

linoleico, linolénico, araquidico y 11,14-eicosadienoico (30,36).
Compuestos aromaticos

Los producidos por los liquenes correspondientes a derivados del
acido orselinico, se forman por la uniébn de dos o tres unidades
fenolicas de tipo orcinol o B-orcinol, a través de enlaces éster
(dépsidos, tridépsidos), éter (difeniléter, depsidona, dibenzofurano,
acido usnico) y carbono-carbono (depsona) (5,37). Asimismo, existen
otros compuestos aromaticos producidos por los liquenes como
cromonas, xantonas, naftaquinonas, antronas y antraquinonas, pero

no son exclusivos de estos organismos (30).

Los metabolitos que se biosintetizan por esta ruta son terpenos,

terpenoides, esteroides y carotenoides, como por ejemplo ergosterol,

fitoesterol, zeorina, B-caroteno y luteina (30). Ver Tabla 1 (35).

Los metabolitos que se biosintetizan por esta ruta son el acido pulvinico
y sus derivados, Unicos para liquenes; micosporinas y aminoacidos tipo
micosporina (MAAS) y escitonemina, que también se produce en algas o

cianobacterias.

Derivados del &cido pulvinico

Poseen una unidad cromofora oxolano-carbonilo, estos compuestos

son pigmentos amarillos o naranjas, por ejemplo, la calicina,
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epanorina, acido leprapinico, acido vulpinico, entre otros (30,37). Ver
Tabla 1 (35).

. Micosporinas y MAAs

Son compuestos polares, solubles en agua y de bajo peso molecular,
juegan un papel importante para la proteccién del organismo contra la
radiacion UV, se han encontrado en muchos liqguenes marinos y en
sus simbiontes (en algas o cianobacterias). Estos compuestos poseen
una unidad cromofora de ciclohexenona, y conjugado al anillo, tienen
sustituyentes nitrogenados (amino), aminoacidos y amino-alcoholes
(37). Ver Tabla 1 (35).

Escitonemina

Es un compuesto dimérico, que contiene un anillo indol y unidades
fendlicas, soluble en lipidos, se produce en cianobacterias, a menudo
junto con los MAAs y en liquenes del género Collema, Gonohymenia
y especies de Peltula (37). Ver Tabla 1 (35).
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Tabla 1. Clasificacion de compuestos liquénicos de acuerdo a la ruta biosintética.

Clase de metabolito Ejemplo

Ruta del acetato polimalonato

CHj;
Derivado del acido orselinico atranol
HO OH
CHO
CH3(|)
L. o}
.. acido OH
Depsido lecanoérico
CHj
Oo
; acido OH
Depsidona .
norcolensoico HO o) COOH
<cid 0 HsCO OH
| 1. acido
Difenileter eniforalico | OCH,
p e » COOH
O+_CH,
... .. +) - acido HO © OH
Acido Gsnico (+)-a O ‘
Gsnhico o)
H,C W
OH 37 O CH;
OH CHj,
COOH
Dibenzofurano acido panarico O O
H,C o) OH
COOH
COOH
CsHys OH
acido
Depsona o

picroliquénico
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Tabla 1. Continua

Clase de metabolito Ejemplo

Ci2H2s CH3
Acido alifatico acido rocélico
HOOC COOH

Ruta del acido mevaloénico

Triterpeno zeorin

Ruta del acido shikimico

o
. L acido
Aci Ivini Y
cido pulvigico vulpinico
OH COOCH;
0
OCH;
. L micosporina
Micosporina P
serinol HO NH
HO
HOH,C” ~CH,OH
Escitonemina escitonemina

2.1.3. Identificacion de compuestos liquénicos

Los compuestos liguénicos se pueden encontrar en diferentes partes del
liguen, como en su medula, cortex o raramente en ambas. Los
compuestos mas comunes son el acido Usnico y la atranorina, pero
también pueden aparecer antraquinonas, derivados del acido pulvinico y
xantonas. Asimismo, se pueden encontrar en los apotecios, como la
hemaventosina o el 4cido norstitico; en el talo como la atranorina, el acido

vulpinico o acido tamndlico (6,29,30).
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Muchos de estos compuestos liquénicos pueden ser detectados
macroscépicamente gracias a los colores que adquieren al ser puestos
en contacto con diversos reactivos quimicos, tales como hidréxido de
potasio (K), hipoclorito de sodio (C) y parafenilendiamina (PD). En la
Tabla 2 (29) se muestra las reacciones caracteristicas de algunos
compuestos liquénicos.

Tabla 2. Reacciones de coloracion de algunos compuestos liquénicos.

Reactivo

Compuesto

Depsidona

Acido salizinico R — oscuro - - N

Acido stictico A - 4 N

Acido lobérico - - R - violeta A — palido

Dépsido

Acido lecanérico - R - -

Atranorina A — palido - - -

Acido giroférico - RS - -

Dibenzofurano

Strepsilin - \% \ -

Acido Usnico - - A -

Antraguinona

Nefromina R — purpura - = -

Parietina R — purpura - = -

* A: amarillo, R: rojo, RS: rosa, N: naranja, V: verde
2.2. Liguenologia del género Stereocaulon
2.2.1. Distribucion y habitat

Dentro de la diversidad de los liquenes podemos mencionar al género
Stereocaulon, el cual esta distribuido alrededor del mundo, como en Peru (8),
Chile, Bolivia (23,38), Colombia (23), Ecuador (23,38,39), Venezuela (9), México
(23,38), Indonesia (10), Japén (11), Antartica (12), entre otros, ver Figura 5; y se
cuenta con aproximadamente 130 especies (10). Estos liguenes en su mayoria
incluyen especies con talo dimérfico, compuestos por un talo primario escamoso

y un talo secundario fruticuloso, con gran plasticidad en sus estructuras
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morfoldgicas y anatOmicas. En su mayoria estos liquenes crecen en regiones
montafiosas, sobre rocas siliceas ricas en metales, en el suelo o en conjunto con
el musgo (10,23,25).

Figura 5. Distribucion del género Stereocaulon.

2.2.2. Etnoliquenologia

Los liguenes se utilizan en medicina tradicional por culturas de todo el mundo,
especialmente en las regiones templadas y articas, siendo el género
Stereocaulon utilizado como antihemorragico, antihipertensivo, antidiabético y

antiulceroso, entre otros. Ver Tabla 3 (32,33).

Tabla 3. Uso del género Stereocaulon en medicina tradicional.

Liguen Cultura Uso tradicional

Lepchas, India

.. : Infeccién urinaria
Indio- tibetiano, Himalaya

Stereocaulon

himalayense :
Lepchas, India Ampollas en la lengua
Stereocaulon foliolosum Lepchas, India Célculos renales
o Tratamiento de reumatismo,
Stereocaulon paschale Mistissini-Cree, Quebec artritis y diabetes
Shi-jisheng, China Hemorragia y mareos
Stereocaulon exutum Shi-jisheng, China Hemorragia y mareos

Tratamiento de Ulceras,
Stereocaulon vulcani Réunion, Francia aftas, heridas, infecciones
vaginales y sifilis
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2.2.3. Liguenoguimica

Como se ha mencionado previamente no se ha reportado en la bibliografia

ningun estudio quimico realizado a la especie liquénica Stereocaulon glareosum.

Sin embargo, existe un estudio botanico en Colombia que indicaria que esta

especie contiene atranorina y acido stictico (23).

En base a los estudios quimicos realizados a otras especies de este género,

podemos proponer cuatro quimiotipos (compuestos que caracterizan a este

género), los cuales son haematomato de metilo, atranorina, B-orcinol carboxilato

de metilo y acido lobérico.

En la Tabla 4 se hace un resumen de los compuestos liquénicos aislados de

diversas especies del género Stereocaulon.

Tabla 4. Compuestos reportados del genero Stereocaulon.

Clase d_e Metabolito !Esp,egle Referencia
metabolito liguénica
CHj
T S. alpinum (40)
S. evolutum (42)
HO OH
orselinato de metilo
S. halei (10)
CHs S. foliolosum (42)
COOCH;5 S. azoreum (43)
S. vesuvianum (15)
Derivado del S. alpinum (40,44)
L . . HO OH
acido orselinico S. montagneanum (45)
Chlg S. evolutum (41)
B-orcinol carboxilato de metilo S. paschale (46)
S. ramulosum 47
CH,4 .
S. halei (20)
COOCH, S. alpinum (40)
HO OH S. montagneanum (45)
S. evolutum (42)
CHO S. paschale (46)

haematomato de metilo
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Tabla 4. Continua

Clase d_e Metabolito !Esp,ec_le Referencia
metabolito liguénica
CHs
/©:COOCHZCH3 S. halei (10)
S. foliolosum (42)
HO OH S. alpinum (44)
CHO S. montagneanum (45)
haematomato de etilo
OH
COOCH;4
H;CO OH S. alpinum (40,44)
CHs3
2,6-dihidroxi-4-metoxi-3-
metilacetofenona
OH
/©:COOCH3
S. alpinum (44)
HO OCHs S. vesuvianum (48)
CH,
4,6-dihidroxi-2-metoxi-3-
metilacetofenona
CHj
/@\ S. azoreum (43)
S. vesuvianum (15)
HO OH S. montagneanum (45)
CHO S. evolutum (42)
atranol
o 0
\/\%OH
OH
S. evolutum (42)
OCH3

3-butil-3,7-dihidroxi-5-metoxi-1
(3h)-isobenzofurano o acido
lobariténico
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Tabla 4. Continua

Clase de . Especie .
. Metabolito . p, . Referencia
metabolito liguénica
S. halei (10)
S. alpinum (17,40,44,49,50)
S. sp. (51)
S. japonicum (52)
S. argus (53)
S. myriocarpum (53)
S. strictum (53)
CH3(.3 CHs S. subcoralloides (53)
O OH S. tomentosum (53)
HO OH COOCH, S. vesuvignum (48)
CHO CH, S. sterile (54)
atranorina S. spathuliferum (54)
S. implexum (54)
S. colensoi (55)
S. ramulosum (47,56)
S. cornutum (56)
S. corticatutum (56)
S. montagneanum (45)
S. evolutum (42)
CHsO  cy
Dépsido /@(L
HO OH COOCH; S. evolutum (41)
COOH
cladon|0|desma
CH3O
; i COOCH3 S. evolutum (41)
H XXyH
CHs
(E)—3—(3—oxobut—1—en—i|)—atranorina
0
0
on S. alpinum (12)
HsCO OH COOH S. sp. (51)
S. ramulosum 47

acido perlatolico
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Tabla 4. Continua

Clase de Especie

. Metabolito A Referencia
metabolito liguénica
CH3 (I)
HO OH @[COOH S. curtatum (57)
CHs
acido lecandrico
CHsO  ch,
0 OH
HO OH COOCH, S. evolutum (41)
CH,
metil 3'-metillecanorato

S. alpinum (12,19)
S. halei (20)
Oo S. sasakii (11)

Q_~,OH S. alpinum (40,50)
H,CO 0 COOH S. azoreum (43)
S. sterile (54)
S. implexum (54)
S. evolutum (41)
é.CidO |Obé.l‘iC0 S. paschale (46)

S. paschale (46)

Oo
O_~ OH
S. evolutum (42)
HO @) COOH

Depsidona
acido norlobarico

)
0 OH
H3CO OJ%COOH S. colensoi (55)

acido colensoico

S o oH S. japonicum (52)

S. azoreum (43)

H3CO 0 o S. alpinum (58)
o o o} S. montagneanum (45)

, . - S. evolutum (42)
acido stictico
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Tabla 4. Continua

Clase de

Especie

. Metabolito A Referencia
metabolito liguénica
0]
0 OH
HsCO o 0 S. azoreum (43)
N wd © S. evolutum (41)
O
derivado de acido stictico
(isidioforina)
O
O OH
HyCO ] A S. azoreum (43)
CH,OH : S. montagneanum (45)
HO
acido criptostictico
(0]
0O OH
H,CO o) e} S. montagneanum (45)
COOH 0
HO
acido peristictico
(0]
0 OH
H;CO o) 0 S. montagneanum (45)
OH 0
HO
acido menegazziaico
(0]
2 O~
R0 0 T LG
HO
acido vesuvianico
@)
o OH
HO o o S. spathuliferum (54)
« g S. montagneanum (45)
O  Ho

acido norstictico
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Tabla 4. Continua

Clase de . Especie .
. Metabolito . p, . Referencia
metabolito liguénica
0
0
= 0 COOH S. alpinum (59)
HO OH
OCHs
lobarstina
0
0 halei 10
o COOH S. halel (10)
. S. evolutum (42)
HO OH
OCHs
lobarina
0
0 Ioi
5 cooH s a plnhurT (jg)
Difenileter 3CO - Paganaie (46)
HO OH
OCHs
pseudepsidona 1 o metillobarina
(0]
(6]
0 S. alpinum (40)
3aCO S. paschale (46)
HO OH
OCHj,4
pseudepsidona 2
0 metilsakisacaulon A
0
0 S. sasakii (12)
0 S. evolutum (41)
HO S. paschale (46)
HO OH

OCHs
sakisacaulon A
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Tabla 4. Continua

Clase de . Especie .
. Metabolito . p, . Referencia
metabolito liguénica
0]
0O
_ o S. evolutum (42)
S. paschale (46)
HO OH
OCH3
anhidro-sakisacaulon A
0
0
o S. evolutum (42)
Hs;CO
HO OH
OCHjs
metil-8-sakisacaulon A
0
o)
o S. sasakii (11)
HO OH
OCHj,
fenoxibenzofurano
COOCH;
S. evolutum (42)
WKQ/ S. paschale (46)
OCHj,4
sakisacaulon A esterificado
O  COOCH;
\/\)‘\©/ OH S. paschale (46)

OCHj,
lobarina esterificada
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Tabla 4. Continua

Clase de

Especie

. Metabolito o, Referencia
metabolito liguénica
Os_CHs
HO o} OH
O ‘ S. sp. (51)
H,C Hal © S. alpinum (16)
OH 3 O CHs
(+) - &cido asnico
o
S. alpinum (16)
. usimina A
Acido usnico
o HO
HO o OH o)
O ‘ _N < S. alpinum (16)
OH o) 0o
usimina B
o)
OH
HO ill]() ‘Im HOO
\S S. alpinum (16)
OH 07 N%-on
o)
usimina C
o)
= S. azoreum (43)
O O S. japonicum (52)
HO o OH S. evolutum (41)
estrepsilina
CHO OH
_ o) . :
Dibenzofurano S. japonicum (52)
HO o OH
acido hipostrepsilalico
CH,OH
COOH
O O S. paschale (46)
HO @) OH

acido isotrepsilico
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Tabla 4. Continua

Clase de . Especie :
. Metabolito . p, . Referencia
metabolito liguénica
CH,OH
S. paschale (46)
HO O OH
derivado de &cido isotrepsilico 1
COOH
COOH
O C S. paschale (46)
HO O OH
derivado de acido isotrepsilico 2
OH o)
i ey
e g o S. azoreum (43)
COOH
acido porfirilico
OH O OH
Antraquinona S. corticatutum (60)
H5CO
O
parietina
S. azoreum (43)
. a — amirina
Triterpeno ,Z/
S. azoreum (43)
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Tabla 4. Continua

Clase de . Especie .
. Metabolito . p, . Referencia
metabolito liguénica
S. azoreum (43)
taraxerol
|
COOH S. azoreum (43)
! S. evolutum (41)
HO ™.
acido ursolico
S. azoreum (43)
S. evolutum (41)
S. azoreum (43)
Esteroide S. evolutum (41)
S. azoreum (43)
cerevisterol
Acido alifatico acido graso tetrahidroxilado S. colensoi (55)
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Tabla 4. Continua

Clase de
metabolito

Especie

Metabolito S,
liquénica

Referencia

i ) //\)
S
o
o}

micosporina-taurina (MT)
o)
HO: f O
HO
HO OH
0]
6@[0\
HO
HO OH

deoxigadusol (DG)

Micosporina S. foliolosum

palitina (PI)

(61)
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Tabla 4. Continua

I i Especie
Clase de Metabolito SP

. A Referencia
metabolito liguénica

%
OH |

asterina (AS)

HO |N

-3
HO
HO NH
HOY
o]
palitinol (PO)
N/I/

palitene (PE)

o} OH
HOY\i
)
o]
HO

HO NH

Hof

o]

micosporina-acido glutamico-

glicina
(MGG)
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Tabla 4. Continua

Clase de . Especie :
. Metabolito . p, . Referencia
metabolito liguénica
o] OH
I
o<
HO
HO NH
HO
0
micosporina-glicina-valina (MGV)
C11H19N20s
S. philippinense (62)
compuesto 2
H22N .
C1sH22NO7 S. philippinense
S. dactylophyllum (62)
compuesto 3 i AP
Ci16H22N503
S. dactylophyllum (62)
compuesto 8
O
/
~N N
)\ | /> S. ramulosum (47)
HN Iil N
1,3,7-trimetilguanina
Compuesto
nitrogenado S. alpinum (63)
estereocalpina A
0
\/\/\/\/a/\/\/\/u\NH2 S. alpinum (64)
9-cis-octadecenamide
aminoacidos S. paschale (65)
Poliol, galactitol S. ramulosum (47)
polisacarido galactomannan S. azoreum (66)
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Tabla 4. Continua

Clase de . Especie :
. Metabolito . p, . Referencia
metabolito liguénica
glucomannan
galactomannan A
S. ramulosum (67)
galactomannan B
S. ramulosum (39,68)
manitol S. colensoi (55)
S. montagneanum (45)
arabitol S. ramulosum (39,68)
o arabinitol S. colensoi (55)
S. montagneanum (45)
(1—3)-B-D-glucoplranano
a-D-glucan
2-0O-p-B-
galactofuranosll-D-arabinitol Sksmulggum (68)
a,a-trehalose
myo-inositol
ribitol S. ramulosum (39)
D-galacto-D-mannan S. paschale (65)
acroscifano S. sp. (69)
S. sp. (69)
-2-1-gl : .
=Y el S. japonicum (70)
: : . alpi
B-criptoxantina 3 aplngm
. S. arenarium
zeaxantina
g y S. paschale
epoxido de luteina .
S. vesuvianum
B-caroteno
adonixantina .
: S. alpinum
neoxantina
Carotenoide mutatoxantina (71)
a-criptoxantina S. arenarium
a-caroteno
lutei
uteina S. paschale

a-doradexantina
astaxantina

cantaxantina

. . S. vesuvianum
criptoflavina
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Por otro lado, en muchos trabajos se reporta el contenido de acido Usnico debido a
gue es un constituyente abundante de varias especies de liqguenes como Cladonia,

Usnea, Lecanora, Ramalina, Evernia, Parmelia, entre otras (72).

El &cido Usnico esta constituido por dos unidades fendlicas, unidas por enlace éter y
carbono-carbono. Este compuesto se caracteriza por tener 2 bandas de absorcion

maxima como se muestra en la Tabla 5, estas lecturas fueron medidas en cloroformo (8).

Tabla 5. Absorbancias maximas del espectro UV-vis del acido usnico (8).

Reportado por Banda 1 Banda 2
Morales 234,4 nm 284,2 nm
Culberson 233,3nm 283,2 nm
Castro 239,6 nm 283,1 nm

En el género Stereocaulon se reporta el contenido de acido Usnico para dos especies
distintas, como se observa en la Tabla 6. Asimismo, en otras especies como
Flavoparmelia, Xanthoparmelia Psiloparmelia, Thamnolia, Flavopunctelia, entre

otras, el contenido de acido Usnico varia entre 0,06 - 1,2 %.

Tabla 6. Contenido de acido usnico en dos especies del genero Stereocaulon.

Liquen % Acido Gsnico Enantiémero extraido
Stereocaulon vesuvianum (8) 0,12 (+)-acido usnico
Stereocaulon alpinum (16) 3,83 (+)-acido uasnico

2.2.4. Actividad biol6gica

Los liguenes constituyen una fuente potencial de moléculas bioctivas, tales como
antibacterianas, antimicéticas, antivirales, antitumorales, analgésicas,
antipiréticas, antiinflamatorias, antioxidantes, antiproliferativas, gastroprotectoras,
entre otras. Por tal razon, es importante continuar la investigacion quimica con
la finalidad de aislar nuevos compuestos liquénicos, que presenten actividad
biol6gica y asi ayudar al crecimiento de la industria farmacéutica con la obtencion

de moléculas farmacoldgicamente activas (33).

En la Tabla 7 se presenta diversas actividades biologicas de compuestos

liquénicos aislados en especies del género Stereocaulon. Asimismo, en la Tabla
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8 se muestra actividades biolégicas de los extractos en especies del género

Stereocaulon.

Tabla 7. Compuestos liquénicos bioactivos presentes en especies del género

Stereocaulon.

Actividad biolégica Compuesto Referencia
acido lobarico
Gastroprotectora acido perlatélico (12)
atranorina
acido lobarico (10,73)
o atranorina (20)
Antioxidante -
lobarstina (73)
haematomato de metilo (13)
Antimitética acido lobarico (11)
acido lobarico
pseudepsidona 1 (40)
Inhibidora frente a la pseudepsidona 2
proteina tirofosfata usimina A
1B (PTP1B) usimina B
usimina C (16)
acido usnico
estereocalpina A (63)
Efecto citoprotector haematomato de metilo (13)
atranorina (13,14)
Fotoprotectora acido lobarico a7
L : acido usnico (49)
Antiproliferativa = =
acido lobarico (18)
Antiinflamatoria alkamida (64)
Inhibidora en el
metabolismo acido lobarico (29)
araquidonato
Antimicrobial B-orcinol carboxilato de metilo (15)
atranol
Neuroprotector haematomato de metilo (13,14)
Antibacterial acido Iob_anco (73)
lobarstina
Anticargenogénica acido lobarico (74)
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Tabla 8. Actividades bioldgicas de diferentes extractos en especies del género
Stereocaulon.

Actividad Extracto Referencia
- cIoroformlcg (75)
Antioxidante acetato de etilo
metandlico (9)
cloroférmico
acetato de etilo
Antibacteriana aceténico (76)
metandlico
etandlico
Antioxidante
Antimicrobial metanolico (77)
Anticancerigena
acuoso
Antifangico etandlico (78)

diclorometano

2.2.5. Stereocaulon glareosum (Sav.) H. Magn.

La muestra liquénica fue identificada por el Blgo. Angel Ramirez (Anexo

1), la cual presenta la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino Fungi

Phylum Ascomycota

Clase Lecanoromycetes

Orden Lecanorales

Familia Stereocaulaceae

Género Stereocaulon

Especie Stereocaulon glareosum (Sav.) H. Magn.

S. glareosum se desarrolla sobre sustrato saxicola, es del tipo dimorfico,
compuesto por un talo primario escamoso, el cual desprende granulos
denominados filocladios y un talo secundario fruticuloso, denominado
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pseudopodecio (Figura 6). Los filocladios cubren gran parte del
pseudopodecio, son granulos de coloracién grisdcea con un tono rosado
a marron. Los pseudopodecios logran alcanzar una altura de 5 cm. Los
apotecios estan ubicados en las partes terminales de las ramas, se
caracterizan por estar constituidos externamente por un disco marrén

rojizo con apariencia convexa.

Figura 6. Caracteristicas morfoldgicas del liquen S. glareosum.
a). Filocladios granulares. b). Apotecios convexos.

2.3. Técnicas de separacion, identificacion y cuantificacion

2.3.1. Cromatografia en capa fina (TLC por sus siglas en inglés)

Esta técnica permite obtener informacion rapida y sencilla sobre la cantidad de
compuesto que hay en la muestra y para seleccionar el solvente o la mezcla de
solventes, con los cuales se puede separar cada componente de todos los otros.
Estos resultados iniciales se utilizan en seguida para ensayar la separacion del
extracto bruto organico por cromatografia en placa preparativa o por

cromatografia en columna (1).

2.3.2. Cromatografia en columna (CC)

Esta técnica es la mas utilizada cuando se requiere separar y purificar mezclas
de compuestos en cantidades apreciables de extracto. De acuerdo a la
naturaleza del analito se puede emplear distintas fases estacionarias, de los

cuales podemos mencionar los mas usados:
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i. Silica gel: permite separar componentes de acuerdo a su polaridad en

mezclas complejas.

La fase estacionaria es silica gel, ésta se empaca uniformemente sobre una
columna de vidrio, luego se adiciona una solucién concentrada de la mezcla
a ser separada. El “desarrollo” se produce cuando la fase movil fluye
lentamente a través de ella. Los componentes apolares son débilmente
retenidos por el adsorbente y son facilmente eluidos con solventes apolares.
Por el contrario, los compuestos polares son fuertemente adsorbidos y solo

pueden ser eluidos con solventes relativamente polares (1).
ii. Sephadex: permite separar componentes de acuerdo a su tamafio.

La fase estacionaria es un gel de dextrano (sephadex) con poros de un
tamafio dado. Las moléculas de igual o menor tamafio que el poro ingresan
en los espacios libres del sephadex, mientras que las moléculas mas grandes
eluyen rapidamente por la columna. Por consiguiente, las moléculas eluyen
de acuerdo a su tamafio, siendo las mas grandes primero y las mas pequefias

después (79).

2.3.3. Cromatotrén

Es un cromatdgrafo de capa fina radial, preparativo y centrifugamente acelerado.
Sustituye a las placas TLC preparativas y columnas cromatograficas debido a
gue esta técnica proporciona una rapida separaciéon de los componentes

respecto a las otras.

La muestra a separar se aplica como solucion, en el area central del disco
giratorio, revestido con una fina capa de adsorbente (silica gel o alumina) y la
fase movil se aplica a un caudal constante (ver Figura 7b). A medida que eluye
la fase mévil, transporta la muestra junto con ella creando bandas circulares de
los componentes, los cuales se separan por turbulencia desde el borde del rotor

junto con la fase movil (80).

La ventaja de esta técnica es que permite una separacion rapida de los
componentes apolares 0 medianamente polares. Ademas, al realizar la
separacion se puede usar una ldmpara UV, lo que permite separar componentes

gue absorban al UV de onda corta (254 nm) u onda larga (366 nm).

52



Figura 7. Cromatotron
a) Partes del cromatotron. b) Esquema de separacion (80).

2.3.4. Cromatografia de gases (GC)

Es una técnica cromatogréafica sensible y permite la separacién e identificacion
de compuestos volatiles. La fase movil es un gas inerte (nitrégeno o helio), que
transporta la muestra volatilizada en el inyector, a través de la columna
cromatogréafica. La fase estacionaria generalmente esta constituida por una
columna de metil polisiloxano, o derivados de éste. Los diferentes compuestos
se separan en funcién de su grado de volatilidad (punto de ebullicion, peso
molecular) y su afinidad por la fase estacionaria. Entre los detectores mas
utilizados cabe mencionar el detector FID (ionizacion de llama) que, por su alta

versatilidad, hace posible la deteccion de un elevado tipo de compuestos (81).

Cuando se trabaja con liquenes la aplicacion de GC es limitada, ya que los
lipidos intactos que contienen &cidos grasos unidos y libres, no son lo
suficientemente volatiles como para inyectarse en el GC y, por lo tanto,
generalmente se derivatizan primero por saponificacion, seguido de metilacion
para aumentar la volatilidad de los compuestos, antes del analisis. Después de
la derivatizacion, se obtiene el esqueleto del lipido y los ésteres metilicos de
acidos grasos volatiles (FAMESs) (36).

2.3.5. Ultra cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un
espectrofotbmetro ESI- MS/MS (UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS)

Esta técnica permite un andlisis del perfil metabolomico del extracto crudo
organico de una especie. El UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS, cuyo equipo se
muestra en la Figura 8, es una técnica robusta, debido que combina la deteccion
de arreglo de diodos (PDA o DAD) y la espectrometria de masas con ionizacion

por electroespray de alta resolucion (ESI-MS-MS o HRMS-MS), acoplada a
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cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa C-18, lo que proporciona
un método preciso para la identificacion y elucidacion de metabolitos en el
extracto crudo de un liguen (82—84). El Q-Exactive Focus es un espectrometro
de masas de alta resolucion (HRAM) que permite detectar y cuantificar
compuestos organicos pequefios, este instrumento combina el UHPLC-PDA con
un Orbitrap, un cuadrupolo (Q) y una celda de disociacién por colision de alta

energia (HCD), lo que proporciona fragmentos de MS de alta resolucion (85,86).

La metabolémica es una tecnologia que se basa en el analisis no dirigido de
productos intermedios o productos metabdlicos de tamafio pequefio, en fluidos
biolégicos complejos o extractos crudos, que utiliza la espectroscopia de forma
cuantitativa como el GC-MS, HPLC-MS, RMN-H!, entre otros (39). Por
consiguiente, estas técnicas metabolomicas también benefician el andlisis de
liguenes sobre la base de su composicion metabdlica Unica. Efectivamente, hay
un incremento en el andlisis metabolémico de compuestos liquénicos desde el
2013 hasta la fecha, mediante la técnica metabolémica HPLC-MS-MS (82-84).

Figura 8. UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS Thermo Scientific™ Dionex™

Ultimate RSLC 3000.
Laboratorio de Productos Naturales, Universidad de Antofagasta, Chile

En la Figura 9 se describe de forma general los componentes instrumentales del
HPLC-MS-MS, esto incluye un sistema de introduccion de muestra; una fuente
de ionizacion (interfase) como por ejemplo el ESI, MALDI, entre otros; un
acelerador de iones mediante un campo eléctrico; un analizador de masas donde
se produce la discriminacion entre los iones de diferente m/z, al ser sometidos a
campos eléctricos 0 magnéticos constantes como por ejemplo cuadrupolo (Q),
tiempo de vuelo (TOF), orbitrap (OT), entre otros y, un detector junto con un

procesador adecuado de la sefal. Una vez que en la interfase se ha llevado a
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cabo, la transferencia de los iones desde la fase liquida a gaseosa, los iones son
dirigidos hacia el analizador de masas, el cual permite la separacion,
fragmentacion, deteccién y cuantificacion de los analitos en estudio con un grado
de sensibilidad y selectividad muy elevado, lo que proporciona informacién sobre

su masa molecular (81,87).

Espectrometro de masas
Técnica
separativa ( Sistema de vacio

Método )
[ ionizacion I B | Analizador l ’[ Detector l

i Espectro de

Recogida de datos masas

Figura 9. Esquema de acoplamiento de HPLC-MS-MS (87).

2.3.6. Espectrometria por absorcion molecular UV-Visible

Como se mencion6 anteriormente, los liquenes pueden sobrevivir en condiciones
extremas (temperatura, desecacion, radiacion ultravioleta, entre otros). De esta
manera, estos organismos resistentes al estrés, desarrollaron mecanismos
adaptativos para hacer frente a una alta exposicién solar, como son la deteccién
de radiacion, la disipacién térmica, la activacion de la defensa antioxidante y de
las macromoléculas, la reparacion de la membrana, etc., ademas biosintetizaron
metabolitos protectores a los rayos UV. Como la mayoria de sus metabolitos
secundarios especificos (compuestos liquénicos) tienen cromdéforos, la

espectrometria UV es (til para la detecciodn e identificacion de estos compuestos (6).

La espectrometria por absorcion molecular UV-Visible es til para la
identificacion y cuantificacion de una gran cantidad de especies inorganicas,
organicas y bioinorganicas. Por lo general, la absorcién de radiacion visible es
resultado de la excitacion de los electrones de enlace. Debido a esto, las
longitudes de onda de las bandas de absorcion se pueden correlacionar con los
tipos de enlaces de la especie en estudio. Por tanto, la espectroscopia de
absorcion molecular es valiosa para identificar grupos funcionales en una
molécula. Pero lo mas importante son sus aplicaciones para la determinacion

cuantitativa de compuestos que contienen grupos absorbentes.

Todos los compuestos organicos son capaces de absorber radiacion

electromagnética, porque contienen electrones de valencia que pueden ser
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excitados para llegar a niveles de energia superiores. La mayoria de las
aplicaciones de espectroscopia de absorcidn en compuestos organicos, se
basan en transiciones de los electrones n y 1 al estado excitado m*, porque la
energia requerida para estos procesos lleva las bandas de absorcion hacia la
region ultravioleta-visible (200 — 700 nm). Ambas transiciones n—1m* y m—1*,
requieren la presencia de un grupo funcional no saturado que aporte los orbitales
7. A las moléculas que contienen dichos grupos funcionales y que son capaces

de absorber la radiacion UV-visible se les denomina cromoéforos (37,81).

En la Figura 10 se muestra los rangos de absorcién UV de clases de compuestos
liquénicos (para las quinonas, se observan absorciones adicionales en el rango

visible con un Amax medio de 458 y 529 nm) (6).

En la Tabla 9 se muestran las absorciones de algunos compuestos liquénicos,
para dichas mediciones los solventes utilizados fueron metanol y etanol (88).

50000
45000 - ¢ Monoaromatic compounds
40000 W Depsides
— i ® A Depsidones
¢ Dibenzofurans
30000 - £ Usnic acid derivatives
25000 X @ Diphenyl ethers
20000 - = - ._ Chromones
15000 _e =] - = Xanthones
k3 ? = Quinones
10000 " 5} # Pulvinicacid derivatives
5000 2 W Oxomycosporine
0 Iminomycosporine
200 250 300 350 400

Figura 10. Rangos de absorcion UV de clases de compuestos liquénicos (6).
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Tabla 9. Absorciones de algunos compuestos liquénicos (88).

Compuesto liquénico Amax (NmM)
Monoaromaticos 245278
299 — 305
Dépsidos
Atranorina 251; 277
Acido lecandrico 270: 307
Depsidonas
Acido protocetrarico 238; 312
Acido virénsico 240: 308
Dibenzofurano
Acido porfirilico 248; 282
Acido Usnico 232; 282
Depsona

Acido picroliquénico 225; 250; 280




3. METODOLOGIA

3.1. Reactivos, materiales y equipos
3.1.1. Reactivos
Los reactivos empleados se listan a continuacion:

¢ n-hexano, Hex

e Diclorometano

e Cloroformo

e Acetato de etilo, AcOEt

e Acetona, Me>CO

¢ Metanol, MeOH

e Acido sulfurico

e Hidréxido de potasio

e FAMEs NLEA 2806 Mix (28 componentes) 99,8 %, Restek
e (+)-Acido Gsnico 99,8 %, Aldrich

e  Cloroformo (CDCIs) 99,8 atm % D, Merck
e DMSO-d6 99,9 atm % D, Merck

3.1.2. Equipos

¢ Rotavapor Buchi 236

e Bario con ultrasonido

e Lampara UV 254 / 366 nm

e Cromatografo de Gas Agilent, Laboratorio Instrumentacién, Seccion
Quimica, PUCP

e Espectrofotémetro UV-Visible Perkin Elmer Lambda 850, Laboratorio
Instrumentacién, Seccion Quimica, PUCP

e Espectrometro Infrarrojo, FT - IR, serie 1600, Perkin Elmer, Laboratorio
Instrumentacién, Seccién Quimica, PUCP

e Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear Bruker ASCEND 500
MHz, Laboratorio Instrumentacién, Seccién Quimica, PUCP

e Cromatroton Harrinson-Research Model 7924 T con disco de 4mm de silica
gel 60 PF2s4 (Merck), Universidad de Chile, Chile

e Lampara UV 254/ 366 nm, Universidad de Chile, Chile
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3.2.

3.3.

e Rotavapor Buchi - PC 3001 VARIOP™, Universidad de Chile, Chile

o Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear Bruker Avance |1l HD-400,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Chile

e Ultra cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un
espectrofotbmetro ESI-MS/MS Thermo Scientific™ Dionex™ Ultimate RSLC
3000, Universidad de Antofagasta, Chile

Recolecta e identificacion del material liquénico

El liquen con el cual se trabajo en esta investigacion fue recolectado por la autora
del trabajo, en el Departamento de Junin, Provincia de Huancayo, Distrito de
Huancayo, camino al Nevado de Huaytapallana, cuya coordenada geografica es
11°57'15,50" S 75° 2' 33,77" W, WGS 84; a una altitud entre los 4900 a 5100
msnm, el 9 de enero de 2017. Las Figuras 11 y 12 presentan fotografias de la
zona de recoleccion y del liguen en su habitat respectivamente. La muestra fue
identificada por el Blgo. Angel Ramirez. y un ejemplar de referencia fue
depositado en el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, con la clave USM 278427 (ver Anexo 2).

Secado y molienda del material liquénico

El liguen se limpi6é cuidadosamente y se secO en una estufa a la temperatura de
40 °C, por 24 horas. Esta muestra se pulverizé a grano fino en un molino eléctrico

y luego se paso6 por un tamiz de 850 um.
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Figura 11. Lugar de recoleccion.
a) - d) Camino al Nevado de Huaytapallana, Prov. Huancayo, Dpto. Junin.

60




Figura 12. Liquen Stereocaulon glareosum.
a) - ) Fotografias del liquen en el lugar de recolecta.

3.4. Analisis cualitativo

3.4.1. Analisis preliminar
3.4.1.1. Reacciones de coloracion

Se realizaron reacciones de coloracion especificos para compuestos
liquénicos, a un extracto de la muestra, segun los procedimientos de

Brodo (29) y White (89), ver Anexo 3, como se detalla en la Figura 13.
3.4.1.2. Marcha fitoquimica

Se realiz6 para determinar los metabolitos presentes en la muestra
liquénica siguiendo el procedimiento adaptado por Reyna (90), de
acuerdo a Rondina & Coussio (91), ver Anexo 4. En la Figura 14 se
expone el diagrama de proceso de dicho analisis.
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3.4.2. Perfil metabolémico del liquen S. glareosum usando UHPLC-ESI-Q-
Orbitrap-MS-MS

La identificacion de los metabolitos presentes en el liguen mediante
UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS es en base al procedimiento descrito por
Castro et. al. (82).

Se extrajo 0,5 g de muestra liquénica seca y molida, con metanol durante
30 min, con ayuda de un ultrasonido a temperatura ambiente (por

triplicado). Luego se filtr6 y se concentré en rotavapor.

Se peso6 5 mg del extracto metandlico y se disolvié con 2 mL de metanol
HPLC, se sonic6 durante 15 min a temperatura ambiente, luego se filtré
a través de una membrana microporosa de 0,45 ym (PTFE filter),
finalmente se tom6 una alicuota para inyectar al equipo. Las condiciones
instrumentales se detallan en la Tabla 10. El software usado para la
recopilacion y andlisis de datos fue el XCalibur 2.3 (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany).

Muestra seca y molida

Extraccién sélido- Liquido
i. acetona, 5 min, 45 °C
ii. filtrar

Residuos solidos

Extracto Aceténico

Compuestos Liguénicos

Ensayo de hidroxido de potasio
Ensayo de hipoclorito de sodio (Lejia)
Ensayo de &cido Nitrico

Ensayo de cloruro férrico

Figura 13. Proceso de reacciones de coloracion para compuestos liquénicos
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[ Muestra seca y molida ]

B. Extraccion solido - liquido
Ao Extraccion solido- liguido . apua _ .
1. metanol, 20k, T i, calentar, 15 min, 100 °C

i T':““_iﬂ. 25N “.L':Il;dll:n-'- ji.  filtrar
Residuos sdlidos i, filtrar p—
Prucha de nihidrina Fraccion (1)
Grupos fendlicos libres . [ Extracto Metandlico ]
Reaccion con Fe(l; Fraccion [a} i

—:ﬂ“'“"“ ) i concentrar * Aminodcidos
Prucha de la gelating i, acidificar HC ., | M. 30 °C
ii. Tiltrar

Prucha de nihidrina

* Sapnninis
| | Pruecha de espuma
[ Residuos silidos [ Solucion dcida ]
.i.' CHCL, 5”[\:".“} i, basificar con NH: 7.5 N
. SO0 Con et i, extraer con CHCL,
Residuos solidos Ii i, filtrar | |
[ Fraccidn (b) ]
| [ Fase clorofdrmica ] ®  Fase acuosa
= Triterpenos v/o esternides L lavarconagua _____ | i. semisaturar con NaSO,
Reaccion de Libermann Burchard " ;.',"I‘:'Im' con NaSO; . filrar
; i dilirar
L Qllrl‘l (IR
Reaccion de Bomtrager

1 | i etraer con CHCL : etamol (3:2)
| Fraccion (c) I | |
i, Cconcenirar . ]
i, CHCI, 1. comcentrar [ Fase clorofiirmo / etanol Fase acuosa
ii. HCla 1%

[ Sol. clorofirmica ] iii. filtrar I i. lavar con sol, MaS0, |
. Fraccion (e
Sol. Acida [ Fase orginica ] | (e)

o Triterpenos vio esteroides

i, secar con MNasS0,

: ; . s . L] g N0 %
Reacorn de Libermann Burchard s Alesliiies ii. Filtear Reaccion de Rosenheim
Reaccidn de Dragendorft, [ p ] +  Flavonoides
Maver v Wagner Fraccién (d) Feaccidn de Shinoda

i. concentrar
i, etanol
iii.  filtrar

Sol, etandlica d

1
| | | |

«  Alealoides *  Triterpenos v/o estervides *  Flavenoides «  Leucoantocianidins
Feaccion de DragendorfT, Maver Reaccion de Libermann Burchard Reaceidn de Shinoda Reaccion de Rosenheim

v Wagner

Figura 14. Diagrama de proceso de la marcha fitoquimica.
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Tabla 10. Condiciones instrumentales del UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS.

UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS

Thermo Scientific™ Dionex™ Ultimate RSLC
3000

Detector

PDA (200 — 800 nm)

Columna

UHPLC C18 (Acclaim, 150 mm x 4,6 mm ID, 5 m,
Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemania)

Estandares internos del
espectrémetro de masas

Clorhidrato de buspirona, dodecil sulfato de sodio y
sal sédica del 4cido taurocdlico (Sigma Aldrich)

A: Solucion acuosa al 1% de acido féormico
B: Acetonitrilo
Programa de gradiente [tiempo (min),% B]J: (0, 5);

Fase movil (5, 5); (10, 30); (15, 30); (20, 70); (25, 70): (35, 5) y
12 min para equilibrar la columna antes de cada
inyeccion.
Flujo 1,00 mL/min
Volumen de inyeccion 10 pl

Longitud de onda

254, 280, 320 y 440 nm

Rango de escaneo

100 — 1000 m/z

Energia de colision (HCD)

30 kV

3.4.3. Analisis de acidos grasos mediante cromatografo de gases (GC-FID)

La identificacion de acidos grasos presentes en el liguen mediante GC-

FID es en base al procedimiento descrito por Orozco et al. (92) con

algunas modificaciones.

Para este analisis se emplearon 10 g de muestra liquénica seca y molida,

se realizaron 3 extracciones sucesivas con metanol por 30 min con ayuda

de un ultrasonido a temperatura ambiente. Luego se filtr6 y se concentrd

en un rotavapor, se obtuvo 1,4 g de extracto metandlico.

Para la identificacion de FAMEs en el extracto metandlico se procede con

la transesterificacion de la siguiente manera:

i. Se pes6 200 mg de extracto metandlico, se afladio 2 mL KOH 2 Ny

se sonic6 durante 1 hora a 50 °C.
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ii. La parte insaponificable se extrajo con 2 mL de hexano durante 15 min
con ayuda de ultrasonido, luego se centrifugd durante 5 min a 3000
rpm para la separacion de las dos fases organicas.

iii. La fase hexanica se llevé a 250 uL en un inserto, quedando listo para
el andlisis por GC-FID. Las condiciones instrumentales se detallan en
la Tabla 11.

Se utiliz6 una muestra patrén de 28 FAMEs para la identificacion de
metilésteres de los acidos grasos presentes en la muestra liquénica. Para
esto se procedié a realizar 6 diluciones del patrén, a fin de obtener un
tiempo de retencion (tr) promedio de cada estandar y asi comparar los tr
de los estandares con los obtenidos para la muestra liquénica y, en base
a ello identificar los FAMEs presentes. Las condiciones instrumentales
con las cuales se trabajé en el GC-FID se describen en la Tabla 11.

Tabla 11 . Condiciones instrumentales del GC-FID.

Cromatografo de gases

-FID ;
i Agilent
Detector FID
- 1 H 0
Columna DB-26 (Cianopropilo al 50 %,

dimetilpolisiloxino al 50 %)
12 min /50 - 100 °C a 5 °/min;
5 min/ 100 - 150 °C a 10 °/min;

18 min /150 - 230 °C a 20

Temperatura de columna

°/min.
Temperatura de inyector 250 °C
Temperatura de detector 300 °C
Gas portador He
Flujo de H> 30 mL/min
Volumen de inyeccion 1L
Split 1:100

3.5. Aislamiento: extraccién, separacion y purificacion

3.5.1. Extraccion

La muestra liquénica seca y molida (300 g) se sometié a tres extracciones

sucesivas por maceracion con 3 L de metanol a temperatura ambiente, con
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agitacion periodica durante 1 semana. El extracto resultante se filtré y concentro
en un rotavapor y se obtuvo 44,8 g de extracto metandlico, EM, de color ambar-

rojizo, ver Figura 15.

[ 300 g muestra seca y molida ]

Extraccién

i. Metanol/ t= 1 semana/ T amb/ x3)
ii. Filtrar

Residuos solidos

Extracto metanélico EM
44,8 g

Figura 15. Obtencién del extracto metanalico.

3.5.2. Analisis preliminar por cromatografia en capa fina (TLC)
Para el analisis preliminar se trabajé con:

i. Muestra: Extracto metandlico, EM

ii. Referencia:Se dispuso de patrones de acido Usnico, atranorina y acido
lobarico

ii. Eluyentes: Hex:AcOEt (7:3); Hex:AcOEt (9:1); CH:Cl;:MeOH (9:1);
CH2Cl>:MeOH (3:1).

iv. Placa: Cromatofolio de aluminio Kieselgel 60 F254, 0,25 mm

v. Revelador: Lampara UV (254 y 366 nm) y H,SO4 10 %, 110 °C

3.5.3. Separacion y purificacion

El extracto EM se dividié en 3 partes y se sometié a separacion y purificacion

como se esquematiza en la Figura 16.

La primera parte de EM (300 mg) se sometié a fraccionamiento en base a la
solubilidad de sus componentes, con mezcla de solventes [CHCIl;:MeOH (1:1) y
MeOH:Me,.CO (1:1)].

De la fraccion CHCIl;:MeOH precipitd el compuesto S1 (100 mg) en forma de

agujas de color blanco, soluble en acetona y cloroformo. Al analizar este
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compuesto mediante TLC (Hex:AcOEt (7:3)), revelado con UV (366 nm)
presentd una sola mancha de color naranja oscuro. Asimismo, al ser
revelado con solucién de H.SO4 10 % en metanol, se observé una mancha
de color amarillo (Rf = 0,70) lo que indica la presencia de un compuesto con

aparente pureza.

El residuo 1 se extrajo con MeOH:Me>CO, del que quedd el compuesto S2

(7,7 mg), polvo de color blanco, soluble en DMSO. Este compuesto no pudo
ser revelado mediante TLC.

Al concentrar la fraccion MeOH:Me,CO se obtuvo un compuesto S3 (9,3 mg) de

color blanco, soluble en cloroformo y ligeramente soluble en metanol caliente.
Aal analizar este compuesto mediante TLC (CH2Cl>:MeOH (9:1)), revelado con
UV (254 nm) presentd una sola mancha de color negro. Asimismo, al ser
revelado con solucién de H.SO4 10 % en metanol, se observé una mancha
de color amarillo (Rf = 0,22) lo que suguiere la presencia de un solo

compuesto.

La segunda parte de EM (26,4 g) se sometié a fraccionamiento primario por CC.
Se us6 como fase estacionaria silica gel 60 (0,063 - 0,200 mm) en una columna
de 6 cm de diametro x 30 cm de relleno, se eluy6 por gradiente de polaridad
creciente, como se indica en la Tabla 12. Se obtuvieron 23 fracciones primarias,
gue se reagruparon en 8 fracciones combinadas (A - H), segun su similitud

cromatografica en TLC. En la Figura 16 se esquematiza las fracciones que se

obtuvieron.
Tabla 12. Fraccionamiento primario de EM.
Fase movil Proporcion %  Fracciones clj)rricb?noandeass
Hex 100 1-4
Hex - CHCI; 75:25 5-7 A
Hex - CHCI; 50:50 8-11 B
Hex - CHCI; 25:75 12-14 c
CHCls 100 15-16
CHCIz - MeoCO 25:75 17 D
CHCIz - Me.CO 50:50 18 -19 E
CHCl; - Me,CO 25:75 20 F
Me,CO 100 21 G
MeOH 100 22 - 23 H
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La fraccion A (420 mg) se someti6 a fraccionamiento secundario por CC. Se uso
como fase estacionaria sephadex LH-20 (25 - 100 ym) en una columna de 3,5 cm
de diametro x 29,4 cm de relleno, se eluyd con una fase mavil isocratica
[Hex:CH2Cl,:MeOH (3:2:1)]. Se obtuvieron 45 fracciones, que se reagruparon en

5 fracciones combinadas (Al - A5) segun su similitud cromatogréafica en TLC.

Al concentrar la fraccion A5 se obtuvo un compuesto 1 (10 mg), cristales en forma

de aguja de color blanco, soluble en hexano y cloroformo. Al analizar este
compuesto mediante TLC (Hex:AcOEt (7:3)), revelado con UV (254 nm)
presenté una sola mancha de color violtea (Rf = 0,76), lo que suguiere la

presencia de un solo compuesto.

Las fracciones A3 y A4 se sometieron a purificacién con cromatotron, eluyendo
con una fase movil [Hex:AcOEt (98:2)]. Se obtuvieron 25 fracciones, que se
reagruparon en 5 fracciones combinadas (A1 - A’5) segun su similitud

cromatogréfica en TLC. Las fracciones A’1, A’2 y A’3 dieron los compuestos 2
(1,6 mg), 3 (2 mg) y 4 (1,5 mg) respectivamente, de apariencia oleosa, de color

amarillo, solubles en cloroformo. Al analizar estos compuestos mediante TLC
(Hex:AcOEt (9:1)), revelado con solucién de H,SO4 10 % en metanol presentd
una sola mancha de color &mbar para cada uno. Bajo esas condiciones los

compuestos 2, 3 y 4 tienen un Rf 0,56; 0,54 y 0,51 respectivamente. La
fraccion A’4 dio el compuesto 5 (11 mg) en forma de agujas, de color blanco,

soluble en cloroformo y acetona. Este compuesto presentd una sola mancha
(Rf = 0,70) mediante TLC eluida con Hex:AcOEt (7:3), lo cual nos suguiere

un solo compuesto.

La fraccion B (3 g) se sometié a fraccionamiento secundario por CC. Se usoé
como fase estacionaria sephadex LH-20 (25 - 100 ym) en una columna de 6,2
cm de didmetro x 36,2 cm de relleno, se eluyé con una fase mavil isocrética
[Hex:CH2Cl,:MeOH (4,5:1:3)]. Se obtuvieron 80 fracciones, que se reagruparon
en 11 fracciones combinadas (B1 - B11) segun su similitud cromatografica en
TLC.

Al concentrase la fraccion B8 se obtuvo el compuesto 6 (100 mg), cristales en

forma de aguja de color naranja, soluble en cloroformo y acetona. Al analizar
este compuesto mediante TLC (Hex:AcOEt (7:3)), revelado con UV (254 nm)

presenté una sola mancha de color negro. Asimismo, al ser revelado con
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solucion de H.SO4 10 % en metanol, se observd una mancha de color
amarillo intenso (Rf = 0,56) lo que suguiere la presencia de un solo

compuesto.

Las fracciones B9 y B10 se juntaron (77 mg) y se sometié a purificacion con
cromatotron, eluyendo con una fase movil [Hex:AcOEt (98:2)]. Se obtuvieron 60
fracciones, que se reagruparon en 5 fracciones combinadas (B’1 - B’5) segun su
similitud cromatografica en TLC. Al concentrase la fraccion Bl se obtuvo un

compuesto 7 (2 mg), cristales en forma de aguja de color naranja, soluble en

cloroformo y acetona. Este compuesto mostré una sola mancha en TLC eluida
con Hex:AcOEt (7:3). Bajo esas condiciones el compuesto tiene un R; 0,56. Al

concentrase la fraccién B’3 se obtuvo el compuesto 8 (2 mg), cristales en forma

de aguja de color blanco, soluble en cloroformo y acetona. Al analizar este
compuesto por TLC (Hex:AcOEt (7:3)) revelado con solucion de H,SO4 10 % en
metanol, se observé una mancha de color amarillo tenue. Bajo esas condiciones

el compuesto tiene un R 0,51.

La tercera parte de EM (5,54 g) se someti6 a fraccionamiento por CC. Se usé
como fase estacionaria sephadex LH-20 (25 - 100 ym) en una columna de 6,7
cm de diametro x 36,5 cm de relleno, se eluyé con una fase movil isocréatica
[Hex:CH.Cl,:MeOH (2:1:3)]. Se obtuvieron 150 fracciones, que se reagruparon
en 15 fracciones combinadas (F1 - F15), segun su similitud cromatografica en

TLC. En la Figura 16 se esquematiza las fracciones que se obtuvieron.

De la fraccién F4 precipitd un sélido amarillo (compuesto 9, 10 mg), soluble en
cloroformo y acetona. Al analizar este compuesto por TLC (CH2Cl.:MeOH
(9:1)) revelado con solucion de H.SO, 10 % en metanol, se observo una
mancha de color &mbar (Rs = 0,70) lo que suguiere la presencia de un solo

compuesto.

De las fracciones F5 al F9 precipitaron unos cristales blancos, los cuales se
agruparon como compuesto 10 (251 mg) por su similitud cromatogréafica en TLC.
Estos cristales son solubles en cloroformo. Este compuesto mostré una sola
mancha en TLC eluida con CH:Cl>:MeOH (9:1). Bajo esas condiciones el

compuesto tiene un R; 0,22.
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Realizada la separacion y purificacion de los metabolitos en las tres etapas, se
procedi6é con la elucidacién estructural mediante las técnicas espectroscépicas
IR, RMN-'H, RMN-3C,
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[ Extracto metandlico (EM) ]

EM 300 mg

i. CHCIzMeOH({1:1), 50 °C

r—m ii. Filtrar | EM 26,4 mg l
CHClzMeQH

Fraccicnamiento
primario
CC, silica gel

C
i. MeOH:Me LO0{1:1), 50 *C Fraccionamiento EM 5,54 mg I
— ii. filtrar secundaric r 1

Fraccién CC, sephadex E;iﬁ:g;ﬂgmmtﬂ
MeOH:Me:0H I | | f | CC, sephadex
Compuesto [ A [ Az ] Az Ay As ‘

&3 e N—
9.3mg [ Residuo 2 ]

Compuesto 1 [ Fi ] S Fs Fs Fr Fa Fa |7 [ Fis ]
10 mg

Purificacian
comatroton

| | Compuesto 9
' | g Gl
Compuesto 10
"1} A!‘t "135 "1'11 [ ""IS ] Fraccionamiento 221 mg
! [ sacundario
- CC, sephadex
Compuesto 2 [ Compuesto 3 ] Compuesto 5 ' I ! | |
1,6 ma 2 mg 11 mg
B ] B l B ]
Compuesto 4 l ' Bs 5 o B
1.5 ma [ l |
: N Purificacian
Compugsto & crematrotan
100 mg
njojogo
|

Compuesto 7 (2 mg) ] Compuesto 8 (2 mg) ]

Compuesto

Figura 16. Proceso de separacion y purificacion del extracto metandlico EM.
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3.6. Analisis cuantitativo de acido usnico

3.6.1. Procedimiento

La determinacion cuantitativa de acido Usnico presente en el liquen mediante

espectrofotometria UV-Visible, es en base al procedimiento descrito por Castro (8).

3.6.2. Preparacion de la muestra liquénica

Se pesO 1 g de muestra, por triplicado, para cada una se realizaron tres
extracciones por maceracion con cloroformo a temperatura ambiente, durante
una semana y finalmente, extracciébn en un equipo de soxhlet por cuatro
horas.

Para cada muestra se concentraron los extractos hasta un volumen de
100 mL, dando las muestras M1, M2 y M3.

De las muestras ya preparadas, se procedié a realizar diluciones de 1,5/25 y
0,6/10.

. Se midieron las absorbancias maximas de las diluciones obtenidas para cada

muestra.

3.6.3. Curva de calibracion

La muestra patron de acido Usnico se sec6 en una estufa a una temperatura
de 40 °C, por 30 min.

Luego se pes6 0,0020 g de acido Usnico seco y se preparé una solucion de
40 ppm de acido usnico en una fiola de 50 mL, utilizando como solvente
cloroformo.

De la muestra patron ya preparada, se procedio a realizar 9 diluciones en
fiolas de 25 mL, para asi obtener muestras estandares desde 1 a 5 ppm de

acido Usnico.

. Se midieron las absorbancias maximas de las soluciones.

Se graficé concentracion versus absorbancia para obtener la curva de

calibracion.
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3.6.4. Determinacién cuantitativa de acido Gsnico en la muestra liquénica

Se realizé el calculo del contenido de acido Usnico expresado en porcentaje en
masa de &cido Usnico por gramo de muestra liquénica, a partir de los datos

obtenidos en las secciones 3.6.2 y 3.6.3.

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Andlisis cualitativo

Los resultados de las reacciones de coloracion para compuestos liquénicos fueron
positivos, evidenciando la presencia de atranorina y acido estictico. Ver Tabla 32 en

Anexo 3.

Asimismo, la marcha fitoquimica para determinar metabolitos presentes en el liquen
S. glareosum evidenciaron la presencia de aminogrupos primarios o secundarios
(+++), grupos fendlicos (+++), triterpenos y/o esteroides (+++) y quinonas (+). Ver
Tabla 33 en Anexo 4.

4.2. Perfil metabolémico del liquen S. glareosum usando UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-
MS-MS

En base al perfil metabolomico del extracto metandlico de liquen S. glareoum se
identificd por primera vez 48 compuestos (Figura 34, ver Anexo 5), con la ayuda de
sus espectros caracteristicos UV-vis y de los patrones de fragmentacion del ESI-
MS-MS (83,84,86,92-95). Todos los compuestos se detectaron en modo negativo
mediante el uso de UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS (ver Figura 17), de tal modo que
se identific6 36 compuestos, entre aromaticos, dépsdidos, depsidonas, difeniléteres,
dibenzofuranos, lipidos y polioles y otros 12 compuestos que se proponen en base a
sus espectros caracteristcos UV-vis y ESI-MS-MS, asi como la relacién que guardan
con ciertos compuestos liquénicos. En la Tabla 13 se muestra la identificacion
tentativa de los compuestos detectados en orden, segun su tiempo de retencion (tr,
min), asimismo su composicion elemental [M — H] , su masa teérica (m/z), su masa
medida (m/z), el % error (ppm), el tipo de metabolito y la masa de los iones

fragmentos (MS?, ppm).
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Tabla 13. Identificacion de metabolitos en Stereocaluon glareosum mediante la técnica UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS.

Composicion Tiempo de Masa Masa % error Tino de Masa del
Pico Identificacién tentativa elemental retencion tedrica medida (° m) metgbolito i6bn MS? Referencia
M =H]~ tr (min) (m/z) (miz) PP (ppm)
1 Manitol CsH1306 1,34 181,07176 181,07140 1,99 P 151,06055 -
177,03969
. 159,02914
2 Acido glucénico? ~ 1,39 195,05103 195,05058 2,31 P 94
o glucon! CeHu107 151,06044 (o4)
129,01837
3 Acido arabico CsHyOs 1,39 165,04046 165,03990 3,39 P 129,01851 -
Arabitol CsH1105 1,48 151,06120 151,06053 4,44 P 133,04996 -
. _ 147,02940
5 Acido 2,5-didehidro-D-glucénico CsH-70O7 1,57 191,01973 191,01964 0,47 P -
129,01871
257,04532
6 Acido isostrepsilico CisH1106 11,7 287,05611 287,05600 0,38 DBF 243,06596 (46)
213,05544
. 145,04997
7 Acido 4,5-dihidroxi-2-nonenoico CoH1504 12,26 187,09760 187,09711 2,62 L (82)
101,02350
8 Atranol CgH-O3 13,25 151,04007 151,03940 4,44 A 123,04434 (82,83)
9 Estrepsilina CisHgOs 14,74 269,04555 269,04538 0,63 DBF 149,02365 (95)
P 1919 ; : ’ ’ 123,04414
10 Acido estictico Ci9H1309 17,82 385,05651 385,05637 0,36 D 357,06094 (84,93)
19r13YVo 3 ’ ’ ’ 341,06625 y
11 Acido tetrahidroxieicosanoico C20H3006 17,84 375,27521 375,27530 0,24 L 313,20209 (86,96)
o ) - _ 226,06325
12 Acido 6-O-metilnorascomatico C16H130s 18,18 285,07685 285,07669 0,56 DBF -
255,06601
.- . . . _ 401,29105
13 Acido pentahidroxidocosanoico C22H4307 18,19 419,30143 419,30139 0,10 L 375 31186 (82,96)
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Tabla 13. Continua

Composicion Tiempo de Masa Masa % error Tino de Masa del
Pico Identificacion tentativa elemental retencion tedrica medida (opm) metgbolito ion MS?2 Referencia
M =H]™ tr (min) (m/z) (m/z) PP (ppm)
. L. . _ 387,10745
14 Derivado del acido elatinico C21H19010 18,30 431,09837 431,09836 0,02 D (86,97)
343,11810
o . . . _ 487,32770
15 Acido hexahidroxioxohexacosanoico C26H4909 18,62 505,33821 505,33801 0,40 L -
461,34842
16 Acido tetrahidroxiheneicosanoico C21Hu106 18,73 389,29086 389,29099 0,33 345,22864 (96)
17 Acido pentahidroxioxopentacosanoico Ca5H4708 19,13 475,32764 475,32773 0,19 431,33783 -
18 Acido tetrahidroxidocosanoico CxoH4306 19,16 403,30651 403,30676 0,62 L 385,29532 (82,86,95,96)
L . . . . 471,33228
19 Acido pentahidroxioxohexacosanoico C26H490s 19,61 489,34329 489,34341 0,25 L -
445,35260
. . . . ¥y 399,31128
20 Acido tetrahidroxitricosanoico C23H4506 19,94 417,32216 417,32239 0,55 L 17311749 (82,86,96)
21 Acido 2-pentilbenzoico C12H1502 20,15 191,10775 191,10733 2,20 A 121,02874 -
411,18140
22 Lobarina C25H2009 20,27 473,18171 473,18185 0,30 DE 251,09221 (93)
I 1 1 1 1
s 239,09277
223,09680
177,01845
23 Haematomato de metilo? C10HoO5 20,59 209,04517 209,04517 0,00 A 149,02324 (46)
133,02922
Co . . . _ 485,34647
24 Acido pentahidroxioxoheptacosanoico C27H5,08 20,60 503,35894 503,35873 0,42 L -
459,36902
o 499,36310
25 Pe”tah'drox'oxr%ré?ﬁ’éacosa”oato de CasHs308~ 20,62  517,37459 517,37451 0,15 L 459,36902 .
487,36423
26 Acido dehidroxiglomel6nico CosH2508 ™ 20,82 453,15549 453,15543 0,13 D 409,16586 -
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Tabla 13. Continua

Pico

Identificacion tentativa

Composicion

elemental
[M-H]

Tiempo de
retencion
tr (min)

Masa
tedrica
(m/z)

Masa
medida
(m/z)

% error
(ppm)

Tipo de
metabolito

Masa del
ion MS?
(Ppm)

Referencia

27

Sakisacaulon A

C24H29007

20,99

429,19188

429,19193

0,12

DE

385,20181

179,10736

251,09203

(46,93)

28

Acido epiforélico Il

C26H3109

21,35

487,19736

487,19733

0,06

DE

251,09233
237,11296
167,03433

29

Acido norlobarico

C24H250g

21,63

441,15549

441,15521

0,63

397,16562
353,17508

30

Lobarstina

C2sH270g8™

22,15

455,17114

455,17105

0,20

DE

223,09720

31

Derivado del acido glomeliferénico

CasH2708™

22,39

455,17114

455,17120

0,13

411,18161
379,15601

32

Conloxodina

C23H2308

22,45

427,13984

427,14011

0,63

383,14957
281,08167

33

Acido glomeliferénico

CasH2708

22,81

455,17114

455,17136

0,48

411,18195
367,19080
251,09244
235,10062
223,09726
207,10260

34

Acido anziaico

C24H29007

22,93

429,19188

429,19244

1,30

223,09732
205,08653
179,10733

35

Acido esquemaético

Ci19H1709

23,17

389,08781

389,08798

0,44

211,02434
181,05000
165,05530
137,06007

(86,95)
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Tabla 13. Continua

Pico

Identificacion tentativa

Composicion

elemental
[M-H]

Tiempo de
retencion
tr (min)

Masa
tedrica
(m/z)

Masa
medida
(m/z)

% error
(ppm)

Tipo de
metabolito

Masa del
ion MS?
(Ppm)

Referencia

36

Derivado del acido lobarico

CosH2508

23,26

453,15549

453,15558

0,20

D

409,16595
365,17670

37

Derivado de loxodina

CosH2508

23,34

453,15549

453,15570

0,46

D

409,16602
379,15619

38

Acido 2-heptil-4-metiloenzoico

Ci1sH2102—

23,39

233,15470

233,15442

1,20

A

135,04430
121,02870

39

Sakisacaulon esterificado

C2sH3107

23,52

443,20753

443,20776

0,52

DE

265,10806
207,10217
179,10701
109,03033

(46)

40

Loxodina

CasH270g

23,76

455,17114

455,17114

0,00

411,18173
379,15619
309,11307

41

Acido lobarico?

Ca2sH2708

24,35

455,17114

455,17114

0,00

411,17941
367,19205
352,16806
296,10342

(82,83,93,96)

42

Acido GUsnico

Ci1gH1507

25,49

343,08233

343,08246

0,38

DBF

328,05978
259,06116
231,06638

(82,83,93,96)

43

Derivado del &cido haematémico

CoHs04

25,55

177,01933

177,01901

1,81

133,02864
119,04935
105,03372

44

Atranorina?

Ci19H170g™

25,79

373,09289

373,09296

0,19

177,01866
163,03946

(82,83,93)

45

4-O-metilolivetolcarboxilato de etilo

Ci1sH2104

26,23

265,14453

265,14786

12,56

205,08665
163,03943
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Tabla 13. Continua

_ o . Composicion Tiempoﬁde M/ag:a Mag:a % error Tipo de I\./I,asa del '
Pico Identificacion tentativa elementill retenqlon tedrica medida (opm) metabolito ion MS?2 Referencia
[M=H] tr (min) (m/z) (m/z) (ppm)

223,09663

46 Acido perlatélico CosHz107 26,90 443,20753 443,20764 0,25 d 205,08656 (93)
161,09698

47 Derivado del &cido protoconstipatico C21H2905 26,96 361,20205 361,20218 0,36 L g;;;ég;g -
237,07675

48 Norlobariol Ca3H2707 27,07 415,17623 415,17639 0,39 DE 219,06627 -
179,10716

P poliol, L lipido, A aromatico, D depsidona, DE difeniléter, d dépsido, DBF dibenzofurano
& ldentificado por experimentos de adicion con un compuesto auténtico
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Figura 17. Estructuras quimicas de los compuestos identificados mediante el
UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS
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4.2.1. Compuestos aromaticos

Se identific6 6 compuestos aromaticos correspondientes a los picos 8, 21, 23,
38, 43 y 45 mediante el analisis UHPLC-PDA y HRMS-MS. El pico 8 fue
identificado como atranol (82,83), el cual exhibié un i6n molecular [M — H] de
m/z 151,03940; cuya fragmentacién produjo un ion MS2 m/z 123,04434
[M—H - COJ ; ver Figura 18. El pico 21 fue asignado al acido 2-pentilbenzoico,
el cual exhibié un i6n molecular [M — H] de m/z 191,10733; su fragmentacién
produjo un i6n de m/z 121,02874 [C;/Hs0;] . El pico 23 fue identificado como
haematomato de metilo (46), el cual exhibié un i6n molecular [M — H] de
m/z 209,04517; cuya fragmentacién produjo los iones MS? m/z 177,01845
[M —H - CH3OHJ ; 149,02324 [M — H — COJ y 133,02922 [M — H — CO] . El
pico 38 fue asignado al &cido 2-heptil-4-metilbenzoico, el cual exhibié un i6n
molecular [M — H]  de m/z 233,15442; su fragmentacion produjo los iones m/z
135,04430 [CgH702] y 121,02870 [C7Hs0,] . El pico 43 con un ién molecular
[M = H] de m/z 177,01901; fue tentativamente identificado como derivado del

acido haematémico, segun sus patrones de fragmentacion.

Ms

100+

Abundancia Relativa

MS? de miz 151,03940 M-H]™

151.03840 123.04434

100+
20

Abundancia Relativa

a)

148.96046 20
1 15597735 104
" " 1 | 1 | l |l 1| 0
TiTITTlIlTlIrrrrrrryrrrryrrr—g1rrrori rrrr|prrrrrrr T
130 135 140 145 150 155 180 100 110 120 120 140 150
mz miz
b)
Pico 8
OH 0 OH
-CO
—
-H -H
H3C OH HaC OH
- C8H703- - - C7H702- B

Masa exacta: 151,04007

Masa exacta: 123,04515

c)

Figura 18. a) Espectro MS del ién molecular [M—=H] ™ de atranol. b) MS?.
c) Propuesta de fragmentacion.
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Finalmente, el pico 45 fue asignado al 4-O-metilolivetolcarboxilato de etilo, el cual
exhibi6é un ién molecular [M — H] de m/z 265,14786; su fragmentacion produjo
los iones m/z 205,08665 [M — H — C3HsO] y 163,03943 [M — H — CsH140] .

4.2.2. Dépsidos

Huneck (35) describié por primera vez la principal ruta de fragmentacién de los
dépsidos, que consiste en la escisién del enlace éster que une los anillos
aromaticos, para dar lugar a partes fendlicas de la molécula, ver Figura 19. Esta
fragmentacion puede ser seguida por la pérdida de grupos funcionales como
H.O, CO- u otros (1,83,84,93).

Se identifico 4 dépsidos correspondientes a los picos 34, 35, 44 y 46, utilizando
UHPLC-PDA y espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) y analisis de
MS2. El pico 34 fue identificado como acido anziaico, el cual exhibié un i6n
molecular [M —H] ™ de m/z 429,19244; cuya fragmentacién produjo los iones MS?
m/z 223,09732 [M — H — C12H1403] ; 205,08653 [M — H — C12H1604] y 179,10733
[M — H — C13H140s] . El pico 35 fue asignado al acido escuematico (86,95),
el cual exhibi6 un i6n molecular [M — H] de m/z 389,08798; su
fragmentacion produjo los iones m/z 211,02434 [M — H — CioH1004] ;
181,05000 [M — H — C10HgOs] ; 165,05530 [M — H — C10HgO¢] 'y 137,06007
[M — H — C11HsO7] . El pico 44 fue identificado como atranorina (82,83,93), el
cual exhibié un i6n molecular [M — H]  de m/z 373,09296; cuya fragmentacién
produjo los iones MS? m/z 177,01866 [M — H — C10H1204] y 163,03946
[M = H — C10H1005] ; ver Figura 19. Finalmente, el pico 46 fue asignado al acido
perlatélico (93), el cual exhibié un i6bn molecular [M — H]  de m/z 443,20764; su
fragmentacion produjo los iones m/z 223,09663 [M — H — C13H1703] ; 205,08656
[M—H—Ci3H1004] vy 161,09698 [M — H — C14H190¢] .

4.2.3. Depsidonas

En general la ruta de fragmentacion de las depsidonas es mediante la pérdida
de CO; del anillo lacténico, para dar lugar a la estructura de un dibenzofurano,

ver Figura 20. Esta fragmentacion puede ser seguida por la pérdida de grupos
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funcionales como H;O, CO, u otros, dependiendo de la naturaleza de los
sustituyentes (6,83,84).

Se identificé 11 depsidonas correspondientes a los picos 10, 14, 26, 29, 31, 32,
33, 36, 37, 40 y 41, con el uso de UHPLC con PDA y andlisis de HRMS-MS. El
pico 10 fue identificado como acido estictico (84,93), el cual exhibié un i6n
molecular [M — H] ™ de m/z 385,05637; cuya fragmentacion produjo los iones MS?
m/z 357,06094 [M —H — CO] y 341,06625[M —H — CO;] .

M3 MS2de miz 373,09296 M -H]™
273.09296 162.02948
100 100
20 a0
80 a0
'..E T4 ._% 704
2 0 2 a0
g 50 8 50+
8 a0 B 40+
E 204 E 204 17701868
20 257.15286 207
104 10
:'|||||||||||| n|||I||||||||||||||III||IIII|
200 300 400 150 200 250 200 350 400
m'z miz
a) b)
(0]
=
C/
Pico 44 HO (0]
— - - -H
CHj Y CHO
| CH3 ’O»\Sa\ — —
0 OH / CoHsO4”
Masa exacta: 177,01933
A \ i CH 1
HO OH . 3
COOCH; 0,0,7,7 5 o
0
CHO CH A (0]
C19H170g
Masa exacta: 373.09289 c -H
=
\O
CHj,
CoH;05

<)

Masa exacta:163,04007

Figura 19. a) Espectro MS del ion molecular [M —H] ™ de atranorina. b) MS?.
c) Propuesta de fragmentacion.
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El pico 14 con un i6n molecular [M — H] de m/z 431,09836 fue
tentativamente asignado como derivado del acido elatinico (86,97), segun
sus patrones de fragmentacion. El pico 26 con un ién molecular [M — H] de
m/z  453,15543 fue tentativamente identificado  como acido
dehidroxiglomeloénico, segun sus patrones de fragmentacién. El pico 29 fue
asignado al acido norlobarico, el cual exhibié un i6n molecular [M — H] de
m/z 441,15521; su fragmentacién produjo los iones m/z 397,16562
[M—H-CO;,] y353,17508 [M —H-2CO;] . El pico 31 con un i6bn molecular
[M — H] de m/z 455,17120 fue tentativamente identificado como derivado
del a&cido glomeliferénico, segun sus patrones de fragmentacion. El pico 32
fue asignado a conloxodina, la cual exhibié un i6n molecular [M — H] de
m/z 427,14011; su fragmentacion produjo los iones m/z 383,14957
[M—H-CO;] y281,08167 [M — H — CgH1004] . El pico 33 fue identificado
como acido glomeliferénico, el cual exhibié un ion molecular [M — H] de m/z
455,17136, cuya fragmentacién produjo los iones MS? m/z 411,18195
[M—H-CO] ;367,19080 [M —H - 2CO-] ; 251,09244 [M — H — C12H1,03] ;
235,10062 [M — H — C12H1204] ; 223,09726 [M — H — C13H1204] y 207,10260
[M — H — Ci3H120s] . El pico 36 con un i6on molecular [M — H] de m/z
453,15558 fue tentativamente asignado como derivado del acido lobarico,
segln sus patrones de fragmentacion. El pico 37 con un i6n molecular
[M — H] de m/z 453,15570 fue tentativamente identificado como derivado
de loxodina, segun sus patrones de fragmentacién. El pico 40 fue asignado
a loxodina, el cual exhibié un ién molecular [M — H] de m/z 455,17114; su
fragmentacion produjo los iones m/z 411,18173 [M — H — CO,] ; 379,15619
[M -—H-CO2 — CHsOH] y 309,11307 [M — H — C7H1403] . Finalmente, el
pico 41 fue identificado como acido lobarico (82,83,93,96), el cual exhibié
un ién molecular [M — H]  de m/z 455,17114; su fragmentacién produjo los
iones m/z 367,19205 [M — H — 2CO3] ; 352,16806 [M — H — 2CO. — CH3] y
296,10342 [M — H — 2CO; — CsHi1] ; ver Figura 20.

4.2.4. Difeniléteres

Le Pogam (93) describi6 la principal ruta de fragmentacion de los difeniléteres, el
cual consiste en la escision del enlace éter que une los anillos aromaticos, para
dar lugar a partes fendlicas de la molécula, ver Figura 21. Esta fragmentacion

puede ser seguida por la pérdida de grupos funcionales como H,O, CO- u otros.
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Figura 20. a) Espectro MS del i6n molecular [M —H] de &cido lobéarico. b) MS2.
c) Propuesta de fragmentacion.

Se identificd 6 difeniléteres correspondientes a los picos 22, 27, 28, 30, 39
y 48 en el extracto metandlico utilizando el analisis UHPLC-DAD-MS-MS. El
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pico 22 fue identificado como lobarina (93), el cual exhibio un ion molecular
[M — H] de m/z 473,18185, cuya fragmentacion produjo los iones MS m/z
411,18140 [M —H - CO2 - H20] ; 251,09221 [M — H — C12H1404] ; 239,09277
[M—H - Ci3H1404] 'y 223,09680 [M — H — C13H1405] . El pico 27 fue asignado al
sakisacaulon A (46,93), el cual exhibi6 un i6n molecular [M — H] de m/z
429,19193; su fragmentacién produjo los iones m/z 385,20181 [M — H — CO;] ;
251,09203 [M — H — C11H1405] 'y 179,10736 [M — H — C13H140s] . El pico 28 fue
identificado como acido epiforélico Il, el cual exhibié un ién molecular [M — H]
de m/z 487,19733; cuya fragmentacién produjo los iones MS m/z 251,09233
[M — H — Ci3H1604] ; 237,11296 [M — H — Ci3H140s5] y 167,03433
[CsH704] . El pico 30 fue asignado a lobarstina, el cual exhibié un i6n
molecular [M — H] de m/z 455,17105; su fragmentacioén produjo el i6bn m/z
223,09720 [M — H — Ci3H1204] . El pico 39 fue identificado como
sakisacaulon esterificado (46), el cual exhibi6 un ién molecular [M — H] de
m/z 443,20776; cuya fragmentacién produjo los iones MS?2 m/z 265,10806
[M — H - Ci11H1402] ; 207,10217 [M — H — C13H1604] ; 179,10701
[M —H - Ci14H1605] y 109,03033 [CsHs02] ; ver Figura 21. Finalmente,
el pico 48 fue asignado a norlobariol, el cual exhibié un i6n molecular
[M — H]" de m/z 415,17639; su fragmentacién produjo los iones m/z
237,07675 [M — H — Ci11H1402] ; 219,06627 [M — H — Ci11H1603] ¥y
179,10716 [M — H — C12H120s5] .

4.2.5. Dibenzofuranos

Por lo general, la ruta de fragmentacion de los dibenzofuranos es mediante la
pérdida de radicales metilo o grupos funcionales como CO; u otros (1,83), ver

Figura 22.

Se identificd 4 dibenzofuranos correspondientes a los picos 6, 9, 12 y 42, usando
el analisis UHPLC-DAD-MS-MS. El pico 6 fue identificado como acido
isostrepsilico (46), el cual exhibié un i6bn molecular [M — H] de m/z 287,05600;
cuya fragmentaciéon produjo los iones MS? m/z 257,04532 [M — H — OCH,] ;
243,06596 [M — H — CO,] y 213,05544 [M — H — CO, — OCHy] . El pico 9
fue asignado a estrepsilina (95), el cual exhibié un i6n molecular [M — H]
de m/z 269,04538; su fragmentacién produjo los iones m/z 149,02365
[CsHs03] y 123,04414 [C7H702] . El pico 12 fue identificado como acido

6-O-metilnorascomatico, el cual exhibié un i6bn molecular [M — H] de
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m/z 285,07669;

cuya fragmentacion produjo

los

iones MS?2 m/z

255,06601 [M—H - OCH] y 226,06325 [M —H — CO; — CHg] . Finalmente,

el pico 42 fue asignado al acido Usnico (82,83,93,96), el cual exhibié un i6n

molecular [M — H] de m/z 343,08246; su fragmentacion produjo los iones
m/z 328,05978 [M — H — CHs] ; 259,06116 [M — H — C4H30;2] vy
231,06638 [M — H — CsH30g] ; ver Figura 22.
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Figura 21. a) Espectro MS del ibn molecular [M—H] de sakisacaulon

esterificado. b) MS2. ¢) Propuesta de fragmentacion.

4.2.6. Lipidos

Se identific6 12 lipidos correspondientes a los picos 7, 11, 13, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 24, 25 y 47, utilizando el anélisis UHPLC-ESI-MS-MS. El pico 7

86




fue identificado como &cido 4,5-dihidroxi-2-nonenoico (82), el cual exhibié

un i6n molecular [M — H] de m/z 187,09711; cuya fragmentacion produjo
los iones MS m/z 145,04997 [M — H — CsHs] y 101,02350 [C4Hs03] . El pico

11 fue asignado al 4cido tetrahidroxieicosanoico (86,96), el cual exhibié un

i6n molecular [M — H] de m/z 375,27530; su fragmentacion produjo el ién
m/z 313,20209 [M — H — C3H100] . El pico 13 fue identificado como acido

pentahidroxidocosanoico (82,96), el cual exhibié un i6bn molecular [M — H]

de m/z 419,30139; cuya fragmentacién produjo los iones MS? m/z 401,29105
[M—H-H0] y375,31186 [M — H — CO] ; ver Figura 23.
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Figura 22. a) Espectro MS del ién molecular [M—H] ™ de &cido Usnico. b) MS2,
c) Propuesta de fragmentacion.
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El pico 15 con un i6on molecular [M — H]  de m/z 505,33801 fue tentativamente

asignado al &cido hexahidroxioxohexacosanoico, segin sus patrones de

fragmentacion. El pico 16 fue identificado como acido tetrahidroxiheneicosanoico

(96), el cual exhibi6 un i6n molecular [M — H] de m/z 389,29099; cuya
fragmentacion produjo el ibn MS? m/z 345,22864 [M — H — CsHg] . El pico 17 con

unién molecular [M—H] de m/z 475,32773 fue tentativamente asignado al acido

pentahidroxioxopentacosanoico, segun sus patrones de fragmentacién. El pico

18 fue identificado como acido tetrahidroxidocosanoico (82,86,95,96), el cual

exhibié un i6n molecular [M — H] de m/z 403,30676; cuya fragmentacion
produjo el i6bn MS2 m/z 385,29532 [M — H — H,0] . El pico 19 con un ién

molecular [M — H] de m/z 489,34341 fue tentativamente asignado al acido

pentahidroxioxohexacosanoico, segun sus patrones de fragmentacion. El pico

20 fue identificado como acido tetrahidroxitricosanoico (82,86,96), el cual

exhibi6é un i6n molecular [M — H] de m/z 417,32239; cuya fragmentacion
produjo el ibn MS m/z 399,31128 [M — H — H,O] y 173,11749 [CyH1703] .
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El pico 24 con un i6n molecular [M — H] de m/z 503,35873 fue
tentativamente asignado al acido pentahidroxioxoheptacosanoico, segun
sus patrones de fragmentacién. El pico 25 con un ién molecular [M — H] de m/z
517,37451 fue tentativamente identificado como pentahidroxioxoheptacosanoato
de metilo, seglin sus patrones de fragmentacién. Finalmente, el pico 47 con
un i6n molecular [M — H] de m/z 361,20218 fue tentativamente asignado
como derivado del acido protoconstipatico, segun sus patrones de

fragmentacion.

4.2.7. Polioles

Se identificé 5 polioles correspondientes a los picos 1, 2, 3, 4y 5 en el
extracto metandlico, utlizando una combinacién de técnicas. El pico 1 fue
identificado como manitol, el cual exhibié un i6n molecular [M — H] de m/z
181,07140; cuya fragmentacién produjo el ibn MS? m/z 151,06055 [M —H — OCH,] .
El pico 2 fue asignado al acido glucénico (94), el cual exhibié un i6n
molecular [M — H] de m/z 195,05058; su fragmentacién produjo los iones
m/z 177,03969 [M — H — H,0] ; 159,02914 [M — H — 2H,0] ; 151,06044
[M—H-CO;] y129,01837 [CsH504] . El pico 3 fue identificado como acido
arabico, el cual exhibié un i6n molecular [M — H] de m/z 165,03990; cuya
fragmentacion produjo el ibn MS? m/z 129,01851 [M — H — 2H,0] . El pico 4
fue asignado al arabitol, el cual exhibié un ién molecular [M — H] de m/z
151,06053; su fragmentacion produjo el ibn m/z 133,04996 [M — H — H,0]J ;
ver Figura 24. Finalmente, el pico 5 fue identificado como &cido 2,5-didehidro-
D-glucénico, el cual exhibié un ion molecular [M — H] de m/z 191,01964; cuya
fragmentacion produjo los iones MS m/z 147,02940 [M —H - CO;] y 129,01871
[M-—H-CO;-HOJ .

En base a los compuestos identificados mediante el anélisis UHPLC-ESI-MS-MS se

proponen las rutas biosintéticas de los compuestos aromaticos (Figura 35, Anexo 5),

depsidonas (Figura 36, Anexo 5), dépsidos, depsidonas y difeniéteres (Figura 37,

Anexo 5), dibenzofuranos (Figura 38, Anexo 5) y lipidos (Figura 39, Anexo 5), de

acuerdo a la similitud de sus estructuras quimicas, pérdida de grupos funcionales y

lo sefialado por otros autores (1,46,83,84,93).
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4.3. Analisis de acidos grasos mediante cromatografia de gases (GC-FID)

El método comprende 3 etapas, en la primera se realiza la extraccion de acidos
grasos con MeOH, la segunda comprende la transesterificacion para la metilacion de
los acidos grasos y, finalmente, los metilésteres (FAMES) obtenidos se analizan por
GC-FID.

4.3.1. Preparacion de la muestra liquénica

El extracto metandlico, EM, se pesé por triplicado, tal como se indica en la Tabla
14, después de la transesterificacion se calcul6 el porcentaje de acidos grasos

transesterificados, %trans, tal como se muestra a continuacion.

Tabla 14. Masas de los extractos metandlicos y porcentajes de
transesterificacion.

Muestra mewm (9) Mirans (9) % trans  %tranSprom S.D.
M1 0,1656 0,0107 6,4595
M2 0,1932 0,0124 6,4182 6,4590 0,0406
M3 0,1754 0,0114 6,4994
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4.3.2. ldentificacién de acidos grasos

Se obtuvo el cromatograma de la mezcla estandar de FAMESs (Figura 40, Anexo
6), el cual esta compuesto por 28 metilésteres de 4cidos grasos y se determin6
el cromatograma de los metilésteres de 4cidos grasos de la muestra liquénica
(Figura 41, Anexo 6).

En la Tabla 15, se observa los metilésteres de los 16 4cidos grasos identificados
en la muestra liguénica, después de comparar los tiempos de retencidn obtenidos
de los estandares. Asimismo, se muestra los porcentajes relativos

correspondiente a cada FAME identificado en el extracto con respecto al total de

FAMEs detectados.

Tabla 15. Metilésteres de &cidos grasos identificados en la muestra liquénica.

N° N°C Metilester tr (FAMEs) t,(muestra) % relativo
1 C11.0 Undecanoato de metilo 13,932 13,930 1,98
2 Ci12:0 Laurato de metilo 15,900 15,864 2,07
3 Ci15:0 Pentadecanoato de metilo 21,263 21,194 0,78
4 C16:0 Palmitato de metilo 22,878 22,877 0,25
5 Ci16:1 (cis-9) Palmitoleato de metilo 23,374 23,437 4,74
6 Ci18:0 Estearato de metilo 25,879 25,878 0,55
7 C18:1 (trans-9) Elaidato de metilo 26,109 26,171 2,58
8 cCi8:1 (cis-9) Oleato de metilo 26,265 26,259 0,46
9 c(Ci18:2 (cis-9,12) Linoleato de metilo 26,992 26,992 1,44
10 C20:0 Araquidato de metilo 27,879 27,821 11,97
11 C20:1 (cis-11) Eicosenoato de metilo 28,619 28,343 3,03
12 C18:3 (cis-9,12,15) Linolenato de metilo 29,002 29,099 0,17
13 C22:0 Behenato de metilo 31,142 31,155 0,22
14 C22:1 (cis-13) Erucato de metilo 31,227 31,272 2,24
15 C23:0 Tricosanoato de metilo 31,531 31,505 0,81
16 C24:0 Lignocerato de metilo 32,336 32,346 0,41

Los tiempos de retencion de los estandares se verificaron mediante la inyeccion
del patron de FAMEs a 6 concentraciones distintas (ver Tabla 34 en Anexo 6).
Con los datos obtenidos se graficaron las curvas de calibracion para cada
metilester obtenido, y asi ver la linealidad de los componentes al aumentar la

concentracion (ver Figuras 42 y 43 en Anexo 6).
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Los liguenes contienen muchos &cidos grasos comunmente encontrados en
plantas superiores, los mas comunes son los acidos linoleico y oleico, los cuales
se han reportado en especies como Ramalina yasudae, Usnea difracta y Usnea
durietzii, entre otros (98,99). De estos dos acidos grasos, comunmente se reporta
un mayor contenido de acido linoleico que de &cido oleico en una misma especie
liquénica (99,100), lo cual se puede corroborar para esta especie en estudio (ver
Tabla 15).

En la Tabla 16 se muestra los 4cidos grasos saturados e insaturados presentes
en algunas de las especies del género Stereocaulon, donde se aprecia que los
acidos grasos presentes en mayor proporcion son el acido palmitico (C16:0) y el
acido estearico (C18:0), mientras que nuestra especie en estudio, S. glareosum
presenta un porcentaje relativo menor al promedio. Por otro lado, se reportd
menor proporcién de acidos grasos de cadena corta (C10:0, C12:0, C14:0,
C15:0, C17:0) y cadena larga (C20:0, C22:0 y C24:0), lo cual concuerda con lo
hallado para la especie en estudio, con la diferencia que se encontr6 un mayor
contenido de acido araquidico (C20:0) (11,97 %) en comparacion con el
contenido total de FAMEs detectados.

En base a nuestro resultado, en comparacion con lo ya identificado en otras
especies de Stereocaulon, podemos mencionar que el contenido de lipidos varia
segun la especie y familia, debido a los factores ecolbgicos a los cuales estan
expuestos como el clima, temperatura, radiacion UV, la altitud, entre otros. Por
lo tanto, para realizar un estudio mas completo y preciso, se tendria que

comparar especies del mismo y/o distinto género, del mismo lugar de recolecta.
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Tabla 16. Composicion de acidos grasos como metilésteres en diferentes

especies de Stereocaulon.

S. vesuvianum
S. graminosum

S. vulcani
S. dactylophyllum
S. S. evolutum
N° C Metilester tomentosum S. halei
(100) S. montagneanum
S. pileatum
S. alpinum
S. scutelligerum
(36)

C10:0 Decanoato de metilo X v
C12:0 Laurato de metilo X v
C14:.0 Miristato de metilo X v
Ci4:1 (cis-9) Miristolato de metilo X v
C15:.0 Pentadecanoato de metilo X v
C16:0 Palmitato de metilo X v
Ci16:1 (cis-9) Palmitoleato de metilo X v
C17.0 Heptadecanoato de metilo X v
C18:0 Estearato de metilo X v
ci18:1 (trans-9) Elaidato de metilo X v
ci18:1 (cis-9) Oleato de metilo v v
C18:2 (cis-9,12) Linoleato de metilo X v
C20:0 Araquidato de metilo v v
C20:1 (cis-11) Eicosenoato de metilo v v
C20:2 (cis-11,14) Eicosadienoato de metilo v X
C18:3 (cis-9,12,15) Linolenato de metilo X v
C22:0 Behenato de metilo v v
C22:1 (cis-13) Erucato de metilo X v
C24:0 Lignocerato de metilo X v
C20:5 (cis-5,8,11,14,17) Eicosapentaenoato de metilo X v
C24:1 (cis-15) Nervonato de metilo X v
C22:6 (cis-4,7,10,13,16,19) Docosahexaenoato de metilo X v

v’ : Contiene, x: No contiene

4.4. Elucidacion estructural de los compuestos aislados

Las fracciones primarias y secundarias se sometieron a procesos de separacion y

purificacion por cromatografia en columna y/o cristalizacion, conduciendo a la

obtencion de 9 compuestos (Tabla 17), cuya estructura se determiné a través del

andlisis de sus datos espectroscopicos en comparacion con referencias citadas.
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Tabla 17. Compuestos obtenidos del liquen S. glareosum.

Compuesto Metabolito Rendimiento
1 Haematomato de metilo 2,38 %
2 Acido 2,4-dimetoxi-6-pentilbenzoico 0,38 %
4 Acido 2,4-dimetoxi-6-propilbenzoico 0,36 %

B-orcinol carboxilato de metilo

6y7 (Atrarato de metilo) 3,33%
8 Orselinato de metilo 2,60 %
S1ly5 Atranorina 33,3%
S3y 10 Acido lobérico 4,53 %
9 Brasicasterol 0,18 %
Y Acido gluconico 2,57 %

4.4.1. Compuestos aromaticos

El andlisis del espectro RMN-tH (CDCls) para el compuesto 1 (Tabla 18), permiti6

evidenciar que es un compuesto aromatico de tipo B-orcinol (35). Su espectro
(Figura 44, Anexo 7) presento seis sefiales simples que integran para un total de
diez hidrégenos, las cuales se asignaron de la siguiente manera, en 6 = 2,53 ppm
presenta un grupo metilo singulete sobre anillo aromatico; en 3,96 ppm
corresponde a los hidrégenos de un grupo metoxilo singulete; en 6,29 ppm es
caracteristico de un hidrégeno aroméatico asi como la de 10,37 ppm lo es para
un hidrégeno de tipo aldehidico; finalmente las sefiales en 12,41 y 12,87 ppm
corresponden a dos hidroxilos que se encuentran formando puentes de

hidrégeno intramoleculares con grupos carbonilo.

Tabla 18. Desplazamiento (ppm) del espectro RMN-'H del compuesto 1.

(400 MHz, CDCl5)
6 (mult.)
3,96 (3H, s)
12,87 (1H, s)
10,34 (1H, s)
12,41 (1H, s)
6,29 (1H, s)
2,53 (3H, s)

Posicidn

OO A~ IWIN|[PF
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El espectro ESI-MS-MS (Sec. 4.2.1.) mostr6 un ién molecular [M — H]  de m/z
209,04517; concordante para una formula molecular CioH100s, cuya
fragmentacion produjo los iones MS m/z 177,01845 [M — H — CH3OH]J ;
149,02324 [CsHs035] 'y 133,02922 [CsHsO2] , que corresponde con la referencia
(35,46).

Al analizar el espectro RMN-H y ESI-MS-MS, y compararlo con lo reportado por

Huneck & Yoshimura (35) y Vu (41) se propone que el compuesto 1 es el

haematomato de metilo, cuya estructura se muestra en la Figura 25.

CH,4
6 COOCH;
4 2
HO A OH
CHO

Figura 25. Estructura del compuesto 1.

El andlisis de los espectros RMN-'H (CDCIs) para los compuestos 2, 3y 4 (Tablas

19 y 20), permiti6 evidenciar que son derivados del &cido benzoico del tipo B-
orcinol (35).

El espectro del compuesto 2 (Figura 45, Anexo 7) presentd ocho sefiales que

integran para un total de veinte hidrégenos, la sefial en 0,90 ppm corresponde a
tres protones triplete; en 1,26 ppm se ubican dos protones multiplete; en 1,33
ppm se observa cuatro protones multiplete; la sefal en 2,84 ppm corresponde a
dos protones multiplete; en 3,80 y 3,92 ppm se ubican los hidrégenos de dos
grupos metoxilo singulete; las sefiales en 6,29 y 6,33 ppm son caracteristicas de
un hidrégeno aromaético; finalmente la sefial en 11,71 ppm corresponde a un

hidrogeno de tipo carboxilico.

El espectro del compuesto 4 (Figura 47, Anexo 7) presentd siete sefiales que

integran para un total de dieciseis hidrégenos, la sefial en 0,96 ppm corresponde
a tres protones triplete; en 1,26 ppm se ubican dos protones multiplete; en 2,83
ppm se observan dos protones multiplete; en 3,80 y 3,92 ppm se presentan los

hidrégenos de dos grupos metoxilos singuletes; las sefiales en 6,29 y 6,34 ppm
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son caracteristicas de hidrégenos aromaticos; finalmente la sefial en 11,71 ppm

corresponde a un hidrégeno de tipo carboxilico.

Tabla 19. Desplazamiento (ppm) del espectro RMN-H del compuesto 2.

(400 MHz, CDCl5)

6 (mult., J en Hz)
1 11,71 (1H, s)
2 3,92 (3H, s)
3 6,29 (2H, d)
5
4

Posicion

6,33 (2H, m)
3,80 (3H, s)

1 2,84 (2H, m)
2 1,26 (2H, m)
3,4 1,33 (4H, m)
5 0,90 (3H,t, J=6,1)

Tabla 20. Desplazamiento (ppm) del espectro RMN-H del compuesto 4.

(400 MHz, CDCls)
o (mult., J en Hz)
11,71 (1H, s)
3,92 (3H, s)
6,29 (2H, d)
6,34 (2H, m)
3,80 (3H, s)
2,83 (2H, t)
1,26 (2H, m)
0,96 (3H,tJ=7,3)

Posicion

AW NP

W N =

Al analizar los espectros RMN-'H de los compuestos 2 y 4, y comparando con lo
reportado por Huneck & Yoshimura (35) se propone que el compuesto 2 seria
acido 2,4-dimetoxi-6-pentilbenzoico y el compuesto 4 seria acido 2,4-dimetoxi-6-

propilbenzoico, cuyas estructuras se muestran en la Figura 26.
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HsCO OCH;  M3CO

Figura 26 .Estructura de los compuestos 2 (izquierda) y 4 (derecha).

El compuesto 3 (Figura 46, Anexo 7) resulté ser una mezcla de los compuestos

2y 4, ya que al superponer los espectros de ambos se evidencia una diferencia
solo en la zona alifética, debido que el compuesto 2 presenta una cadena mas

larga que el compuesto 4.

Los compuestos 6 y 7 se juntaron segun su similitud cromatografica en TLC. El

andlisis de los espectros de resonancia magnética nuclear para el compuesto 6

(Tabla 21), permitié evidenciar que es un compuesto aromatico de tipo -orcinol (35).

El espectro RMN-!H (CDCls) (Figura 48, Anexo 7) presentd seis sefiales simples
gue integran para un total de doce hidrégenos, las que se presentan en 2,10 y
2,45 ppm corresponden a dos grupos metilo singuletes sobre el anillo aromético;
en 3,92 ppm se ubican los hidrégenos de un grupo metoxilo singulete; en 5,36
ppm se observa un hidroxilo sobre el anillo aromético; la sefial en 6,20 ppm es
caracteristica de un hidrogeno aromético; finalmente la sefial en 12,03 ppm
corresponde a un hidroxilo que se encuentra formando puente de hidrogeno

intramolecular con un grupo carbonilo.

El espectro RMN-C (CDCls) (Figura 49, Anexo 7) presenté diez sefiales
correspondientes a diez atomos de carbono, la sefial en 172,77 ppm
corresponde a un grupo carbonilo de éster y las de 6 7,8; 24,22 y 51,97 ppm se

asignaron a los dos metilos y el metoxilo respectivamente.
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Tabla 21. Desplazamiento (ppm) del espectro RMN-'H y RMN-13C del compuesto

6.

L (400 MHz, CDCl3) (126 MHz, CDCls)

Posicion
On (mult.) oc

1 - 105,31

2 12,03 (1H, s) 158,25

3 - 108,71

4 5,36 (1H, s) 163,24

5 6,20 (1H, s) 110,72

6 - 140,28

7 3,92 (3H, s) 172,77

8 2,10 (3H, s) 7,80

9 2,45 (3H, s) 24,22
-COOCHgs - 51,97

Al analizar el espectro RMN-'H y RMN-*3C, y compararlo con lo reportado por

Huneck & Yoshimura (35) y Vu (41) se propone gue el compuesto 6 seria el
B-orcinol carboxilato de metilo (atrarato de metilo), cuya estructura se muestra

en la Figura 27.

CHj,
8

Figura 27. Estructura del compuesto 6.

El andlisis del espectro RMN-tH (CDCls) para el compuesto 8 (Tabla 22), permiti6

evidenciar que se trata de un aromatico de tipo B-orcinol (35). Su espectro
(Figura 50, Anexo 7) presento seis sefiales simples que integran para un total de
diez hidrégenos, la de 2,49 ppm corresponde a un grupo metilo singulete sobre
anillo aromatico; en 3,92 ppm se ubican los hidrégenos de un grupo metoxilo
singulete; en 5,25 ppm se observa un hidroxilo; las sefales en 6,22 y 6,27 ppm

son caracteristicas de hidrégenos aromaticos; finalmente la sefial en 11,77 ppm
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corresponde a un hidroxilo que se encuentra formando puente de hidrégeno

intramolecular con un grupo carbonilo.

Tabla 22. Desplazamiento (ppm) del espectro RMN-H del compuesto 8.

(400 MHz, CDCl5)
6 (mulit.)
3,92 (3H, s)
11,71 (1H, s)
6,22 (1H, s)
5,25 (1H, s)
6,27 (1H, s)
2,49 (3H, s)

Posicion

OO~ WIN|(PF

Al analizar el espectro RMN-'H y compararlo con lo reportado por Huneck &

Yoshimura (35) y Vu (41) se propone que el compuesto 8 seria orselinato de

metilo, cuya estructura se muestra en la Figura 28.

Figura 28. Estructura del compuesto 8.

4.4.2. Dépsido

Los compuestos S1y 5 se juntaron segun su similitud cromatografica en TLC. El

andlisis del espectro RMN-*H (CDCls) para el compuesto S1 (Tabla 23), permitié
evidenciar que es un dépsido (35). Su espectro (Figura 51, Anexo 7) presentd
diez sefiales simples que integran para un total de dieciocho hidrégenos, las que
se presentan en 2,09; 2,55 y 2,69 ppm corresponden a tres grupo metilo
singuletes sobre el anillo aromético; en 3,99 ppm se ubican los hidrégenos de un
grupo metoxilo singulete; las de 6,40 y 6,51 ppm son caracteristicas de
hidrégenos arométicos; en 10,36 ppm se observa un hidrogeno de tipo
aldehidico; finalmente las sefiales 11,94; 12,50y 12,55 ppm corresponden a tres

hidroxilos sobre el anillo aromatico.
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Tabla 23. Desplazamiento (ppm) del espectro RMN-'H del compuesto S1.

(400 MHz, CDCl5)

Posicion
6 (mulit.)
2 12,50 (1H, s)
4 12,55 (1H, s)
5 6,40 (1H, s)
8 10,36 (1H, s)
9 2,69 (3H, s)
2 11,94 (1H, s)
5 6,51 (1H, s)
7 3,99 (3H, s)
8’ 2,55 (3H, s)
9 2,09 (3H, s)

Se ha determinado la presencia de los compuestos 1, haematomato de metilo, y
6, B-orcinol carboxilato de metilo, que segun lo reportado (1,41) al esterificarse

forman un dépsido que corresponde a la atranorina, que se evidencia por su
espectro RMN-1H.

El espectro ESI-MS-MS (Figura 19, sec. 4.2.2.) mostré un ién molecular [M — H]
de m/z 373,09296 concordante para una férmula molecular CigHis0s, cuya
fragmentacion produjo los iones MS m/z 163,03946 [M — H — Cy0H1005] Y
177,01866 [M — H — C10H1204] que corresponde con la referencia (82,83,93).

Al analizar el espectro RMN-H, ESI-MS-MS y compararlo con lo reportado por

Huneck & Yoshimura (35) y Perico (13) se propone que el compuesto 1 seria

atranorina, cuya estructura se muestra en la Figura 29.

Figura 29. Estructura del compuesto S1.
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4.4.3. Depsidona

Los compuestos S3 y 10 se juntaron segun su similitud cromatografica en TLC.

El analisis de los espectros de resonancia magnética nuclear para el compuesto

S3 (Tabla 24), permitié evidenciar que es una depsidona (35).

El espectro RMN-'H (DMSO-d6) (Figura 52, Anexo 7) presentd nueve sefiales
gue integran para un total de veintiséis hidrégenos, entre 0,86 y 0,90 ppm
corresponden a seis protones triplete de dobletes; en 1,32 ppm se ubican cuatro
protones multiplete; en 1,40 ppm se observa dos protones multiplete; la sefial en
1,53 ppm corresponde a dos protones triplete; en 2,79 y 2,85 ppm se ubican dos
protones triplete cada una; en 3,90 ppm se observa los hidrogenos de un grupo
metoxilo singulete; finalmente la sefales a 6,98 y 7,10 ppm son caracteristicas
de hidrégenos aromaticos.

El espectro RMN-3C (CDCls) (Figura 53, Anexo 7) presenté veinticinco sefiales
correspondientes a veinticinco atomos de carbono, las de 6 13,79 y 13,99 ppm
corresponden a dos metilos; entre 22 y 33 ppm se encuentran el metileno; en
42,13 ppm se ubica un metileno unido a un carbonilo; en 55,98 ppm se observa
un metoxilo; las sefiales en 161,55; 171,99 y 204,23 ppm son caracteristicas de
grupos carbonilo en forma de éster, acido y cetona respectivamente. Al
encontrarse doce sefales entre 106 y 165 ppm se presume que la estructura

presenta dos anillos arométicos multisustituidos.

El espectro ESI-MS-MS (Figura 20, sec. 4.2.3.) mostré un i6n molecular [M - H]
de m/z 455,17114 concordante para una formula molecular CisH2sO0s, cuya
fragmentacion produjo los iones MS m/z 296,10342 [M — H — 2CO, — CsHa1] ;
352,16806 [M — H — 2C0O, — CH3] ; 367,19205 [M — H — 2CO;] y 411,17941 [M
—H - CO,] que corresponde con las referencias (82,83,86,93).

Al analizar los espectros RMN-H, RMN-*3C, ESI-MS-MS y compararlos con lo

reportado por Huneck & Yoshimura (35) y Vu (41) se propone que el compuesto

S3 seria &cido lobarico, cuya estructura se muestra en la Figura 30.
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Tabla 24. Desplazamiento (ppm) del espectro RMN-'H y RMN-13C del
compuesto S3.

(500 MHz, DMSO-d6)

(126 MHz, DMSO-d6)

Posicion
On (Mmult., J en H2) Oc
1 - 111,85
2 - 162,80
3 7,10 (1H,d, J = 2,4) 106,28
4 - 164,53
5 6,98 (1H,d, J=2,4) 111,01
6 - 149,63
7 - 161,80
17 - 204,49
2" 2,79 (2H,t, J =8,0) 42,38
3” 1,53 (2H, m) 26,14
4” 1,32 (2H, m) 22,63
5” 0,87 (3H,t,J=7,2) 14,24
r - 111,20
2 - 160,69
3 6,70 (1H, s) 108,40
4 - 149,57
5 - 141,71
6’ - 140,07
7 - 172,25
1 2,85 (2H,t,J=7,2) 28,46
2" 1,53 (2H, m) 31,17
3 1,40 (2H, m) 32,60
4 1,32 (2H, m) 22,33
5" 0,88 (3H,t,J=7,3) 14,04
OCHz-4 3,90 (3H, s) 56,24
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Figura 30. Estructura del compuesto S3.

4.4 4. Esteroide

El analisis de los espectros de resonancia magnética nuclear para el compuesto
9 (Tabla 25), permitié evidenciar que es un esteroide (35). El espectro RMN-'H

(CDCls) (Figura 54, Anexo 7) present6 doce sefiales que integran para un total
de cuarenta y seis hidrégenos, las de 0,69 y 1,04 ppm corresponden a tres
protones singuletes; en 0,81; 0,83; 0,92 y 1,01 ppm se ubican tres protones
duplete; en 3,52 ppm se observa un protén multiplete; la sefial en 5,35 ppm
corresponde a un proton multiplete olefinico; finalmente en la sefial a 5,18 ppm

se ubican dos protones multiplete olefinico.

El espectro RMN-13C (CDCls) (Figura 55, Anexo 7) presentd veintiocho sefiales
correspondientes a veintiocho atomos de carbono, las sefiales entre 12 y 22 ppm
corresponden a seis metilos; en 71,97 ppm se ubica un carbono terciario unido
a un hidroxilo; entre 21 y 57 ppm se observan carbonos secundarios, terciarios
y cuaternarios; finalmente las sefiales entre 121 y 141 ppm son caracteristicas

de cuatro carbonos olefinicos.

Al analizar los espectros RMN-'H y RMN-3C y compararlo con lo reportado por

Vu (41), Gonzalez et al. (43) y Queiroz (101) se propone que el compuesto 9

seria brasicasterol, cuya estructura se muestra en la Figura 31.
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Tabla 25. Desplazamiento (ppm) del espectro RMN-'H y RMN-13C del
compuesto 9.

(400 MHz, CDCls) (126 MHz, CDCl3)

Posicién
On (mult)) Oc
1 - 37,41
2 - 30,25
3 3,52 (1H, m) 71,97
4 - 39,83
5 - 140,89
6 5,35 (1H, m) 121,86
7 - 31,81
8 - 32,05
9 - 50,31
10 - 36,67
11 - 21,11
12 - 40,31
13 - 42,39
14 - 56,99
15 - 24,44
16 - 28,69
17 - 56,17
18 0,69 (3H, s) 12,23
19 1,04 (3H, s) 19,55
20 - 42,44
21 1,01 (3H, d) 21,26
22 5,18 (1H, m) 135,98
23 5,18 (1H, m) 131,87
24 - 42,96
25 - 33,25
26 0,81 (3H, d) 20,11
27 0,83 (3H, d) 19,80
28 0,92 (3H, d) 17,77
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Figura 31. Estructura del compuesto 9.

4.4.1. Poliol

El andlisis del espectro RMN-'H (DMSO-d6) para el compuesto S2 (Tabla 26),

permitié evidenciar que es un poliol (35). Su espectro (Figura 56, Anexo 7)
presento seis sefiales que integran para un total de seis hidrogenos, todas ellas
corresponden a un hidrégeno del tipo —CH2-O- o -CH-O-, de las cuales, entre 3
y 4,3 ppm se ubican hidrogenos beta; en 4,39 ppm se observa un hidrogeno alfa;
finalmente las sefales 3,54 y 4,11 ppm corresponden a los hidrogenos de un

grupo metileno duplete.

El espectro IR (Figura 57, Anexo 5) presenta un perfil caracteristico de un poliol,
del cual se observa una banda ancha entre 3290 y 3388 cm™ debido a la
absorcion de los grupos OH; la de 2939 cm™ correspondiente a estiramientos C-H
saturadas, una sefial débil a 1627 cm™ debido al carbonilo del acido carboxilico; una
absorcion a 1458 cm™ correspondiente a flexiones del metileno; la sefial a 1020 y 1082
cmdebido a estiramientos primarios y secundarios del C-OH.

Tabla 26. Desplazamiento (ppm) del espectro RMN-'H del compuesto S2.

(400 MHz, DMSO-d6)
6 (mult., J en Hz)
4,39 (1H,d, J=5,1)
4,30 (1H,t,J=5,2)
3,46 (1H, m)
3,39 (1H, m)
4,12 (1H, d, J = 6,9)
3,54 (1H, d, J = 7,4)

Posicién

OO WN

@
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El espectro ESI-MS-MS (Sec. 4.2.7.) mostr6 un ién molecular [M — H]  de m/z
195,05058, concordante para una férmula molecular CgH1207, cuya
fragmentacion produjo los iones MS m/z 177,03969 [M — H — H,OJ ; 159,02914
[M — H - 2H.0] ; 151,06044 [M — H — CO;] y 129,01837 [M — H — 2H.,0 —
CH20] que corresponde con la referencia (94).

Al analizar los espectros RMN-H, IR y ESI-MS-MS y compararlo con lo reportado

por Cadiz-Gurrea et al. (94) y Wishart et al. (102) se propone que el compuesto

S2 seria &cido glucénico, cuya estructura se muestra en la Figura 32.
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Figura 32. Estructura del compuesto S2.

4.5. Andlisis cuantitativo de acido Usnico
4.5.1. Preparacion de la muestra liquénica
Se trabaj6 por triplicado como se indica en la Tabla 27.

Tabla 27. Masas de la muestra liquénica.

Muestra Masa (g)
M1 1,0004
M2 1,0007
M3 1,0003

4.5.2. Curva de calibracién

Se determind la absorbancia maxima, ver Tabla 28, del espectro UV-Vis
entre 200 y 400 nm, de una solucion de &cido Usnico de 5 ppm, obteniéndose
como Amax = 283,8 nm, confirmando que a esa longitud de onda no interfiere el
solvente, ver Figura 53 (Anexo 8). Se aprecia que los valores de absorbancia

méxima son bastantes cercanos con los reportados por Castro (8) (Tabla 5).
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Tabla 28. Absorbancias maximas del espectro UV-Visible del acido usnico.

Compuesto Banda 1l Banda 2
Acido Usnico 234,4 nm 283,8 nm

Luego se midi6 la absorbancia de cada estandar preparado a dicha Amax, l0S
cuales se indican en la Tabla 29. Con los datos obtenidos se graficé la curva de

calibracion, la cual se muestra en la Figura 33.

Tabla 29. Datos de absorbancias obtenidas para cada estandar.

Estandar N° Concentraciéon (ppm) Absorbancia

1 1,0 0,29161
2 1,5 0,38357
3 2,0 0,46649
4 2,5 0,55835
5 3,0 0,64220
6 3,5 0,73617
7 4.0 0,83220
8 4,5 0,92708
9 50 1,00620
Curva de calibracion
1.000
y=0,1799x + 0,1095
_0-800 R? = 0,9996
£
£ 0.600
é 0.400
0.200
0.000
0.5 1.5 2.5 3.5 4.5 5.5
Concentracion (ppm)

Figura 33. Curva de calibracion de la muestra patron de acido usnico.

4.5.3. Determinacion cuantitativa de acido Usnico en la muestra liquénica

La Tabla 30 presenta las concentraciones de cada muestra liquénica a diferentes
diluciones, obtenidas en base a la curva de calibracion. Para esto se utiliz6 la

ecuacion de la curva de calibracién de la muestra patrén:
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y =0,17994x + 0,10951
y: absorbancia (Abs.) X: concentracion de la muestra problema (ppm)

Tabla 30. Datos de absorbancias obtenidas a diferentes diluciones
para cada muestra.

Dilucién Absorbancia Concentracion
Muestra

(Valicuotal Vsiola) (Abs.) (ppm)

0,6/10 0,66300 3,0767

M1 0,6/10 0,66344 3,0792
0,6/10 0,66398 3,0822

0,6/10 0,68667 3,2083

M2 0,6/10 0,68587 3,2038
0,6/10 0,68453 3,1964

1,5/25 0,65739 3,0455

M3 1,5/25 0,65543 3,0346
1,5/25 0,65798 3,0488

Para determinar el porcentaje de ac. Usnico en las muestras M1, M2 y M3 se
utilizé la siguiente ecuacion:
Vfiola 100 mL

%Ac. iSnicomyestra. = [CONC.giola | X X x 100%
Valicuota masamyestra

Al aplicar la ecuacién anterior, se tiene los resultados que se pueden observar

en la Tabla 31, cuyo tratamiento de datos se explica en el Anexo 8.

Tabla 31. Porcentaje de &cido Usnico en la muestra liquénica.

Conc %Ac. Gsnico %Ac. tsnico
Muestra  AbSprom. PR prom. muestra

(ppm) (9/9) (9/9)
M1 0,66349 3,08 + 0,04 0,51 + 0,01
M2 0,68560 3,21 + 0,04 0,53+ 0,01 0,52 + 0,03
M3 0,65693 3,05+ 0,04 0,51 + 0,01

El porcentaje de acido Usnico obtenido para el S. glareosum (0,52 %), al
compararlo con lo reportado en otras dos especies de Stereocaulon (ver Tabla
6) podemos observar que el liquen en estudio contiene un mayor porcentaje de
acido Usnico que el S. vesuvianum (0,12 %), lo cual se puede explicar por la

diferencia de la zona a la cual fueron recolectados estas dos especies
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(procedentes de distintos distritos de la provincia de Junin), por un lado, la
especie en estudio fue recolectado a una altura 4900 - 5100 msnm, en cambio el
S. vesuvianum a una altura 4100 msnm (8). Dicho esto, se puede deducir que,
al encontrarse la especie en estudio a una mayor altura, soporta una mayor
radiacion ultravioleta, por lo que el liguen a manera de respuesta tiende a
biosintetizar mayores compuestos fotoprotectores. Uno de estos es el acido
Gsnico, el cual presenta dicha actividad fotoprotectora, por lo tanto, se puede
hacer una correlacion entre la cantidad de radiacién ultravioleta y la cantidad de

compuestos fotoprotectores (acido Usnico) que biosintetiza el liquen.
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5. CONCLUSIONES

Cualitativamente se evidencié la presencia de aminogrupos primarios y
secundarios, grupos fendlicos, triterpenos, esteroides y quinonas. Asimismo, se
determiné la presencia de compuestos liquénicos, en particular de atranorina y

acido estictico.

En base al perfil metabolémico del extracto metandlico del liquen S. glareosum
se identificé por primera vez 48 compuestos, los cuales se detectaron en modo
negativo mediante el uso de UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS. De los compuestos
identificados  entre aroméaticos, dépsidos, depsidonas, difeniléteres,
dibenzofuranos, lipidos y polioles conforman 36 y otros 12 se proponen en base
a sus espectros caracteristcos UV-vis y ESI-MS-MS, asi como la relacién que

guardan con ciertos compuestos liquénicos.

A partir de los compuestos identificados se proponen las rutas biosintéticas de
los compuestos aromaticos, dépsidos, depsidonas, difeniéteres, dibenzofuranos
y lipidos, en base a la similitud de sus estructuras quimicas y la pérdida de sus

grupos funcionales.

Este estudio demostré que esta técnica es robusta, rapida y precisa para la
identificacion de los compuestos liquénicos, de tal modo que los datos obtenidos

podrian ser utiles para estudios de quimiotaxonomia.

El andlisis de acidos grasos como metilésteres demostrd la presencia de 16
acidos grasos mediante el uso de GC-FID, después de comparar los tiempos de

retencion obtenidos de los estandares.

En base a este resultado, en comparacion con lo ya identificado en otras
especies de Stereocaulon, podemos mencionar que el contenido de lipidos varia
segun la especie y familia, debido a los factores ecolégicos a los cuales estan

expuestos como el clima, temperatura, radiacion UV, la altitud, entre otros.

El estudio quimico del liquen S. glareosum nos permitio aislar 9 compuestos, a
partir de las fracciones primarias y secundarias que se sometieron a procesos
de separacion y purificacion por cromatografia en columna y/o cristalizacion. Se
evidenciaron cuatro compuestos aromaticos entre haematomato de metilo, acido
2,4-dimetoxi-6-pentilbenzoico, &cido 2,4-dimetoxi-6-propilbenzoico, [-orcinol

carboxilato de metilo (atrarato de metilo) y orselinato de metilo; un dépsido,
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atranorina; una depsidona, acido lobarico; un esteroide, brasicasterol y un poliol
acido gluconico; cuyas estructuras se determinaron en base a analisis

espectroscopicos en comparacion con referencias citadas.

Tres de los compuestos aislados son mayoritarios, de acuerdo al porcentaje de
rendimiento como la atranorina con 33,3 %, el acido lobéarico con 4,53 % y el B-

orcinol carboxilato de metilo con 3,33 %.

Se determind un contenido de 0,52 % de (+)-4cido Usnico mediante el

espectrofotbmetro UV-Visible.

En base a este resultado, en comparacion con lo ya identificado en otras
especies de Stereocaulon, podemos mencionar que el contenido de acido Usnico
puede variar dependiendo de la cantidad de radiacion ultravioleta al que esté
expuesto.

111



6. RECOMENDACIONES

Vi.

En base al estudio realizado del perfil metabolémico del extracto metandlico del
liquen S. glareosum se sugiere aislar los 12 compuestos propuestos, para asi
corroborar lo predicho.

Para consolidar los estudios de quimiotaxonomia se recomienda realizar el perfil
metabolomico del extracto metandlico del liquen S. glareosum en modo positivo
mediante el uso de UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS-MS, de esta manera poder

identificar compuestos como antraquinonas, micosporinas, entre otros.

Se recomienda realizar un estudio completo y preciso del contenido de lipidos
como &cidos grasos, acilglicéridos, esteroles, glicolipidos, fosfolipidos entre
otros, al contrastar especies del mismo y/o distinto género, del mismo lugar de
recolecta y verificando los factores ecoldgicos a los cuales estan expuestos, para
asi poder explicar la relacion que guardan los lipidos en estudio con los factores
analizados y evaluar alguna diferencia entre especies del mismo y/o distinto

género.

Luego de realizar el estudio quimico del liquen S. glareosum, se recomienda
evaluar la actividad biol6gica de los metabolitos aislados, para aplicaciones

potenciales en el area de medicina y farmacologia.

En base al estudio cuantitativo del acido Usnico se recomienda evaluar el
contenido de compuestos fotoprotectores entre ellos el acido Usnico, comparar
especies del mismo y/o distinto género, del mismo y/o distinto lugar de recolecta
y evaluar los factores ecologicos a los cuales estan expuestos como la radiacién
ultravioleta, nubosidad, entre otros, para asi poder explicar la variaciéon del
contenido de compuestos liquénicos y encontrar alguna relacion, si la hubiera,

con los factores ecolégicos a los cuales estan expuestos.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo 1: Determinacion boténica del liquen Stereocaulon glareosum (Sav.) H.
Magn.

CONSTANCIA DE DETERMINACION

Por la presente, dejo constancia que:

La muestra vegetal (liqguen) recibida de la Srta. ERIKA LIZET MILAGROS CALLA
QUISPE ha sido estudiada y clasificada como: Stereccaulon glareosum (Sav.) H.
Magn. y tiene fa siguiente posicién taxonémica:

REINO: Fungi

PHYLUM: Ascomycota
CLASE: Lecanoromycetes
ORDEN: Lecanorales
FAMILIA: Stereccaulaceae
GENERO: Stereocaulon

ESPECIE: Stereocaulon glareosum (Sav.) H. Magn.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines

que estime conveniente. ,
St Ml 0
Lima, 21 de junio del 2014

RNGEL M. RAMIFEZ DRDAYA
BIOLOGO
COLEIOP N° 6632

Blgo. Angel Manuel Ramirez Ordaya
N° de colegio de bidlogos: 6632
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8.2. Anexo 2: Ingreso del liquen Stereocaulon glareosum (Sav.) H. Magn. a la
coleccion del Herbario San Marcos

Musco de
Hisraria

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA S o
MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Afio de la Promocion de Ia Industria Responsable y del Compromiso Climitico™

CONSTANCIA N° 32-2014-USM-MHN

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS,
DEJA CONSTANCIA QUE:

Erika Lizet Milagros Calla Quispe hizo entrega al Herbario San Marcos (USM), de 1
muestras botdnicas herborizadas y montadas, las cuales fue colectada en el
Departamento de Junin, Provincia de Huancayo.

La muestra fue numerada,

e Stereocaulon glareosum (Sav.): USM 278427.

Dicha muestra fue ingresada a la coleccidn del Herbario San Marcos (USM).

Se expide la presente, a solicitud de la interesada para los fines que estime conveniente

Lima, 10 de noviembre de 2014

I /
Y

e
2
i
ra.

¢ Dr "'YDE TOYA TERREROS
JEFE J@ /HERBARIO SAN MARCOS (USM)
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8.3. Anexo 3: Reacciones de coloracién para compuestos liquénicos

Para este analisis se empled 1 g de muestra liquénica seca y molida, se extrajo con

acetona en caliente (45 °C) por 5 minutos. Luego se filtré y se procedié con los

siguientes ensayos:

Ensayo de Hidréxido de potasio

En un tubo de ensayo se colocé 1 mL del extracto acetonico, luego se adicioné 5
gotas de una solucién de NaOH al 10 % (reactivo K).

Observacion: Una coloracién amarilla hasta el rojo o pardo, nos indica la presencia
de compuestos liquénicos. En el caso de coloracion amarilla tenue a intensa,

indica la presencia de acido estictico y atranorina.
Ensayo de hipoclorito de sodio

En un tubo de ensayo se coloc6 1 mL del extracto acetonico, luego se adiciond 5

gotas de Hipoclorito de sodio (reactivo C).

Observacién: Una coloracion fugaz de rosa, roja, naranja o verde, indica la
presencia de compuestos liquénicos. En el caso de coloracién naranja, indica la

presencia de xantonas, una coloracién verde, la de dibenzofuranos.
Ensayo de &cido nitrico

En un tubo de ensayo se coloc6 1 mL del extracto acetdnico, luego se adicioné 5

gotas de &cido nitrico al 50 %.

Observacién: Un viraje en la coloracion de azul a rojo purpura, verde esmeralda o

verde azulado indica prueba positiva de compuestos liquénicos.

. Ensayo de cloruro férrico

En un tubo de ensayo se coloc6 1 mL del extracto aceténico, luego se adicion6 5

gotas de solucién acuosa de cloruro férrico al 1 % y se agité.

Observaciéon: Una coloraciéon de color rojo-vino o verde indica la presencia de

grupos fendlicos simples como los derivados de B-orcinol.
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Tabla 32. Resultado de las reacciones de coloracion del liquen Stereocaulon

glareosum.
. - Resultados ;

Reacciones de coloracion *) Observaciones

Ensayo de hidroxido de + Solucién de color amarillo intenso que evidencia
potasio la presencia de atranorina y acido estictico.
Solucion de color pardo rojizo a la primera gota,
Ensayo de hipoclorito de + anaranjado a la tercera gota, y amarillo intenso
sodio a la quinta gota que evidencia la presencia de

dibenzofurano.

L . Solucién de color verde claro indica la presencia
Ensayo de &cido nitrico + o
de compuestos liquénicos.
Solucién de color vino-violeta indica la

Ensayo de cloruro férrico + presencia de grupos fendlicos simples como los

derivados de B-orcinol.

(*) Convencién: (+) Prueba positiva; (-) Prueba negativa
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8.4. Anexo 4: Marcha fitoquimica

La marcha fitoquimica adaptada por Reyna (90) permite la identificacion

preliminar de metabolitos presentes en una muestra vegetal, de tal manera que

orienta la extraccién, el fraccionamiento de los extractos y permite elegir los

metabolitos secundarios de mayor interés para el investigador.

8.4.1. Obtencion de las Fracciones

1. Fraccion (a)

Se extrajo 5 g de muestra liquénica seca y molida con 50 mL de metanol,

posteriormente se maceré durante 20 horas a temperatura ambiente.

La muestra macerada, se sometio a reflujo durante 4 horas. Luego se filtrd

en caliente, se lavo el residuo con 50 mL de metanol.

Se separ6 5 mL del extracto obtenido, lo que constituy6 la fraccion (a).

2. Fraccion (b)

Se llev6 a sequedad los 45 mL restantes del extracto metandlico.

i. Se hizo una extraccion del residuo obtenido con 10 mL de HCI al 1 %,

calentando ligeramente (50 °C) y se filtr6. Esta operacién se repitié una vez
mas, pero con 5 mL de HCI al 1 %. Las soluciones acidas obtenidas se
guardaron para ser utilizadas posteriormente (Sec. 3.i).

El residuo sdlido se disolvié con 5 mL de cloroformo, con ayuda de calor
(50 °C) y agitacion vigorosa, luego se filtr6. El liquido filtrado se sec6 con
sulfato de sodio anhidro y se obtuvo la fraccion (b).

3. Fraccion (c)

La solucién acida obtenida en la seccién 2.ii, se basific6 con NHz 7,5 N
hasta pH 9 - 10.

ii. Se hizo una extraccién con cloroformo (2x25 mL) se guardoé la fase acuosa

para su posterior utilizacion (Sec. 4.i).
La fase cloroférmica se lavé con 10 mL de agua destilada. Reuniéndose el

agua del lavado con la fase acuosa obtenida en la etapa anterior (ii).

. La fase cloroférmica obtenida se sec6 con sulfato de sodio anhidro, luego

se filtrd, este filtrado constituyé la fraccion (c).
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4. Fraccion (d)

La solucién acuosa basica obtenida en la seccién 3.ii y 3.iii se semisaturd
con sulfato de sodio y se filtr6. Luego se realizaron dos extracciones con
25 mL de una mezcla de CHCIs:EtOH (3:2) y se guardaron las fases

acuosas para su uso posterior (Sec. 5).

. La fase orgéanica se lavé con una solucion semisaturada de sulfato de

sodio, el lavado acuoso se guardo con la obtenida en la etapa anterior.

La fase orgénica se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se obtuvo

la fraccion (d).

5. Fraccién (e)

Las fases acuosas obtenidas en la seccion 4.i y 4.ii constituyeron la fraccion (e).

6. Fraccion (f)

En un tubo de ensayo se colocé 1 g de muestra seca y pulverizada y se
adicion6 10 mL de agua destilada, luego se calenté la mezcla durante 15

minutos en “bafo maria”.

i. La solucion obtenida se filtré6 en caliente, se llevé a 10 mL con agua

destilada y se dejo enfriar a temperatura ambiente, esta solucidn constituyo

la fraccion (f).

8.4.2. Pruebas de identificacion de los principios activos

1. Aminogrupos primarios o secundarios (Prueba de Ninhidrina)

Se realiz6 sobre las fracciones (a) y (f)

Con cuidado de no tocar la parte central con los dedos, se prepararon tres

trozos de papel filtro lento de 2x3 cm y cada uno se ubic6 sobre una luna de

reloj. Luego se coloco, en el centro de cada uno, 1 gota de las siguientes

muestras: fraccion (a), fraccion (f) y agua destilada. Los papeles se dejaron

secar a temperatura ambiente.

i. Luego se agrego 1 gota de la solucién de ninhidrina al 0,2 % en etanol sobre

la parte central de cada uno de los tres papeles anteriores.
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iii. Los tres papeles fueron colocados durante 30 minutos dentro de una estufa a

una temperatura de 120 °C.
Observacion: Un color azul o violaceo indica prueba positiva.
2. Grupos fendlicos libres (Prueba con el reactivo férrico)
Se realiz6 sobre la fraccion (a)
i. Elresto de la fraccién (a) se llevé sequedad.

ii. Elresiduo se disolvié en 0,5 mL de agua destilada y se filtrd, esta constituye

la solucién (a).

iii. Se colocaron 2 gotas de la solucién (a) en una placa de toque y a continuacion

se agreg6 1 gota de solucién acusa de cloruro férrico al 1 % y se agito.
Observacion: Un precipitado de color rojo-vino o verde indica prueba positiva.
3. Taninos (Prueba de la Gelatina)
Se realiz6 sobre “la solucion a”

i. Se colocaron 4 gotas de la “solucién a” en una luna de reloj y a continuacion
se adicionaron 2 gotas de solucion de gelatina al 0,5 %. La misma operacion

se realizé con 2 gotas de agua destilada como referencia.
Observacion: Un precipitado blanco o turbidez indica prueba positiva.

4. Flavonoides (Reaccion de Shinoda) (exceptuando dihidrochalconas,

chalconas, auronas, catequinas e isoflavonas)
Se realiz6 sobre las fracciones (d) y (e)
i. Lafraccion (d) se llevo a sequedad.

ii. Sobre el residuo se agreg6 2,5 mL de etanol, en “bafio maria” a 50 °C. Luego

se filtrd, esta constituye la “solucion d”.

iii. En un tubo de ensayo se colocaron 3 gotas de la “solucion d” con 2 mL de
agua destilada y en otro tubo, 2 mL de la fraccién (e). Luego a cada tubo se
les adicion6é 1 mL de HCI 12 N y unas limaduras de magnesio, se agitaron

ambos tubos y luego se dejaron en reposo durante 5 min.
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iv. Se adicionaron 10 gotas de alcohol amilico a cada tubo, se agitaron y se

dejaron en reposo para la separacion de las 2 fases.

Observacion: Una coloracion rosada o rojo de la fase amilica indica prueba

positiva.
5. Triterpenoides y esteroides (Reaccion de Liberman-Burchard)
Se realiz6 sobre las fracciones (b), (c) y la “solucion d”

i. Sesepard 4 mL de lafraccion (c) en un tubo esmerilado y se llevd a sequedad.
Luego se disolvid el residuo con 0,2 mL de cloroformo, lo que constituye la

“solucion (c)”.

ii. Se colocaron 5 gotas de la “solucion (d)” en un tubo esmerilado y se llevé a

sequedad y el residuo se disolvio con 2 gotas de cloroformo.

ii. En tres tubos de ensayo se colocaron 2 gotas de, la fraccion (b), la “solucion
(c)’ y la “solucion (d)” de ii, respectivamente. Luego se agrego 2 gotas de
anhidrido acético sobre ellas y se mezclaron bien.

iv. Finalmente, se agregd sobre cada una de ellas y con cuidado 2 gotas de
H.SO,4 18 M.

Observacion: La formacion de anillos de color naranja, azul o verde del anillo

indica prueba positiva.

6. Naftaquinonas y antraquinonas, antronas o0 antranoles (Reaccion de

Borntrager)
Se realiz6 sobre la fraccion (b)

El resto de la fraccion (b) se colocé en un tubo de ensayo, se agregaron 5mL de

hidréxido de sodio al 5 % y se agito.
Observacion: Fase acuosa rosada o roja indica prueba positiva.
7. Alcaloides (Test de Dragendorff, Mayer y Wagner)

Se realiz6 sobre la fraccion (c) y la “solucion d”
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i. El resto de la fraccion (c) se llevo a sequedad, el residuo se disolvié con 2,5
mL de HCI al 1 %, luego se filtré y se recibieron 5 gotas del filtrado en tres

tubos de ensayo por separado.

ii. Se llevo a sequedad 5 gotas de la solucion (d), el residuo se disolvié con 4
gotas de HCI al 1 %, luego se filtr6 y se recibieron 5 gotas del filtrado en tres

tubos de ensayo por separado.

iii. A cada par de soluciones que se obtuvieron en las secc. 7.i y 7.ii, se
adicionaron 2 gotas de los reactivos de Dragendorff, de Mayer y de Wagner,

respectivamente.

Observacion: La formacién de precipitado rojo, crema y pardo respectivamente,

indican prueba positiva.
8. Leucoantocianidinas y catequinas (Reaccion de Rosenbein)
Se realiz6 sobre la fraccion (e) y la “solucién d”

i. Enuntubo de ensayo se colocaron 3 gotas de la “solucion (d)” junto con 2 mL

de agua destilada y en otro tubo 2 mL de la fraccion (e).

ii. Luego aambos tubos se agreg6 1 mL de HCI 12 N, se agitaron y se colocaron

en “bano maria" durante 10 minutos.

iii. Se dejaron enfriar las mezclas, luego se agregaron 10 gotas de alcohol

amilico a cada una, se agitaron y se dejaron reposar.

Observacion: Una coloracion roja en la fase amilica indica la presencia de

leucoantocianidinas, un color marrén indica la presencia de catequinas.
9. Saponinas (Prueba de la espuma)
Se realiz6 sobre la fraccion (f).

Se coloco 1 mL de la fraccion (f) en un tubo de ensayo y se agité durante 15 s.

Luego se dejo reposar durante 15 min, y se midio la altura de la espuma.

Observacion: La prueba es positiva si la espuma tiene una altura mayor a 5 mm

y persiste por mas de 5 min.
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Tabla 33. Resultado de la marcha fitoquimica del liquen Stereocaulon glareosum.

Resultados (*)

Pruebas de Marcha
Metabolito coloracibn o Fraccion . P Observaciones
LT Fitoquimica
precipitacion
1 2
i imari A cE cE Mancha de color violeta
Aminogrupos primarios o Nihidrina _
secundarios F ++ ++ Mancha de color violeta
Grupos fendlicos libres Cloruro férrico A cE cE Color guinda
Taninos Gelatina A - - Precipitado blanco
Flavonoides excepto Reaccion de D - - Fase amilica incolora
chalconas, auronas Shinoda T
catequinas e isoflavonas E - - Fase amilica incolora
B P —— Anillo de color V(?rde
oscuro a marron
. Reaccion de ; ;
Triterpenos y/o Lieberman c . - Anillo de coIo[ naranja a
esteroides marron
Buchard
D . - Anillo de coIO( naranja a
marrén
Quinonas, entronas o Reaccion de B - - Solucién de color rojo
antranoles Borntrager intenso
Reaccién de C - - No hay precipitado
Dragendorff D - - No hay precipitado
. Reaccién de C - - No hay precipitado
Alcaloides -
Mayer D - - No hay precipitado
Reaccion de c - - No hay precipitado
Wagner d J ; No hay precipitado
L Aot d . ) Fase amilica
eucoantocianidinas Reaccion de Incolora
(rojo), Catequinas R hei —
(marrén) - gt o ) i Fase amilica
Incolora
Saponinas Phicba 2d f - - Nada de espuma
espuma

(*) Convencion: (+++) Abundante; (++) Regular; (+) Poco

129



Abundancia Relativa

8.5. Anexo 5: Perfil metabolémico
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Figura 34. Cromatograma UHPLC-ESI-MS-MS de S. glareosum en modo negativo.
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Figura 35. Propuestas de relaciones biosintéticas para los compuestos

aromaticos.
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Figura 36. Propuesta de relacion biosintética para las depsidonas.
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Figura 37. Propuesta de relacion biosintética para los dépsidos, depsidonas y

difeniéteres.
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Figura 38. Propuesta de relacion biosintética para los dibenzofuranos.
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Figura 39. Propuesta de relacion biosintética para los lipidos.
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. Anexo 6: Andlisis de acidos grasos mediante cromatégrafo de gases (GC-FID)

FID1 A, Front Signal (ACGRMES5-9-17\AGME5-9-17 2017-09-05 12-39-56\102F0201.D)
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Figura 40. Cromatograma GC-FID del estAdndar de metilésteres de acidos grasos - FAMES Mix (28 componentes)
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Tabla 34. Tiempo de retencion de los estandares metilésteres de acidos grasos -
FAMEs MIX (28 componentes) a diferentes concentraciones.

NO

Tiempo de retencién

Pico Metiléster N° C 300 600 720 840 960 1200 Promedio S.D
ppm __ ppm ___ ppm ____ppm ___ ppm___ ppm
1 Butirato de metilo C4:0 4,152 4,152 4152 4152 4152 4152 4,152 0,000
2 Hexanoato de metilo ~ C6:0 5369 5369 5369 5369 5369 5,369 5369 0,000
3 Octanoato de metilo ~ C8:0 8,046 8,046 8,046 8,046 8,044 8,046 8,046 0,001
4 Decanoato de metilo ~ C10:0 11,904 11,004 11,905 11,907 11,907 11,908 11,906 0,002
5  Undecanoato de metilo C11:0 13,930 13,930 13,931 13,932 13,933 13,934 13,932 0,001
6 Laurato de metilo C12:0 15898 15,899 15899 15900 15902 15903 15900 0,002
7  Tridecanoato de metlo C13:0 17,778 17,778 17,779 17,779 17,781 17,783 17,780 0,002
8 Miristato de metilo C14:0 19,565 19,565 19,566 19,567 19,568 19,569 19,567 0,001
9 (C'S'g)'\r’]'q'gfi}g'ato de 141 20274 20274 20274 20275 20276 20277 20275 0,001
10 Pe”tadSZ?i?gato de 150 21261 21261 21263 21262 21264 21265 21263 0,001
11 Palmitato de metilo ~ C16:0 22,874 22,876 22,876 22,877 22,882 22,885 22,878 0,004
12 (Cis9) Pr"‘r‘]"e"t;ltg'eato de 161 23371 23372 23372 23373 23376 23378 23374 0,002
13 Heptad;‘;%?;’ato de  £17.0 24400 24400 24400 24410 24412 24414 24411 0,002
14 Estearato de metlo ~ C18:0 25873 25876 25876 25878 25883 25886 25879 0,004
15 (trans'gr% Et'i"l‘(')dato de 181 26106 26,106 26,106 26109 26111 26116 26,109 0,004
16  (cis-9) Oleato de metilo C18:1 26,257 26,261 26,262 26,265 26,269 26,275 26,265 0,006
17 . Wans-9,12) g, 95612 26612 26612 26612 26616 26618 26614 0,002
Linoelaidato de metilo
18 (C'S'g’lzr)nt'tﬁg'eato de 182 26,987 26989 26990 26,992 26996 26998 26,992 0,004
19 Araquidato de metilo c20:0 27,876 27,877 27,877 27,879 27,881 27,883 27,879 0,002
g (Cis-11) Er:]cgtﬁﬁnoato de 2011 28618 28,618 28617 28,619 28620 28622 28619 0,002
21 (C'S'g’lg*elr?e;'lgo'e”ato C18:3 29,001 29,001 29,000 29,002 29,003 29,004 29,002 0,001
22 Behenato de metilo ~ C22:0 31,140 31,140 31,140 31,141 31,143 31,145 31,142 0,002
23 (C'S'13r)ngi‘|‘gat° de o1 31225 31225 31225 31226 31,229 31229 31227 0,002
24 Tricosanoato de metilo C23:0 31,530 31,530 31,530 31,532 31,532 31,534 31,531 0,001
25  Lignocerato de metilo  C24:0 32,335 32,335 32,335 32,335 32,338 32,340 32,336 0,002
(cis-5,8,11,14,17)
26  Eicosapentaenoato de  C20:5 33,607 33,607 33,608 33,609 33,613 33,615 33610 0,003
metilo
(cis-15) Nervonato de .
27 et C24:1 34,093 34093 34,093 34,096 34,099 34,100 34,096 0,003
(cis-4,7,10,13,16,19)
28  Docosahexaenoato de C22:6 34211 34211 34212 34214 34214 34216 34213 0,002

metilo
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Tabla 35. Area bajo la curva de los estandares metilésteres de acidos grasos -

FAMEs MIX (28 componentes).

Areas (pA*s) de FAMES (ppm)

Metilester N° C 300
ppm 600 ppm 720 ppm 840 ppm 960 ppm 1200 ppm
Butirato de metilo C4:0 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
Hexanoato de metilo ~ C6:0  0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000  3,56998
Octanoato de metilo C8:0 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 520032  7,18072
Decanoato de metilo ~ C10:0 0,00000 4,00865 6,21038 7,27148 8,96169 12,92145
Undecanoato de metilo  C11:0 0,00000 4,87666 6,91620 8,76605 10,66977 14,08421
Laurato de metilo C12:0 1,89583 11,09622 16,49546 20,39787 24,68328 33,93094
Tridecanoato de metilo C13:.0 0,00000 5,62770 8,15324 10,63194 12,80222 18,50841
Miristato de metilo C14:0 000000 6,03227 8,63872 11,35131 13,62435 19,80993
(C'S'g)'\r’r':'gfifg'ato de 1411 000000 000000 373487 490123 797147 1164828
Pemad;‘;%?gato de 150 000000 377516 553019 7,29677 893345 1235612
Palmitato de metilo C16:0 9,80743 31,56626 40,07951 50,52343 58,76963 78,09612
(cis-9) Pr"’r‘]'g‘ti'ltg'eato de 1611 1.63149 14,60155 2022186 2636078 31,23518 4280973
Heptadrice%?(;’ato de  ¢17.0 000000 713566 996279 12,52326 14.96373 2198154
Estearato de metilo ~ C18:0 2,28523 14,99867 19,89840 26,20187 30,93928 41,39034
(trans'g%gt'ﬁ‘c')dato de  c18:1 000000 7,36877 10,24252 12,96067 1593507 22,35320
(cis-9) Oleato de metilo  C18:1 6,61089 44,35496 58,62595 75,15440 91,60503 120,53677
_ (rans-9,12) C18:2 000000 7,02175 9,82610 12,17303 1456346 21,38589
Linoelaidato de metilo
(C'S'g’lzrzt'tﬂg'eato de 182 508849 2082265 39,78099 51,58020 61,66230 82,70852
Araquidato de metilo ~ C20:0 4,66722 13,02628 17,03154 23,15520 27,11451 39,84108
(cis-11) En'qceotﬁgnoato de 2011 000000 808291 11,09949 14,64845 17,39251 24.00369
(C'S'g’1§é1§1)e%i'|2°'e”at° C18:3 000000 4,50141 6,30043 7,95034 9,78501  13,66547
Behenato de metilo ~ C22:0 0,00000 8,16200 11,19440 13,78783 17,40895 23,86603
(C'S'Br)ngh‘gato de C22:1 000000 6,23818 8,88582 10,77986 13,44269 18,54812
Tricosanoato de metilo  C23:0 0,00000 4,81125 6,53193 8,33923 10,21481 14,18414
Lignocerato de metilo C24:.0 0,00000 4,67837 6,54592 8,32930 10,18865 13,44731
(cis-5,8,11,14,17)
Eicosapentaenoato de  C20:5 0,00000 8,46105 11,55326 14,33860 17,03840 24,64730
metilo
(cis-15) mgtri‘l’g”ato de 241 000000 820152 11,24182 1408615 16,74989 2432498
(cis-4,7,10,13,16,19)
Docosahexaenoato de C22:6 0,00000 5,82579 8,39095 9,90071 11,96653 17,39812

metilo
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Areas (pA*s)

Areas (pA*s)

Areas (pA*s)

Areas (pA*s)

Undecanoato de metilo

20.000
15.000 y =0.0165x - 5.0334
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10.000
5.000
0.000
-5.000 0 500 1000 1500
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10.000
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Figura 42. Curvas de calibracion de los estandares de metilester- FAMES MIX
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(cis-9,12) Linoleato de metilo

100.000
80.000
60.000
40.000

Areas (pA*s)

20.000
0.000

y = 0.0867x - 21.621
R% = 0.9994

500 1000
Cocentracién (ppm)

1500

(cis-11) Eicosenoato de metilo

30.000
25.000
20.000
15.000
10.000

5.000

0.000

Areas (pA*s)

30.000
25.000
20.000
15.000
10.000

5.000

0.000

Areas (pA*s)

Tricosanoato de metilo

15.000

10.000

5.000

0.000

Areas (pA*s)

0
-5.000

y =0.0266x-7.948
R*=0.9996

500 1000
Cocentracidn (ppm)

Behenato de metilo

y =0.0263x - 7.866

500 1000

Cocentracién (ppm)

500 1000

Cocentracién (ppm)

1500

1500

1500

Areas (pA*s)

Areas (pA*s)

Areas (pA*s)

Areas (pA*s)

100.000
80.000
60.000
40.000
20.000

0.000

Araquidato de metilo

y =0.0867x - 21.621

0 500 1000
Cocentracion (ppm)

1500

(cis-9,12,15) Linolenato de metilo

15.000

10.000

5.000

0.000

-5.000

(cis-13) Erucato de metilo

20.000
15.000
10.000
5.000
0.000

500 1000

Cocentracién (ppm)

y =0.0205x - 6.09

0 500 1000

Cocentracién (ppm)

Lignocerato de metilo

15.000

10.000

5.000

0.000

0 500 1000
Cocentracién (ppm)

1500

1500

1500

Figura 43. Curvas de calibracion de los estandares de metilester- FAMES MIX

139



8.7. Anexo 7: Espectros RMN-'H, RMN-3C e IR de los compuestos aislados.

[ o -
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Figura 44. Espectro RMN-H (400 MHz, CDCls) del compuesto 1.

140



F 3 B 8 B3 éﬂ.ﬁ. SRS
— ~ o o o L e o | s Bl = ==
e 'I| ! W \l ! "-4,..-#‘
= BFo
[ ] Ll
\
¥
230 234 427 1,93 304
r - T - T - T T LA T T T
| 40 6.35 6.30 6.2 290 2.85 2.BO 1.35 1.30 1.25 0.90 0.8f
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) i
(]
[} 1
Jl e N
097 2.30 :ﬂlﬁ 3.08 2.34 427 193 3.04
5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

12.0 11.5 110 10.5 10.0 Q.5 9.0 B.S 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
f1 (ppm)

Figura 45. Espectro RMN-1H (400 MHz, CDCI3) del compuesto 2.
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Figura 46. Espectro RMN-H (400 MHz, CDCls) del compuesto 3.
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Figura 47 . Espectro RMN-'H (400 MHz, CDCIs) del compuesto 4.
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Figura 48. Espectro RMN-'H (400 MHz, CDCls) del compuesto 6.
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Figura 49. Espectro RMN-13C (126 MHz, CDCls) del compuesto 6.
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Figura 50. Espectro RMN-'H (400 MHz, CDCls) del compuesto 8.
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Figura 51. Espectro RMN-'H (400 MHz, CDCls) del compuesto S1.
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Figura 52. Espectro RMN-'H (500 MHz, DMSO-d6) del compuesto S3.
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Figura 53. Espectro RMN-13C (126 MHz, CDCls) del compuesto S3.
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Figura 57. Espectro IR del compuesto S2.
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8.8. Anexo 8: Analisis cuantitativo de acido Usnico

8.8.1. Espectro UV-visible de acido usnico

1
| Condiciones

1£ I Equipo : Espectrofotometro
|

UV- visible Perkin
Lugar : PUCP-Pera
i . Operario  : Qco. Milka Cajahuanca

|_Solvente : Metanol

23
284

Figura 58.- Espectro UV-Visible de &cido usnico.

8.8.2. Validacion de la curva de calibracion (103)

La regresion lineal que se obtuvo en la curva de calibracion de la muestra patron
de 4acido Usnico es de tipo I*. Para calcular los limites de confianza de los
parametros del modelo de tipo |, ay b, y de las predicciones de X (concentracion

de &c. Usnico en la muestra) deben cumplir las siguientes condiciones:

i. Larelacion entre x e y es lineal.

ii. Los residuos son homocedasticos.

Para comprobar estas condiciones se realiza un analisis del gréfico de residuos,

este gréafico se obtiene de graficar e versus x con los datos de la Tabla 36, donde:
Xi: concentracion conocida

yi: absorbancia real observada

1En la regresion de Tipo | el experimentador controla una de las dos variables, cuyos valores

son conocidos, o bien se pueden seleccionar previamente con mucha precision.
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yi: absorbancia predicha por la ecuacién de la curva de calibracion

e: residual o residuo

Tabla 36. Absorbancia predicha y residual para los datos de la Tabla 29.

Concentracién  Absorbancia yi=0,17994x

(ppm) (vi) +010951 STYViT¥
1,0 0,29161 0,28945 0,58106
15 0,38357 0,37942 0,76299
2,0 0,46649 0,46939 0,93588
2,5 0,55835 0,55936 1,11771
3,0 0,64220 0,64933 1,29153
3,5 0,73617 0,73930 1,47547
4,0 0,83220 0,82927 1,66147
4,5 0,92708 0,91924 1,84632
5,0 1,00620 1,00921 2,01541
1,0 0,29161 0,28945 0,64932

El andlisis del grafico de residuos (Figura 54), muestra que los valores de
residuos (e) siguen una linealidad, ya que sus signos siguen una secuencia

aleatoria, ademas ganan homocedasticidad al acercarse al eje de abscisa.

Grafico de residuos
0.01 -
L 2
0.005 -
* ¢ ¢
Q 0 T Py T T |
0.5 1.5 * 2.5 305 4.5 * 5.5
-0.005 -
&
-0.01 -
X

Figura 59. Grafico de residuos.

8.8.3. Incertidumbres de los coeficientes de regresion (103)
Sea la ecuacion de la curva de calibracion (Ver Figura 33):

y =0,17994x + 0,10951
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Donde:
a=0,10951
b=0,17994

En la Tabla 37 se muestran los valores de las desviaciones estandar de regresion
(Sy), del intercepto (Sa) y de la pendiente (Sp), las cuales se obtuvieron con los
datos de la Tabla 36.

Tabla 37. Datos de las desviaciones estandar.

AL E I A | 0,00494

g

<
N
N

0,00417

% 0,00128
{Z (Xi - X)Z}

A partir de los datos mostrados en la Tabla 37 se calculan los limites de confianza
de los coeficientes de regresion para la ordenada LC(a) y para la pendiente LC(b)

segun las siguientes ecuaciones.
LC(a)=a £ tSa
LC(b)=b £ tSp
Donde:
t(gl=n-2=5, 2 colas, a = 0,05) = 2,571
gl: grados de libertad

n: réplicas de andlisis
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o nivel de significacion

Al aplicar las ecuaciones anteriores y con los datos obtenidos en la Tabla 37 se

tienen los resultados que se pueden observar en la Tabla 38.

Tabla 38. Datos de los limites de confianza de los coeficientes de
regresion.

LC(a) 0,110 + 0,011
LC(b) 0,180 + 0,003

8.8.4. Incertidumbre de la concentracion de 4c. Usnico en la muestra liquénica
(103)

La desviacién estandar asociada a la concentraciéon se calcula mediante la

siguiente ecuacion.

Donde:
m (réplicas de analisis) = 3
n (puntos de la curva de calibracién) = 9

Al aplicar la ecuacién anterior y con los datos mostrados en la Tabla 31 se calcula
el limite de confianza al 95 % de la concentraciéon promedio de cada muestra

segun la siguiente ecuacion.
tS
LC(Xo)= Xo + —2<
A/m

Donde:

Xo: concentracion de la muestra M;
t(gl=m+n-3=9, 2 colas, o =0,05) = 2,262
Sxo: desviacién estandar de la concentracion

157



Asi para cada concentracion promedio de cada muestra se tiene su respectiva
incertidumbre, ver Tabla 39.

Tabla 39. Limites de confianza al 95 % de las concentraciones promedio
de cada muestra.

Muestra Concprom. (ppm)
M1 3,08 £ 0,04
M2 3,21 +0,04
M3 3,05+ 0,04

8.8.5. Incertidumbre del porcentaje de &c. Usnico en la muestra liquénica (103)

En la Tabla 40 se muestran los errores de los materiales y equipo que se usé

para la determinacion del porcentaje de &c. Usnico en la muestra liquénica.

Tabla 40. Errores de medidas del equipo y materiales.

Materiales/ Equipo Error de medida ()
Matraz aforado de 100 mL 0,080 mL
Matraz aforado de 25 mL 0,04 mL
Matraz aforado de 10 mL 0,025 mL
Micropipeta accumax PRO de 100 - 1000 pL 0,05 pL
Balanza Precisa Gravimetrics 0,0001 g

En la Tabla 41 se muestra el % Ac. Gsnico y su respectiva incertidumbre para

cada muestra liquénica. Para el célculo del error se utilizé la siguiente formula:

% Oconc O-Vf' i Ovy Ov,; OMasa
| ) . : - ioladil fiola100 mL alic muestra
O ic.asnico = YoAc.usnico X <

[Conc-prom.] Vdil 100 mL 1mL  Masagyesira

Donde:
Ojicasnico - €rror del % Ac. Gsnico en la muestra

: error del matraz aforado de 100 mL

Gvfiolaloo mL

OViiotadi : error del matraz aforado de 10 o0 25 mL
ioladil
OV, : error de la micropipeta

OMasapuesira: €TOF de la balanza
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Tabla 41. Incertidumbre del porcentaje de ac. asnico en la muestra liquénica.

Muestra

% Ac. UsnicOprom.

% Ac. USNiCOmuestra

(9/9) (9/9)
M1 0,51+ 0,01
M2 0,53+ 0,01 0,52+ 0,03
M3 0,51+0,01
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