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Resumen

Este estudio comprende la marcha fitoquimica que fue abordada en el curso de Proyecto
de Tesis | CQ 4E2, donde se verificoO la presencia de los metabolitos secundarios:
aminogrupos primarios y/o secundario, grupos fendlicos libres, taninos y triterpenos y/o
esteroides. En el curso de Proyecto de Tesis Il CQ 541, se abordé la identificacion del
metabolito secundario presentes en el extracto bruto organico de éter de petréleo (EBO/
éter). Para lo cual se utilizé la metodologia de la extraccion, separaciéon y/o purificacién
mediante técnicas cromatogréaficas (cromatografia en capa fina, cromatografia en columna
ylo placa preparativa), identificandose, en su mayoria, acidos grasos y la presencia, en

pequenas cantidades, del metabolito secundario metil 3-orcinolcarboxilato por CG-EM.

En el curso Proyecto de Tesis lll CQ 542, se realiz6 la extraccion soélido-liquido del liquen
Umbilicaria Calvescens Nyl con los solventes, diclorometano y etanol, obteniéndose el
EBO/ diclorometano y EBO/ etanol. A partir del EBO/ diclorometano, se realizé la
separacion de éste mediante CC flash. Los extractos obtenidos se separaron por CC en
silica gel, identificandose el acido Usnico y el orcinol mediante CG-EM, este Ultimo se
purificé por recristalizacién. Asi mismo, el EBO/ etanol se separd por particién liquido-
liquido y CC silica gel, a partir de uno de los extractos obtenidos se identifico el etil
orselinato mediante CG-EM. Por (ltimo, se caracteriz6 el orcinol y etil orselinato por ‘H-

RMN, ¥C-RMN, CG-EM, UV-Vis e IR.

El lugar donde se llevé a cabo el trabajo experimental es el Laboratorio de Investigaciéon
de Quimica de Productos Naturales, que se encuentra en el Laboratorio de Quimica

Inorganica N°12, ubicada en el Pabell6n C (Facultad de Ingenieria Quimica y Textil).

Palabras claves- Metabolitos secundarios, acidos grasos, Umbilicaria Calvescens Nyl.,

liqguenes



Abstract

This research includes the phytochemical path that was addressed in the course of Thesis
Project | CQ 4E2, where the presence of secondary metabolites was verified: primary
and/or secondary aminogrupos, free phenolic groups, tannins and triterpenes and/or
steroids. In the course of Thesis Project Il CQ 541, the identification of the secondary
metabolite present in the organic crude petroleum ether extract (EBO/ ether) was
addressed. For which the extraction, separation and/or purification methodology was used
by chromatographic techniques (CCF, CC and/or PP), identifying, for the most part, fatty
acids and the presence, in small quantities, of the secondary metabolite methyl B-

orcinolcarboxylate by CG-EM.

In the course Thesis Project Ill CQ 542, solid-liquid extraction of the lichen Umbilicaria
Calvescens Nyl was performed with solvents, dichloromethane and ethanol, obtaining EBO/
dichloromethane and EBO/ ethanol. From the EBO/ dichloromethane, separation of this
was performed by CC flash. The extracts obtained were separated by CC in silica gel,
identifying the usnic acid and orcinol by CG-EM, the latter was purified by recrystallization.
Likewise, EBO/ ethanol was separated by liquid-liquid partition and silica CC gel, from one
of the extracts obtained ethyl orselinate was identified by CG-EM. Finally, orcinol and ethyl

orselinate were characterized by 'H-RMN, *C-RMN, CG-EM, UV-Vis and IR.

The experimental work was carried out in the Research Laboratory of Chemistry of Natural

Products, located in Pavilion C, Faculty of Chemical and Textile Engineering.

Keywords- Secondary metabolites, fatty acids, Umbilicaria Calvescens Nyl., lichens.
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Introduccion

Los liquenes representan una de las especies iniciales en la colonizacion de las
superficies rocosas. Su accion consiste en desintegrar las rocas, contribuyendo asi a la
formacion del suelo. Ademas, su presencia facilita el crecimiento de diferentes tipos de
vegetacion, como musgos, plantas vasculares y vegetacion rupicola o saxicola (Herrera &
Ulloa., 1990). Desde la antigliedad, en distintas partes del mundo como Asia y Europa, los
liguenes han sido usados en la medicina natural para los dolores estomacales, del higado,
de la piel, como antiséptico (lllana Esteban, 2012). En América latina, parte del Peru, es
una de las grandes fuentes de diversas especies de liquenes (Geir, 2010).

El presente estudio de investigacibn se enmarca en la Quimica Orgénica de
Productos Naturales y se llevé a cabo en el laboratorio de Investigacion de Quimica de
Productos Naturales, ubicado en el laboratorio de Quimica Inorganica N°12. Este estudio
comprendié la marcha fitoquimica que fue abordada en el curso de Proyecto de Tesis | CQ
4E2, donde se verificé la presencia de los metabolitos secundarios: aminogrupos primarios
y/o secundario, grupos fendlicos libres, taninos y triterpenos y/o esteroides. En el curso de
Proyecto de Tesis Il CQ 541, se abord6 la identificacion de compuestos organicos
presentes en el EBO/ éter, para lo cual se utilizé la metodologia de la extraccion,
separacion y/o purificacibn mediante técnicas cromatogréaficas, posteriormente, se
identificé el metabolito secundario metil B-orcinolcarboxilato y acidos grasos usando la
técnica CG-EM. Asimismo, en el curso Proyecto de Tesis [l CQ 541, se realizé la obtencion
del EBO/ diclorometano y el EBO/ etanol mediante la extraccion sélido-liquido con dichos
solventes. A partir del EBO/ diclorometano, se realiz6 la separacion mediante
cromatografia en columna flash, posteriormente, se identificé el &cido Usnico mediante CG-
EM. Con el EBO/ etanol se realiz6 la separacion y purificacion mediante técnicas
cromatograficas, luego, se identificé etil orselinato mediante la técnica CG-EM. Por ultimo,
en el curso CQ 542 Proyecto de Tesis lll, se realizo la separacion por CC en silica gel de
todos los grupos obtenidos de la CC Flash del EBO/ diclorometano, posteriormente, se
identificd el orcinol y el &cido Usnico. Finalmente, se purificO mediante recristalizacion los

extractos que presentaban los metabolitos secundarios en mayor porcentaje.

Para la realizacién de todo este trabajo se desarroll6 los siguientes pasos:
i. Seleccion de la muestra. Se ha seleccionado el liquen Umbilicaria calvescens
Nyl debido a los pocos estudios quimicos que posee hasta la actualidad,

ademas, la escasa informacién encontrada sobre este liquen.

Xii



Vi.

Vil.

viii.

Recolecciéon (adquisicion) de la muestra. La recolecta de la muestra fue
realizada por Judith Ramos el dia 31 de octubre del 2015. En la ruta de
Huaytapallana, ubicada a una altitud de 4000 a 4500 metros sobre el nivel del
mar, se encuentra en el distrito de Huancayo, perteneciente a la provincia de
Huancayo, Junin

Determinacion sistematica (Identificacion botanica). El liquen esta debidamente
identificado como Umbilicaria Calvescens Nyl (Anexo 1). Fue determinada en el
MHN-UNMSM, por el Blgo. Angel Manuel Ramirez Ordaya.

Estudio bibliografico. Se ha realizado la busqueda bibliografica y esta muestra
presenta un estudio quimico, realizado por Judith Ramos y Elena Coéndor, en la
gue se reporta el aislamiento del acido Usnico y acido lecandrico.

Secado y molienda del liguen. La muestra se nos proporciond previamente seca
y triturada, sin embargo, debido a la exposicién a la humedad se volvié a secar
a 40°C por 4 horas.

Andlisis cualitativo (Marcha fitoquimica) tomando como base los procedimientos
experimentales propuestos por (Rondina & Coussio,1969) y (Villacrés, 1995).
Obtencién de extractos brutos organicos mediante la extraccion sélido liquido
con los solventes éter de petroleo, diclorometano y etanol, a partir del liquen
Umbilicaria Calvescens Nyl seco.

Separacion y purificacion de los extractos brutos mediante CC con silica gel,
columna Flash y cromatografia de filtracién por gel Sephadex, ademas, particion
liquido- liquido.

Identificacibn de metabolito secundario presente mediante GC-MS, IR-ATR,
H!RMN, C*RMN y UV-Vis.

Xiii



Capitulo I. Parte Introductoria del trabajo
1.1 Generalidades

A lo largo de la historia los liquenes fueron empleados en el campo de la medicina
natural, y actualmente es empleado en la industria farmacéutica debido a las propiedades
biolégicas que poseen sus metabolitos secundarios (actividad antitrombdtica,
antibacteriano, antioxidante), ademas, es usado en los campos como la textileria y
cosmética. Por ello, es de interés cientifico seguir investigando nuevos liquenes como el

liquen Umbilicaria Calvescens Nyl.

El liquen en estudio, Umbilicaria Calvescens Nyl., se encuentra a lo largo del centro
de la Cordillera de los Andes , comprendiendo los paises Perl y Bolivia , ademas ,
pertenece a la familia Umbilicariaceae , reportado por primera vez por el bidlogo
explorador Nylander. En la literatura, (Ramos & Céndor, 2018) aislaron 4cido lecanérico y
acido Usnico a partir del liquen en estudio, pero, nos mencionan que adn queda otros
metabolitos secundarios por aislar. Por lo cual, se decidié seguir con el estudio quimico
del liguen en mencion, abarcando un amplio rango de polaridad y asi extraer la mayor

cantidad posible de metabolitos secundarios del liquen Umbilicaria Calvescens Nyl.

1.2 Descripcion del problema de investigacion
Desde la antigledad, en distintas partes del mundo como Asia y Europa, los
liguenes han sido usados en la medicina natural para los dolores estomacales, del higado,

de la piel, como antiséptico (lllana Esteban, 2012).

En América latina, la cordillera de los Andes y nuestro pais, el Pera, es una de
las grandes fuentes de diversas especies de liquenes (Geir, 2010). Sin embargo, en la
bibliografia hay pocos estudios quimicos relacionados con los liquenes recolectados
en el Pert. Por ello, el presente trabajo tiene como objetivo el estudio quimico del
liquen Umbilicaria calvescens Nyl, mediante el aislamiento de uno o mas de sus

principales metabolitos secundarios.

1.3 Objetivos del estudio
1.3.1 Objetivo General
Aislar uno de los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en el liquen

Umbilicaria calvescens Nyl.



1.3.2 Objetivos Especificos

Vi.

Vil.

Revision y estudio bibliogréfico relativo a los liquenes y del liquen Umbilicaria

calvescens Nyl.

i. Marcha fitoquimica del liquen Umbilicaria calvescens Nyl.

iii. Obtencion del EBO-éter, EBO-diclorometano y EBO-etanol, a partir del liquen

Umbilicaria calvescens Nyl.

Separacibn de los Extractos Brutos Organicos mediante técnicas
cromatogréficas.

Identificaciébn de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
obtenidos del liguen Umbilicaria calvescens Nyl por CG-EM.

Purificacion de los extractos obtenidos que contienen compuestos liquénicos
en gran porcentaje.

Caracterizacion de los compuestos liquénicos puros por *H-RMN, *C-RMN,
CG-EM, UV-Vis e IR.

1.4 Antecedentes investigativos- estudios quimicos generales

1.4.1 Composicion Quimica del material liquénico

a. Marcha fitoquimica

Durante la exploracion bibliogréfica, se hallaron varios enfoques para llevar a cabo

la evaluacién fitoquimica. Sin embargo, se decidié emplear el método propuesto por

(Rondina R. y Coussio, 1969), el cual fue adaptado por (Reyna Pinedo, 2014). Este

procedimiento se basa en reacciones de coloracidén y precipitacion, permitiendo asi la

identificacion de diversos tipos de metabolitos secundarios presentes en la muestra

vegetal. Para obtener mas detalles, se puede consultar el Anexo 2.

b. Aislamiento de compuestos liquénicos

b.1. Método empleado por (Ramos & Céndor, 2018)

i. Muestra estudiada

Liguen Umbilicaria calvescens Nyl.

ii. Extraccion solido-liquido

Se realizaron dos ciclos de extraccion para obtener extractos de liquenes.

Inicialmente, 500 gramos de liquen seco y molido se maceraron en 1,7 litros de n-hexano

por un dia. Después de filtrar y concentrar, se obtuvieron 840 mg del extracto del liqguen en

n-hexano. El residuo sélido se sometié a un segundo proceso de maceracién utilizando 1,8

litros de acetona a temperatura ambiente por un dia, repitiendo la maceracion dos veces.

Al final, se obtuvieron 82,75 gramos de extracto de acetona.



iii. Separacién cromatogréfica
« EBO/acetona

Se llevaron a cabo tres CC utilizando silica gel como fase estacionaria. Los
solventes utilizados fueron éter de petroleo y acetato de etilo, en las siguientes
proporciones: 0:100, 1:3y 1:1 para la primera, segunda y tercera CC, respectivamente. En
la primera columna cromatogréafica, se procesaron 500 mg del extracto de liquen en
acetona, obteniendo 5 sub-fracciones (G1-G5), que luego se concentraron. En la segunda
columna cromatografica, se utilizé la fraccion G3 (la mas abundante), resultando en 7
extractos (etiguetadas como S1-S7), que también se concentraron. Dado que la fraccion
S6 tenia la mayor cantidad, se realizé una tercera columna cromatogréfica, recolectando 4
extractos (etiguetadas como T1-T4), que nuevamente se concentraron.

Al analizar los valores de punto de fusion y el indice de retencion de los extractos
obtenidos, se observoé ciertas similitudes en las fracciones G4, S5 y T3. Por lo tanto, se
combinaron y se denominaron como compuesto A. Este compuesto se recristalizd
utilizando acetona:agua (1:1), obteniendo 206 mg de un precipitado blanco

< EBO/ n-hexano

Se llevaron a cabo dos procedimientos de cromatografia en columna. En el primero,
se utilizé EBO/n-hexano como fase estacionaria, y como eluyentes se empled una mezcla
de acetato de etilo y éter de petroleo en diferentes proporciones (3:1- 1:0). Durante este
proceso, se recolectaron siete sub-fracciones, etiquetadas como 11-17. Posteriormente, la
fraccion 13 se purific6 nuevamente mediante cromatografia en columna, utilizando una
mezcla de acetato de etilo y éter de petrdleo en proporcion 3:7. Como resultado, se
obtuvieron cuatro sub-fracciones, identificadas como U1-U4. Finalmente, en la fraccion U3,

se aislo un sélido amarillo, al que se le asigné la etiqueta de compuesto B.

iv. Purificacion y caracterizacion
« Compuesto A
Este compuesto fue recristalizado en acetona: agua (1:1), obteniéndose 206 mg de
un precipitado blanco. La determinacion del compuesto A se llevé a cabo analizando los
espectros de absorcion ultravioleta (UV), infrarrojos (IR), resonancia magnética nuclear de
protones (*H-RMN) y resonancia magnética nuclear de carbono (*33C-RMN).
« Compuesto B
El compuesto en cuestién experimentd un proceso de recristalizacion utilizando
etanol, lo que resultd en la obtencién de cristales amarillos. Ademas, durante el analisis, la
cromatografia en capa fina del compuesto B revel6 un valor de Rf de 0,62 en etanol:acetona

(1:1), que coincidié con el patron de acido Usnico al 98 % de pureza. La identificacién



especifica del compuesto B se basé en la interpretacién de los espectros UV, IR, EM, *H-
RMN y *C-RMN.
v. Resultados
« Compuesto A
Solido de color blanco, soluble en metanol y acetona, poco soluble en cloroformo.
Su punto de fusion oscila entre 182°C y 184°C. Al analizar los espectros espectroscépicos
y compararlos con fuentes bibliograficas, se llegd a la conclusiéon de que el compuesto A
corresponde al acido lecandrico.
« Compuesto B
Los cristales, que adoptan una forma de agujas y presentan un color amarillo, son
solubles en acetona, pero poco solubles en etanol. Su punto de fusion oscila entre 204°C
y 205°C. Basandonos en los datos espectroscépicos obtenidos y al compararlos con lo
reportado en la bibliografia, llegamos a la conclusion de que este compuesto corresponde

al &cido usnico.
b.2. Método empleado por (Condor, 2012)

i. Muestra estudiada

Liguen Xanthoparmelia tasmanica seco

ii. Extraccion sélido - liqguido (Obtencién del EBO)

i. Se realiz6 la maceracion con 430 mg de liqguen seco y pulverizado con 500 mL
de acetona a temperatura ambiente.

ii. Se repitio el proceso 3 veces, obteniéndose luego de filtrar aproximadamente
un volumen total de 1.5 L de extracto acetdnico.

iii. Luego, se concentré en un rotavapor, obteniéndose 6.1 g de extracto bruto
organico (EBO/acetona).

iv. EI EBO/acetona obtenida se extrajo primero con 50 mL de cloroformo a
temperatura ambiente, observandose unos cristales de color amarillo (rotulado
como X1). Luego, se extrajo con 200 mL de cloroformo en caliente y se dejo
reposar por una semana, observandose la formacién de unos cristales amarillos
(rotulado como X2), los cuales fueron filtrados.

v. La solucidn filtrada de la seccion anterior (aprox. 100 mL) se dej6é reposar por
una semanay se obtuvo unos cristales amarillos (rotulado como X3).

iii. Separacion Cromatografica

i. Se realizd un analisis preliminar en CCF. Luego, se realizé una CC-Sephadex
LH-20 de 0.5269 g de EBO, empleandose como eluente la mezcla de

diclorometano: metanol: éter (1:1:1), obteniéndose 10 fracciones.



ii. Se realizd6 una derivatizacion del extracto, debido a que los compuestos
presentaban una alta polaridad en CCF; para lo cual se acetil6 el extracto.

iii. EI EBO acetilado (0.4863 g) fue tratado en CC en Silica gel, empleandose como
eluentes éter: acetato de etilo (6:4, 1:1, 6:4), acetato de etilo y metanol;

obteniéndose 10 extractos.

iv. Purificacién y caracterizacion
i. Los cristales (X1, X2 y X3) obtenidos en la Sec. b fueron caractizados mediante
punto de fusién y el analisis de los espectros: CG-EM, RMN'H, RMN*3C e IR.

ii. Las fracciones obtenidas en la Sec. c fueron analizadas por CG-EM y RMN*H.

v. Resultados

Acidos grasos insaturados y &cido Usnico.

b.3. Procedimiento experimental empleado por (Martino, 2015)
i. Muestra estudiada

Liguen Flavopunctelia Flaventior (Stirt.) Hale

ii. Extraccion Sdlido- liquido

+» Realiz6 3 colectas del liquen en distintas fechas.

+» Se rotulé cada frasco A, B y C correspondientes a la fecha de colecta.

+ Se dejaron macerando en Acetona (200 mL), cada muestra de liqguen en su
respectivo frasco, por un intervalo de 48 h. El proceso se repitié 4 veces
cada vez con 200 mL.

+ Se llevaron a sequedad en un rotavapor por separado. Por CCF se
comprob6 que los 3 extractos tenian similar comportamiento por lo que se
reunio las fracciones.

« Se obtuvo 6,9 g de EBO/ Acetona.

iii. Separacioén

% Cromatografia en Columna-Sephadex del EBO/ acetona, se obtuvieron 10

extractos, X1-X10, de los cuales los extractos X7 y X5 presentaron

comportamiento definidos en CCF.

¢ Filtracion simple al extracto X7.

% Cromatografia en columna con Silica gel del extracto X5, se obtuvieron 13
grupos, G1- G13, los extractos G2 y G3 se agruparon por lo cual se
denominé extracto P, los grupos desde G9 al G12 se unieron para formar el

extracto Q.



% Se realiz6 Cromatografia por placa preparativa a los grupos P y Q por
separado. Se obtuvo cuatro grupos (P1-P4) a partir de la CPP del grupo P.
Para la CPP del grupo Q se obtuvo 5 grupos, Q1-Q5.

iv. Purificacion y caracterizacion

@

+ Recristalizacion acetona: agua (1:1) a la fraccién X7.

« Se caracterizaron los extractos X7 y P2 mediante las técnicas UV-Vis,
RMN?!H, RMN®C y HMBC.

v. Resultados

Los metabolitos secundarios: acido lecandrico y metil - orcinolcarboxilato.

b.4. Procedimiento empleado en Proyecto de Tesis lli

El liguen en cuestion ha sido estudiado con n-hexano y acetona por (Ramos &
Coéndor, 2018), mientras que (Martino Cruz, 2015) y (Céndor Cuyubamba, 2012) han
estudiado algunos liguenes solo con acetona. Para ampliar el rango de polaridad y
profundizar en las investigaciones del liquen Umbilicaria calvescens Nyl., se decidio realizar
extracciones con éter de petréleo, diclorometano y etanol, los cuales son solventes de
diferentes polaridades. El procedimiento seguido en esta Tesis fue planteado en el
Proyecto de Tesis Ill (Lopez Huillca, 2022)*, en el cual se puede resumir en los siguientes
pasos:

i. Extraccion solido - liquido (Obtencion del EBO)

<+ Extraccion con éter de petrdleo, diclorometano y etanol.
+«+ Concentracion de extractos mediante un rotavapor.
ii. Separacion Cromatografica
+« Andlisis preliminar por CCF.
+ Separacion mediante técnicas cromatograficas.
iii. Purificacion y caracterizacion
+ Recristalizacion de los metabolitos secundarios aislados.
+ Caracterizacion de los metabolitos secundarios aislados mediante la técnica
CG-EM, UV, IR, *H-RMN y BC-RMN

* Informe presentado y sustentado en el curso CQ542 Proyecto de Tesis Il por la alumna

Nicol Giorjina Lopez Huillca en el afio 2022.



Capitulo Il. Marco tedrico y conceptual

2.1  Marco tedrico
2.1.1 Liquenes

Los liquenes son aquellos organismos que son formados a partir de la asociacion
simbidtica de un hongo con una especie fotobiontica (puede realizar fotosintesis), el
organismo mencionado al final puede ser un alga, una cianobacteria o una combinacién de
estas, por ello, el liquen posee una naturaleza dual. Se han realizado diversas
investigaciones, donde se ha podido identificar mas de 17 000 especies de liquenes, estos
se encuentran alrededor de todo el mundo, esto se debe a que los liquenes presentan una
notable habilidad para ajustarse a variados entornos climaticos y habitats. Hay varios tipos
de liquenes, las corticolas su crecimiento ocurre en la parte externa de los troncos de los
arboles, saxicolas o rupicolas son aquellas que se forman encima de las rocas, las
terricolas se desarrollan encima de la tierra, por tltimo, las zoobidticas que se forma encima

de los tejidos muertos de animales (Montafiez, 2000).

Es frecuente hallar liguenes en rocas, en las zonas costeras donde las olas
salpican, asi como en regiones montafiosas elevadas, sobre la corteza de los arboles y en
ciertos tipos de suelos. Algunos de estos organismos tienen la capacidad de resistir
temperaturas bajas y largos periodos de sequia. De hecho, los liquenes pueden
permanecer secos durante meses sin sufrir dafios y, ademas, son capaces de absorber
agua del aire de manera higroscépica. La Tabla 1 presenta algunos ejemplos ilustrativos.
(Robles et al., 1992).

Los liguenes se agrupan en estructuras llamadas talos, que a su vez se dividen en
capas superior e inferior, incluyendo una capa tipo alga y médula. Estos talos se
categorizan segun su apariencia, estratificacion y la forma en que se adhieren al sustrato.
Pueden ser talos gelatinosos, costrosos, foliosos o fruticosos. Su reproduccién
generalmente ocurre asexualmente mediante la desintegracion del talo o la creacion de
didsporas vegetativas, como los soredios o los isidios. Los soredios resultan de la unién de
células fotobidticas cubierto por hifas y sin corteza. Por otro lado, los isidios se forman en
la superficie del talo y sobresale por los poros o al romper la corteza. Cuando las diasporas
maduran, se esparce a través del agua, el viento, los insectos y las aves, permitiendo que
los liguenes se desarrollen en otros lugares. Ademas, algunos liguenes también pueden
reproducirse sexualmente, generalmente a través de organismos fértiles producidos por
los hongos de la divisibn Ascomycotina, que son muy similares a los no liquenizados
(Montafez, 2000).



Tabla 1

Habitat de algunos liquenes

Liquen

Sustrato

Peltigera aphthosa
Pseudoparmelia texana
Stereocaulon vesuvianum
Stereocaulon curtatum

Cladonia rangiferina

Lobodirina cerebriformes
Lecania brialmontii
Lobaria scrobiculata

Alectoria scrobiculata

Erioderma chilense
Psoroma pulchrum
Cornicularia epiphorella
Protusnea malacea
Parmelia livida
Lobaria amplissima
Protusnea magellanica
Physcia aegialita
Parmelia furfuracea
Usnea longissima

Evernia prunastri

Suelos
Ladera de montafa, Canada

Andes, Venezuela

Antigua corriente de lava del Etna, Italia

Monte Hohken-dake, Jap6n
tundras articas

Rocas

costa riberefa, Chile
maritimas, Antartica

pared sombreada, Escocia
sierra norte, Peru

Arboles

Baccharis magellanica, Chile
Nothofagus ssp., Chile
Araucaria araucana, Chile
Nothofagus pumilio, Chile
raices de roble, EE.UU
corteza de roble, Francia
Nothofagus obliqua, Chile
Quercus virginiana, EE.UU.
Pinus pinea, Italia

Taxus; Picea, Japo6n

corteza de maples, Francia

Nota: Adaptado de (Robles et al., 1992).

La diversidad de propiedades y tonalidades de este organismo se debe a la
presencia de diferentes metabolitos secundarios, también conocidos como sustancias o
acidos liguénicos, los cuales son estructuras complejas. Alrededor del mundo, podemos
encontrar mas de 800 ejemplares de compuestos liquénicos, poseen actividad antibidtica

y son eficaces ante la presencia de microorganismos. (lllana Esteban, 2012).

Los liguenes generalmente producen y almacenan compuestos fendélicos en altas
cantidades. Se han realizado investigaciones utilizando diversas especies de liquenes y sus

extractos disueltos en distintos solventes. Estos extractos se evaluaron frente a distintos tipos de
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bacterias. Los resultados indican que los compuestos de alta polaridad exhiben alta actividad
antibacteriana. Ademas, se ha observado que la actividad biolégica de las moléculas esta
influenciada por el tipo de grupo sustituyente y la posicion de este. En relaciéon a su actividad
bioldgica, el nimero de grupos metilo unidos a los anillos bencénicos y a los oxigenos fendlicos es

relevante (Robles et al., 1992).

Figura 1

Comunidades de liquenes.

Nota: Tomado de K. Roncallo, C. Morales-Baquero, J. Ospino-Cerpa, J. Jiménez-
Vasquez, M. Negritto-Chebel, 2017, pag. 1.

a. Clasificacién de los liquenes

Los liguenes se pueden clasificar de acuerdo a su morfologia del talo (Moreno et
al., 2007), y segln a su taxonomia (De Los Angeles Herrera-Campos et al., 2014), como

se muestra a continuacion.

a.l. Morfologia del talo

Segun (Amo de Paz & Burgaz, 2009), la clasificacion de los liquenes ha dependido
histéricamente de sus propiedades morfolégicas y anatdémicas. Los aspectos
morfolégicos de las frondas permiten identificar seis musgos o biotipos que componen

diferentes patrones de crecimiento. Asi podemos tener a:

R/

% Liguenes fruticulosos

Los talos de este tipo de liquenes permanecen unidos a la base mediante un punto
0 pie y crecen perpendicularmente al area donde se levantan o suspenden. Estos talos
pueden tener una forma circular, como en el caso de los liquenes del género Usnea, o ser
planos, por ejemplo, los liquenes del género Ramalina.

% Liquenes folidceos

El talo es una estructura que crece paralela a su base y se puede separar facilmente
con una cuchilla. Cominmente, se integran a la superficie del sustrato por medio de ricinas

o diversos tomentos. Los liquenes del género Parmelia son un excelente caso de talos



folidceos. En el caso de que se unan a la base mediante un punto central, se denominan
talos umbilicados, como ocurre en los liquenes del género Umbilicaria.

% Liquenes gelatinosos

Poseen talos con tonalidades oscuras y apariencia folidcea o levemente fruticuloso
reseco, que una vez que se hidrata aumenta su tamafio de forma notable y se muestran
bastante blandos al tacto. Este tipo de liquenes el fotobionte es una cianobacteria. Un buen

ejemplo de liquenes gelatinosos es aquellos del género Collema.

% Ligquenes crustaceos

Este tipo de liquenes permanecen poderosamente ligados a su base y no tienen la
posibilidad de separarse sin quebrar una parte del habitad en el que crecen. En este
contexto, podemos distinguir entre aquellos que crecen sobre la madera (epifleddicos) y
aquellos que crecen en el interior de la madera (endofleddicos). En el caso de las especies
que se desarrolla sobre piedras (saxicolas), estos crecen en el talo al centro de la piedra.

% Liguenes escuamulosos

Estos liquenes poseen fracciones integras, las cuales son denominadas como
escuamulas, su borde no esta unificado a su base. Un ejemplo de liguenes escuamolosos

son los Fuscopannaria mediterranea.

% Liguenes de talo compuesto
Estos liquenes son formados por dos tipos de talo: escuamuloso y fruticuloso. Un
buen ejemplo de liquenes de talo compuestos es aquellos del género Cladonia.

Figura 2

Tipos de talo. A) Fruticoso, Usnea. B) Dimorfico, Cladonia. C) Costroso, Graphis. D)

Folioso, Parmotrema. E) Folioso o filamentoso, Cora.

Nota: Tomado de K. Roncallo, C. Morales-Baquero, J. Ospino-Cerpa, J. Jiménez-
Vasquez, M. Negritto-Chebel, 2017, pag. 4.
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a.2. Taxonomia

Los liquenes experimentan una etapa sexual (conocida como teleomorfo) y una
asexual (llamada anamorfa). La clasificacion taxonémica de estos se basa en sus
estructuras de reproduccion sexual, que pueden ser Ascomicetes o Basidiomicetes

« Ascomicete

Los liguenes que producen ascas Yy ascosporas sSe agrupan en peritecios y
apotecios. Los peritecios son cuerpos fructiferos cerrados, esféricos o con forma de botella,
sin himenio expuesto, y tienen un tubo que se abre hacia el ostiolo, a través del cual se
secretan las ascoporas. Los apotecios, por otro lado, son estructuras abiertas, en forma de
disco o copa, que tienen un himenio expuesto y varios mecanismos de separacion de sacos
para liberar los ascoporosas.

% Basidiomicetes

Los basidiomicetes liguenizados forman basidiomas, los cuales son muy usual entre

los Aphyllophorales y los Agaricales.

2.1.2 Descripcién del liqguen Umbilicaria Calvescens Nyl

El liguen Umbilicaria calvescens Nyl se encuentra en los Andes centrales, en Bolivia
domina completamente las altitudes mas bajas (2500-4000 m). El género Umbilicaria son
hongos formadores de liquenes que se encuentran presentes en rocas siliceas y
acantilados en ambientes alpinos, articos y antarticos, pero también afloramientos rocosos
y acantilados costeros en zonas de vegetacién boreal y nemobdrea. Las colecciones
estudiadas por Nylander indicaron la presencia en los Andes centrales de un grupo
endémico de especies de Umbilicaria con su centro biogeogréafico en Bolivia y Perq, y

nombrd y describié varias especies y variedades nuevas (Hestmark, 2009).

La primera descripcion publicada de U. calvescens fue presentada en el articulo
escrito por Nylander, en este examina las colecciones de liquenes realizadas por el
recolector de plantas francés Gilbert Mandon. La descripcion es realmente solo una
declaracién sobre cémo este taxdn es similar a U. vellea, pero también difiere en tamafio y
forma de ascosporas. Sin embargo, la referencia al segundo volumen de la Sinopsis
Lichenum de Nylander indica que el propio Nylander considerd la descripcion y la
ilustracién como la primera descripcion de U. calvescens, por lo tanto, el protélogo de la
especie (Geir, 2010).

El liquen Umbilicaria calvescens Nyl presenta un talo folioso y umbilicado, de forma
amorfa, que puede ser redonda o ligeramente eliptica. Su diametro varia entre 3 y 10 cm,

y muestra sutilmente incisiones en los bordes. La parte superior del talo es gris y rugosa,
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con puntuaciones de color negro, mientras que la parte inferior también es negra y contiene
rizonomorfos cortos que se extienden por toda la ldmina. Hacia el centro del talo, se
encuentran engrosamientos de hifas (Ramos et al., 2013).

Figura 3

Liquen Umbilicaria calvescens Nyl.

Nota: Foto tomado de (J. Ramos, 2016).

2.1.3 Usos de los liquenes

a. Bioindicadores de aire

Varias especies de liquenes tienen la capacidad de acumular elementos
degradantes como el azufre, plomo y fldor, que provienen de la atmosfera. Esta
caracteristica, junto con su desarrollo lento, les permite resistir condiciones adversas y vivir
durante mucho tiempo. La resistencia de los liquenes a estos elementos degradantes se
atribuye a la resistencia del protoplasma de sus células, especificamente durante la fase
metabdlica, asi como a su dinamismo y capacidad para resistir los efectos. (Canseco et al.,
2006).

El di6xido de nitrdgeno es un factor clave en el crecimiento de los liquenes, esto se
debe a su capacidad catalizadora de la reaccién de peroxidacién de su membrana lipidica,
ocasionando estragos en la membrana celular. En adicion, el material particulado afecta
significativamente el prorrateo de los liquenes en zonas urbanizadas, debido a que pueden
absorber varios contaminantes del aire en su superficie, en particular los elementos
metalicos a nivel traza. Esto justifica la relacion del PMio promedio con la variedad de

liguenes, ya que estos organismos son excelentes bioindicadores de la calidad del aire, en
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otras palabras, reflejan el impacto global de los contaminantes en la atmosfera. (Gonzales
Vargas et al., 2016).

A lo largo del tiempo, se han desarrollado métodos para usar los liguenes como
indicadores y monitores de la contaminacion atmosférica. Estos métodos suelen asociar la
existencia o carencia de especies, su densidad, frecuencia de aparicién, porcentaje de
cobertura y/o existencia y nivel de sintomas de dafio externo o interno, con la calidad del
aire. De esta manera, se pueden suplementar los analisis quimicos complejos,
identificando la diversidad de liqguenes en zonas libres de contaminacion y examinando
cémo su estructura y cantidad merma a medida que se aproxima a zonas contaminadas,
hasta ausentarse por completo en areas con altas concentraciones de compuestos
dafinos. A diferencia de los analisis quimicos, que proporcionan resultados limitados a los
momentos especificos de la medicion, los liquenes muestran los efectos de la

contaminacion durante largos periodos de tiempo. (Canseco et al., 2006).

b. Uso en la medicina natural

En la vieja Grecia, Pedanio Dioscdrides (botanico y farmacdélogo) redacta sobre los
liquenes en su libro “Tratado de Plantas Medicinales”, en el cual menciona: “Se trata de un
musgo que se adhiere a las piedras mojadas. Cuando se aplica como cataplasma, detiene
el sangrado, alivia la inflamacién y cura las protuberancias de la piel. También se incorpora
en los perfumes de bellotas y en las pomadas. Ademas, es util para la elaboracién de

inciensos y remedios para el agotamiento. (lllana Esteban, 2012).

Durante la mitad del siglo XIX, en algunas regiones de Inglaterra, se utilizaba el
liquen Lobaria pulmonaria para elaborar una infusion que se consumia para tratar
afecciones respiratorias, y todavia se utiliza en las montafias de Escocia. Hoy en dia, se
emplea para aliviar el asma y los problemas de vejiga, ademas de ser un ténico que
estimula el apetito. Varias especies de Cladonia, Evernia, Parmelia, Peltigera, Pertusaria y
Roccella, se utilizaban anteriormente como purgantes, antipiréticos, antidiarreicos y para

tratar la epilepsia y las infecciones cutaneas. (lllana Esteban, 2012).

En la Isla Paulino, ubicada en la provincia de Buenos Aires, Argentina, se llevaron
a cabo entrevistas a los habitantes locales, quienes mencionaron el uso del liquen
Ramalina celastri. Este liguen era utilizado por sus multiples propiedades: como abortivo,
para tratar la artritis, el asma, los dolores de cabeza, la diabetes, la inflamacién, los
calculos, las enfermedades renales, los piojos, el prurito, el reumatismo, como antiséptico,

para la tos, como cardioténico, colirio, depurativo, digestivo, diurético, para el estbmago,
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expectorante, para el higado, como pectoral, purgante, refrescante y para curar heridas
(Hernandez, 2011).

c. Perfumeria

En este campo, los liquenes mas utilizados son Pseudevernia furfuracea y Evernia
prunastri, debido a su propiedad fijadora de esencias, cuyo aroma es de tierra fresca y
brindan las “notas bajas” de los perfumes de calidad, estos beneficios no se pueden obtener
mediante sintesis. El uso de los liquenes para perfumes es costoso, a pesar de ello alin se
usan en la industria, pero se debe regular su recoleccién ya que esta industria necesita
grandes cantidades de liqguenes para obtener los extractos, tendria repercusion

medioambiental (Margulis, 1993).

2.1.4 Sustancias Liquénicas

Las sustancias liquénicas comprenden diversas clases de compuestos como:
aminodcidos, alcoholes de azucar, alifaticos, dibenzofuranos, depsidonas, terpenoides,
esteroides, carotenoides, entre otras. Esta multitud de compuestos hizo atractivo su estudio
quimico desde los primeros tiempos de la quimica organica. Bebert (1831) aislé acido
vulpénico en 1831, Alms (1832) acido picrolicnico en 1832, y Knop (1844) acido usnico en
1844. (Huneck & Yoshimura, 1996).

Las sustancias liquénicas son sintetizadas solo a partir de los liquenes y

correspondientes a compuestos determinados, su estructura se muestra en la Figura 4.

Figura 4

Dépsidos a) para- dépsido b) meta-dépsido c¢) Depsidonas d) Dibenzofuranos.

H+H 10
W L\

c—o OH C—a0 COO0H
@Oﬂ \@COOH ©[DR \©/
a) b)

%C-—O OH
QO

d)

Nota: Adaptado de Juana Robles C., Patricia Morales B., Ana Pastor de Abram, 1992,
pag. 69.
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Se pueden clasificar de acuerdo a su estructura: dépsidos, depsidonas,
dibenzofuranos y acidos Usnicos.
2.1.5 Clasificacién de las sustancias liquénicas de acuerdo a su estructura

a. Dépsidos

Los dépsidos son ésteres de policétidos aromaticos que poseen la posibilidad de
sufrir acoplamiento C-O (depsidonas) y C-C (depsonas). Se aislan primordialmente de
liguenes vy tienen la posibilidad de formardimeros y trimeros.
hematamnoélico (Hasegawa, 2018).

Un ejemplo es el acido

Figura 5
Dépsidos. Acido hematamnolico.
CH .o, H,C COOH
H,CO 0 OH
© CH, HO 2
H H

Nota: Adaptado de C. Cérdoba, 1975, pag. 20.

b. Depsidonas

Son compuestos que muestran en su composicion dos nucleos bencénicos que
estan unidos entre si mediante puentes del tipo éster y éter. Tales como, el acido estictico,
ac. norstictico y el ac. salacinico (Cérdoba, 1975).

Figura 6

Depsidonas. Acido estictico.

H,CO

Nota: Adaptado de C. Cérdoba, 1975, pag. 25.
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c. Dibenzofuranos

Los dibenzofuranos poseen dos anillos fendlicos unidoss entre si por un enlace éter
y un enlace C-C. Se pueden dividir en dos grupos, el primero con carboxilo sustituyente en
la posicion del anillo y el otro sin carboxilo en dicha posicion. Como muestra el acido

didimico, acido esquizopéltico y el acido pannarico (Cérdoba, 1975).

Figura 7
Dibenzofuranos. Acido pannarico.

OH CH,
COOH

H,C 0 OH

COOCH

Nota: Adaptado de C. Cérdoba, 1975, pag. 28.

d. Acidos Usnicos

Fue aislada por primera vez por Rochlender y Heldt en 1843 de las especies
Ramalina calicaris y Usnea barbata. Posteriormente, descubrieron la existencia de dos
formas con distinto poder rotatorio, el &cido D-Usnico, o (+)-Ushico y el &cido L-Usnico, o (-
)-snico. Las cuatro formas de los acidos Usnicos estan constituidos por dos unidades

fendlicasmambas metiladas en posicion 4 como metilfloroacetofenona (Cérdoba, 1975).

Figura 8

Acido Usnico. a) (-) &cido Usnico. b) (+) acido dsnico.

H,C 0:

HO

OH HC

b)

Nota: Adaptado de C. Cordoba, 1975, pag. 31y 33.
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A continuacién, se detallardn algunos compuestos liquénicos y sus principales

propiedades fisico quimicos:

2.1.6 Metil B-orcinolcarboxilato
El metil B-orcinolcarboxilato o también conocido como acido atrarico, es un
compuesto fendlico mononuclear derivado del acido hidroxibenzoico (Muller, 2001),
ademas se puede obtener a partir de la hidrolisis de la atranorina (Bourgeois et al., 1999).
(Huneck & Yoshimura, 1996) presentan los siguientes datos sobre esta sustancia liquénica:
i. Punto de fusion: 140-141, 143- 144 °C
ii. Reactividad: naranja NaOCI, (EtOH) violeta-negro en dilucion con EtOH verde oliva,
en adicion con H»O violeta.
iii. UV:267y299 nm
iv. IR(KBr): 734, 790, 810, 834, 950, 1000, 1038, 1064, 1110, 1160, 1192, 1280, 1310,
1370, 1420, 1442, 1502, 1502, 1600, 1620, 2950, 3100, 3450 cm-2,
v. H-NMR (100MHz, CDCI3) : 2.10 (3H,s,Me-8), 2.45 (3H,s,Me-9), 3.92 (3H,s,-
COOMe), 5.23 (IH,s,0H-4), 6.20 (1H,s,H-5), 12.04 (1H,s, OH-2)
vi. BC-NMR (50.3MHz, CDCI3): C-I: 105.2, C-2: 158.0, C-3: 108.5, C-4: 163.1, C-5:
110.5, C-6: 140.2, C-7: 172.6, C-8: 7.6, C-9: 24.1, -COOMe: 51.8
vii. MS, m/z 196 (M+,490/0), 165 (26), 162 (100), 137 (10),136 (99), 108 (10),107 (10),
83 (11),44 (48), 43 (17)
viii. StL: Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale, Stereocaulon alpinum Laur., Stereocaulon
vesuvianum Pers.
ix. TLC: A: 64, B: 70, C:52
X. HPLC: Rt 3.34 min

Figura 9

Estructura quimica del metil B-orcinolcarboxilato.

CH,

Nota: Adaptado de Huneck S. & Yoshimura I., 1996, pag. 160.
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Ademas, (Bourgeois et al., 1999) realiz6 la identificacion y cuantificacion del acido
atrarico en una mezcla de los robles Quercus petraea (Mattusch.) Liebl. y Quercus robur L.
gue contienen liquenes, obtuvieron la concentracion de 1 pg gt de acido atrarico mediante

CG-EM, el espectro resultante se muestra en la Figura 10.

Figura 10

Espectro de masa del 4cido atrarico.

100 136

196 Mass spectrum of compound 1
(GC/MS - background substracted)

13953 107

. L . e e EE———
46 60 B0 100 120 140 160 180 204 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Nota: Tomado de Bourgeois et al., 1999, pag. 2.

2.1.7 Atranorina
(Huneck & Yoshimura, 1996) presentan los siguientes datos sobre esta sustancia
liquénica:
i. Punto de fusiéon: 196°C (dec.)
ii. Reactividad: KOH amarillo, PD amarillo, FeCls rojo-marrén
ii. UV (MeOH): 210, 252, 312 nm
iv. IR (KBr): 790, 810, 830, 870,960,990,1010,1030, 1078, 1108, 1166, 1198, 1210,
1250, 1270, 1285, 1360, 1382, 1410, 1458, 1580, 1652, 3000, 3500 cm™
v. 'H-NMR (400 MHz, CDCls): 2.09 (3H,s,Me-8), 2.69 (6H,s,Me-9,Me-9"), 3.99
(3H,s,7-COOMe), 6.40 (1H,s,H-5), 6.51 (1H,s,H-5"), 10.36 (1H,s,CHO-8), 11.96
(1H,s,HO-2"), 12.51 (IH,s,HO-2), 12.56 (1H,s,HO-4) 13C-NMR (25.05MHz,CDCI3):
C-I: 103.0, C-2: 169.0, C-3: 108.7, C-4: 167.5, C-5: 112.8, C-6: 152.3, C-7: 169.6,
C-8: 193.6, C-9: 24.4, C-I'. 116.8, C-2": 162.8, C-3" 110.4, C-4": 152.1, C-5" 116.0,
C-6" 139.8, C-7:172.1, C-8" 23.8, C-9": 9.4, C-7' -COOMe: 52.2
vi. MS, m/z 375 (9%), 374 (M+,30), 197 (30), 196 (100), 180 (35), 179 (98), 178 (26),
177 (25), 176 (35), 165 (61), 164 (94), 163 (13), 151 (14), 150 (61), 149 (26), 137
(17), 136 (78), 135 (22), 85 (15),83 (30),79 (12), 77 (22), 69 (15), 67 (24),,66 (11),65
(12),55 (17),52 (13), 51 (17),43 (22),41 (15)
vii. Derivados: Pentaacetilatranorina, prismas (MeOH), punto de fusién: 153-154°C, de

la atranorina con Ac,O-H>SO,.
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viii. StL: Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale
ix. TLC:A:75,B:78,B"73,C:79, E:57, F: 85
X. HPLC: Rt 38

Figura 11
Estructura quimica de la atranorina.
CH, 5 CH,
E—o
OH
HO OH COOMe
CHO CH,

Nota: Adaptado de Huneck S. & Yoshimura I., 1996, pag. 238.

(Melo et al.,, 2008) aislaron la atranorina a partir del liguen Cladina kalbii, la
extraccién fue con cloroformo, como solvente y en un equipo Soxhlet, la atranorina fue
identificado mediante *H-RMN, 3C-RMN (Tabla 2) y Difraccion de Rayos X (Figura 12).

Figura 12

Difraccion de Rayos X de la atranorina.

16000
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0.- 1 —.—-JL‘J Wb lJf"’b"r*-«—‘rL A
30

0 10 20

40 50 60
20
Nota: Tomado de Melo et al., 2008, pag. 2.
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Tabla 2

1H-(500 MHz) y '3C-(100 MHz) NMR Datos espectrales de la Atranorina en CDCls.

C/H B¢ (CHy) Bn (Nw, M)
1 102.83 C -
2 169.09 C -
3 108.54 C -
4 167.48 C -
5 112.86 (CH) 6.39 (1, s)
6 152.46 C -
7 169.71 C -
8 193.86 (CH) 10.35 (1, s)
9 25.60 (CHs) 2.68 (3, s)
1 151.98 C -
2 116.78 C -
3 162.88 C -
& 110.25 C -
5 139.88 C -
6 116.02 (CH) 6.51 (1, s)
7 172.21C -
8 9.37 (CHa) 2.09 (3, s)
o 24.00 (CHs) 2.54 (3, s)
HsC-O 52.36 (CHs) 3.98 (3, s)
OH-2 - 12.49 (1, s)
OH-4 - 12.54 (1, s)
OH-3’ - 11.93 (1, s)

Nota: Tomado de Melo et al., 2008, pag. 2.

2.1.7 Orcinol

Los autores (Huneck & Yoshimura, 1996) recopilaron los siguientes datos sobre el

compuesto liguénico orcinol.
i. Punto de fusién: 106-108 °C
ii. Reactividad: NaOCI (rojo)
ii. IR (KBr): 690, 720, 835; 850, 980, 1035, 1155, 1205, 1300, 1330, 1380, 1480, 1515,
1600, 1620, 3350 cm?
iv. 'H-NMR (250 MHz, acetona ds): 2.14 (3H, s,Me-), 6.15 (3H,s,3 arom -H), 8.10 (2H,

s, 2x -OH)
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Vi.

Vil.

13C-NMR (75.47 MHz, DMSO- dg): C-1: 139.19, C-2, C-6: 107.11, C-3,C-5: 158.25,
C-4:99.77, C-7: 21.24
MS, m/z 124 (M*,100%), 107, 94
Liguen estudiado: Evernia prunastri (L.) Ach., Roccella montagnei Bél.
Figura 13
Estructura quimica del orcinol
OH
H,C OH

Nota: Adaptado de Huneck S. & Yoshimura I., 1996, pag. 162.

2.1.8 Etil orselinato

Los autores (Huneck & Yoshimura, 1996) recopilaron los siguientes datos sobre el

compuesto liquénico etil orselinato.

iv.

Vi.

Vii.

viii.

Punto de fusién: 131-132 °C

Reactividad: NaOCI (rojo)

UV (EtOH): 219 (4.27),265 (4.11), 302nm (3.71)

IR (KBr): 700, 894, 1062, 1178, 1270, 1320, 1368, 1380, 1405, 1447, 1470, 1478,
1500, 1585, 1640, 3360, 3420cm*

'H-NMR (60 MHz, CDCl3): 1.42 (3H, t, J= 6.9Hz, -O-CH2-Me), 2.53 (3H, s, -Me),
4046 (2H, q, J= 6.9Hz, -O-CH,-Me), 6.36 (2H, s, H-3, H-5), 11.92 (2H, s, 2x-OH)
13C-NMR (75.47 MHz, DMSO- dg): C-1: 139.19, C-2, C-6: 107.11, C-3,C-5: 158.25,
C-4:99.77, C-7: 21.24

MS, m/z 196 (M*,35%), 167 (1), 151 (25), 150 (100), 122 (20),94 (5),69 (8)

Liguen estudiado: Roccella fuciformis (L.) DC.

21



Figura 14

Estructura quimica del etil orselinato.

CH,4 :0:

HO OH

Nota: Adaptado de Huneck S. & Yoshimura I., 1996, pag. 158.
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2.1.9 Identificaciéon Espectroscopica de Compuestos Organicos (Reyna Pinedo,
2005)

Hay cuatro técnicas espectroscopicas clave para determinar la estructura de un
compuesto en quimica organica. Estas incluyen: EM, RMN'H, RMN*C, IR y UV- Visible.
Estas técnicas son vitales ya que permiten identificar una amplia gama de elementos
estructurales. La relevancia de cada método depende de la cantidad de informacién (util
que se pueda extraer de él, lo cual no solo depende de la cantidad total de informacion,
sino también de cuan interpretable es, y esto depende de la complejidad de la estructura
de una molécula. En general, se sigue el siguiente orden para interpretar la estructura de
la molécula en estudio:

I. Resonancia magnética (*H y 3C)
Il. Espectrometria de masa
lll. Espectroscopia de infrarrojo

IV. Espectroscopia Ultravioleta

a. Espectrometria de Masas, EM

En esta técnica las moléculas en estado gaseoso y a presion reducida son
sometidas a un haz de electrones de alta energia. Lo que origina este bombardeo es la
eliminacion de uno de los electrones de la molécula, lo que resulta en la formacion de un
ion con carga positiva (con un numero impar de electrones). Este ion se conoce como “ion

molecular’ y se representa como M-+

Por otro lado, el haz de electrones proporciona a los iones moleculares un exceso
de energia considerable, que supera con creces lo necesario para romper los enlaces
covalentes de las moléculas. Como resultado, poco después de la formacion de los iones
moleculares, gran parte de ellos se particionan en varias estructuras, dependiendo de la
naturaleza especifica del ion molecular. A continuacion, se separa la mezcla resultante de
iones segun la proporcidbn masa/carga, m/z, y se registra la abundancia relativa de cada
fragmento iénico. El espectrometro muestra estos resultados en un grafico que representa
las intensidades de los fragmentos iGnicos positivos en funcién de la proporcion carga/

masa. De esta manera, se obtiene el espectro de masas.

El valor del “pico base”, que corresponde a la sefial mas intensa en el espectro, se
establece en un 100%. Las intensidades de los demas picos, incluyendo el del i6n
molecular, se expresan como porcentaje con relacién al pico base.

La técnica espectrometria de masas se utiliza en dos areas clave para investigar

compuestos organicos:
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i. La precision en la determinacién de la masa molecular del compuesto analizado
supera la de cualquier otro método instrumental; y
ii. La estructura del compuesto se infiere mediante el analisis minucioso de los

diferentes fragmentos presentes en el espectro de masas.

b. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno, RMNH

La resonancia magnética nuclear (RMN) se refiere a la transformacion del nucleo
de un elemento cuando absorbe energia al ser expuesto a un campo magnético fuertey a
la vez es irradiado con energia electromagnética. La absorcién de energia por parte del
ndcleo se puede cuantificar. Este fendbmeno solo ocurre cuando la fuerza del campo
magnético y la frecuencia de la radiacién electromagnética tienen valores particulares para

dicho proceso.

Los espectrometros RMN pueden cuantificar la absorcién de energia en los nlcleos
de hidrégeno presentes en las moléculas organicas. Este equipo esta disefiado para
irradiar energia electromagnética de frecuencia constante a la molécula, mientras se ajusta
la fuerza del campo magnético. Cuando este alcanza la intensidad adecuada, los nucleos
de hidrogeno absorben energia, lo que da lugar al fenémeno de resonancia. Esta absorcion
se registra como una sefial, un pico o mas, a lo largo del espectro. El espectro obtenido

muestra la frecuencia de los picos de absorcion (8, ppm) en funcién de sus intensidades.

Cuando interpretamos un espectro de resonancia magnética nuclear (RMN),
analizamos los tres aspectos principales que se observan en estos espectros:

i. Desplazamientos quimicos, se refieren a las posiciones (ppm) y cantidades de
sefiales distintas que aparecen en el espectro. Estos desplazamientos
proporcionan informacion sobre los diversos tipos de hidrégeno presentes en el
compuesto y su entorno quimico especifico para cada proton.

ii. Intensidad de sefal, especificamente la Integracién, el cual representa el
namero de hidrégenos para cada sefial, muchas veces de manera proporcional.

iii. Acoplamiento spin — spin, es la relacién entre hidrdgenos adyacentes, en el
espectro se muestra como particion del pico, esto indica la cantidad de
hidrogenos adyacente que tiene el hidrogeno de cada sefal.

Un espectro de resonancia magnética nuclear es totalmente analizado cuando cada
sefal en el espectro puede asignarse a uno o mas hidrégenos del compuesto analizado.
En otras palabras, cada hidrégeno o hidrégenos equivalentes debe tener una sefial en el
espectro que cumpla con los requisitos anteriormente mencionados (item i, ii y iii de la

presente seccion).
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c. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono, RMN3C

La técnica RMN®3C desempefia un papel crucial al realizar la elucidacion de
compuestos organicos. Del mismo modo, con la técnica RMN*H visualizamos los tipos de
hidrégenos enlazados a los carbonos del compuesto, RMN*3C identificamos los atomos de
carbono. Por lo tanto, la técnica RMN*C complementa perfectamente a la RMN'H en la
elucidacion de la estructura de compuestos organicos. Ademas, las teorias fisico- cuantica
de la RMN?*2C son igual de aplicables que en la RMN*H, solo hay una disparidad importante.
Mientras que la RMN'H se centra en el fendmeno ocurrido solo el isétopo de hidrogeno
(*H), la RMN*3C se enfoca especificamente en el isétopo de carbono (*3C), este is6topo es
escaso lo cual es ventajoso para su estudio, ya que no presentara desdoblamientos 3C-

13C en el espectro resultante.

Una limitacién derivada de su despreciable abundancia isotépica del 3C es la
necesidad de emplear técnicas mayor potencias. Estas técnicas alteran las areas de los
picos en el espectro, lo que no refleja proporcionalmente el nimero real de atomos de
carbono en la molécula. Ademas, el término integracién como no existe para RMN*3C. Otra
limitacion es la necesidad de mayor cantidad de muestra a comparacion de RMNH
(RMN?*3C: ~ 20 mg; RMN!H: ~ 4mg). Al observar el espectro RMN*3C podemos identificar
los picos, segun su desplazamiento podemos identificar el tipo de carbono o el grupo
funcional el cual pertenece. El espectro RMN®C tiene alcance de desplazamiento: 0 a 250
ppm. Esto supone una ventaja para la elucidacion del espectro RMN*C, porque a un mayor

rango del desplazamiento, probablemente no habra solapamiento de sefiales.

d. Espectroscopia de Infrarrojo, IR

El espectro infrarrojo de un compuesto se representa graficamente en funcién de la
transmitancia (%) en el eje “Y” y el nimero de onda (v?) en el eje “X”, este Ultimo toma
valores de todo el rango infrarrojo. En la literatura, se encuentran espectros infrarrojos en
términos del nimero de onda y de la longitud de onda, estos son muy diferentes entre si,
lo mas recomendable es transformar los graficos en términos de nimero de onda en caso

se requiera hacer comparacion de espectros.

Si en caso la muestra no interactta con la radiacion en una A especifica, la sefal
mostrada en el espectro es 100% de T, lo cual es un caso utépico. La parte del espectro
donde el %T es 100 o cercano a este valor se denomina “linea base” y se muestra en la
zona superior del grafico. Si en caso la muestra absorbe radiacion a una A particular, se
observa una disminucion en el %T, lo que se manifiesta como un “pico”, sefial, mas

precisamente, como una “banda de absorcién” en el espectro. La colocaciéon de los picos
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en el espectro IR se expresa generalmente en términos de numeros de onda (v?!) en
centimetros (cm™). Ademas, las intensidades de absorcion de las sefiales pueden ser
expresados tanto en términos de transmitancia (%T) como de absorbancia (A), estos estan

relacionados entre si*.

Contrario a los espectros de las técnicas EM y RMN, los espectros IR suelen tener
cierto grado de complejidad para su elucidacion, incluso si son compuestos de estructura
simple. Pero, los quimicos organicos aprovechan esta complejidad al comparar el espectro
de un compuesto desconocido con el de una muestra de referencia. La coincidencia sefal
a sefial en ambos espectros es una sdlida evidencia de que el compuesto en estudio es el
mismo al de referencia. Es practicamente imposible que dos compuestos distintos, excepto

los enantiomeros 6pticos, posean igual espectro resultante.

Aunqgue esta técnica es compleja y requiera regular cantidad de muestra (alrededor
de 40 mg), y el espectro obtenido es Unico para cada compuesto. Existen picos
caracteristicos para ciertos grupos funcionales, ya sea la misma frecuencia o cercana a
esta, esta caracteristica es independiente a la estructura de la molécula o su entorno
quimico. Esta caracteristica permite identificar grupos funcionales existentes en la
estructura de la molécula en estudio, con solo observar el espectro, luego, identificar los
picos caracteristicos y por ultimo compararlo con las tablas de frecuencia IR, estos se

encuentran como anexos en los libros de quimica organica.

*

La transmitancia es igual a la proporcion de la intensidad radiante transmitida por una muestra
con respecto a la intensidad radiante incidente sobre el compuesto

% T = intensidad transmitida x 100%
intensidad incidente

La absorbancia se puede relacionar a la transmitancia, mediante la siguiente ecuacion: A = Logio
T—l
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e. Espectroscopia de Ultravioleta, UV-Vis
Un espectro UV-Vis es una gréfica de la longitud de onda A (nm) frente a la
absorcion (A) a lo largo de la region UV-Visible. El espectro esta formado por bandas de
absorcion a lo largo de longitudes de onda, donde la posicion punto maximo de absorcion
se denota como Amax, €ste también es el nivel mas alto de la curva de absorcion, la cual
cuenta con la energia requerida para realizar una transicion electrénica. La absorbancia en
la Amax Sigue la Ley de Lambert-Beer, en la cual involucra también la transmitancia T y la
absortividad molar € como muestra la siguiente relacion:
A = Logi10(1/T) = ecb
€ =Alcb
La absorbancia a cierta longitud de onda depende de tres factores: concentracion
del analito, la estructura electrénica y la anchura de la celda usada en la medicion (b), por
lo general es 1 cm. Si en caso el valor de € excede en cantidad, usualmente es expresado
en funcion logaritmo para la representacion del espectro UV-Visible. Las absorciones cuyo
coeficiente de absortividad molar es mayor a 10 000 son considerados como absorciones
de alta intensidad, si es menor a este se considera de baja intensidad, cominmente

llamados transiciones prohibidas.

A comparacion de las anteriores técnicas, el espectro UV-Visible no nos brinda tanta
informacién de un compuesto, pero sirve como complemento de estudio de compuestos
con sistemas conjugados, asi como muestra la Figura 15. La mayor parte de una molécula
resulta transparente, no presenta sefial notoria en el rango UV-Visible, por consiguiente, si
presenta picos o bandas de absorcion es evidencia de que el compuesto posee grupos

conjugados.
Figura 15

Sistemas conjugados de enlaces dobles de enlaces carbono-carbono y carbono-
oxigeno.

\ NP @ i
C—=C—C==C ’ C=—C—C 0 C
/] \ /] N\ \

Principio fundamental de absorciones UV. La estructura del compuesto organico

en estado basal contiene electrones de valencia que coexisten en diferentes orbitales
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(7]

moleculares: orbitales sigma “o”, orbitales pi “rr” y orbitales de no enlace “n”. Por ejemplo,

representando el grupo carbonilo:

Figura 16

Orbitales existentes en el enlace carbonilo.

\ 7

S

A lo largo de la regién de luz ultravioleta (200- 400nm), en caso el compuesto

absorba energia en esta region, producird el traslado de electrones de un orbital en estado

basal a un orbital excitado de mayor energia.
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2.2 Marco conceptual
En la busqueda bibliografica solo se encontré un estudio quimico relativo al liquen
Umbilicaria calvescens Nyl, realizado por Elena Condor y Judith Ramos, por lo que este

trabajo es la continuacion de las investigaciones de este liquen.

2.2.1 Composicion quimica del liquen Umbilicaria Calvescens Nyl

a. Andlisis preliminar (Marcha fitoquimica)

El andlisis preliminar o marcha fitoquimica tiene como finalidad la determinacion
cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en una muestra vegetal u organismo
vivo, en base a la extraccibn con solventes adecuados del material en estudio e
identificando el tipo de producto natural mediante reacciones de coloracién y/o
precipitacion. (Ramos Chavez, 2018) realizé la marcha fitoquimica obteniendo los
siguientes metabolitos secundarios: Aminogrupos primarios y/o secundarios, Grupos

fendlicos libres, Taninos y Triterpenos y/o esteroides.

b. Aislamiento de compuestos liquénicos en el liquen

La unica referencia relativa al liqguen Umbilicaria calvescens Nyl fue publicado por
(Ramos & Condor, 2018), quienes reportaron el aislamiento del acido Usnico y acido
lecandrico, mientras que (Martino, 2015) aislé el metil B-orcinolcarboxilato a partir del liquen
Flavopunctelia Flaventior (Stirt.) Hale. A continuacion, se detalla las caracteristicas de

estos metabolitos secundarios aislados.

b.1. Acido lecandrico
Caracteristicas reportadas por (Ramos & Céndor, 2018):
i. Solido de color blanco.
ii. Soluble en metanol y acetona, poco soluble en cloroformo.
iii. Punto de fusion: 182°C — 184°C.
iv. Reactividad frente al Ca(ClO). da una coloracién rojiza.
v. Ri=0,29 en el sistema n-hexano: acetato de etilo (80:20) al ser revelado con
H>SO. al 10%.

(Ramos & Céndor, 2018) identificaron mediante la técnica espectroscopica UV-Vis,
mostrando tres bandas de maxima absorcion a 213, 270,8 y 304,2 nm. Posteriormente, en
el espectro IR identificaron cinco bandas correspondientes al grupo — OH a 3533,6 cm?,
CH a 2980 cm?, C=0 a 1658,8 cm', C=C a 1606,7 cm* y OH (carboxilico) a 1240,2 cm-*.

Luego, al realizar la identificacion usando la técnica espectroscopia de masas, se mostré
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en el espectro un ion molecular [M-H] a m/z=317, concuerda para la formula molecular
Ci16H1407 (318 uma). Finalmente, los espectros de *H-RMN y **C-RMN fueron identificados

las sefiales de los diferentes hidrégenos y de los 16 carbonos.

b.2. Acido Usnico

Caracteristicas reportadas por (Ramos & Coéndor, 2018):
i. Cristales en forma de agujas de color amarillo
ii. Soluble en acetona, poco soluble en etanol

iii. Punto de fusién: 204°C — 205°C

iv. Rf=0,62; sistema etanol: acetona (1:1) al ser revelado con H.SO4 al 10%.

(Ramos & Condor, 2018) identificaron mediante la técnica espectroscopica UV-Vis,
el espectro presentd dos bandas a 233,7 y 283,8 nm. Posteriormente, en el espectro IR
identificaron las bandas correspondientes al OH a 3086,2 cm™, CH a 2913,4 cm?, C=0 a
1691,6 cm?, C=C a 1629,8 cm?y C-O-C a 1284 cm™. Luego, al realizar la identificacion
usando la técnica espectroscopia de masas, se mostrd en el espectro un iébn molecular [M-
H] a m/z = 343 (pico base), este concuerda con la formula molecular CigH1607 (344 uma).
Finalmente, los espectros de 'H-RMN y 13C-RMN fueron identificaron las sefiales de los

diferentes hidrégenos y de los 18 carbonos.

b.3. Metil B-orcinol carboxilato

Caracteristicas del metabolito secundario reportado por (Martino, 2015):
i. Masa obtenida: 5,1 mg
ii.  Soluble en acetona

iii. Banda méaxima de absorcién UV-Vis: 307 nm

(Martino, 2015) realizé la identificacion por espectroscopia UV-Vis obteniendo el
maximo pico de absorcion 307 nm, luego, analizaron mediante *H-RMN, 13C-RMN y HMBC,
obteniendo espectros acordes con lo esperado segun las referencias bibliograficas. Dado
al hecho que no dependemos solo del espectro de IR para la identificacion de un
compuesto organico, no se requerira un andlisis detallado del espectro de IR. Estos
espectros se utilizan en conjuncién con los otros datos espectrales (masas, RMN, UV) para
la determinacion de la estructura molecular. La radiacion IR (4000 — 666 cm™) es absorbida
y convertida por una molécula orgénica en energia de vibracion molecular. Esta absorcion
estd cuantizada; sin embargo, los espectros vibracionales (de IR) aparecen como bandas
y no como lineas, debido a que un simple cambio de energia vibracional se encuentra

acompafiado por muchos cambios de energia rotacional.
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Capitulo lll. Desarrollo del Trabajo de Investigacion

3.1 Presentacion

Construir un estudio de investigacién se basa en el uso del método de investigacion
cientifica, que se centra en la investigacion preliminar, la investigacion experimental y la
publicacion o informe del trabajo. En el presente estudio, el liquen Umbilicaria calvescens
Nyl. fue recolectado cerca al nevado de Huaytapallana, en el departamento de Junin, la
recolecta fue realizada en octubre del afio 2015 por Judith Ramos. Posteriormente, se
realizo la identificacion boténica, el cual fue identificado como liquen Umbilicaria calvescens
Nyl. Luego, se procedié a la busqueda bibliografica en la base de datos hasta el 2021,
encontrandose una publicacion relativa al aislamiento de acido lecandrico y acido usnico a
partir de este liquen (Ramos & Condor, 2018). Sin embargo, segun las referencias
revisadas y el andlisis fitoquimico realizado por estos autores, se reportan para esta
especie, otros metabolitos secundarios (compuestos liquénicos, triterpenos y/o esteroides
y compuesto fendlicos), que han sido identificados y no aislados, por lo que se decidio
seguir trabajado con este liquen con la finalidad de contribuir con el estudio fitoquimico de

este organismo.

Como parte del estudio experimental, primero, La muestra fue secada a pesar de
que la muestra se nos proporciond seca y molida. A continuacién, se realiz6 la Marcha
Fitoquimica identificando los principales metabolitos secundarios. Para el aislamiento de
los metabolitos secundarios existentes en el liquen, primero, se obtuvo los EBO’s a partir
de la extraccion sélido-liquido usando éter de petréleo, diclorometano y etanol como
solventes. Se realizo la separacién de los EBO’s mediante técnicas cromatogréficas,
lograndose identificar los metabolitos secundarios: metil B-orcinolcarboxilato (EBO/éter),
acido uUsnico (EBO/ diclorometano) y orselinato de metilo (EBO/ etanol); mediante un
cromatégrafo de gases acoplado al espectrometro de masas. Es importante destacar que
el desarrollo experimental se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigacion de Quimica
de Productos Naturales, este se encuentra en el Laboratorio de Quimica Inorganica N°12,
que se encuentra en el Pabellén C de la Facultad de Ingenieria Quimica y Textil. El estudio
se llevo a cabo entre junio del 2021 y febrero del 2022 (secado de muestra, marcha

fitoquimica, parte de la identificacion de los compuestos liquénicos)

El presente trabajo sigui6 la estrategia de investigacion para el analisis de plantas
medicinales, el cual se ha adaptado para nuestro trabajo de (Reyna, 2001), ademas, la
etapa de la extraccién y purificacion se realiza de acuerdo al proceso quimico presentado

en el Anexo 4.
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3.2  Trabajo Preliminar

3.2.1 Recoleccion de la muestra

La recolecta de la muestra fue realizada por Judith Ramos el dia 31 de octubre del

2015, cerca al nevado de Huaytapallana, en el departamento de Junin. Posteriormente, el

liguen se nos proporciond previamente seca Yy triturada, sin embargo,

exposicion a la humedad se volvio a secar a 40°C por 4 horas.

3.2.2 Determinacion e identificacion botanica
El liquen esta debidamente identificado como Umbilicaria calvescens Nyl (Anexo 1).

debido a la

La identificacion fue determinada en el Museo de Historia Natural de la UNMSM, por el

Blgo. Angel Manuel Ramirez Ordaya.

Tabla 3

Clasificacion taxonomica del liguen Umbilicaria calvescens Nyl.

Figura 17

Liguen Umbilicaria calvescens Nyl.

Nota: Foto tomada por Judith Ramos en 2016.

Reino
Phylum
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Fungi
Ascomycota
Lecanoromycetes
Lecanorales
Umbilicariaceae
Umbilicaria

Umbilicaria calvescens Nyl
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3.3 Trabajo Experimental

3.3.1 Equipos y materiales

a. Equipos

i.
ii.
iii.
iv.
V.
Vi.

Vii.

viii.

Rotavapor Buchi R-215

Lampara UV Model UVGL-58 Mineralight Lamp, Multiband UV-254/ 366 nm.

Balanza analitica marca Denver Instrument (con un error de = 0.00005 g).

Estufa marca Memmert.
Bomba de vacio Diaphragm Vaccum Pump GM-0.20
Plancha de calentamiento Velp Scientifica 230V/50_60 Hz.

Cromatoégrafo de gases Shimadzu GCMS-QP2010 SE (Columna: RESTEK.

RTX-5MS, 30m x 0,25 mm ID x 0.25um df.)
Espectrofotometro UV-Visible Shimadzu Modelo UV-1800
Espectrometro IR Perkin ElImer Modelo Frontier
Espectrometro RMN Bruker Avance |ll HD 500

b. Materiales de vidrio

i.
ii.
iii.
iv.
V.

Vi.

Columna cromatogréfica de diversas alturas y didmetros
Balones de vidrio de diferentes volumenes.

Tubos de ensayo 13x100 mm.

Matraz de Erlenmeyer 125 mL, 300, 250, 350.

Vaso precipitado 100 mL, 150, 50.

Viales de vidrio 10 mL.

c. Solventes organicos

i.
ii.
ii.
iv.
V.
Vi.

Vii.

Metanol seco grado ACS, Merck.
Cloroformo grado ACS, Merck.

Eter de petréleo grado ACS, Merck.
Acetato de etilo grado ACS, Merck.
Diclorometano grado ACS, Merck.
Etanol grado ACS, Merck.

Butanol grado ACS, Merck.

d. Reactivos quimicos

Acido sulfarico al 50%

ii. Adsorbente: Silica gel, tamafio de poro 60 A, tamafio de particula 35 - 75 um

(marca SIGMA-ALDRICH).
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3.4 Secado y Molienda de la muestra
El liguen Umbilicaria calvescens Nyl pre secado y triturado, se sec6 a 40°C por 3

horas. Luego, se procedi6 a pesar la muestra, obteniéndose 734,85 g.

3.5 Andlisis cualitativo (Marcha fitoquimica)

3.5.1 Muestra

A partir de 11 g de la liquen seco y triturado, de los cuales 6 g para los ensayos de
(Rondina R. y Coussio, 1969) y 5 g para pruebas especificas de (Villacrés, 1995) se
desarroll6 el analisis para identificar los tipos de metabolitos secundarios presentes en el

liguen Umbilicaria calvescens Nyl.

3.5.2 Procedimiento experimental

Se realizé los ensayos segun (Rondina R. y Coussio, 1969) adaptado por (Reyna
Pinedo, 2014), Anexo 2, para comprobar los resultados obtenidos por (Ramos Chéavez,
2018). Se encontré resultados diferentes para la reaccion de Shinoda (flavonoides excepto
chalconas, auronas, catequinas e isoflavonas). Por ello, se volvié a realizar las pruebas

especificas de (Villacrés, 1995).

3.5.3 Resultados
Luego de realizar los ensayos de (Rondina R. y Coussio, 1969) y las pruebas
especificas de (Villacrés, 1995) podemos afirmar que la muestra en entudio
i. Contiene: aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fendlicos libres, taninos
y triterpenos y/o esteroides.
ii. No contiene: quinonas, antronas o antranoles, flavonoides, alcaloides,
leucoantocianidas, catequinas y saponinas.

La Tabla de resultados con mayor se muestra en Anexo 3.

3.6 Aislamiento de compuestos liquénicos*
3.6.1 Muestra
El liquen Umbilicaria calvescens Nyl previamente seco y triturado, se procedio a

secar a 40°C por 3 horas. Luego, pesamos 500,35 g de liquen para su posterior estudio.

*El diagrama de proceso experimental de esta Tesis se encuentra en el Anexo 4
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Figura 18

Liquen Umbilicaria calvescens Nyl. seco y triturado.

Nota: Foto tomada por Nicol Lopez en 2021.

3.6.2 Procedimiento
Con el propésito de obtener compuestos liquénicos de diferentes polaridades, se
realizaron extracciones solido- liquido seguidas con los solventes éter de petrdleo,
diclorometano y etanol (baja, media y alta polaridad, respectivamente). Posteriormente,
estos extractos fueron separados por técnicas cromatograficas. Para lo cual se usaron las
siguientes técnicas cromatograficas:
i. Cromatografia en capa fina
ii. Cromatografia en Columna
iii. Cromatografia en Columna Flash
iv. Particion liquido- liquido

v. Cromatografia de filtracion por gel Sephadex

Luego, los extractos obtenidos en la anterior etapa fueron purificados por
recristalizacion, finalmente se identifico y caracteriz6 por las técnicas *H-RMN, 3C-RMN,
CG-EM, UV-Vis e IR. La etapa experimental de esta Tesis se desarrollé del 12 de julio de
2021 al 28 de agosto de 2023 en el Laboratorio de Quimica Inorganica N°12 de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria. Ahora, se proporcionan el paso a

paso que se siguid para cada polaridad.
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3.6.3

Vi.

Vil.

Polaridad baja: Eter de petréleo

. Extraccién con éter de petréleo (EBO- éter)

En un recipiente &mbar de 4L forrado totalmente de aluminio, la muestra seca y
pulverizada se maceré con 500 mL de éter de petr6leo durante 24 horas a

temperatura ambiente. Se utilizaron 500,35 g de la muestra.

. Se filtr6 por gravedad usando papel de filtro rapido, el extracto se guardé en otro

frasco ambar de 2L.

El residuo sélido se coloc6 nuevamente en el frasco ambar de 4L (Sec. i) y se
adicion6 500mL de éter de petrdleo, se dejo macerando a temperatura ambiente
por 2 dias.

Se realiz6 una filtracién utilizando papel de filtro rapido y la solucién se junt6 con
el extracto obtenido en la Sec. ii.

El sélido se coloc6 nuevamente en el frasco ambar de 4L (Sec. i), se incorporaron
500 mL de éter de petréleo y se permitié que la mezcla macerara durante una
semana a temperatura ambiente.

Se filtro con papel de filtro rapido, el solido se secé en una campana extractora
y se almacend para futuras investigaciones. El extracto se juntd con los
obtenidos en las Sec. iy iv.

El extracto orgénico obtenido se concentré usando el rotavapor, obteniéndose el
EBO/éter (Figura 19) cuya masa fue 0,4132 g.

Figura 19

Extracto bruto organico- Eter.

Nota: Foto tomada por Nicol Lopez en 2021.
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b. Separacion del EBO/éter mediante Cromatografia en Columna

b.1. Cromatografia en Columna del EBO/Eter

i. Muestra: 0,4132 g de EBO/éter

ii. Fecha: 8 de Julio del 2021

iii. Procedimiento: CC con silica gel, el procedimiento se describe en el
Compendio de Quimica Organica Experimental | segun (Victor Reyna, 2012).

iv. Caracteristicas de la columna: h =40 cmy ¢= 1cm.

v. Adsorbente: Silica gel (caracteristicas mencionado en el item Reactivos
quimicos)

vi. Eluentes utilizados: 145 mL EP (Eter de petr6leo), 100 mL EP/ EtOAc
(9,5:0,5), 150 mL EP/ EtOAc (9:1), 50 mL EP/ EtOAc (4:1), 50 mL EP/ EtOAc
(2:1) y 10 mL metanol.

Observaciones: Al realizar la separacion por CC se obtuvieron 49
fracciones en total, se analiz6 el comportamiento de las fracciones mediante CCF,
luego de realizar este analisis se agruparon las fracciones en 4 grupos, los cuales
denominaremos G1, G2, G3 y G4. Observandose compuestos de interés en G1,
debido a que al realizar el andlisis por CCF se observaron manchas definidas,
circulares y separadas, por lo cual se procedié a realizar una segunda columna
cromatogréfica de G1. Asimismo, para los extractos G2, G3 y G4 se realiz6 el
analisis por CCF, se observo en la placa cromatografica manchas alargadas, por lo
cual se infiri6 que hay una gran probabilidad que estos extractos contengan acidos
grasos. Para corroborar, se llevaron a cabo analisis de los extractos mencionados
mediante CG-MS.

b.2. Segunda Columna Cromatografica G1

i. Muestra: 300 mg de G1

ii. Fecha: 18 de Agosto del 2021

iii. Procedimiento: CC con silica gel, el procedimiento se describe en el
Compendio de Quimica Organica Experimental | segun (Victor Reyna, 2012).

iv. Caracteristicas de la columna: h=32cmy ¢=1,5cm.

v. Adsorbente: Silica gel (caracteristicas mencionado en el item Reactivos
guimicos

vi. Eluentes utilizados: 85 mL EP, 100 mL EP/EtOAc (9,5:0,5), 100 mL EP/EtOAC
(9:1), 100 mL EP/EtOAc (4:1), 100 mL EP/EtOAc (1:1) y 50 mL metanol.

Observaciones :Al realizar la separacion por CC se obtuvieron 53
fracciones en total, se analizé el comportamiento de las fracciones mediante CCF,
luego de realizar este analisis se agruparon las fracciones en 4 grupos, los cuales

denominaremos G1*, G2*, G3* y G4*. Al realizar el analisis por cromatografia en
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capa fina de los extractos, por la forma alargada de las machas que presentabas
las placas cromatograficas de los extractos G1*-G3* nos da indicio que presenta
acidos grasos, sin embargo, se identificaron compuestos de interés en la muestra
G4* debido a la aparicion de manchas circulares y separadas en la placa
cromatogréfica, por el comportamiento diferente que presenta G4* se analizé por
CG-MS.

c. Identificacién por CG-EM del extracto G4*
Condiciones: del equipo instrumental GC MS, tomado de (Bourgeois et al., 1999).
i. Equipo: Shimadzu GCMS-QP2010 SE
ii. Muestra: 1Img de G4* mL* C3HsO
iii. Fase movil: He 99,99% de pureza
iv. Rapidez de flujo: 1 mL min-!
v. Split: 10:1
vi. Temperatura de la muestra: 180°C
vii. Temperatura de la columna: A partir de 190 °C se incrementa a 250 °C, a una
velocidad de 5°C mint. Permaneciendo en 250 °C por 48 minutos, tiempo
total 1 hora.
viii. Modo de lonizacién: IE*
ix. Energia del electron: 70 eV
X. Temperatura de interfaz: 220 °C
xi. Temperatura de la fuente de i6n: 200 °C
xii. Voltaje de deteccion: 350 V

xiii. Carga de muestra: 4,0 uL

Resultados: Se identifico el metabolito secundario Metil (-

orcinolcarboxilato y en su mayoria 4cidos grasos, ver Anexo 6.

3.6.4 Polaridad media: Diclorometano

a. Extraccion con diclorometano (EBO- diclorometano)

i. En un recipiente ambar de 4L forrado totalmente de aluminio, se maceré el
residuo solido obtenido en la seccidn (a.vi) con 0,5 L de diclorometano, durante
1 dia a temperatura ambiente.

ii. Se filtro por gravedad usando papel de filtro rapido, el extracto se guardé en otro

frasco Ambar de 2L.
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Vi.

Vii.

El residuo sélido se colocé nuevamente en el frasco ambar de 4L (Sec. i) y se
adicioné 500 mL de diclorometano, se dejé macerando a temperatura ambiente
por 2 dias.

Se filtr6 con papel de filtro rapido y la solucién se junté con el extracto obtenido
en la Sec. ii.

El sélido se coloc6 nuevamente en el frasco ambar de 4L (Sec. i), se afiadié 0.5
L de diclorometano y se dej6 macerar durante una semana a temperatura
ambiente.

El filtrado se realizé utilizando papel de filtro rapido, el sélido se sec6é en una
campana extractora y se almacené para futuras investigaciones. El extracto se
junté con los obtenidos en las Sec. iy iv.

El extracto organico obtenido se concentré usando el rotavapor, obteniéndose el

EBO/diclorometano (Figura 20) cuya masa fue 1,6701 g.

Figura 20

Extracto bruto organico- diclorometano.

Nota: Foto tomada por Nicol Lopez en 2021.

b. Separacién del EBO/diclorometano mediante Cromatografia en Columna

b.1. Cromatografia en Columna Flash del EBO/diclorometano

Muestra: 1,6701 g de EBO/diclorometano
Fecha: 30 de Setiembre del 2021
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Vi.

Vii.

Procedimiento: Cromatografia en columna Flash con silica gel, el
procedimiento se describe en el articulo de (A. B. Roge, S. N. Firke, R. M.
Kawade, S. K. Sarje, 2011) y (Kramer & Deming, 2010).

Caracteristicas de la columna: h =26 cmy ¢= 3 cm.

. Adsorbente: Silica gel (caracteristicas mencionado en el item Reactivos

quimicos)

Eluentes utilizados: 500 mL EP, 900 mL EP/ EtOAc (9,5:0,5), 600 mL EP/
EtOAc (9:1), 300 mL EP/ EtOAc (4:1), 500 mL cloroformo y EtOAc (1:1), y 200
mL MeOH.

Fecha de la CC EBO/éter: 30 de Setiembre del 2021

Observaciones :Al realizar la separacién por Cromatografia en Columna se

obtuvieron 15 fracciones en total, se analiz6 el comportamiento de las fracciones

mediante CCF, luego de realizar este andlisis se agruparon las fracciones en 4

grupos, los cuales denominaremos Y1 (493,5 mg), Y2 (250,6 mg), Y3 (715,3 mg) y

Y4 (318,7 mg). Observandose compuestos de interés en Y1, debido a la similitud

del indice de retencion (Ry) de una mancha de Y1 con el indice de retencién (Ry) del

patrén &cido Usnico.

Figura 21

Columna cromatografica Flash del EBO/diclorometano.

Nota: Foto tomada por Nicol Lopez en 2021.
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b.2. Cromatografia en Columna de Silica gel del extracto Y1
i. Muestra: 493,5 mg de Y1
ii. Fecha: 30 de Junio del 2022
iii. Procedimiento: CC Silica Gel, el procedimiento se describe en el Compendio
de Quimica Orgéanica Experimental | segun (Victor Reyna, 2012).
iv. Caracteristicas de la columna: h=42 cmy ¢=3 cm.
v. Adsorbente: Silica gel (caracteristicas mencionado en el item Reactivos
guimicos)
vi. Eluentes utilizados: 500 mL EP, 700 mL EP/ EtOAc (9,5:0,5), 300 mL EP/
EtOAc (9:1), 300 mL EP/ EtOAc (4:1), 300 mL EP/ EtOAc (1:1) y 300 mL MeOH.

Observaciones :Al realizar la separacion por CC se obtuvieron 119
fracciones en total, se analizé el comportamiento de las fracciones mediante CCF,
luego de realizar este analisis se agruparon las fracciones en 4 grupos, los cuales
denominaremos F1 (88,2 mg), F2 (68,3 mg), F3 (54,8 mg) y F4 (180,7 mg). Luego,
al realizar cromatografia en capa fina y usando como patrén de referencia al acido
Usnico, se observd que el extracto F4 posee comportamiento similar al patrén acido
Usnico. Para corroborar dicho analisis cualitativo, se realizo el andlisis del extracto
F4 por CG-EM.

b.3. Cromatografia en Columna de Silica gel del extracto Y2
i. Muestra: 250,6 mg de Y2
ii. Fecha: 14 de Julio del 2022
iii. Procedimiento: CC silica gel, el procedimiento se describe en el Compendio de
Quimica Organica Experimental | segun (Victor Reyna, 2012).
iv. Caracteristicas de la columna: h=28 cmy ¢= 3 cm.
v. Adsorbente: Silica gel (caracteristicas mencionado en el item Reactivos
guimicos)
vi. Eluentes utilizados: 400 mL EP, 400 mL EP/ EtOAc (4:1), 600 mL EP/ EtOAc
(1:1) y 200 mL MeOH.

Observaciones: Al realizar la separacion por CC se obtuvieron 90
fracciones en total, por lo cual, se analizé6 el comportamiento de las fracciones
mediante CCF, luego de realizar este procedimiento se agruparon las fracciones en
9 grupos, los cuales denominaremos M1 (4,8 mg), M2 (4 mg), M3 (5,6 mg), M4 (4,5
mg), M5 (58,3 mg), M6 (6,7 mg), M7 (5,8 mg), M8 (7,9 mg) y M9 (93,6 mg). Al ser
una de las fracciones con mayor masa y tener un comportamiento tipico de los
metabolitos secundarios al realizarse cromatografia en capa fina, se decidié

analizar al extracto M5 por CG-EM.
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b.4. Cromatografia en Columna de Silica gel del extracto Y3

Vi,

Muestra: 715,3 mg de Y3

Fecha: 14 de Octubre del 2022

Procedimiento: CC silica gel, el procedimiento se describe en el Compendio de
Quimica Organica Experimental | segun (Victor Reyna, 2012).

Caracteristicas de la columna: h =29 cmy ¢=4 cm.

Adsorbente: Silica gel (caracteristicas mencionado en el item Reactivos
guimicos).

Eluentes utilizados: 1L EP, 1L EP/ EtOAc (4:1), 1L cloroformo y EtOAc (1:1) y
500 mL MeOH.

Observaciones: Al realizar la separacién por CC se obtuvieron 172

fracciones, estas se agruparon en 7 grupos luego de ser analizados por CCF y

comparar su comportamiento, estos grupos fueron denominados como: Bl (3,6
mg), B2 (0,8 mg), B3 (6,2 mg), B4 (40,4 mg), B5 (321,4 mg), B6 (60,2 mg) y B7
(174,4 mg). Notamos que el grupo B5 posee un comportamiento definido cuando

fue analizado por CCF, ademas, es el grupo de mayor masa, por ello, se procedié

a analizar mediante CG-EM.

b.5. Cromatografia en Columna de Silica gel del extracto Y4

Vi.

Muestra: 318,7 mg de Y4

Fecha: 5 de Octubre del 2022

Procedimiento: CC Silica Gel, el procedimiento se describe en el Compendio
de Quimica Organica Experimental | segin (Victor Reyna, 2012).
Caracteristicas de la columna: h =28,5cmy ¢= 3 cm.

Adsorbente: Silica gel (caracteristicas mencionado en el item Reactivos
guimicos)

Eluentes utilizados: 500 mL EP, 500 mL EP/ EtOAc (4:1), 200 mL EP/ EtOAc
(1:1), 500 mL cloroformo y EtOAc (1:1) y 300 mL MeOH.

Observaciones :Al realizar la separacion por CC se obtuvieron 101 fracciones en

total, los cuales se agruparon en 8 grupos segun su comportamiento mediante CCF, estos
son: Al (61,7 mg), A2 (19,8 mg), A3 (7,7 mg), A4 (3,9 mg), A5 (89,6 mg), A6 (61,3 mg), A7
(61,9 mg) y A8 (170, 8 mg). El grupo A5 presentd un comportamiento similar al grupo B5,

ademas, su comportamiento es definido al ser analizado por CCF, por ello se decidié

analizarlo mediante CG-EM.

c. Purificacién del extracto B5 por recristalizacion

Muestra: 321,4 mg B5
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ii. Fecha: 29 de noviembre del 2022

iii. Solvente: Eter de petroleo.

iv. Procedimiento: Recristalizacién, el procedimiento se describe en el Compendio
de Quimica Orgéanica Experimental | segun (Victor Reyna, 2012).

Resultado: Se obtuvo 292, 2 mg del extracto B5 puro.

d. Identificacion y/o caracterizacion de los metabolitos secundarios obtenidos

d.1. Andlisis del extracto F4

» Cromatografia de gases GC-EM
Condiciones: del equipo instrumental GC EM, tomado de (Smeds & Kytviita, 2010).

% Equipo: Shimadzu GCMS-QP2010 SE
Muestra: 1mg de F4 mL?* C3HsO

Fase movil: He 99,99% de pureza

/
0.0

0’0

’0

Rapidez de flujo: 1 mL min?
Split: 10:1

Temperatura de la muestra: 200 °C

*,

0’0

0’0

*

)

» Temperatura de la columna: A partir de 120 °C se incrementa a 300 °C, a

*,

una velocidad de 6 °C mint. Permaneciendo en 250 °C por 20 minutos,
tiempo total 30 minutos.

% Modo de lonizacién: IE*

% Energia del electrén: 70 eV

>

D)

L)

» Temperatura de interfaz: 290 °C

K/
0‘0

Temperatura de la fuente de ion: 250 °C
+ Voltaje de deteccion: 350 V
% Carga de muestra: 4,0 pL
Resultados: Se identificé el metabolito secundario acido usnico (87 %)
= Espectrofotometro UV-Visible
«» Equipo: Espectrofotdmetro UV-Visible Shimadzu Modelo UV-1800
++ Analista: Nicol Lopez Huillca
+ Muestra: 20 mg F4
+ Solvente: Acetona
+ Fecha: 21 de diciembre del 2022
Resultados: Picos de maxima absorcion 234 nmy 283 nm
» |R-ATR
¢ Equipo: Espectrometro IR Perkin EImer Modelo Frontier
¢ Analista: Nicol Lopez Huillca
+ Muestra: 40 mg F4
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«» Fecha: 21 de diciembre del 2022

Resultados: Picos caracteristicos, tales como, 3095 cm?® -OH, 2931 cm?!

d.2.

aromatico C-H, 1689 cm* C=0y 1606 cm™ -C=C.

Andlisis del extracto B5 puro

Cromatografia de gases CG-EM

Condiciones: del equipo instrumental GC MS, tomado de (Smeds & Kytviita, 2010).

Equipo: Shimadzu GCMS-QP2010 SE
Muestra: 1mg de B5 mL* C3HsO
Fase movil: He 99,99% de pureza
Rapidez de flujo: 1 mL min-!
Split: 10:1
Temperatura de la muestra: 200 °C
Temperatura de la columna: A partir de 120 °C se incrementa a 300 °C, a una
velocidad de 6 °C mint. Permaneciendo en 250 °C por 20 minutos, tiempo
total 30 minutos.
Modo de lonizacion: IE*
Energia del electrén: 70 eV
Temperatura de interfaz: 290 °C
Temperatura de la fuente de i6n: 250 °C
Voltaje de detecciéon: 350 V
Carga de muestra: 4,0 uL
Resultados: Se identificé el metabolito secundario orcinol (100 %).

Espectrofotémetro UV-Visible

% Equipo: Espectrofotometro UV-Visible Shimadzu Modelo UV-1800

R/ R/ R/
0.0 0.0 0.0

R/
0.0

Analista: Nicol Lopez Huillca
Muestra: 20 mg B5

Solvente: Acetona

Fecha: 21 de diciembre del 2022

Resultados: Picos de maxima absorcion 204,5 nmy 274 nm

IR-ATR

% Equipo: Espectrémetro IR Perkin EImer Modelo Frontier

¢ Analista: Nicol Lopez Huillca

¢ Muestra: 40 mg B5
<+ Fecha: 21 de diciembre del 2022
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Resultados: Picos caracteristicos, tales como, 3354 cm?® -OH, 2924 cm™!
aromatico C-H y 1600 cm* -C=C.

* HRMN

Y/
0'0

Equipo: Espectrometro Bruker Avance 11l HD 500

Laboratorio: Centro de Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(CERMN), PUCP.

Analista: Ermelan Pernia

Muestra: 40 mg B5

Solvente: Cloroformo deuterado CDCls

Fecha: 12 de setiembre del 2023

Resultados:
Desplazamientos quimicos (d): 6.20 ppm (3H, Ar-H, d), 2.16 ppm (H, Ar-C-H,
m), 1.59 ppm (H, -CHs, m), 1.25 ppm (H, -CHs, m) y 0.88 ppm (H, -CHz, m).

= BCRMN

R/
0'0

R/
0'0

3.6.5

Equipo: Espectrometro Bruker Avance 11l HD 500
Laboratorio: Centro de Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(CERMN), PUCP.
Analista: Ermelan Pernia
Muestra: 40 mg B5
Solvente: Cloroformo deuterado CDCls
Fecha: 12 de setiembre del 2023
Resultados:
Desplazamiento quimico (8): 156.72, 140.69, 108.63, 100.14, 77.05y 21.38.

Polaridad alta: Etanol

a. Extraccion con etanol (EBO- etanol)

En un recipiente ambar de 4L forrado totalmente de aluminio, se macero el
residuo solido obtenido en la seccién (b.vi) con 0.5 L de etanol, durante un dia
a25°C.

. Se filtré por gravedad usando papel de filtro rapido, el extracto se guard6 en
otro frasco ambar de 2L.

El residuo sélido se coloc6é nuevamente en el frasco ambar de 4L (Sec. i) y se
adicion6 500 mL de etanol, se dejé macerando a temperatura ambiente por 2
dias.

Se realiz6 una filtracion utilizando papel de filtro rapido, y la soluciéon se

combiné al extracto obtenido en la Sec. ii.
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v. El sélido se coloc6 nuevamente en el frasco ambar de 4L (Sec. i), se afiadié

500 mL de etanol y se dejo macerar durante una semana a temperatura
ambiente.

vi. Se filtr6 con papel de filtro rapido, el sélido se sec6 en una campana extractora
y se almacend para futuras investigaciones. El extracto se junté con los
obtenidos en las Sec. ii y iv.

vii. El extracto organico obtenido se concentré usando el rotavapor, obteniéndose el
EBO/etanol (Figura 22) cuya masa fue 8,2583 g.

Figura 22

Extracto bruto organico- Etanol.

Nota: Foto tomada por Nicol Lopez en 2021.

b. Separacion del EBO/etanol

b.1. Particion Liquido-Liquido

Fecha: 1 de Diciembre del 2021

Muestra: 8,2583 g EBO/etanol

La muestra se deja macerando un dia antes en éter de petroleo.

A partir de 8,2583 g de EBO/Etanol se solubilizé con 2,5 mL de MeOH, 2mL de
CHCI3 y 5 gotas de agua. En un paso posterior, se llevé a cabo una extraccion liquido-
liquido.

i. En una bureta de 50mL, primero, se adiciona agua hasta completar el volumen

muerto.

ii. Se adiciona la muestra previamente disuelta y se aumenta 1mL mas de metanol.
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iii. Se inicia la particién adicionando cloroformo hasta completar los 50mL de la
bureta y se deja reposar por un tiempo de tal forma que las fases polares
(agua/MeOH) y apolar (CHCI3) se separen.

iv. Se colecta la fase cloroférmica.

v. Se repite el proceso con 10mL mas de cloroformo y se unen las dos fases
cloroférmicas obtenidas para dejar secar en la campana.

vi. Concentrar la fase cloroférmica total usando el rotavapor.

vii. La fase superior acuosa o polar restante, también se lleva a campana para
evaporar el CHCI; remanente.

viii. Antes de adicionar a la bureta la fase superior acuosa; primero se adiciona a esta
unos 40mL de n-butanol y luego la fase acuosa o polar.

ix. Luego del reposo y al diferenciarse dos fases, se separa ambas fases, se colecta
la fase butandlica.

X. Luego, se afiadieron 45 mL de n-butanol a la bureta, seguido de la fase acuosa.

xi. Posteriormente, se recolecto la fase acuosa, que se colocé en la refrigeradora
para congelarla y luego liofilizarla. Simultaneamente, la fase butandlica se
combiné con la anterior y se evapor0 el solvente en una campana extractora

Observaciones: Se obtuvo 3 fracciones, fraccion acuosa-FA (10 mL),
fraccion cloroférmica concentrada-FC (7.08 g) y fraccion butandlica-FB (2,3 mL).

b.2. Cromatografia de filtracion por gel Sephadex de la fraccién cloroférmica

i. Muestra: 7.08g fraccion cloroférmica (FC).

ii. Fecha: 25 de enero del 2022

iii. Solventes: Eter de petréleo (EP) 50 mL, diclorometano (DCM) 1.5L y
metanol (MeOH) 200 mL.

iv. Medidas de la columna: 72 cm altura y 20 mm diametro.

v. Fase estacionaria: Sephadex LH-20, GE Healthcare.

vi. Procedimiento: En la columna se empacé con sephadex hasta una altura de
10 cm en éter de petroleo. La muestra se disolvié en EP con DCM y se vertio en
la columna. Se efluy6 con 50 mL de EP, posteriormente con 1 500 mL de DCM
y finalmente con 200 mL de MeOH. Los extractos se recolectaron en balones y
fueron concentrados en rotavapor y colocados en viales de 10 mL.

Resultados: Se obtuvo tres grupos correspondiente a los solventes que se
utilizaron en la columna los cuales fueron concentrados en rotavapor, obteniendo los
siguientes grupos:

= E1 (Eter de petréleo), masa obtenida 0.65 g, se conservéd para estudios

posteriores.
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= E2 (Diclorometano), masa obtenida 3,54 g, al realizar CCF para E1, E2y E3,
E2 mostr6 manchas definidas (forma circular) y separadas, por ello, se
purifica esta fraccion mediante cromatografia en columna con silica gel.

= E3 (Metanol), masa obtenida 0.63 g, se conservé para estudios posteriores.

Figura 23

Cromatografia de filtracion por gel Sephadex de la fraccién cloroférmica.

Nota: Foto tomada Nicol Lopez en 2022.

b.3. Cromatografia en columna con silica gel de la fraccion E2

Vi.

Muestra: 3.54g de E2

Fecha: 3 de Febrero del 2022

Procedimiento: Cromatografia en columna con silica gel, el procedimiento se
describe en el Compendio de Quimica Organica Experimental | segin (Victor
Reyna, 2012).

Caracteristicas de la columna: h =38 cmy ¢= 4 cm.

Adsorbente: Silica gel, tamafio de poro 60 A, tamafio de particula 35 - 75 um
(marca SIGMA-ALDRICH).

Eluentes utilizados: 200 mL Eter de petroleo, 600 mL éter de petréleo y acetato
de etilo (9:1), 300 mL éter de petréleo y acetato de etilo (8,5:1,5), 400 mL éter
de petréleo y acetato de etilo (4:1), 300 mL éter de petrdleo y acetato de etilo
(7,5:2,5), 300 mL éter de petréleo y acetato de etilo (7:3), 300 mL éter de
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petroleo y acetato de etilo (3:2), 800 mL éter de petrdleo y acetato de etilo (1:1),
400 mL éter de petréleo y acetato de etilo (1:9), y 400 mL metanol.
Observaciones :Al realizar la separacion por CC se obtuvieron 206
fracciones en total, se analizd el comportamiento de las fracciones mediante CCF,
luego de realizar este analisis se agruparon las fracciones en 8 grupos, los cuales
denominaremos X1 (17,7 mg), X2 (10,5 mg), X3 (124 mg), X4 (128,7 mg), X5 (38,5
mg), X6 (17,8 mg), X7 (4,8 mg) y X8 (127,4 mg).

Figura 24

Cromatografia en columna de la fraccion E2.

Nota: Foto tomada por Nicol Lopez en 2022.

c. Purificacién del extracto X4 por recristalizacion
i. Muestra: 128,7 mg X4
ii. Fecha: 15 de diciembre del 2022
iii. Solventes: Acetato de etilo: éter de petréleo (1:9).
iv. Procedimiento: Recristalizacion, el procedimiento se describe en el
Compendio de Quimica Organica Experimental | segun (Victor Reyna, 2012).
Resultado: Se obtuvo 47,2 mg del extracto X4 puro.
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d. Identificacion y/o caracterizacion del metabolito secundario obtenidos del

extracto X4

» Cromatografia de gases CG-EM

Condiciones: del equipo instrumental GC MS, tomado de (Smeds & Kytviita, 2010).
¢ Equipo: Shimadzu GCMS-QP2010 SE
% Muestra: 1mg de X4 mL* C3HsO
 Fase movil: He 99,99% de pureza
% Rapidez de flujo: 1 mL min-t
< Split: 10:1
« Temperatura de la muestra: 200 °C
% Temperatura de la columna: A partir de 120 °C se incrementa a 300 °C, a una

velocidad de 6 °C minl. Permaneciendo en 250 °C por 20 minutos, tiempo
total 30 minutos.

% Modo de lonizacion: IE*
% Energia del electron: 70 eV
% Temperatura de interfaz: 290 °C
% Temperatura de la fuente de ion: 250 °C
¢ Voltaje de deteccién: 350 V
% Carga de muestra: 4,0 yL

Resultados: Se identificé el metabolito secundario orselinato de metilo (96 %).

= Espectrofotometro UV-Visible
% Equipo: Espectrofotometro UV-Visible Modelo UV-1800

7
0‘0

Analista: Nicol Lopez Huillca
Muestra: 20 mg X4

7
0‘0

7
0‘0

Solvente: Acetona
Fecha: 21 de diciembre del 2022
Resultados: Picos de maxima absorcion 215.86, 263.12 y 300.41 nm
= HRMN.
¢ Equipo: Espectrometro Bruker Avance Il HD 500

7
0‘0

+ Laboratorio: Centro de Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(CERMN), PUCP.

Analista: Ermelan Pernia

Muestra: 18 mg X4

0.0

7
0.0

+» Solvente: Cloroformo deuterado CDCl;
Fecha: 12 de setiembre del 2023

Resultados:

7
0‘0
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Desplazamientos quimicos (d): 11.82 ppm (H, Ar-OH, s), 6.28 ppm (3 H, Ar-
H, d), 4.41 ppm (2H, O=C-O-CH, t), 2.50 ppm (3H, Ar-CHs, m) y 1.43 ppm (3H, -CHjs,
m).
= IBCRMN
¢ Equipo: Espectrometro Bruker Avance Il HD 500
« Laboratorio: Centro de Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(CERMN), Pontificia Universidad Catolica del Pera.
+ Analista: Ermelan Pernia
+ Muestra: 18 mg X4
+ Solvente: Cloroformo deuterado CDCls;
% Fecha: 12 de setiembre del 2023
Resultados:
Desplazamiento quimico (d): 171.88, 165.35, 160.51, 144.08, 111.44, 105.64,
101.29, 61.28, 24.40y 14.13.

3.6.6 Identificaciéon de compuestos liquénicos por Espectrometria de Masas
Finalmente, se logro identificar los metabolitos secundarios aislados mediante CG-
EM al comparar sus espectros y fragmentaciones con los presentes en la base de datos
NIST, la cual esta incorporada en el equipo GC MS-QP2010. Adicionalmente, se corroboré
al comparar los espectros obtenidos con aquellos publicados en los articulos cientificos.

3.7 Riesgos del proyecto deinvestigaciony plan de acciéon para mitigar sus efectos

Debido a la coyuntura actual del pais, debemos tener en cuenta que las medidas
sanitarias dadas por el gobierno pueden cambiar, por ello, nos linearemos a las medidas
sanitarias, esto incluye establecer horarios de entrada y salida de laboratorio teniendo en

cuenta el toque de queda.

Ademas, de no conseguir algunos reactivos, éstos se podrian reemplazar, con
previos estudios bibliograficos para que no varie sustancialmente los resultados esperados.
Por ejemplo, para la etapa de la extraccion sélido-liquido de la muestra (EBO), podemos
sustituir algunos solventes con cloroformo y/o acetona, debido a que algunos autores, por
ejemplo, (Manojlovic et al., 2012) realiza la extraccion a partir de cloroformo, mientras que

(Luo et al., 2009) extrae el EBO usando como solvente la acetona.

Por otro lado, algunos metabolitos secundarios se degradan a altas temperaturas,

por ello el secado de la muestra no debe exceder de 40°C. Ademas, las muestras tienden
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a honguearse por la exposicién a la humedad, por lo tanto, se deben guardar en frascos

herméticamente cerrados y en un ambiente adecuado hasta su posterior uso.

3.8 Manejo de Residuos y Normas de Seguridad
3.8.1 Normas de Seguridad en el laboratorio

El proceso que implica realizar una investigacion conlleva la utilizacion de
herramientas, sustancias quimicas, entornos y otros componentes que conllevan ciertos
peligros. Estos riesgos deben ser identificados y se implementaran medidas preventivas
para evitar accidentes. Las normas basicas del Anexo 12 son una serie de practicas
habituales que se realizan a menudo. Estas pautas son esenciales para llevar a cabo un

buen trabajo en el laboratorio.

3.8.2 Manipulacion de desechos quimicos en el laboratorio

Dentro del trabajo de laboratorio debemos tener en cuenta la manipulacion de los
desechos quimicos. La adecuada gestion de los desechos quimicos es fundamental para
proteger la salubridad y proteccién de los investigadores, analistas, empleados y la
sociedad. Una distribucién consecuente de estos residuos también disminuira los riesgos
actuales y futuros sobre el entorno. Por lo tanto, es ineludible eliminar todos los desechos
quimicos de forma fiable, competente, reglamentario y econémicamente viable (ver Anexo
13). Por ello, se recurrira al siguiente protocolo: todos los extractos, fracciones y grupos
son concentrados en un rotavapor. El solvente recuperado es entregado al personal del

Laboratorio de Quimica Inorganica N°12 para su adecuado descarte.
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Capitulo IV. Andlisis y Discusién de los Resultados

4.1 Analisis cualitativo de Metabolitos Secundarios

El analisis cualitativo (Marcha fitoquimica) teniendo en cuenta los procedimientos
de (Rondina R. y Coussio, 1969) adaptado por (Reyna Pinedo, 2014), Anexo 2, mostré que
el liguen Umbilicaria calvescens Nyl contiene: aminogrupos primarios y/o secundarios,

grupos fendlicos libres, taninos y triterpenos y/o esteroides.

4.2  Andlisis e Identificacion de compuestos organicos por CG-EM
4.2.1 Polaridad baja: Eter de petréleo

a. Metil B-orcinolcarboxilato

En la siguiente figura podemos observar el cromatograma del grupo G4* obtenido
por GC-EM de la fraccién organica G4*.

Figura 25

Cromatograma (TIC) de la fraccién organica G4* a partir del analisis CG-EM.

TIC

2,000,000

T T T
10.0 200 25.0
min

Este cromatograma muestra los diversos compuestos liqguénicos presentes en el
extracto G4*, de los cuales, es pertinente resaltar que el pico 3.554 min nos indica la
presencia de un metabolito secundario el cual es el Metil 3-orcinolcarboxilato (2,42%), cuya
informacién se describe en la Tabla 4, su perfil espectral se presenta en la Figura 26.
Asimismo, se lograron identificar algunos acidos grasos, los mayoritarios se expone en la
Tabla 5, ademas, ver Anexo 5 para mas informacion.

Ademas, los resultados obtenidos de los extractos G2, G3 y G4 mediante CG-EM
mostraron (segun su cromatograma) la existencia de acidos grasos, en los cuales resalta
n-heptadecanol-1, 4cido hexadecanoico y estearato de metilo debido a que se muestran

en una mayor proporcion, los resultados se muestran en el Anexo 9, 10y 11.

53



Es importante tener presente que los compuestos detectados en cada muestra son
el resultado de una estimacion probabilistica realizada por el software GCMSsolution de
empresa SHIMADZU, que utiliza la biblioteca NIST. El indice de Similitud (SI) que se
muestra en cada espectro de masas (en la parte superior del gréafico) representa la
probabilidad de cada compuesto identificado. Generalmente, se considera un rango de Sl

de 85 a 100 como aceptable.

Tabla 4
Informacion del metabolito secundario detectado por el CG-EM a partir del extracto
G4*,

Férmula Tiempo de Area  Semejanza
Compuesto » ,
Molecular retenciéon (min) (%) Sl (%)
Metil B-orcinolcarboxilato C10H1204 3,55 2,73 97
Tabla 5

Informacion de los &cidos grasos mayoritarios detectados por el CG-EM a partir del
extracto G4*.

Formula Tiempo de Area Semejanza
Compuesto » )
Molecular  retencién (min) (%) Sl (%)
n-Heptadecanol-1 C17H360 4,58 4,32 96
Acido hexadecanoico, metil
i C17H3402 5,58 9,34 95
éster
Acido hexadecanoico C16H340> 5,29 0,56 08
Estearato de metilo C10H3202 9,10 2,79 96

En el espectro de masas del Metil B-orcinolcarboxilato, el pico del ibn molecular 196
m/z coincide con el pico del ibn molecular del espectro de masas obtenido por (Bourgeois
et al., 1999) y (Martino Cruz, 2015) para el mismo compuesto identificado, ademas, los

picos de las fracciones poseen las mismas intensidades relativas.
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Figura 26

Espectro de masas del Metil B-orcinolcarboxilato obtenido del extracto G4* del liquen
Umbilicaria calvescens Nyl.
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La secuencia de las fragmentaciones obtenidas para el Metil f-orcinolcarboxilato de

los principales picos en el espectro de masas se describen a continuacion.

i. 16n molecular M* =196

ii. m/z 164

+ HO——CH;

iii. m/z 136

H,CO

HO

CH,

-

HO : CH, HO
-
® ®
HaC HaC

OH

OH

55



&
®- CH G (‘l\ .
HO 2 HO c
NN T_Q@ 4 Ho :0:
- - ®
| & -t )}\ CH,
HyC Hee 2N HyC H 5
OH OH HO

4.2.2 Polaridad media: diclorometano
a. Acido Gsnico
a.l. Cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro de masas
La Figura 27 muestra el cromatograma del grupo F4 obtenido mediante CG-EM del

concentrado organico M5.
Figura 27

Cromatograma (TIC) del extracto F4.
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El analisis cromatogréfico (ilustrado en la Figura 27) nos revela los diversos
compuestos liquénicos presentes en el extracto M%. Entre ellos, resalta el compuesto con
un tiempo de retencién de 25.988 minutos, que corresponde al metabolito secundario
conocido como &cido Usnico (87,38%), cuya informacion se detalla en la Tabla 6 y su

espectro se presenta en la Figura 28.

El espectro del 4cido Usnico del extracto F4 (Figura 28) es muy similar al obtenido
por (Ramos & Coéndor, 2018), ya que, en ambos el ibn molecular es 344 m/z y las
intensidades relativas de los fragmentos son similares.

Figura 28

Espectro de masas del acido Usnico obtenido del extracto F4.
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Adicionalmente, se analiz6 el patron del acido Usnico mediante CG-EM. Se obtuvo
Su cromatograma y espectro de masas, los cuales se muestran en las Figuras 29 y 30,
respectivamente. Se observo que el tiempo de retencion fue de 25,944 minutos, la forma
del pico en el cromatograma fue alargada y el espectro de masas obtenido presento

caracteristicas similares a las observadas en el extracto F4 (Figuras 27 y 28).

Tabla 6
Informacion del metabolito secundario detectado por el CG-EM a partir del EBO-

Diclorometano

) Tiempo de ) _
Férmula . Area  Semejanza
Compuesto retencién
Molecular _ (%) Sl (%)
(min)
Acido Usnico C18H1607 25.99 87,38 95
Figura 29
Cromatograma (TIC) del patrén acido Usnico.
TIC
1,274,582 =S
Amﬂ)\_/
100 ' 200 ' 300
Figura 30
Espectro de masas del patron acido Usnico.
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g(=
4(E 4 217 il i
= 2739 9977 91 103115128 147 161171 189 204 Jl241 | 273283 301311 329 |
MUMLILIVU LI IR I P B I D S I I I A I I U R I I S I B I S N R I A A LI N I I I I L I LA L I B

100 50 90 130 170 210 250 290 330 370 410 450 490

La secuencia de las fragmentaciones del acido Usnico en las principales sefales

del espectro de masas se describe a continuacion.
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iv. m/z 233

a.2. Espectroscopia infrarrojo acoplado reflexion total atenuada

El espectro IR-ATR del acido Usnico obtenido (Figura 32) muestra picos
caracteristicos para ciertos grupos funcionales presentes en su estructura, tales como, el
pico 3095 cm indica la presencia del -OH, en 2931 cm el alargamiento del enlace
aromatico C-H, a 1689 cm es el alargamiento del enlace C=0, el pico en 1606 cm™ es
debido a la presencia del enlace aromatico C=C. El espectro IR-ATR del &cido Usnico

extraido del extracto organico F4 es muy parecido al que reportaron (Ramos & Céndor,

2018).
a.3. Espectroscopia ultravioleta- visible

El espectro UV-Vis del acido Usnico, Figura 31, presenta dos bandas de méaxima
absorbancia, 234 y 283 nm, estas bandas se deben a la conjugacion de los electrones 1
del anillo aromatico. Asimismo, el espectro ultravioleta-visible del acido Usnico aislado es

muy similar al espectro ultravioleta-visible del etil orselinato descrito por (Ramos & Coéndor,
2018).

Figura 31
Espectro Ultravioleta-Visible del compuesto liquénico acido Usnico, obtenido a partir del

extracto F4 puro.
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b. Orcinol

Luego de analizar el extracto B5 puro por las técnicas instrumentales CG-MS, IR-

ATR y UV-Vis, se obtuvieron los siguientes resultados.

b.1. Cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas

Al realizar el andlisis al extracto B5 puro por CG-EM, el equipo solo detect6 al
metabolito secundario Orcinol (100%), C7HsO2, siendo este el Unico pico presente en el
cromatograma, como se muestra en la Figura 33, ademas, su indice de similitud es del
98% vy el tiempo de retencion 5,443 min (Tabla 7). En adicion, el espectro de masas del
orcinol aislado se muestra en la Figura 34. En este espectro, el ibn molecular con masa de
124 m/z coincide con la masa molar del orcinol. Asimismo, presenta picos caracteristicos
de los compuestos fendlicos extraidos de liquenes, como los de 107 m/z 'y 96 m/z.

Tabla 7

Informacion del metabolito secundario detectado por el CG-EM a partir del
EBO-Diclorometano-extracto B5.

Formula Tiempo de Area  Semejanza
Compuesto » ]
Molecular retencion (min) (%) Sl (%)
Orcinol C7HsO- 5.44 100 98
Figura 33
Cromatograma (TIC) del extracto B5 puro.
TIC
1,282,6123
OH
H,.C OH
Orcinol
I v ] v ' M ' 1 ' T M v 1 ' v M M 1 ' M ' v 1
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Figura 34

Espectro de masas del orcinol, extraido del extracto B5 puro.
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La secuencia de las fragmentaciones del orcinol en las principales sefales del

espectro de masas se describe a continuacion.

i. 16n molecular M* =196

OH OH +
+e- — > + 2e-
H,C OH H,C OH
ii. m/z 107
OH OH
_— + -OH
5 ®
HsC OH H3C
iii.m/z = 96
OH OH
R + -OH
" ®
H4C OH HsC
OH OH
—_—
H,C OH H,C OH
ot +

62



OH

OH
c H c
HyC o T N0
H
H

/ \

@)

0
. _—
/@ @ S
s H,C

b.2 Espectroscopia ultravioleta- visible

/. \

El espectro UV-Vis del orcinol, Figura 35, presenta dos bandas de maxima
absorbancia, 204 y 275 nm, estas bandas se deben a la conjugacion de los electrones
del anillo aromatico. Ademas, el espectro UV-Vis del orcinol aislado presenta mucha

similitud con el espectro UV-Vis del orcinol de la base de datos NIST Chemistry WebBook.

Figura 35
Espectro UV-Vis del compuesto orcinol, obtenido a partir del extracto B5 puro.
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b.3. Espectroscopia infrarroja acoplado reflexién total atenuada

La Figura 36 presenta el Espectro Infrarrojo del orcinol, donde podemos identificar
rasgos distintivos. Por ejemplo, el pico en 3354 cm! revela la existencia del grupo O-H en
la estructura. Asimismo, el pico en 2924 cm es tipico del estiramiento del enlace C-H en
anillos aromaticos, mientras que el de 2854 cm indica la presencia de un grupo -CH.. Por
otro lado, el pico en 1711 cm evidencia la flexién del enlace O-H, y el de 1610 cm*

corresponde al enlace C=C de un anillo aromético.

b.4. Resonancia magnética Nuclear *H

Del espectro RMN*H obtenido del orcinol aislado, Figura 37, podemos observar los
siguientes picos con sus respectivos desplazamientos quimicos, integracion vy
acoplamiento spin-spin, estos estan representados en la Tabla 8. Observamos que cada
pico del espectro est4d debidamente asignado con uno o mas hidrégenos segin su
integracion y el desplazamiento.

Ademas, estos valores son similares a los reportados por los autores (Jorgensen et

al., 2014), por lo cual podemos afirmar que corresponden al metabolito secundario orcinol.

Tabla 8

Datos recopilados del espectro RMN*H del orcinol aislado

Tipo de - Desplazamiento  acoplamiento
idré Integracion . .
Hidrégeno (3, ppm) spin- spin
Ar-H 3H 6.20 S
Ar-CHs 3H 2.16 S
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b.5. Resonancia magnética Nuclear *C

Al realizar el andlisis por RMN*3C del extracto B5 puro se obtuvo su respectivo
espectro, Figura 38. Los resultados se compilaron en la Tabla 9, la cual muestra 5 sefiales
clave para los siete carbonos de la molécula de orcinol. Esto incluye un carbono primario,
tres carbonos terciarios y tres carbonos cuaternarios. Al comparar los datos obtenidos del
espectro del extracto B5 con los valores reportados por (Jorgensen et al., 2014), podemos

concluir que el extracto B5 corresponde al metabolito secundario orcinol.

Tabla 9

Datos obtenidos del espectro RMN*3C del orcinol aislado a partir del liguen Umbilicaria
calvescens Nyl.

# Carbono Tipo de carbono Desplazamiento (8, ppm)
C-1/C-3 Carbono cuaternario 156.72
C-2 Carbono terciario 140.69
C-5 Carbono cuaternario 108.63
C-4/C-6 Carbono terciario 100.14
C-7 Carbono primario 21.38
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4.2.3 Polaridad alta: etanol

a. Etil orselinato

a.l. Cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro de masas
La Figura 39 presenta el cromatograma del extracto puro X4 obtenido mediante CG-

EM, en el cual se observa que el metabolito secundario etil orselinato es el pico mayoritario
(96%) en el cromatograma.

Figura 39
Cromatograma del extracto X4 puro obtenido del EBO- etanol.
5,000,000 =
o/\t:H_,
HO oH

Etil orselinato

41124

S | He=10269

—_
'O_

20.(
min

Ademads, se ha obtenido el espectro de masas del etil orselinato, tal como se
presenta en la Figura 40. Este espectro revela el i6n molecular de 182 m/z, el cual
concuerda con la masa molar del compuesto etil orselinato. Asimismo, el espectro muestra

picos caracteristicos que corresponden a las fragmentaciones comunes en los compuestos
fendlicos liquénicos, como 150 m/z, 122 m/z y 69 m/z.

Figura 40
Espectro de masas del orsellinato de etilo obtenido del extracto X4 puro.
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Tabla 10

Informacion del metabolito secundario detectado por el CG-EM a partir del EBO-

etanol.
Compuesto Férmula Tiempo de Area  Semejanza
Molecular retencion (min) (%) Sl (%)
Etil orselinato C10H1204 11,58 96,18 97

La secuencia de las fragmentaciones del etil orselinato en las principales sefiales
del espectro de masas se describe a continuacion.

i. 16n molecular M* = 196

= O\/ ® 6\/
HaC OH HaC Bl
foo — > + 2e-
OH

ii. m/z 150
.8
. %
HO CH, -
o HQ\/CH3
OH
iii. m/z 122
H
®- . (é‘&\ - A
HO CH, HO C
‘ @ o8
- - -1
= JI\_,/CHZCHQ,
H 0
OH OH HO J
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a.2. Espectroscopia ultravioleta- visible

El espectro UV-Vis del etil orselinato aislado (Figura 41), presenta dos bandas de
méaxima absorbancia en las longitudes de onda 216, 263 y 300 nm, estas bandas se deben
a la conjugacién de los electrones 11 del anillo aromatico y la absorcidén del grupo carbonilo.
Por otro lado, el espectro UV-Vis del etil orselinato aislado presenta mucha similitud con el

espectro UV-Vis del etil orselinato de la base de datos NIST Chemistry WebBook.

Figura 41
Espectro UV-Vis del compuesto etil orselinato, obtenido a partir del extracto X4 puro.
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a.3. Resonancia magnética Nuclear H

Se presenta espectro RMN*H obtenido a partir del etil orselinato aislado del Liquen
Umbilicaria calvescens Nyl. en la Figura 42, los picos estan relacionados con sus
respectivos desplazamientos quimicos, integracién y acoplamiento spin-spin, como se
observa en la Tabla 11. Notamos que cada pico del espectro esta debidamente asignado

con uno 0 mas hidrégenos segun su integracion y el desplazamiento.

Asimismo, estos valores presentados en la Tabla 11 son similares a los reportados
por los autores (Tatipamula et al., 2019), por lo cual podemos concluir que el extracto X4

es el metabolito secundario etil orselinato.
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Tabla 11

Datos recopilados del espectro RMN*H del etil orselinato aislado a partir del
Liguen Umbilicaria calvescens Nyl.

Tipo de - Desplazamiento  acoplamiento
Hidrégeno Integracion (5, ppm) spin- spin
Ar-OH (C-2) 1H 11.82 s
Ar-H (C-5) 1H 6.28 d
Ar-H (C-3) 1H 6.27 d
C-OH (C-4) 1H 6.22 d
O-CH (C-9) 1H 4.41 t
O-CH (C-9) 1H 4.38 t
Ar-CH (C-7)  3H 2.50 s
-CH3 (C-10) 1H 1.43 m
-CHs (C-10) 1H 1.41 m
-CHs (C-10) 1H 1.40 m

a.4. Resonancia magnética Nuclear *C

Tras analizar el extracto B5 puro mediante RMN*3C, se generd su correspondiente
espectro, que se muestra en la Figura 43. Los datos adquiridos en el espectro se resumen
en la Tabla 12, donde se identificaron diez sefales distintivas que representan los diez
atomos de carbono que conforman la molécula de etil orselinato. Estos incluyen dos
carbonos primarios, un carbono secundario, dos carbonos terciarios y cinco carbonos

cuaternarios.

Al comparar los datos obtenidos del espectro del extracto X4 con los valores
reportados por (Tatipamula et al., 2019), podemos concluir que el extracto X4 corresponde

al metabolito secundario etil orselinato.
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Tabla 12

Datos obtenidos del espectro RMN*3C del etil orselinato aislado a partir del liquen
Umbilicaria calvescens Nyl.

NS;EL%SG Tipo de carbono Desplazamiento (5, ppm)
C-8 Carbono cuaternario 171.88
C-2 Carbono cuaternario 165.35
C-4 Carbono cuaternario 160.51
C-1 Carbono cuaternario 144.08
C-6 Carbono cuaternario 111.44
C-5 Carbono terciario 105.64
C-3 Carbono terciario 101.29
C-9 Carbono secundario 61.28
C-7 Carbono secundario 24.40
C-10 Carbono primario 14.13
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Espectro RMN!H del metabolito secundario etil orselinato, obtenido a partir del extracto X4 puro.

Figura 42
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Vi.

Vii.

Conclusiones

Se revis6 la mayor cantidad de articulos cientificos e informacién relativa a los
liquenes, en especial del liquen Umbilicaria calvescens Nyl. Lo cual se ve reflejado
en el Capitulo Il.

La marcha fitoquimica del liqguen Umbilicaria calvescens Nyl revel6 la presencia de
varios compuestos: aminoacidos (primarios y/o secundarios), compuestos fendlicos
libres, taninos y triterpenos y/o esteroides. Este estudio permite conocer la
composicién quimica de este liguen en particular.

A partir del liquen Umbilicaria calvescens Nyl se obtuvo del Extracto Bruto Organico
de éter de petréleo (0,4132 g), el Extracto Bruto Organico de diclorometano (1,6701
g) y el Extracto bruto orgénico de etanol (8,2583 g).

Se realizé la separacion del EBO-éter mediante CC silica gel. La primera columna
cromatogréfica se obtuvo los extractos G1-G4, posteriormente, la segunda columna
cromatogréfica se separé el extracto G1, obteniéndose los extractos G1*-G4*, luego
se realizé otra columna cromatografica para el extracto G4* y asi obtuvimos tres
fracciones M1-M3. Asi mismo, se realiz6 la separacién del EBO- diclorometano
mediante la técnica CC Flash, produciéndose cuatro extractos, Y1-Y4. Luego, se
realizé CC silica gel de los extractos Y1, Y2, Y3y Y4. Al realizar la CC con silica
gel del extracto Y1 se obtuvo 4 grupos, F1, F2, F3y F4. Luego, se separg el extracto
Y2 mediante CC con silica gel, se obtuvo 9 grupos, M1, M2, M3, ..., M9.
Posteriormente, el extracto Y3 se separd por CC con silica gel, se obtuvo 7 grupo,
B1, B2, ..., B7. Por ultimo, el extracto Y4 se separ6é por CC con silica gel,
obteniéndose 8 grupos, Al, A2, ..., A8. Se realizé la separacion del EBO- etanol
mediante particion liquido- liquido, cromatografia de filtraciéon por gel Sephadex y
CC silica gel, al finalizar se obtuvieron 9 fracciones (X1-X9).

Se identificd los metabolitos secundarios por CG-EM: metil B-orcinolcarboxilato
(2,42% de G4*) del EBO/ éter, &cido Usnico (86 % de F4) y orcinol (100% de B5)
del EBO/ diclorometano, finalmente, etil orselinato (78% X4) del EBO/ etanol.

Se purifico los extractos B5 (292,2 mg) y X4 (47,2 mg) mediante la técnica
recristalizacion.

Se caracteriz6 el orcinol y etil orselinato aislados mediante CG-EM, 'H RMN, 13C
RMN, IR-ATR y UV-Vis.
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Vi.

Recomendaciones

Se recomienda usar equipo de proteccidn personal, entre estos, mascarilla para
solventes, debido a los olores fuertes que emanan los solventes orgénicos.

Para la extraccién sdlido-liquido debemos tener cuidado al retirar el solvente
macerado, ya que podemos retirar también parte de la muestra.

Realizar un estudio previo mediante CCF para analizar el comportamiento de
nuestra muestra y asi elegir los solventes adecuados para su posterior uso.

En la identificacibn mediante la técnica instrumental CG-EM, debemos tener la
muestra analizar lo mas purificada posible, de lo contrario, tendremos picos anchos
en el cromatograma, dificultando el analisis.

Elegir el clima adecuado para realizar cromatografia en columna, porque en climas
célidos la silice tiende a secarse, por lo cual es mejor prender el aire acondicionado
a temperatura entre 15- 20 °C.

Seguir investigando este liquen, en este trabajo de Tesis se intentd abarcar todo el
rango de polaridad en estudio, a pesar de ello hay fracciones que no se lograron
analizar debido al tiempo, asi que se invita al lector a seguir investigando este

liquen.
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Anexo 1

Constancia de la determinacion botanica del liguen Umbilicaria calvescens
Nyl

Por la presente, dejo constancia que:

La muestra de liquen recibida de la Srta. Judith Ramos Chavez ha sido estudiada y
clasificada como: Umbilicaria calvescens Nyl. y tiene la siguiente posicién taxonémica:

REINO: Fungi

PHYLUM: Ascomycota
CLASE: Lecanoromycetes
ORDEN: Lecanorales
FAMILIA: Umbilicariaceae
GENERO: Umbilicaria

ESPECIE: Umbilicaria calvescens Nyl.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime conveniente.

TP L)
Lima, 01 de febrero det2014
,@fi‘?‘%ﬂ ANGEL M. RAMIREZ ORDAV
S Lk 8I0LOGO
EZ COLBIOP N° £632

Blgo. Angel Manuel Ramirez Ordaya
N° de colegio de bidlogos: 6632
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Anexo 2
Marcha fitoquimica
Procedimiento adaptado del Dr. Victor m. Reyna pinedo (1999)

(de acuerdo a Rondina & Coussio, 1969)

Obtencion de las fracciones
Fraccion (a)
Se coloca 5,0 gramos de muestra seca en un balén de 100 mL, luego se adiciona

50 mL de metanol, y se deja macerar durante 20 horas a temperatura ambiente.

ii. Se somete la muestra, ya macerada, a reflujo durante 4 horas. Al cabo de ese

tiempo se filtra en caliente, lavando el residuo con metanol, hasta completar 50mL.
Se separa 5 mL del extracto que se obtiene, lo que constituye la fraccion (a).
Descartando el residuo sdlido.

Fraccion (b)

Se lleva a sequedad los 45 mL restantes del extracto metandlico, en un rotavapor.

. El residuo obtenido se extrae con 10 mL de HClc) al 1%, calentando ligeramente

(50 °C), y se filtra utilizando un papel filtro lento. Se repite una vez mas esta
operacion, pero con 5 mL de HCl) al 1%. Las soluciones acidas obtenidas se
reciben en un Erlenmeyer de 50 mL y se guardan para ser utilizadas posteriormente
(Sec. 3.0).

El residuo sélido se disuelve con 5mL de cloroformo, con ayuda de calor (50 °C) y
agitacion vigorosa, luego se filtra a través de un embudo pequefio utilizando papel
de filtro lento. El liquido filtrado se seca con sulfato de sodio anhidro, para obtener
la fraccion (b). El residuo sélido se descarta.

Fraccién (c)

. La solucion acida obtenida en la seccion 2.ii, se basifica con NH3c) 7,5N hasta pH

9-10.

ii. Se extrae con cloroformo (2x25 mL) en una pera de decantacién. La fase acuosa

se guarda para su posterior utilizacion (Sec. 4.i).

La fase cloroférmica se lava con 10 mL de agua destilada. Se reune el agua de
lavado con la fase acuosa obtenida en la etapa anterior (ii).

La fase cloroférmica obtenida se seca con sulfato de sodio anhidro, filtrando luego
la solucion. El filtrado constituye la Fraccion (c).

Fraccién (d)

. Lasolucién acuosa basica obtenida en la seccion 3.ii y 3.iii se semisatura con sulfato

de sodio, agregando 0.1 g de sal por mL de solucién, y se filtra con papel de filtro
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rapido. Luego se realizan dos extracciones con 25 mL de una mezcla de
cloroformo:etanol (3:2) en un embudo de separacién de 125 mL. Se guardan las

fases acuosas para su posterior uso (Sec. 5).

. La fase orgéanica se lava con una solucion semisaturada de sulfato de sodio, 0,1 g

en 10 mL de agua destilada. Se junta el lavado acuoso con la obtenida en la etapa
anterior.

La fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro y se filtra, obteniéndose la
fraccion (d).

Fraccion (e)

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

Fraccion (f)
En un tubo de ensayo de 18x160 se coloca 1 g de muestra seca y pulverizada, y se
adiciona 10 mL de agua destilada. Se calienta la mezcla durante 15 minutos en

“bafo maria”.

. La solucion obtenida se filtra en caliente utilizando un papel de filtro lento,

completando el filtrado a 10 mL con agua destilada, y se deja enfriar a temperatura

ambiente. Constituyendo esta solucién la fraccién (f).

Pruebas de identificacion de metabolitos secundario

1.2.1 Aminogrupos primarios o secundarios (Prueba de Ninhidrina)

Se realiza sobre las fracciones (a) y (f)
Tomando cuidado de no tocar la parte central con los dedos, se prepara tres trozos

de papel filtro “lento” de 2x3 cm, colocando cada uno sobre una luna de reloj. Luego
con la ayuda de una pipeta pasteur se coloca, en el centro de cada uno, 1 gota de
las siguientes muestras: fraccion (a), fraccion (f) y agua destilada. Los papeles se

dejan secar a temperatura ambiente.

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

central de cada uno de los tres papeles anteriores.
Finalmente, lo papeles se colocan durante 30 minutos dentro de una estufa a una

temperatura de 120 °C.

Observacion: un color azul o violaceo nos indica prueba positiva.

1.2.2

Grupos fendlicos libres y/o taninos (Prueba con el reactivo férrico)

Se realiza sobre la fraccion (a)

El resto de la fraccién (a) se lleva a sequedad en un rotavapor en un balon de
100mL.



ii. Elresiduo se disuelve en 0,5 mL de agua destilada y se filtra a través de un papel
de filtro lento, recibiendo el filtrado en un tubo de ensayo (13x100mm), siendo esta
la solucion (a).

iii. Se colocan 2 gotas de la solucion (a) en una placa de toque, y a continuacion se
agrega 1 gota de solucion acusa de cloruro férrico al 1% y se mezcla con una

bagueta.

Observaciones: un precipitado de color rojo-vino o verde nos indica prueba positiva.

1.2.3 Taninos (Prueba de la Gelatina)
Se realiza sobre “la solucion a”.
i. Se colocan 4 gotas de la “solucién a” en una luna e reloj y a continuaciéon se
adicionan 2 gotas de solucion de gelatina al 0,5%. Esta operacién se realiza con 2

gotas de agua destilada como referencia.

Observaciones: un precipitado de color blanco o turbidez nos indica prueba positiva.

1.2.4 Flavonoides (Reaccion de Shinoda) (exceptuando dihidrochalconas,
chalconas, auronas, catequinas e isoflavonas)
Se realiza sobre la fraccion (d) y (e)

i. Se coloca la fraccion (d) en un bal6n de 100 mL y se lleva a sequedad en un
rotavapor.

ii. Sobre el residuo se agrega 2,5 mL de etanol, dentro de un “bafio maria” a 500C.
Luego se filtra a través de un papel de filtro lento, recibiéndose el filtrado en un tubo
de ensayo (13x100). Constituyendo esta la “solucion d”.

iii. En un tubo de ensayo se colocan 3 gotas de la “solucién d” con 2 mL de agua
destilada, y en otro tubo 2 mL de la fraccion (e). Luego se adiciona 1 mL de HCI
12N y unas limaduras de magnesio, a cada tubo. Se agitan ambos tubos y luego se
dejan en reposo durante 5 minutos.

iv. Se adicionan 10 gotas de alcohol amilico a cada tubo, agitando estos. Luego se

dejan en reposo para la separacion de las 2 fases.

Observaciones y resultados: una coloracién amarilla, naranja, rojo de la fase amilica

nos indica prueba positiva.

1.2.5 Triterpenoides y esteroides (Reaccion de Liberman-Burchard)

Se realiza sobre las fracciones (b) y (c) y la “solucion d”



i. Se separa 4 mL de la fraccion (c) en un tubo de 13x100 mm y se lleva a sequedad.
Luego se disuelve el residuo con 0,2 mL de cloroformo. Constituyendo ésta la
“solucion (c)”.

ii. Se colocan 5 gotas de la “solucion (d)” en un tubo de 13x100 mm y se lleva a
sequedad en un rotavapor, disolviendo el residuo con 2 gotas de cloroformo.

iii. En tres tubos de 6x50 mm por separado, se colocan 2 gotas de la fraccion (b), la
“solucién (c)” y la “solucion (d)”, respectivamente. Luego se agrega 2 gotas de
anhidrido acético sobre ellas y se mezcla bien.

iv. Finalmente, se agrega, a través de las paredes del tubo, sobre cada una de ellas 2

gotas de &cido sulfurico concentrado.

Observaciones: una coloracion rojo, rosado, puarpura, naranja, azul o verde del anillo,

nos indica prueba positiva.

1.2.6 Naftaguinonas y antraguinonas, antronas o0 antranoles (Reaccion de
Borrntrager)
Se realiza sobre la fraccion (b)
i. El resto de la fraccion (b) se coloca en un tubo de ensayo de 16x180 mm, y se

agrega 5 mL de hidréxido de sodio al 5%. Luego se agita el tubo.

Observaciones: Fase acuosa rosada o roja nos indica prueba positiva.

1.2.7 Alcaloides (Test de Dragendorff, Mayer y Wagner)

Se realiza sobre la Fraccion (c) y la “solucion d”

i. El resto de la fraccion (c) se lleva a sequedad y el residuo se disuelve con 2,5 mL
de HCl al 1%, luego se filtra a través de un papel filtro lento, recibiendo el filtrado en
un tubo de ensayo de 13x100 mm.

ii. Se disponen de 5 gotas de la solucion (d) en un tubo de ensayo de 13x100 mm y
se lleva a sequedad, luego se filtra a través de un papel de filtro lento, recibiendo el
filtrado en un tubo de ensayo de 6x50 mm.

iii. A tres tubos de ensayo de 6x50 mm, se adicionan 5 gotas de la solucién final
obtenida en la secc.7.i, por separado. Asimismo, a otros 3 tubos de ensayo de 6x50
mm, se adicionan 5 gotas de la solucién final obtenida en la secc.7.ii, por separado.
Luego se adiciona a cada tubo 2 gotas de los reactivos de Dragendorff, Mayer y

Wagner, respectivamente.

Observaciones: la formacion de precipitado rojo, cremay pardo, respectivamente nos

indica prueba positiva.



1.2.8 Leucoantocianidinas y catequinas (Reaccién de Rosenbein)
Se realiza sobre la fraccion (e) y 1a” solucién d”

i. En un tubo de ensayo de 13x100mm se colocan 3 gotas de la “solucion (d)” junto
con 2 mL de agua destilada, y en otro tubo de ensayo de 13x100 mm 2 mL de la
fraccion (e).

ii. Luego a ambos tubos se agrega 1 mL de HCI 12N, se agitan y se colocan en bafio
maria durante 10 minutos.

iii. Se dejan enfriar las mezclas, luego se agregan 10 gotas de alcohol amilico, a cada

una, se agitan, y se dejan reposar por 5 minutos.

Observaciones: una coloracion parda de la fase amilica nos indiaca prueba positiva.

1.2.9 Saponinas (Prueba de la espuma)

Se realiza sobre la fraccion (f).

i. Se coloca 1 mL de la fracciéon (f) en un tubo de ensayo de 13x100mm y se agita
durante 15 segundos. Luego se deja en reposo durante 15 minutos, al cabo de lo

cual se debe medir la altura de la espuma.

Observaciones: si la espuma tiene una altura mayor o igual de 5mm y persiste por

mas de 5 minutos nos indica prueba positiva.



Anexo 3

Resultados de la marcha fitoquimica preliminar
(De acuerdo al procedimiento de Rondinay Coussio-1969)

Muestra (Nombre comun y cientifico): Umbilicaria calvescens Nyl.

Procedencia: Camino a Huaytapallana, Prov. Huancayo (Junin, 19 Oct. 13)

Cantidad de la muestra: 6 g
Fecha de Analisis: 13 al 24 de julio del 2022
Analista: Nicol Lopez Huillca

Observaciones

Prueba Princioi . Pruebas de - Resultados (color de
o rincipio Activo . Fraccion " :
N coloracion *) soluciones y/o
precipitados)
. Mancha color
Aminogrupos a + violeta
01 primarios y/o Ninhidrina
d Mancha color
secundario f +++ ) .
violeta intensa
02 (_Brupos fenol_lcos C!or_uro a + Color vino — rojo
libres y/o taninos férrico
03 Taninos Gelatina a + Turbidez
+ Anillo color verde-
L, azul
. Reaccién de
Triterpenos y . No se observa
04 : Liebermann C - ;
esterorides cambio de color
Burchard -
d Anillo verde-
+ .
naranja
05 Quinonas, antronas  Reaccion de b ) Turbidez
0 antranoles Borntrager
Reactivo de c - No hay precipitado
Draggendorff d - No hay precipitado
) Reactivo de c - No hay precipitado
06 Alcaloides Mayer d - No hay precipitado
Reactivo de c - No hay precipitado
Wagner d - No hay precipitado
Leucoantocianidinas d - No se observa
; ! Reaccién de cambio de color
07 (rojo), catequinas .
! Rosembein No se observa
(marrdn) e - )
cambio de color
Flavonoides d i No se observa
08 excepto chalconas,  Reaccion de cambio de color
auronas, catequinas Shinoda e No se observa
e isoflavonas cambio de color
. Prueba de No hay presencia
09 Saponinas espuma f ) de espuma

(*) Convencion: Abundante (+++), regular (++), poco (+), negativo(-)
RESUMEN DE RESULTADOS:

CONTIENE: Aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fendlicos libres, taninos y triterpenos

ylo esteroides.

NO CONTIENE: Flavonoides, quinonas, alcaloides, leucoantocianidas, catequinas y saponinas.



Anexo 4

Metodologia

[ 50035 gLiquen Umbilicaria calvescens Nyl ]

A Extraccion Solido-Liquide

Eter de Petréleo

Diclorometano
i Maceracién por 1, 2 v 3 dias

ii. Concentrar al vacio

i Maceracion por 1, 2 v 3 dias
i
04132 z EBO/ Eter

Concentrar al vacio

b

Maceracion por 1, 2 y 3 dias
Concentrar al vacio
[ 1.6701 gEEQ/ Diclorometano ]
E. Separacion
iii. Cromatografia en columna con
silica gel

E. Separacion

82383 gEBO/ Etanol
E. Separacion
iii. Cromatografia en columna Flash iii. Particion liquide-liquide
con silica gel
G1-G4
300 mg G1

oroformo ] [ 10 mL Agua ]
iv. Cromatografia en columna con

iv. Cromatografiz de filtracion por gel
silica gel

GI*-Ga*

Sephadex
iv. CC con silica gel ‘ ]
[ 0.65 gEter de Petrdleo ] [ 3,54 gDiclorometano ] 0.63 g Metanol
4%
110 g G C. Identificacién
Metil f-orcinolcarbozilato D.Id

impuro

v. Cromatografia en columna con
silica gel
10 - D. Identificacion

C. Purificacion
CGEM, UVVis e Becristalizacion
IR-ATR

Orcinol puro D. Idannﬁr.a’mun

X4 (124 mg)

C. Punfficacion
Eecristalizacién

D. Identificacion
Orselinato de etilo puro CG-EM, UV-Vis
Nota: Todos los extractos han sido analizados

RMNIH y RMNIC
por CG-EM., pero los que han sido trabajados por CC silica gel son aquellos que presentan algin metabolito secundario, va que en su mayoria los extractos analizados presentan acidos grasos.




Anexo 5
Acidos grasos

Los lipidos son una clase de nutrientes compuestos principalmente de 4&tomos de
carbono, hidrégeno y oxigeno; estos nutrientes que producen energia son hidrofébicos en
la naturaleza. Nutricionalmente, son una fuente importante de energia (9 kcal g* 0 37 kJ g
1) y transportan vitaminas solubles (A, D, E y K) en todo el cuerpo. Son fuentes igualmente
importantes de acidos grasos esenciales que el cuerpo no puede producir. Los acidos
grasos esenciales incluyen el acido linoleico y el acido alfa-linolénico y son necesarios para
el crecimiento normal y el desarrollo mas la funcién fisiol6gica de los sistemas corporales.
Ademas, los lipidos mejoran los alimentos que comemos al proporcionar textura y
consistencia, impartiendo sabor y contribuyendo a la sensacion de saciedad después de
comer. Los lipidos también son importantes funcionalmente en la preparacién de muchos
productos alimenticios. Pueden actuar como agentes ablandadores, ayudar en la aireacion,
transmitir sabores y colores, y suministrar un medio de calentamiento para la preparacion
de alimentos. Las grasas y los aceites estan presentes de forma natural en muchos
alimentos, como productos lacteos, carnes, aves, pescado y nueces, asi como en

productos horneados, margarinas, aderezos y salsas (Moghadasian & Shahidi, 2017) .

1.1 1-Nonadeceno

1-Nonadeceno es un &cido graso de cadena larga que muestra actividad
antituberculosa, asi como la actividad antifungica (Rukachaisirikul et al., 2004). (Rude et
al., 2011) identificaron este &cido graso mediante la técnica instrumental CG- EM,
obtuvieron el siguiente cromatograma (Rt=9,45 min) y el espectro de masas del 1-
Nonadeceno identificado en Jeotgalicoccus sp.

Figura 44

Cromatograma de Jeotgalicoccus sp.
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Nota: Tomado de Rude et al., 2011, pag. 3.



Figura 45
Espectro de masas del 1-nonadeceno identificado del Jeotgalicoccus sp.
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Nota: Tomado de Rude et al., 2011, pag. 3.

1.2 Alcohol cetilico

El alcohol cetilico, también llamado 1-hexadecanol o alcohol palmitilico, es un
alcohol graso. (Tanaka et al., 2020) analizaron mediante GC- MS extractos de los medios
de cultivo de las lineas celulares de cancer de mama, uno de los componentes identificados
fue el 1-hexadecanol, el cual esta denotado como Pl. Ademas, (Jiang et al., 2007)

caracterizo el 1-hexadecanol usando la técnica *H NMR.

Figura 46
Estructura quimica del 1-hexadecanol.
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Nota: Tomado de Jiang et al., 2007, pag. 2.
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1.3 1-Heptacosanol

Figura 47

Cromatograma del extracto de cultivo de las lineas celulares de cancer de mama.
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Nota: Tomado de Tanaka et al., 2020, pag. 7.

Es un alcohol primario graso, tiene propiedades anticancerigena, antioxidante, anti-
microbiano y nematicida (Kalsum et al., 2016). (Méndez et al., 2003) identificaron el 1-
heptacosanol usando la técnica de Espectrometria Infrarroja y Cromatografia Gaseosa
acoplada a Espectrometria de Masas. Obtuvieron los siguientes datos el espectro de

masas:
1-heptacosanol: 453 (100 %), 437, 125, 103, 83, 75 (40 %), 57 y 43.

Figura 48

a7.5

Time (min)

Espectro de masas del 1-hexadecanol identificado del extracto de medios de cultivo de

las lineas celulares de cancer de mama.

Intens. (x10,000)

1.00 {33 s

69

0.75 83

0.50 1
111

0.25 1 125

paile e

" palia, 1 4
50 75 100 125 150 175 200 225

Nota: Tomado de Rude et al., 2011, pag. 3.
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Anexo 6

Resultados obtenidos de CG-EM para la muestra G4*

3.962

5.576

12,875

Peald?| R.Time Area| Area% Height [Height%| Name |
1] 3.554] 864881 1.76 126531 2.07| Benzoic acid, 2.4-dihydroxy-3,6-dimethyl-, methyl estq
2] 3962 4366191 8.88] 906162| 14.86| I-Nonadecene
3| 4.151 582112 1.18 159282|  2.61| Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
4| 4982 3149085 640] 420411 6.89| 1-Hexadecanol
5| 5.576] 4010276 8.15] 623392| 10.22| Hexadecanoic acid, methyl ester
6| 6.283] 620168 1.26 113843 1.87| Octasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9.9,11,11,13,13,15,15-he;
7| 6.695] 4276746 8.70] 548044|  8.98|1-Nonadecene
8| 8787 345737 0.70 44311 (.73 | n-Nonadecanol-1
9] 9.739] 1449314 295 174425 2.86| Methyl stearate

10] 11.242] 3184585 6.47| 338503 5.55] 1-Heptacosanol
11[ 12.875] 10198704 20.74]  922622| 15.12| Tributyl acetylcitrate
12| 13474 3448383 7.01 322096 5.28 | Oxiraneoctanoic acid, 3-octyl-, methyl ester, cis-
13] 15.354] 1633077 3.32| 209544  3.44| 1-Heptacosanol
14] 15.842]  BI15188 1.66 146702  2.40| Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
15] 16.027] 393567 0.80 61087 1.00| Phenol, 2,2"-methylenebis| 6-( 1, 1-dimethylethyl)-4-met
16] 16.275] 3102915 6.31 286239|  4.69|9,12-Octadecadienoyl chloride, (Z.7)-
17] 16.820] 727747 1.48 102820 1.69|9,12-Octadecadienoyl chloride, (Z.7)-
18] 18.230] 204498 0.42 35017|  0.57|Bis(2-ethylhexyl) phthalate
19| 18.371 587129 1.19 117922 1.93 | Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
20] 18.972] 2045026 4.16 169333 2.78| 1-Heptacosanol
21( 21.242 649574 1.32 95963 1.57| Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
221 22415] 2527919| 5.4 175758|  2.88]1.4-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhexyl) ester
49182822| 100.00] 6100007| 100.00
TIC
1,500,000

200 220
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Anexo 7

Resultados obtenidos de CG-EM para la muestra X4

Peak Report TIC
Pealdt R.Time Arcal  Arca% Height| Height%| Name

1 3.174 28013691 891 2192460 15.41| Benzoic acid, 2,4-dihydroxy-6-methyl-, metlj

2 3.539 3994582 1.27 735277 5.17| Benzoic acid, 2,4-dihydroxy-3,6-dimethyl-, 1

3 3.736 280090652 89.04 11095096 78.00 | Ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate

4 5.571 602255 0.19 95661 0.67 | Hexadecanoic acid, methyl ester

5 6.320 1421029 0.45 43674 0.31 | n-Hexadecanoic acid

6 9.175 425742 0.14 51807 0.36] 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)-

7 59.588 9872 0.00 10956 0.08 | Stannane, (1-methylethyl)tris(phenylmethyl){

314557823|  100.00 14224931  100.00
TIC
100 200

mmn
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Anexo 8

Resultados obtenidos de CG-EM para la muestra F4

Peak Report TIC
Peak# RTime| Area%| Height%|Name
1 13.863 0.16 (0.29| Tetradecyl trifluoroacetate
2 14.606 1.96 3.61 | Hexadecanoic acid, methyl ester
3 15.683 0.50 (.85 | Hexadecanoic acid, ethyl ester
4 17.717 0.59 1.06 | Methyl stearate
5 18.381 0.72 1.36 | Decanedioic acid, dibutyl ester
6 19.753 0.67 1.23 | Tributyl acetylcitrate
7 20.151 2.10 3.40| Oxiraneoctanoic acid, 3-octyl-, methyl ester,
8 21.090 0.31 0.53 | 9-Octadecenamide, (7)-
9 22.110 2.29 3.879,12-Octadecadienoyl chloride, (Z,2)-
10 22.512 1.26 2.09|8,11,14-Docosatrienoic acid, methyl ester
11 22.627 0.41 (.63 | Octadecanoic acid, 9,10-dihydroxy-, methyl
12 23.792 0.61 0.43 | Cinchonidine
13 25.209 0.51 0.69 | 2,4-Pentanedione, 1-(7-acetyl-4,6-dihydroxy-
14 25.988 87.38 79.12| Usnic acid
15 26.340 0.45 0.72 | 13-Docosenamide, (Z)-
16 30.780 0.08 0.12 | trisiloxane, 1,1,1,5,5,5-hexamethyl-3-[(trimef
100.00|  100.00
TIC
5434178
T T LI N L B S —
10.0 200 300
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Anexo 9

Resultados obtenidos de CG-EM para la muestra B5 puro

TIC
1,282,612%

I l(l).() I '2(|).OI S -'36.0
min

Peak Report TIC

Peak# RTime| Area%| Height% A/H| Name

1 54431 100.00{  100.00 2.22| Orcinol

100.00]  100.00
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Anexo 10

Resultados obtenidos de CG-EM para la muestra X4 puro

TIC
5,000,000
b3
. : T TT i
10.0 20.C
min
Peak#| R.Time Area| Area%|  Height Height%| Name

1] 10269 409362 347 173998 4.13| Benzoic acid, 2,4-dihydroxy-6-methyl-, methyl ester

2| 11.124 40683 0.35 17841 0.42 | Benzoic acid, 2,4-dihydroxy-3,6-dimethyl-, methyl ests

3| 11.577| 11339601 96.18| 4024425| 95.45|Ethyl 2,4-dihydroxy-6-methylbenzoate

11789646| 100.00] 4216264| 100.00
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Anexo 11

Normas de seguridad en el laboratorio

Instrucciones generales

Segun el Manual de seguridad de laboratorio de la (Universidad Nacional de

Ingenieria, 2019) se debe tener en cuenta las siguientes instrucciones generales.

Los laboratorios deberan de disponer de:

Pisos lisos e impermeables con un declive suficiente para asear desde sectores
limpios hacia sectores sucios.

Paredes lisas e impermeables con uniones concavas entre pared - piso, pared-
techo y pared - pared.

Puertas que giren en un sélo sentido para evitar accidentes de personas que
transportan materiales, cualquiera sea su naturaleza. Deben estar dotadas en su
parte superior de un vidrio (mirilla) que permita visualizar a través de él, si se
aproxima una persona.

Ventanas que permitan una adecuada iluminacién natural, de manera que se facilite
la observacion y el trabajo en general.

Situar los tableros eléctricos fuera de las areas de trabajo, en un lugar de facil
acceso y visible para el personal.

Sectorizar la red eléctrica de acuerdo con el nivel de consumo, con indicacion de la
carga maxima tolerable, para evitar sobrecargas del sistema.

No utilizar el mismo enchufe o terminal eléctrico para equipos que funcionan en
forma continua (estufa) y discontinua (refrigerador).

Los enchufes no deberan estar cerca de fuentes de agua o gas.

Todos los enchufes deben contar con una conexion a tierra.

Situar los equipos eléctricos fuera del area en que se utilizan reactivos corrosivos.
Proteger luminarias e interruptores.

Ademas, se debe seguir las normas de conducta:

Esta prohibido comer y/o en el laboratorio, ya que los alimentos o bebidas pueden
contaminarse por productos quimicos o bioldgicos.

Esta prohibido guardar alimentos y/o bebidas en los frigorificos del laboratorio.

Se debe mantener abrochadas las batas/mandiles, vestidos, camisas, etc.

Se debe llevar el pelo recogido.

Todo laboratorista se debe quitar la bata al salir de cada laboratorio.

Esta prohibido el uso de lentes de contacto durante la manipulacién de productos
quimicos o bioldgicos con riesgo. En caso de accidente, los productos quimicos o

sus vapores pueden provocar lesiones en los ojos e impedir retirar las lentes. Un
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agente bioldgico puede permanecer un tiempo prolongado entre la cérnea y el ojo

aumentado el riesgo de infeccion. Se debe usar gafas de proteccién superpuestas

a las habituales (cubre gafas).

¢ Todo laboratorista debe llevar el calzado adecuado (cerrado) para evitar el contacto

accidental con productos quimicos.

1.2 Equipo de proteccion personal

Segun el manual de normas de Bioseguridad y Riesgos Asociados- CONICYT

(Leisewitz, 2018), el laboratorio debe establecer la simbologia a utilizar con sus

necesidades y los procedimientos de seguridad y bioseguridad establecidos. En general,

los accesos a las diferentes dependencias del laboratorio deben contar con sefiales

establecidas, tales como se muestra en la Figura 49.

Figura 49

Sefializaciones usadas en los laboratorios.

ES OBLIGATORIO
EL USO DE
LA BATA

USO OBLIGATORIO
DE PROTECCION
OCULAR

ES OBLIGATORIO
EL USO DE
MASCARILLA

ES OBLIGATORIO
EL USO DE CALZADO
DE SEGURIDAD

ES OBLIGATORIO
EL USO
DE LOS GUANTES

Ademas, el Manual de seguridad de laboratorio de la (Universidad Nacional de

Ingenieria, 2019) nos menciona los equipos de proteccion personal (EPP) que debe usar

cada laboratorista.
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1.2.1 Proteccion de las manos
Los guantes protectores se deben utilizar:

% Para la manipulacién de sustancias corrosivas, irritantes, de elevada toxicidad o de
elevado poder de penetracion en la piel. Hay que tener especial cuidado cuando se
da la posibilidad de contacto con productos toxicos o material biolégico a través de
las heridas por cortes.

% Para la manipulacion de elementos calientes o frios.

<+ Para manipular objetos de vidrio cuando hay peligro de rotura o corte.

< Para la manipulacion de agentes biolégicos.

1.2.2 Proteccidon de los ojos

% Se debe utilizar gafas de proteccién cuando hay riesgo de salpicaduras, proyeccién
0 explosion (ya sea por riesgo quimico, biolégico o radioactivo).

% Se prohibe el uso de lentes de contacto en el laboratorio. Si no se puede prescindir
de ellas, se deben utilizar gafas de seguridad cerradas o utilizar un cubre gafas

sobre las gafas graduadas.

1.2.3 Proteccién de las vias respiratorias
La proteccion de las vias respiratorias se deberd utilizar siempre que no sea posible
trabajar en vitrina de gases con productos que sean toxicos o0 nocivos por inhalacion,
cuando se puedan generar aerosoles, nieblas o polvo en el ambiente por productos
guimicos o cuando se utilicen agentes biol6gicos de riesgo o se puedan generar aerosoles
de estos. La proteccion sera siempre adecuada al producto quimico utilizado o al agente
biolégico. En ese caso, usaremos las mascarillas: contra polvo, contra aerosoles y contra
productos quimicos especificos.
1.2.4 Proteccion para la vista
Cuando se trabaje con productos quimicos, especialmente si son corrosivos, o se
confeccione material de vidrio se deberd trabajar con lentes de policarbonato.
1.2.5 Proteccion para los oidos
s En caso de ruidos producidos por equipos y/o campanas de extraccién, que
sobrepasen los 85 decibeles.
“+ No se considera proteccion auditiva los tapones auditivos por ser inefectivos.
1.2.6 Proteccion del cuerpo
% En los laboratorios como norma general para la proteccién del cuerpo, se utilizara

la bata, que debera ir correctamente cerrada. Es aconsejable que disponga de
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pufios elasticos en las mangas para evitar accidentes y traslado de contaminacion
de un punto a otro.

% Al entrar en el laboratorio se pondra la bata y se la quitard al abandonarlo. Esta
prohibido acceder a zonas de uso comun del resto de usuarios del edificio, con la
prenda de vestir que se ha utilizado para protegerse en el laboratorio. Esta
prohibido entrar con bata a las cafeterias y comedores universitarios. En el caso de
los alumnos se recomienda introducirla en una bolsa de plastico al salir del

laboratorio.

1.3 Equipos de proteccidn colectivay equipos para emergencias
1.3.1 Equipos de proteccién colectiva: campanas extractoras y vitrinas de gases
Las campanas extractoras y las vitrinas de gases, gracias a su velocidad de
aspiracion, capturan las emisiones en forma de gas, nieblas, etc. generadas por las
sustancias quimicas en su interior. En general, es aconsejable realizar todos los
experimentos quimicos de laboratorio en una vitrina de gases, ya que, aunque se puedan
predecir las reacciones o la emisién, siempre se pueden producir sorpresas y las paredes
de la campana y su frente actuaran de medio de contencion. Se debe utilizar las vitrinas
de gases siempre que los productos quimicos sean nocivos, toxicos o muy téxicos o
puedan emanar vapores corrosivos. La superficie de trabajo debe mantenerse limpia y no

se debe utilizar la campana como almacén de productos quimicos.

1.3.2 Equipos para emergencia

a. Lavaojos

Los lavaojos permiten la descontaminacion rapida y eficaz de los ojos afectados
por una salpicadura de un producto peligroso. Deben lavarse los ojos y parpados durante
al menos 15 minutos, asegurandose un barrido por todo el ojo. Se debe forzar la apertura
de los parpados para asegurar el lavado detras de ellos.

b. Duchas de seguridad

Sistema de emergencia eficaz cuando se producen salpicaduras o derrames de
sustancias quimicas sobre la piel o la ropa. Las duchas deben proporcionar el suficiente
caudal para empapar completamente a la persona. Debe tener un sistema para abrir el
paso del agua que sea facil y rapido. Se deben quitar la ropa contaminada y zapatos

mientras se esta debajo de la ducha.
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Anexo 12

Manipulacion De Desechos Quimicos En El Laboratorio

(Leisewitz, 2018) recomienda que el personal del laboratorio clasifique los residuos
quimicos que se generen en las diferentes areas de trabajo para du adecuada
manipulacion, almacenamiento y disposicion dentro del laboratorio y en las zonas de
acopio, asi también como su eliminacion final. Los residuos pueden clasificar de acuerdo

a las caracteristicas de peligrosidad como se muestra en la siguiente Tabla.

Tabla 13

Clasificacién segun las caracteristicas de peligrosidad de los residuos quimicos.

Tipo de residuos quimico Compuesto quimico

Organicos no halogenados, Organicos
. _ no halogenados aromaticos y fenoles,
Residuos inflamables o o
liguidos organicos con metales pesados
y solidos orgéanicos.
Acidos sin sulfuros, cianuros, y metales
, _ pesados, &cidos orgénicos, bases sin
Residuos corrosivos _
sulfuros, cianuros y metales pesados, y
bases organicas
Organicos halogenados, liquidos
Residuos téxicos inorganicos con metales, acidos y bases
con metales pesados.
_ _ Solidos inorganicos, acidos y bases con
Residuos reactivos )
sulfuros y cianuros.

Nota: Adaptado de Andrea Leisewitz, 2018, pag. 123.

Si los residuos no presentan ninguna de las caracteristicas mencionadas en la
Tabla 13 es considerado como residuo no peligroso y puede ser evacuado en el
alcantarillado, excepto si presenta alguna de estas caracteristicas:
% Residuos que contengan sélidos precipitables mayores a 7,0 mg L.
% Residuos que contengan grasas 0 aceites en concentraciones mayores a 100 mg
L2,
% Residuos que contengan metales o cianuro mayores a 100 mg L.

% Residuos insolubles en agua.
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Si se desconoce la composicion de la sustancia, ante la duda lo més conveniente
es clasificarlo como residuo peligroso, informando esta condicion en el rotulo que

identifique al contenedor de residuos quimicos.

1.1  Almacenamiento transitorio de residuos quimicos en el laboratorio

Es recomendable que el laboratorio establezca y demarque una zona de residuos
quimicos en transito acorde a la cantidad de residuos generados, la cual debe cumplir con
las siguientes caracteristicas:

% No situarse en areas de transito o vias de evacuacion.
s Ser de facil limpieza.

%+ Con adecuada ventilacion (libre de humedad excesiva).
¢ Ser de superficie lisa.

% No colocar un contenedor sobre otro.

Los residuos deberian ser almacenados en contenedores de acuerdo a las
recomendaciones que se detallan a continuacibn y marcados con la etiqueta
correspondiente segun los criterios, ademas debemos tener en cuenta lo siguiente:

% Residuos liquidos: usar envases de 2,5 a 10 L de capacidad sin exceder los 30 kg,
por seguridad al transportarlo.
+ Residuos solidos: usar envases de boca ancha de 4,5 a 20 kg de capacidad sin

exceder los 30 kg de peso.
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