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RESUMEN

Hoy en dia debido a la fuerte radiacion UV existen muchos problemas de la piel ya que dia a
dia hay una mayor incidencia de radiacion solar por el calentamiento global, en este sentido, el
objetivo de la presente investigacién consistié en realizar el andlisis liquenoquimico de la
Psiloparmelia sp, ya que existen muy pocos estudios de cremas fotoprotectoras a partir de
liquenes. La metodologia se bas6 en macerar el liquen con alcohol, para obtener el extracto
alcoholico del liquen, a partir de la cual, se realiz6 el andlisis de antioxidantes, fenoles totales
y la cuantificacién del acido dsnico. Después de desarrollar los andlisis, se realizd la
preparaciéon de la crema fotoprotectora y finalmente se caracterizO organoléptica y
fisicoquimicamente. Finalmente, se determind el factor de proteccién solar (FPS) de la crema
mediante el método de Mansur. Ademads, se logré aislar un s6lido amarillo al cual se analiz6
espectroscopicamente por UV visible y FT-IR. Los resultados obtenidos para el andlisis de la
capacidad antioxidante del liquen Psiloparmelia sp. fue de 2,3 mg Acido Ascérbico/g de
muestra; para el andlisis de fenoles la concentracion fue de 12,6 mg Acido Gélico/g de muestra
y el contenido de 4cido tsnico fue de 3,92 mg Acido Usnico/g de muestra (1,4% respecto a la
muestra) este valor se encontr6 dentro del rango deseado. En el caso del aislamiento del s6lido
amarillo, se propone que es el dcido tsnico por los datos en el UV visible e IR. Para la crema
fotoprotectora, tiene color beige, olor propio a liquenes, bastante homogénea, de pH 6,5, de
textura buena y consistencia suave. El resultado del residuo seco obtenido de la crema fue
21,35%, con un Factor de Proteccion Solar (FPS) de 3% para una concentracion de 1,5% del
extracto del liquen. Se concluye que la crema tiene una proteccion minima ante los rayos UV,
por lo que se recomienda usar mas volumen del extracto del liquen para poder obtener una

mayor fotoproteccion.



INTRODUCCION

La palabra liquen deriva del término griego que significa “costra que sale de la piel”, esta
denominacién hace referencia a la apariencia que presentan los liquenes incrustados sobre
cortezas de los drboles o rocas. Carl Von Linné fue quién acuiié el término liquen y su discipulo
Erik Acharius fue quién clasificé el liquen en 40 géneros. Afios mds tarde y de acuerdo a su
naturaleza, se defini6 a los liquenes como vegetales, resultado de la simbiosis entre un hongo
y una alga fotosintética. La morfologia del talo liquénico estd constituida por filamentos
microscOpicos ramificados también denominados hifas. Se han encontrado més de 700
sustancias liquénicas, donde la concentracién varia entre el 0,15% y el 15%, son insolubles en
agua, pero solubles en alcohol y acetona. Los liquenes que viven en condiciones climdticas
soleadas, son liquenes que producen &cido rizocarpico, dcido pulvinico y dcido dsnico y son
los que se encargan de proteger al aparato fotosintético del liquen ante las radiaciones UV
(Varona, 2019). Ademas, poseen alta concentracion de metabolitos que son almacenados en su
talo y gracias a ello, no sufren invasiones bacterianas. Por lo general. los liquenes crecen en
condiciones extremas, donde estdn expuestos a cambios de temperatura e intensidad de
radiacion luminosa (Toledo et. al,2004). Los liquenes aproximadamente tienen 1050 sustancias
quimicas donde se incluyen a las dépsidas, acidos alifaticos, depsidonas, diterpenos,
nafoquinonas, dibenzofuranos, antraquinonas, Xantonas, dcidos pulvinicos y 4cidos dsnicos.
Los metabolitos del liquen se caracterizan por sus actividades fungicidas, bioldgicas,
citotoxicas, antiiflamatorias, antimicrobianas y antioxidantes. Sin embargo, existen pocas
investigaciones sobre los metabolitos secundarios y las actividades antioxidantes de los
liquenes (Phradhan et.al 2023). Los liquenes representan el 20% de la biodiversidad vegetal y
sus metabolitos se clasifican en 3 clases dependiendo de su via sintética :1) La Via acetato-
polimalonato, 2) Via del 4cido Mevalénico y 3) Via del dcido shikimico.( Alors et.al, 2023).La

psiloparmelia sp. pertenece a la familia Parmeliaceae que es el grupo mds diverso de hongos



liquenizados con aproximadamente 2800 especies (Jacklitsch et. al, 2016). Es un grupo
monofilético y fue clasificado con evidencia molecular (Crespo et.al.2011). Los cientificos
sefialan que se origind durante el Cretacico y después se diversificé durante el cretacico -
Paledgeno. Esta especie se encuentra en todo el mundo y en diversos ecosistemas, pero
especificamente tienen sus centros de diversidad en las zonas templadas de lluvias invernales
y en los tropicos. (Grewe.et al, 2020). Los liquenes parmelioides presentan caracteristicas, tales
como: talos foliosos, superficie inferior con ricinas, son dorsiventrales, presentan apotecios en

la superficie superior y ascosporas hialinas simples y elipsoides. (Canton et.al, 2020)
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1.1.

1. CAPITULO L- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Descripcion del problema
La radiacion solar sobre la superficie terrestre tiene diversos efectos, de manera positiva
nos provee Vitamina D que es fundamental para el desarrollo y buen funcionamiento de
los huesos, también tiene un efecto antidepresivo en los seres humanos. Por otro lado, suele
generar diversas afecciones en la piel, el dafio causado dependera de la duracién de la
exposicion solar. Existen 3 tipos de radiaciones, los rayos UVA que tienen una longitud
de onda comprendida entre 320nm y 400nm y que es la mds perjudicial ya que el 39% de
esta radiacion alcanza la dermis de la piel, los rayos UVB que su longitud de onda abarca
entre 280-320nm, esta radiacion es la encargada de la pigmentacion de la piel generando
un bronceado inmediato, y la radiacion UVC que no tiene mayor incidencia sobre la
superficie terrestre debido a que la capa de ozono absorbe esta radiaciéon. La altitud
respecto a la superficie terrestre condicionard el grado de intensidad de los rayos UV, la
radiacion aumentard en un 20% por cada 1000 metros de altitud (Gonzalez, 2003).
También, segun estudios, los efectos de la radiacion UV genera dafios en el ADN,
inmunosupresion 'y fotoenvejecimiento. Actualmente, la radiacion UVB es un
carcinogénico total. (Lohézic-Le Dévéhat, 2013). Segin estadisticas del Senamhi en la
selva y costa peruana, la radiacion ultravioleta varia entre 8 a 13 puntos y son considerados
radiaciones altas. Por otro lado, en la sierra peruana, los rangos de radiacion UV oscila
entre 9 y 18 y son considerados niveles de riesgo muy alto y extremadamente alto.
(Senamhi,2021). Asimismo, en nuestro pais se ha encontrado variedades de especies
vegetales que viven en condiciones de clima extremos, es por ello, el interés de esta
investigacion de trabajar con liquenes, ya que estas especies soportan los rayos solares y
metabolizan los rayos ultravioletas (Castro, 2016). Los liquenes se han utilizado desde

hace muchos siglos atrds, uno de sus méas destacados usos fue para tratar problemas de la
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piel, heridas, problemas respiratorios y digestivos. (Varol, 2018). Ademads, que una de las
caracteristicas principales que presentan los extractos de los liquenes son las propiedades
antioxidantes, todo ello aporta para que la crema fotoprotectora pueda limitar los efectos
de la luz UV y evitar dafios en la piel. (Castro, Alvarez 2019). Si bien es cierto, durante
los ultimos afios se han utilizado muchos productos quimicos en la preparacion de cremas
fotoprotectoras; sin embargo, existen muy pocos andlisis e investigaciones sobre los
productos que nos proporciona la naturaleza, como el caso de los liquenes, para poder
preparar una crema fotoprotectora. ;A través del andlisis liquenoquimico se podrd obtener
la actividad antioxidante, fendlica y la cuantificacion del dcido dsnico para posteriormente
preparar la crema fotoprotectora?
1.1.2 Pregunta general
(En qué medida el andlisis liquenoquimico (Antioxidantes y fenoles totales) del liquen
Psiloparmelia sp. permitira la actividad fotoprotectora de la crema preparada?
1.1.3Preguntas especificas
e En qué medida de podrda determinar la actividad antioxidante y fenoles por
espectroscopia UV VIS del extracto del liquen?
¢ En qué medida se podrad determinar el contenido de dcido tsnico por espectroscopia
UV VIS?
e /En qué medida se podra preparar y caracterizar la crema fotoprotectora obtenida a

partir de la psiloparmelia sp.?

1.3 Justificacion

Los efectos que ocasionan la larga exposicion solar pueden generar quemaduras solares,
deterioro del ADN y envejecimiento de la piel. Segun el Instituto Nacional de Ciencias de la
Salud Ambiental, la radiacion UV causa efectos carcinogénicos (Radice et al., 2016).

Asimismo, el cancer de piel esta clasificado en 2 clases: los melanomas malignos que tiene alta
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tasa de mortalidad y los cénceres de queratinocitos no melanomas. La radiacion suele ser
filtrada a través de moléculas en la piel conocidas como cromoéforos, las cuales se encuentran
clasificadas como: enddgenas (DNA, &cido urocdnico, melanina, colesterol, pequefios
péptidos) o exdgenos, cuando tienen la capacidad de causar una reaccién, como por ejemplo,
fotosensibilidad o quemadura por la radiacion UV. Los niveles de absorcion de los rayos UVA
y UVB son distintos. E1 70% de la radiacion solar UVB suele ser absorbida a través de la capa
epidermis y la absorcion de la radiacion UV A es a través de la dermis con un nivel de absorcion
entre el 70-80%. (Cabrera et. al, 2006). Ademas, la exposicion a los rayos UV no sélo genera
problemas en la piel, sino también problemas oculares. También, existen algunas limitaciones
en el diagndstico temprano de céncer a la piel ya que las quemaduras solares no son facilmente
detectables (Chavdaa et. al, 2023). A nivel mundial, la incidencia de cancer se incrementa en
la raza caucésica como, por ejemplo, ciudadanos de EE. UU, Europa, Nueva Zelanda, Canada,
Finlandia y Australia (Sung et al, 2021). Segun los reportes del Minsa entre los afios (2014-
2018), se registraron 41 208 casos de cancer de piel, el 65,3% correspondian al sexo femenino
y 34,7% al sexo masculino (Minsa, 2022). Segun estos datos se aprecia que la cifra no se ha
detenido ya que el calentamiento global contribuye a que la radiacion tenga consecuencias muy
dafiinas para el cuerpo humano especialmente para la piel. Es por ello, que el interés del
presente trabajo consiste en investigar sobre nuevas alternativas basadas en especies vegetales
especificamente utilizando el liquen psiloparmelia sp. para la preparacion de una crema
fotoprotectora y de esta manera lograr un 6ptimo resultado contribuyendo al decrecimiento de

cifras por cancer de piel.

1.4 Objetivo general
Realizar el analisis liquenoquimico. (Antioxidantes y fenoles totales) del liquen Psiloparmelia

sp. y la preparacién de una crema fotoprotectora.
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1.5 Objetivos especificos
e Analizar la actividad antioxidante y fenoles totales del extracto del liquen mediante

espectroscopia UV-VIS.

e Analizar el 4cido tsnico mediante la técnica espectroscépica UV-VIS.

e Preparar y caracterizar la crema fotoprotectora obtenida a partir del extracto de la
psiloparmelia sp.
1.6 Planteamiento de la hipétesis general
El andlisis liquenoquimico (Antioxidantes y fenoles totales) del liquen Psiloparmelia sp.

permitird obtener la crema y determinar su actividad fotoprotectora.

1.7 Planteamiento de las hipétesis especificas
e FEl andlisis de la actividad antioxidante y fenoles totales se podrd determinar por
espectroscopia UV VIS.
o El analisis del contenido del 4cido usnico se podrd determinar por espectroscopia UV
VIS.
e A partir del extracto de la Psiloparmelia sp. se podrd preparar y caracterizar la crema

fotoprotectora.

1.8 Contribucién e impacto
De acuerdo al trabajo reportado por (Legouin et.al,2017), los extractos evaluados demostraron
tener una gran actividad eliminadora de radicales para poder bloquear los rayos UVA 'y UVB
comprobdndose la eficacia del 4cido dsnico para ser utilizado en la preparacion de una crema
fotoprotectora. Como andlisis personal y en cuanto a los estudios revisados, se deduce que
dentro de algunos afios la investigacion con liquenes para la preparacién de una crema
fotoprotectora va a generar un gran impacto a nivel de la industria farmacéutica contribuyendo

de manera positiva en la poblacion en general reduciendo progresivamente el porcentaje de
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cancer de piel.

1.9 Limitaciones de estudio

Las limitaciones del presente estudio fueron la falta de solventes, se utilizaron reactivos
reciclados. Por ejemplo, en el caso de la cuantificacion del dcido tsnico se utiliz6 el cloroformo
reciclado, sin embargo, esta limitaciéon no tuvo relevancia alguna, ya que el resultado se
encontré dentro del rango establecido en la literatura. Asimismo, también otra limitacion fue
la falta de equipos, por ejemplo, no se utiliz6 el equipo por HPLC para poder realizar el andlisis

metabolémico.
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2. CAPITULO II.- ANTECEDENTES DEL PROBLEMA DE ESTUDIO

La principal causa de las enfermedades de la piel es por la radiacién ultravioleta, es por ello
que siempre se recomienda el uso de protectores solares, los métodos generalmente de
evaluacion son respecto a la radiacion UVA, la resistencia al agua y el factor de proteccion
solar (FPS). Segun estudios, los rayos UV contienen la longitud de onda més corta (10 a 400
nm), a esta radiacion se le considera como la més daiiina, ya que tiene la mayor energia. Los
rayos UV se dividen a su vez en tres subtipos: rayos ultravioletas A (UVA), rayos ultravioleta
B (UVB) y rayos ultravioleta C (UVC). La radiacién UVA, tiene una longitud de onda de 320
a 400 nm, debido a su baja energia genera menor dafo. La radiaciéon UVB, comprende una
longitud de onda intermedia de 290-320 nm, y UVC tiene la energia més alta y la mas baja
(100-280 nm) y es la que genera mayores dafios. (Chavda, 2023)

Los efectos de la sobreexposicion a la luz solar en la piel ocasionan fotoenvejecimiento, estrés
oxidativo y carcinogénesis cutdnea. La luz UV que llega a la superficie terrestre es absorbida,
reflejada o dispersada sobre la piel. Es por ello, que el uso de polifenoles es una de las clases
de compuestos mds eficientes para mitigar esta problemaética. (Oliveira & Miliani, 2023)
Marin & Del pozo, muestran las consecuencias del sol en la piel que no estd protegida segin
los tipos de fototipos cutdneos, por ejemplo, en el caso del fototipo I son personas de piel muy
clara, en este caso la accidn del sol sobre la piel es intensa, las personas presentan quemaduras
solares y la piel se descama con facilidad. En el caso del fototipo II son personas de piel clara,
que ante la exposicion solar se queman con facilidad. Los que estdn dentro de la clasificacion
del fototipo III, son las razas caucdsicas(europeos) y se suelen quemar moderadamente. Los de
fototipo IV, son individuos de piel morena, ante una exposiciéon solar, son afectados
minimamente. Los de fototipo V son individuos de piel amarronada, estas personas raramente
se queman y por ultimo se encuentran las personas de raza negra, los que se encuentran dentro

de este fototipo nunca se queman. (Marin & Del poz0,2005)
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La radiacion més perjudicial es la UVA y tiene efectos muy nocivos, por ello, se recomienda
el uso de protectores solares. Estos poseen el FPS que es el nimero que nos indica la capacidad
de defensa de la piel contra el enrojecimiento o eritema ocasionado por los rayos UV, es decir,
al efecto protector frente a la radiacion; también es necesario que los protectores solares sean
resistentes al agua. Se logra la impermeabilidad utilizando polimeros filmogenos, excipientes
lipéfilos y siliconas en las formulaciones. Es por ello, que Batlle recomienda el uso de
protectores solares inclusive en un dia nublado ya que las nubes retienen solo el 10% de la
radiacion ultravioleta. La funcidn principal de estos filtros solares es la de dispersar, reflejar y
absorber parte de la radiacion solar, existen dos filtros: los fisicos (son pigmentos minerales
como, por ejemplo, el diéxido de titanio, la mica y el 6xido de zinc, estas particulas poseen
tamafios de 10-50nm) y los quimicos (son compuestos organicos aromaticos que absorben los
rayos UV) (Batlle, 2005)

Garrote &Bonel nos muestran la clasificacion de las cremas fotoprotectoras, nos indican que
un FPS de proteccion baja estd en el rango de 3-10, una proteccion media tiene un FPS (15-
25), una proteccion alta esta en el rango de 30-50 y un protector solar con FPS mayor a 50
indica que la proteccion es muy alta. (Garrote &Bonel, 2008)

El cancer de piel se encuentra catalogado como una de las enfermedades mds frecuentes en el
mundo, segun estadisticas en algunos paises ocupa el primer lugar. Cabe resaltar, que durante
las ultimas décadas se ha tenido mayor incidencia. Segun estudios, la radiacion ultravioleta es
la principal causa de los riesgos medioambientales. (Castafieda & Eljure, 2016)

La eficacia de los liquenes en el cancer de piel es alta, Thakur y sus colaboradores realizaron
estudios con células de cancer de piel, las células cancerosas fueron: UACC-62, FemX y HTB-
140 (Hs 294T), en donde se demostr6 la eficacia de los compuestos bioactivos a través de la
apoptosis y dafio al ADN de las células cancerosas. Los liquenes estudiados fueron: Parmelia

arseneana, Cetraria isldndica, Pseudoevernia furfurdceas. En donde en el caso del liquen
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Pseudoevernia furfurdceas aumento la citotoxicidad al realizar el extracto con acetona, y en el
caso de Cetraria isldndica y Parmelia arseneana, aumento la citotoxicidad con el metanol.
También se realizaron estudios en la linea celular HTB-140 en donde se pudo comprobar un
avance significativo por la atranorina y el 4cido dsnico, que son compuestos que se encuentran
en el liquen. Asimismo, se encontrd que los otros dos derivados de los liquenes que tienen alto
alcance anticancerigeno es la esfaeroforina y la pannarina. (Thakur et al, 2023)

Por otro lado, los liquenes tienen amplia difusién y se encuentran en diversos tipos de climas,
desde la region drtica hasta la region antdrtica, por ejemplo, en las altas montafias, en los
desiertos o incluso en regiones cerca a los polos donde la temperatura es extremadamente baja.
El crecimiento de los liquenes se encuentra sobre cortezas, rocas, suelos, hojas de drboles, entre
otros. (Castro, 2016)

Asimismo, se hizo un estudio fitoquimico del liquen Thamnolia vermicularis donde se
realizaron extracciones por maceracion mediante el reactivo acetona, para separar los diversos
componentes del extracto previamente macerado se utilizaron solventes de distintas
polaridades. Se utilizaron técnicas cromatogréficas y recristalizaciones, y se usé espectroscopia
infrarroja (IR). Los dos compuestos liquénicos encontrados fueron: el compuesto D (dcido
Thamndlico) y el compuesto H (4dcido descarboxithamndlico) (Castro,2010).

Castro y sus colaboradores en el afo 2016, realizaron una investigacion del liquen Everniopsis
trulla con quitosano obtenido a partir de calamar y de las industrias pesqueras para la
preparacion de una crema fotoprotectora. Se recolectd la muestra en el departamento de Ancash
para luego realizar diversos andlisis: determinacion de fenoles, la actividad antioxidante, el
aislamiento del 4cido usnico; la obtencién, despolimerizacion y luego preparacion de
nanoparticulas del quitosano, para finalmente obtener la crema fotoprotectora. Se procedi6 a
determinar el factor de proteccion solar y la caracterizacion completa de la crema

comprobdndose el efecto antiinflamatorio y la accion regeneradora de la piel validando de esta
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manera que es apta para ser usada como crema fotoprotectora. (Castro et al, 2016)

En el afio 2015 se realizé un estudio de los metabolitos secundarios del extracto del talo y
corteza del liquen H. physodes thalli, donde las muestras de liquenes y cortezas fueron
congeladas y después liofilizadas. Se utiliz6 50mg de la muestra y se procedi a extraer por
triplicado los metabolitos secundarios con 2mL de metanol durante 30min. Después la muestra
se centrifugd durante 10min. El sobrenadante se recogié y evapord bajo una corriente de
nitrégeno y finalmente se almacend a 20°C para realizar el analisis. El analisis se desarrollé
mediante espectrometria de masas en Tandem (UPLC-MS/MS) y cromatografia liquida de ultra
rendimiento (UPLC).Los espectros fueron medidos en el rango de 200nm-700nm , también se
obtuvo los tiempos de retencion de 1,4min, 3,7min, 9,6min y 10,8 min a través del anélisis de
cromatografia de capa delgada .Para lograr la deteccion de MS, el modo de barrido para obtener
los espectros de iones fluctud entre 125 y 520 m/z, para este andlisis se utiliz6 el software
MassLynx V 4.1 (Waters). Se encontraron a los siguientes metabolitos secundarios: acido
protocetrarico,3- hidroxifisédico, fisodélico, atranorina, cloroatranorina. (Latkowska et. al,
2015)

Las nanoparticulas de quitosano son utilizadas en actividades terapéuticas debido a sus
propiedades de mucoadhesidon, permeacion, biodegradabilidad y biocompatibilidad. El
quitosano se obtiene a partir de caparazones de crustaceos, como, por ejemplo: el cangrejo y el
camaron, tienen un porcentaje entre el 20 %-30% de quitina. La aplicacion del quitosano esta
limitada en varios sectores debido a que es insoluble en agua y algunos disolventes orgénicos.
Es muy utilizado en el campo farmacéutico y biomédico. (Harugade et.al,2023)

De igual importancia, segun investigaciones recientes la lignina ha sido de gran interés para la
aplicacion en cremas fotoprotectoras por su disponibilidad de grupos cromoforos, las
estructuras quinoides fendlicas conjugadas, cetonas y enlaces de hidrégeno intramoleculares,

debido a este motivo son buenos absorbentes de la radiaciéon UV, ademds que tiene efectos
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antibacteriales y antioxidantes. Debido a estas caracteristicas beneficiosas la lignina estd
generando popularidad en los protectores solares y cosméticos antienvejecimiento. (Ariyanta
et. al ,2023)

Se realiz6 un estudio de liquenes y drboles de boldo para comparar la efectividad en la radiacion
UVB vy los resultados se compararon con la crema fotoprotectora Nivea Sun Spray, para ello
se utiliz6 el octilmetoxicinamato y el 4-tert-butyl-4 metoxidibenzoilmetano como filtros de luz
ultravioleta, estos son usados en protectores solares junto con otras sustancias fotoprotectoras
que ayudan a dispersar o absorber la luz UV. El andlisis se realizé mediante la técnica
espectroscopica UV-VIS, donde se comprobd que el liquen tuvo un mejor filtro UVB. Se
realizd el cultivo de células con 10% de suero fetal de ternera (FCS), 100mg/mL
estreptomicina, penicilina y nistatina, las células fueron incubadas a 37°C con 100%humedad
y 5% de CO, la supervivencia celular se demostr6 con azul tripan, para realizar el recuento
celular se utiliz6 un microscopio de contraste (Olympus T041). Se pudo comprobar la
supervivencia celular al irradiar los rayos UVB en donde se pudo notar un 50% de
supervivencia celular en el dia y 90% sobrevivencia en la oscuridad. Segun este estudio se
sugiere que estas sustancias naturales son muy utiles y efectivas para la proteccion solar ya que
absorben la luz ultravioleta. (Rancan et. al, 2002)

En el ano 2017, se aislé 3 compuestos del liquen Vulpicida Pinastri. Se realiz6 un analisis a
partir del liquen donde se identificé los principales metabolitos secundarios. El 4cido vulpinico,
dcido pindstrico y el 4cido tsnico fueron los agentes importantes para poder bloquear los rayos
UVA y UVB. Se realiz6 el andlisis con 5,2 g del liquen en polvo, se separaron los 3 compuestos
mediante cromatografias sucesivas y se identifico mediante los espectros RMN donde se pudo
identificar la presencia del grupo metilo. Por otro lado, la identificacion del dcido dsnico fue
realizado mediante RMN y HPLC. La eficacia fotoprotectora fue evaluado a través de indices

fotoprotectores PF-UV A, SPF, longitud de onda critica, indice de uniformidad espectral (SUI)
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y perfil espectral ideal (ISP). El resultado del acido vulpinico tuvo un SUI de 7,6, un valor de
ISP de 19% y un valor de PF-UVA 3,9, estos resultados nos indica que bloquea los rayos UVA,
los indices del 4cido pindstrico (PF- UVA 1,8, A=386nm, ISP=61%, SUI=1,9) y 4cido tsnico
(PF-UVA =1,8, A=364nm ISP=53%, SUI=1.,8), estos resultados nos muestran que los 3
compuestos analizados presentan actividades fotoprotectoras. Se encontré ademds un valor de
3,9 de fotoproteccion de dcido usnico confirmando la caracteristica tipica del liquen de ser
resistente a condiciones climadticas extremas. El 4dcido usnico fue el bloqueador mas apropiado
para los rayos UVB, mientras que el dcido vulpinico lo fue para los rayos UVA. (Legouin et.al,
2017)

El 4cido tusnico se encuentra presente en liquenes epifitos y terrestres, es de color amarillo
intenso y pertenece al género Usnea, su funcion principal es la proteccion del fotobionte contra
la radiaciéon ademds presenta distintos beneficios, es antiinflamatoria ,antiviral, antipirética,
antiproliferativa .Otro estudio llevado a cabo sobre el acido usnico fue en Finlandia , se estudid
el liquen Cladonia Stellaris .Se recolectaron muestras en distintas latitudes y se desarrollo
métodos para cuantificar los dos enantiomeros del acido usnico. Los andlisis se desarrollaron
mediante Espectrometria de Masas (MS) y Cromatografia Liquida de alta resolucién (HPLC)
con deteccion UV, también mediante cromatografia de gases con ionizaciéon de llama (GC-
FID), segun estos andlisis se encontro acido (-) usnico y 4cido perlatélico en el liquen. También
se encontrd que las concentraciones de este ultimo son inferiores y es clasificado como un
dépsido. Para este andlisis se recogieron 15 muestras en 13 lugares de muestreo, después se
secaron en una estufa durante 24 horas, se dejaron reposar en acetona, los extractos obtenidos
se juntaron para proceder a realizar el andlisis. Para la determinacion de los enantiomeros del
dcido dsnico se transfirié ImL a un vial de vidrio y la solucién se evaporé hasta sequedad con
gas de nitrégeno a 50 °C. En el anélisis por HPLC el eluyente estuvo compuesto con 0,5% de

acido acético en metanol y 0,5% de 4cido acético en agua, la columna se mantuvo a una
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temperatura de 20°C. Respecto, al andlisis cuantitativo del dcido usnico, se desarrollé con 460g
de ftalato de dietilhexilo, para ello, se afiadi6 0,5mL del extracto de acetona, se analizo
utilizando GC-FID (Perkin Elmer). Mediante los andlisis realizados se comprob6 que ambos
enantiomeros del dcido usnico estaban presentes, la concentracion del acido usnico fue del 13%
y del acido perlactdlico del 6%. Cabe sefialar, que la concentracion de la muestra, la pureza y
la temperatura fueron fundamentales para llevar a cabo el analisis por cromatografia. Segin los
andlisis realizados se pudo comprobar que las distintas latitudes de las 13 muestras recolectadas
no tuvieron influencia alguna en las concentraciones del 4cido tsnico y del acido perlatdlico.
Ademas, los compuestos que se identificaron fueron: éster metilico del 4cido olivetorico,
difenilmetanol, depsidones, acido psorémico y S-pentilresorcinol, asi como también otros
compuestos de tipo 4dcido olivetorico. (Smeds et. al, 2010)

Otro método eficaz para también preparar una crema fotoprotectora es a través de plantas.
Quintero y sus colaboradores realizaron en Colombia una investigacion con las plantas Sloanea
medusula y S. calva, se sabe que el género Sloanea tiene compuestos importantes como
polifenoles con propiedades antimicrobianas y antioxidantes que son fundamentales para el
cuidado de la piel, es usado también para la proteccion de la piel ante la radiacién UV y para
el tratamiento ocasionado por hongos como, por ejemplo, la Candidiasis. Este estudio tuvo
como finalidad determinar la actividad de proteccion solar (FPS) y la actividad antioxidante
mediante el ensayo DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) y el método Mansur. Los extractos
fueron analizados usando HPLC-MS ,mediante este andlisis se pudo identificar 8 compuestos
en total: éster 4-hidroxi-3,5-di-tbutilbencilico del &cido glicélico, a-sorinina, geraniina,
granatina B correspondientes al extracto S.Medusula y éster 4-hidroxi-3,5-di-tbutilbencilico
del 4cido glicolico, acido uralénico, acido glicirretinico, triacetato de dacido asiatico
correspondiente al extracto S. Calva, el extracto S.Medusula demostré tener una gran actividad

eliminadora de radicales (42%) y el extracto S.Calva tuvo una actividad mayor (44,7%), a su
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vez se identificaron compuestos polifendlicos y triterpenoides contrastando asi su eficacia para
la preparacion de cremas fotoprotectoras. Los valores de FPS fluctuaron entre 0,25 mg/mL -
0,75mg/mL, los dos extractos evaluados presentan una alta proteccion contra los rayos UV, se
obtuvo un (FPS 32,5) para la S. Medusula y un (FPS 35,4) para la S. Calva. Para determinar el
potencial de proteccion de ambos extractos se realizd la transmision de pigmentacion,
transmision de eritema y los valores de la relacion UVA/UVB. En cuanto a las propiedades
organolépticas de los geles, ambos tuvieron densidades homogéneas (sin grumos), el gel
S.Medusula mostr6 un color terracota, el gel S.Calva mostr6 un color ocre. Segun este estudio,
se concluyd que los extractos tuvieron efectos antioxidantes y los geles tuvieron altos valores
de FPS. (Quintero et. al, 2023).

Medina y sus colaboradores evaluaron la actividad antioxidante y fendlica de 4 liquenes:
Cladonia aff. rappii, Cora aff. glabrata, Peltigera laciniata y Thamnolia vermicularis, los
extractos fueron preparados con alcohol y diclorometano. El anélisis fue determinado
utilizando el método radical DPPH y 4cido ascorbico. Por otro lado, los fenoles se analizaron
mediante el método Folin-Ciocalteu con acido gdlico. Se encontré la mayor actividad
antioxidante en el extracto etandlico de Peltigera laciniata (2,28 ml/mg) y el valor mas bajo en
el liquen Cora aff. glabrata (0,30 ml/mg) macerado previamente con diclorometano. En
relacion al andlisis de fenoles se obtuvo una mayor concentracién para el liquen Peltigera
laciniata y el valor mas bajo fue para el liquen Cora aff. Glabrata.(Medina et.al, 2014)

En relacién con la investigacion mencionada anteriormente, se realizé el andlisis de la actividad
antioxidante de liquenes extraidos de una cuenca alta en Bogotad-Colombia, se seleccionaron
las especies Everniastrum columbiense, Flavopunctelia flaventor, Parmotrema simulans,
Ramalina celastri, Teloschistes exilis y Usnea sp. recolectadas del margen del rio Bogota. Se
realizé el experimento con el reactivo DPPH, donde se utilizaron concentraciones de 250, 125,

25, 2,5 y 0,25ppm. De acuerdo a este andlisis el liquen Ramalina Celastri mostré la mayor
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actividad antioxidante con un porcentaje de 67,3% a una concentraciéon de 25ppm, caso
contrario ocurrio con el liquen T.exilis macerado con etanol ,en este andlisis se obtuvo una
menor capacidad antioxidante (26.2%) para la misma concentracion (25ppm).

Con respecto al género Usnea sp., en el afio 2020 se realiz6 el andlisis antioxidante y fendlico
del liquen, para ello, se recolectd la muestra, seguidamente se lavé con agua destilada y se seco
a 50°C durante 24h. Posteriormente se trituré en un molino de cuchillas Polimix PX-MFC 9D,
y se tamiz6 por 15 minutos para obtener particulas inferiores a 40um, para la extraccion se
utiliz6 metanol y diclorometano. Para la determinacion de fenoles se preparé 100mL de
solucion patron de 4cido galico a una concentracion de 200mg/L, para obtener la curva de
calibracion se prepararon 6 diluciones de 0, 2,4,6,8,10 mg /L preparadas a partir de la solucion
patron. Se afadié ImL de Na2COs IN y 250uL del reactivo Folin Ciocalteau. En cuanto a la
actividad antioxidante se determin a través del DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) 0,ImM en
metanol. Se prepar6 una curva de calibracion con 4cido ascorbico como solucién patrén con
concentraciones de 1,2,3,4,5mg/L. Las muestras de los extractos liquénicos y la solucion patron
reaccionaron por lh en la oscuridad y finalmente se midieron las absorbancias a 517nm. Esta
investigacion evidencié que el contenido de fenoles totales fluctué entre 43,12 a 48,74 mg
AG/g y en el caso de la actividad antioxidante de obtuvo concentraciones de 19,90 umol AA/g
y 48,17umol AA/g. (Cometa et.al, 2020)

Asimismo, se realiz6 un estudio de liquenes del género Cetraria, donde se estudiaron 5
especies:  Cetraria  cucullata (Bell.) Ach, Cetraria  commixta (Nyl.), Cetraria
ericetorum (Opiz), Cetraria crespoae (Barreno & Vazquez) y Cetraria nivalis (L.) Ach. Los
extractos se prepararon por maceracion en metanol por 24 horas. Para la actividad antioxidante
se utiliz6 DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) y el contenido total de fenoles fue realizado
mediante el ensayo de Folin-Ciocalteau. Se obtuvieron valores del contenido de compuestos

fendlicos desde 39,3g 4cido galico/mg para el liquen C.Cucullata hasta 43.3g 4cido galico/mg
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para el caso de la especie C. crespoae. En relacion a la actividad antioxidante, la especie C.
ericetorum tuvo un mayor valor (3,6 mol equivalentes/mg extracto seco) (Vanaclocha, 2020).
Por otro lado, se desarrollaron analisis del Factor de Protecciéon Solar del liquen Lichina
pygmaea y del alga marina Porphyra leucosticta obteniendo porcentajes de 4.1% y 2.9%
respectivamente para la proteccion de la piel ante la radiacion solar (UVA y UVB) (Figueroa
et.al, 2009). Igualmente, se realizo el andlisis de la capacidad antioxidante y el contenido de
fenoles totales de los liquenes L. Pallida y S.Strictum donde se obtuvieron concentraciones de
0.019 mg AA/g y 0.042 mg AA/g respectivamente para cada liquen. En el caso del contenido
de fenoles totales las concentraciones fueron mayores, se obtuvieron valores de 43.41 mg AA/g

y 54.66 mg AA/g respectivamente para los liquenes L. Pallida 'y S.Strictum. (Franco, 2011)
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3. CAPITULO IIL.-MARCO TEORICO
3.1. Radiacion Ultravioleta

El sol emite un gran espectro de la radiacion electromagnética siendo el 2/3 de esta radiacion
que llega a la superficie terrestre, donde incluye la radiacion ultravioleta UVA, UVB y UVC
que estan en el rango de 290nm - 400nm, la radiacion visible(400nm-780nm) y una parte de la
radiacion infrarroja (780nm -3000nm). Todos los efectos negativos y positivos del sol sobre la
piel son causados por la radiacion ultravioleta. La radiaciéon mds dafina es la UVC, pero es
retenida por la capa de ozono, la radiacion UVB es absorbida a nivel de la epidermis y la
radiacién UVA tiene un nivel de absorcion mas profunda, ya que la accidn es en la dermis. A
nivel de la piel los efectos de radiacion son en un 80% para el caso de la radiacion UVB y 20%
para la radiacion UVA. Por otro lado, en el espectro de la radiacion Ultravioleta, la radiacion
UVB representa solo el 5% y la radiacion UV A representa el 95%. Otros importantes factores
que influyen en la radiacién son: la hora del dia (la radiacién es mayor entre las 11am y las
3pm) y la altitud (la radiacion aumenta con la altitud), latitud y estacion del afio. Asimismo, la
capa de ozono, la nubosidad, humedad y la contaminacién atmosférica disminuyen la cantidad
de radiacidn sobre la superficie terrestre. Ademds, la radiacion también es transmitida segin la
naturaleza del suelo, ya sea como radiacién difusa o reflejada (agua 5% y arena 20%) (Cravo

et.al ,2008)

LuzVishal

Figura 1.-Capacidad de penetracion de los rayos solares a nivel de la piel.

Fuente:( Cravo et.al ,2008)
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3.2.  Elsoly los filtros solares

El sol tiene radiaciones electromagnéticas y se caracterizan por su longitud de onda y
frecuencia. Presenta un rango amplio de espectro electromagnético. De todo el espectro, la
radiacion ultravioleta, los infrarrojos y la luz visible alcanzan la superficie terrestre, en la
proporcion 10, 40 y 50%. La exposicion de los rayos induce a la alteracion del ADN de
queratinocitos y melanocitos, por otro lado, las personas poseen una proteccion natural contra
los rayos UV de los trastornos cutdneos. La proteccion natural que destaca a nivel epidérmico
son: dcido urocénico, el ADN, ARN y la melanina. A nivel dérmico, destacan el betacaroteno
de la grasa, la bilirrubina tisular y la hemoglobina sanguinea. Asimismo, la proteccion que
tenemos sobre la piel como el manto graso, los pelos, los queratinocitos situados en la capa
cornea logran desviar el 5% de la radiacion que es absorbida a través de nuestra piel. Cabe
resaltar, que la melanina es el factor endégeno mas importante de proteccion en nuestra dermis.
Los filtros solares son aplicados sobre la piel con el objetivo de poder mitigar las nocivas
consecuencias de la radiacion UV. Las sustancias mds usadas para los filtros contra los rayos
UVB son: salicilatos, PABA, Acido cindmico, alcanflor y bencimidazoles y para los rayos
UVA son: Antranilatos, Dibenzoilmetanos, Benzofenonas. Los filtros quimicos logran
absorber los fotones irradiados transformando la estructura de las moléculas. (Mota et al.,2003)
3.3. La Piel:

La piel es el 6rgano més grande y se encuentra constituida por 3 capas: epidermis, dermis y la

hipodermis o tejido subcutineo.
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3.3.1. Epidermis:

Epidermis—[

Hipodermis

—

Figura 2.- Capas de la piel

Abarca la parte mds externa de la piel. Mide 0.04-1.5mm. y es el 5% del espesor de la

piel. Esta constituida principalmente por queratinocitos. Se encuentra conformada por

capas o estratos, de profundidad a superficie se encuentran clasificadas de la siguiente

manera:

3.3.1.1. Capa basal: Estd conformada por s6lo una hilera de células, en esta capa es

donde se producen los queratinocitos.

3.3.1.2. Capa espinosa: Estd formada a través de varias hileras de células.

3.3.1.3. Capa granulosa: Estd formada mas de una hilera de células, cada vez mas

aplanadas. En esta capa las células producen queratina y sobre todo proteina

que es la esencial estructura de la epidermis.

3.3.1.4. Capa cérnea: Viene a ser la capa mas exterior, estad conformada por células

muertas, apiladas y aplanadas. Las células que se encuentran sobre esta capa,

se suelen desprender por lo general con facilidad.

3.3.1.5. Estrato licido: Estd formada por una sola capa de células transparentes y

homogéneas. Por lo general solo se ve en la piel gruesa de las palmas.
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3.4. Analisis Fitoquimico:

&

W

EPIDERMIS:

Do s em

Capa comea
Capa Lucida
Capa granulosa
Capa espinosa
Capa basal
Membrana basal

Figura 3.- Capas de la epidermis

El andlisis fitoquimico se puede orientar desde distintos puntos de vista y de acuerdo a las

literaturas reportadas de diversas investigaciones. En la siguiente tabla se detallan las técnicas

generales para realizar un anélisis fitoquimico.

Tabla 1.- Técnicas generales para un Andlisis Fitoquimico

L De extraccién: En soxlhets. Maceracitn, Percolacidn, Amastre de vapor.

Fluida supercritico,

I De scparacifn y purificacion:

Cromatografie de Papel,
CP

Cromatografia de capa
delgada, CCD

Cromatograffa liquida-
liquids,
{de columni: CC)

Cromatogralia en
coniracorriente,

ccc

Cromatografia gas-1{
quida, OGL

Eleciroforesis

I De determinacidn estructural

Espectrométricas:

Ascendente CPA
Descendente CPD»
Circular CPC
Preparaliva CPp
Analltica CCh
Preparaliva CCDP
Bidimensicnal CCDB
Adsorcidn

Particidn

Exclusidn

Flash

Al vacio

Intercambio idnico
Alla Performance, HPLC
A la gota (DCCC)

Alia velpeidad
(HSOCC)

Ultravieleta-Vishle, UV.Vig

Infrarrajo, IR
Resonancia magnétiea muclear
de protdn y de carbomo-13;  RMN-1H

RMN-13C

De masas, EM

Rayos X
Reacciones de coloracidn y de precipitacién
Propiedades fizicas i

Fuente: Olga Lock(1994)
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3.5. Quitosano:

El quitosano es utilizado en la industria cosmética, en sistemas de administracion de
medicamentos y también como quelante. Tiene propiedades de antienvejecimiento,
antiinflamatorio y antioxidante, debido a eso tiene la capacidad de absorber la radiacion
ultravioleta por lo que puede usarse como protectores solares. Segun investigaciones, se ha
observado una gran actividad hidratante en pruebas de quitosano previamente preparadas por
degradacion oxidativa con H202, de acuerdo al grado de acetilacion y el peso molecular de
quitosano. Asimismo, se han desarrollado mascarilla de belleza antienvejecimiento donde se
utilizé nanofibrillas de quitina, metaloproteinasa y lignina, estos componentes adicionales al
quitosano mejorarian las propiedades sin modificarlas. El grado de acetilacion del quitosano
puede ser modificado mediante el proceso de reacetilacion de tal manera que proporcione una
distribuciéon mds homogénea del grupo acetilo dando lugar a un polimero con propiedades
distintas. Ademads, se pueden incorporar distintos compuestos en las formulaciones de tal
manera que retrase el envejecimiento cutdneo, entre estos compuestos se puede incluir
ingredientes herbales, proteinas, minerales, vitaminas, miel y coenzima. En los ultimos tiempos
se ha tenido una gran proclividad para utilizar compuestos bioactivos de recursos naturales
como verduras, frutas, productos naturales ya que contienen polifenoles que eliminan radicales
libres. Estos compuestos son utilizados vastamente para restaurar la piel y poder reducir las
sefales de envejecimiento

3.6. Compuestos fenoélicos:

Las plantas tienen la capacidad de sintetizar una vasta diversidad de productos secundarios,
donde en su estructura se incluye un grupo fenol. Estas sustancias también son denominadas
compuestos fendlicos, fenilpropanoides o polifenoles, todos estos compuestos derivan del
fenol, que es un anillo aromético con un grupo hidroxilo. Estos compuestos tienen un amplio

grupo que abarca desde sencillas moléculas como por ejemplo los dcidos fendlicos hasta
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moléculas mds complejas como la lignina y taninos condensados. Asimismo, las especies
vegetales logran biosintetizar mds de 8000 compuestos polifendlicos y fendlicos y su rasgo
mas importante es su actividad antioxidante. El grupo de compuestos fendlicos esté clasificado
como el més abundante de los metabolitos secundarios, se biosintetizan en las plantas por la
ruta del 4cido shikimico y acetato-malonato. Por la primera ruta mencionada, se producen
acidos aromdticos como por ejemplo el dcido corismico, quinico , galico, prefénico. Asimismo,
del acido cindmico se pueden obtener grupos como las cumarinas, flavonoles, chalconas,
lignanos, flavanonas y ligninas. Por otro lado, por medio de la ruta acetato-malonato, se
obtienen fenoles simples como, por ejemplo, el dcido 6-metilsalicilico y otros derivados donde
se incluyen al 4cido orsellinico y derivados. Segun reportes, los polifenoles tienen actividades
bioldgicas, antimicrobiana, anticdncer y antioxidantes.

3.7. Los Liquenes:

Los liquenes son organismos que producen sustancias que son bioactivas, su amplia gama de
compuestos bioactivos hace que sean usados terapéuticamente en la industria de la cosmética.
Los metabolitos secundarios que se encuentran presentes son: sustancias alifaticas, terpenoides,
cicloalifdticas y aromadticas, ademds tienen importantes efectos antivirales, antiinflamatorios,
analgésicos, antipiréticos, antibacterianos, citotoxicos y antiproliferativos. Ademds, son
organismos mutualistas que producen sustancias bioactivas. (Takhur et al.,2023).

Otra parte importante que forma parte de los liquenes son los sustratos, ofrecen soporte y en
algunas especies aportan nutrientes. Por lo general los sustratos son arboles, rocas, suelo,

madera, entre otros. (Avila et.al ,2023)
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3.7.1. El talo (cuerpo del liquen):

Est4 conformado por el ficobionte y un conjunto de hifas, proporcionando de esta manera una
gran diversidad de formas. De acuerdo a su estructura, se conoce dos tipos de talos, el talo
homémero que no forman una estructura definida y los talos heterémeros, donde hay partes
conformadas por el micobionte y otras con ambos, ficobionte y micobionte.Ademds suelen

presentar estructuras bien diferenciadas como cortex y ricinas. (Izquierdo, 2015)

El cortex es un conjunto de hifas compactadas y
agrupadas. Algunos de ellos contienen atranorina, Cortex

que es un protector de la radiacién UV. Capa algal [

Hifas flngicas
La médula es la parte de liquen heterémero, no

. Médula
contiene algas.

Las ricinas estan conformadas por hifas que ayudan
a acoplarse al liquen en un tronco de un drbol y una | Rizines
roca.

Figura 4.- Talo heterémero. (Izquierdo,2015)

Cértex superior
Y X ) = Capade algas
Liquen P~ ._(:'t‘f‘i"" » % T Hifas (hongo)

}-b Cortex inferior

)_. Rizinas o proyecciones
de sujeccion

Sustrato

Figura 5.-Estructura del talo liquénico (Avila et.al,2023)
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MORFOLOGIA DE LOS
LIQUENES

Se clasifican mediante las formas de
crecimiento, el tamafio v la forma del talo.

/ Liquenes Foliosos: El \ / \ /Liquenes CI'IISﬁCBﬂ:\

talo se asemeja mucho a Liquenes Fructiculosos: Tienen Se encuentran
una hoja. Por lo general, un aspecto peculiar, en forma de fuertemente vnidos a
se encuentran unidos a la arbusto. Se encuentran unidos a las rocas o corteza por
superficie de rocas o las rocas, suelos o arboles por medio de la médula.
arboles por medio de las s6lo un punto de unién con el Eym: Multipuncta,
nizinas. Eym:Parmelia, sustrato. Tienen varias Caloplaca,
Parmotrema, ramificaciones, el talo crece en Peartusaria, Lepraria,
Leptogium, Cefraria entre las ramas v algunas especies de Rinzoplaca, Placopsis
liquenes pueden crecer hasta 2
metros de longitud.
Ejm: Alectoria, Rocella, Cetraria,
Usnea, Evernia, Brvoria

Elaboracién propia. Fuente: Castro (2016) y Avila (2023)

Figura 6.-Diferentes morfotipos tipicos del talo liquénico.

De izquierda a derecha se muestra el biotipo crustdceo, fruticuloso y folioso. (Izquierdo, 2015)

3.7.2. Liquenometria:
Es una técnica que biodata fenémenos geoldgicos, se basa en la tasa y velocidad del crecimiento

de los liquenes. El liquen debe de cumplir algunos requisitos indispensables para poder utilizar

este analisis:
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e Se debe de tener ficil reconocimiento en campo.

e FElliquen debe tener la capacidad de crecimiento en distintas superficies.

e Los mérgenes talinos deben estar bien definidos.

e Conocer tasas de crecimiento y longevidad con lo que se quiere datar.

e Conocer la tasa de crecimiento del liquen elegido en un determinado territorio.
Para realizar este andlisis se debe de conocer la tasa de crecimiento de los liquenes y una de las
limitaciones de este andlisis es el talo liquénico ya que muchas veces la coalescencia de
diferentes talos termina por figurar como unico (Terron, 2016)
3.7.3. Sustancias Liquénicas:
Se han detallado mas de 700 metabolitos en los liquenes denominados sustancias liquénicas, y
son los siguientes: dcidos débiles con anillos fendlicos, dcidos grasos alifdticos, depsonas,
metadépsidos, paradépsidos, dibenzofuranos, dcidos tsnicos, ésteres bencilicos, antraquinonas,
derivados del dcido pulvinico, xantonas y terpenoides. Por lo general, los liquenes se suelen

acumular en la capa del fotobionte o en la parte externa de la pared de las hifas de la medula.

(Barreno et al.,2003)
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Tabla 2.-Estructuras de metabolitos secundarios de liqguenes. Fuente (Gomez-Serranillos,2022)
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Tabla 3.-Principales metabolitos identificados en liquenes parmelidceos. Fuente: Gomez-Serranillos

Metabolite Tipo de estrudura

Etil-hematemate

Arido evémico Depsida

Acido giraférico Depsida
Arido 3-hidroxi-fisédico Depsidona
lsoliquenana y liguenano Polisacdridos

Adido lecandrico Depsida

Metil-hematomata

Arido olivetrico Depsida
Acido fisodélico Depsidona
Adido fisddico Depsidona
Addo protocetrérico Depsidana

Arido protoliquesterinico Acido alifdtico

Adido psordmico Depsidona
Addo saluzinico Depsidona
Acida tisnico Dibenzafurana

3.7.4. Uso De Los Liquenes:

Compueste fendlico manoddico

Compuesto fendlico manoddico

N* de especios en que e
ha identificado

2

Adividodes farmacolégicas estudiodes

Adividad antiinflamateria, antioxidante y dtotdxica

Adividad anticxidante, anfimicrobiana y antitumoral/
tifolzica

Adtividad antimicrobiana y ditotoxico

Adividad antimicrabiona, diatdxica y protectara frente a
dafio titogenético

Adividad anti-tumardl
Actividad antioxidante, antimicrobiana y dlotoxico
Actividod antioxidante y anfimicrobiana
Actividod anti-ngiogénica y anfimicrobiana

Actividad citotdxica y protedora frente a dafio
tilogeneatico

Adividad antioxidante, antimicrobiana, ctotoxica y pro-
tectora frente o dofia dtogenétide

Actividad antioxidante, antimicrobiana y dotbxico

Aetividad antiinflamaterio, antimicrobiona, dioldxien,
anti-VIH & inhibitaria de enzimas

Adividad antiosidante, dloldxica y cardioprotectora

Adividod antioxidante, antimicrobiana, dtotbuica y cica-
frizonte

Actividad antiinflamaberio, antioxidante, antimicrobiona,
onfi-leishmania, citotoxicn, cordioprotetora, hepatopro-
lectora y cicalrizante

Actualmente los usos mds importantes son en la industria farmacéutica y de perfumeria ya que

los liquenes se caracterizan por tener moléculas orgdnicas con propiedades antivirales,

anticancerigenas y antibacterianas. El 4cido dsnico es un compuesto de suma importancia ya

que actdan en el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa del metabolismo celular.

También se estd usando como antiinflamatorio no esteroideo ya que no tiene efectos

secundarios como el caso de la cortisona. Asimismo, la actividad antitumoral ha suscitado gran
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interés en este campo. En la industria de la perfumeria, las dos especies mds usadas son Evernia
Prunastri 'y Pseudevernia furfurdcea ya que tienen la facilidad de fijar las esencias. Ademas,
algunos liquenes son usados como tintes naturales ya que protegen los tejidos de la accion de
insectos 0 microorganismos, esta aplicacion se inici6 en la antigua Roma para teiiir las tinicas,
se usaron los liquenes Parmelia Omphalodes y Pseudevernia furfurdcea. Algunos liquenes son
fuente de alimento de los animales rumiantes como la C.stellaris y otros de ellos son usados
para trabajos de decoracion y floristeria. (Barreno et al.,2003)

3.8. Acido Usnico:

Es la sustancia liquénica que forma parte de los metabolitos secundarios y es obtenido a través
de la via acetato-malonato. Para realizar la identificacion del dcido tsnico (AU), se efectia la
extraccion del extracto para ello, se utilizan solventes orgédnicos y el procedimiento se realiza
mediante maceracion. Las distintas sustancias de liquenes presentan caracteristicas
antimicoéticas, citotoxicas, antivirales y antimicrobianas. El AU (2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-
8,9b-dimetil-1,3 (2H, 9bH)-dibenzofurandiona) , se encuentra en dos formas enantioméricas,
estas formas quiméricas dependen de la posicién del grupo metilo en la ubicacion del d&tomo
quiral. En algunas especies se suelen presentar de una tinica forma enantiomérica o en algunos
casos se presentan ambos. (Avila et.al , 2023)

Fue aislado por primera vez en 1844 por el cientifico Alemdn W.Knop y posteriormente fue
sintetizado entre 1933 y 1937 por primera vez por Curd y Robertson .Son pigmentos amarillos
que se producen en la corteza superior de muchas especies. Se forman a través de reacciones
que unen dos o tres unidades fendlicas y fue identificado en diversos géneros de liquenes:
Cladonia, Usnea, Ramalina, Lecanora, Evernia, Alectoria’y Parmelia. Ademas, tiene una gran
variedad de propiedades biologicas ya que es un gran antibidtico contra bacterias,
micobacterias y algunos hongos patogenos, en paralelo, presenta propiedades antivirales,

antiinflamatorias, antimitdtica y analgésica. (Rankovic et.al, 2014)
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El 4cido usnico tiene buenas actividades bioldgicas, hoy en dia, en el mercado existen diversos
productos como cremas, cdpsulas. Asimismo, existen una gran variedad de liquenes contienen

acido usnico con un rango de concentracion desde 0,1% hasta 15%.

18

Figura 7.-Estructura quimica del dcido tisnico.Castro(2010)

3.8.1. Ruta metabolica para la formacion de acido Gsnico:
Los liquenes generan metabolitos primarios(intracelulares) donde se incluyen a las proteinas,
carotenoides, aminodcidos, vitaminas y polisacdridos, también metabolitos secundarios
(extracelulares). Estos metabolitos secundarios son producidos como resultado a distintos
agentes ambientales como: radiacion ultravioleta, exposicion a la luz, temperatura. O también
por factores bidticos: depredacidn por insectos, mamiferos, competencia con otras plantas y
microorganismos de la cual el liquen sea fuente de alimentacion. Estos metabolitos secundarios
son los encargados de dar algunas caracteristicas a los liquenes como: color, sabor, olor (Avila
et.al, 2023). Asimismo, se conocen tres rutas metabodlicas de los liquenes y son los siguientes:
3.8.1.1. Via acetato-malonato: El 4cido dsnico es un dibenzofurano producido por
medio de esta via. Por medio de esta ruta se obtiene la mayor cantidad de
metabolitos secundarios, ademds, es utilizada por los liquenes cuando el
fotobionte estd compuesto por algas. Asimismo, dentro de esta via estin los
liquenes que se exponen al estrés oxidativo.

Esta via utiliza acetil-CoA y malonilCoA, estos dos compuestos son
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3.8.1.2.

derivados de la Coenzima A. Los metabolitos secundarios que son formados
por medio de esta via tienen una caracteristica muy peculiar, ya que se
encuentran representados por productos aromdticos., y los mas
representativos son los formados por el enlace de dos o tres compuestos
fenolicos de tipo orcinol o B-orcinol, enlaces éter, éster y carbono-carbono.
Por otro lado, la familia de liquenes que s6lo contienen algas verdes son
conocidas por producir ésteres aromdticos que son los derivados de acetato-
polimalonato.

Mediante esta via, alrededor del 80% de metabolitos secundarios son
sintetizados

Aqui se incluyen los compuestos de liquenes mas frecuentes:

Acidos alifiticos secundarios, ésteres y los derivados que se encuentran
relacionados.

Dépsidos, ésteres bencilicos y tridépsidos.

Compuestos fendlicos mononucleares

Depsidonas y ésteres difenilicos

Depsones

Acidos usnicos, dibenzofuranos y derivados

Xantonas y Antraquinonas

Xantonas

Naftoquinonas

Cromonas (Rankévic et.al , 2014)

Acido mevalénico: El 17% de la totalidad de compuestos son producidos
mediante esta ruta. Los productos mds comunes que se incluyen dentro de

esta via son:
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v Triterpenos

v Esteroides

3.8.1.3. Acido Shikimico: Mediante esta via se sintetizan solo una pequefia porcién
de metabolitos secundarios.
Los géneros de liquenes mds reconocidos por la produccion de pigmentos de
acido pulvinico se encuentran dentro de la familia Stictacea, donde los
simbiontes de las algas son generalmente azules verdosos. Dentro de la via
del 4cido shikimico, se incluye:

v Derivados del 4cido pulvinico

v Terfenilquinonas (Shukla et.al, 2014)

Reaccion de

i Enz$
Ruta del dcido Claisen n YYYY
—_—>

i acetil-malonato o o 0 o

Acetil-CoA

Glicdlisis
— @0

Aziicares Policetidos
C-metilacidn "
o Tk Reaccidn de Claisen ?O‘Imm‘s}
alonil-Co {zach SHTEH;
Aromatizacidn
Ruta del 4cide Ruta del 4cido =
shikimico mevalonico

OH ©

HO' CH

Metilfluoroacetofenona

Oxidacién

0
0 OH  HQ oo
0 Tautomeria ceto-enol H, . ;'1\)):(% OH ©
ALY o

HO 0

OH ©
Acido dsnico bis dienona

Acoplamiento

Figura 8.-Ruta metabdlica del Acido Usnico. (Avila et.al ,2023)
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ALGA polysaccharides usnic acids
glucose
crythnitol
ribitol
¥ mannitol glycolysis

anthraquinones

N

xanthones, chromones

)

FUNGUS ___, sugars o acetyl CoA . | ACETYL-POLYMALONYL | — tricarboxylic acid
\ PATHWAY cyele
l malonyl CoA - y Y
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4
an:m.o acids MEVALONIC ACID | B-orsellinic acid orsellinic acid
PATHWAY and homologues
SHIKIMIC ACID \
PATHWAY 'l i ’/ ; .
terpenes carotenoids para-depsides__,,  tridepsides
phenylpyruvie acid ¢ / S tetradepsides
steroids mera-depsides benzyl esters
phenylalanine  terphenylquinones depsones dipheny] ethers
Pulvinic acid depsidones dibenzofurans
Derivatives

Figura 9.-Vias Biosintéticas de metabolitos secundarios de liquenes. (Rankovic et.al , 2014)

3.9. Psiloparmelia sp.:

La psiloparmelia proviene de la familia Parmeliceae, que es monofilética y se distinguen 6

clados que corresponden en gran proporcidon con las agrupaciones que se basan en la

morfologia. La psiloparmelia se caracteriza por ser un liquen folioso, estos liquenes tienen

apariencia de hoja, en este caso, el agua puede ser absorbido de forma gradual mediante la

superficie interior entre el talo y el sustrato de contacto. Parmeliceae tiene 2000 especies en

unos 90 géneros y es la familia mds grande dentro de los Lecanorales

Grupo Psiloparmelioide:

En este clado se encuentran los géneros Everniopsis y Psiloparmelia. Este género contiene

dcido tsnico y atranorina en la corteza y también poseen conidios bifusiformes. En el caso de

la psiloparmelia posee isolichenano que es un polisacirido de la pared celular. (Crespo

et.al,2006)
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3.9.1. Taxonomia:
Reino: Vegetal
Tipo: Criptogamas
Phyllum: Euthallophytas
Division: Thallophytas
Clase: Ascolichenes
Orden: Lecanorales
Suborden: Lecanorineas
Familia: parmeliaceae
Género: Psiloparmelia

Tabla 4.-Géneros de Parmeliaceae segiin sus caracteres morfologicos

Numero de
Grupo Forma de especies
Género Morfoldgico crecimiento descritas
Allantoparmelia Parmelioide Folioso 3
Almbornia Parmelioide Subfruticoso 2
Arctoparmelia Parmelioide Folioso 5
Canoparmelia Parmelioide Folioso 49
Everniastrum Psiloparmelioide Folioso 40
Flavoparmelia Parmelioide Folioso 35
Flavopunctelia Parmelioide Folioso 7
Melanelia Parmelioide Folioso 8
Melanelixia Parmelioide Folioso 11
Melanohalea Parmelioide Folioso 19
Myelochroa Parmelioide Folioso 28
Parmelia Parmelioide Folioso 45
Parmelina Parmelioide Folioso 15
Parmelinella Parmelioide Folioso 5
Parmelinopsis Parmelioide Folioso 25
Pleurosticta Parmelioide Folioso 3
__Psiloparmelia | Psiloparmelioide | Folioso | 12 |
Punctelia Parmelioide Folioso 34
Relicina Parmelioide Folioso 54

Elaboracion propia. Fuente (Crespo et.al,2006)
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Tabla 5.-Andlisis cuantitativo del dcido tisnico en 10 liqguenes. Castro (2010)

MUESTRA LIQUENICA FAMILIA % DE

) ACIDO

USNICO (BS)
Flavoparmelia caperata Parmeliaceae 0,35%
Flavoparmelia scabrosina Parmeliaceae 0.31%
Xanthoparmelia conspersa Parmeliaceae 0,32%
Alectoria ochroleuca Parmeliaceae 0,29%
Hypotrachyna cendensis Parmeliaceae 0,25%
Psiloparmelia subcrustosa Parmeliaceae 0.34%
Psiloparmelia distincta Parmeliaceae 0,32%
Thamnolia vermicularis subsp. Vermicularis Siphulaceae 0,06 %
Thamnolia vermicularis subsp. solida Siphulaceae 0,07 %
Cladina confusa Cladoniaceae 0,10%
Stereocaulon alpinum Stereocaulaceae 0,12%

bs = base seca

3.10. Actividad Antioxidante:
Los antioxidantes son compuestos quimicos que poseen la capacidad de retrasar el proceso de
oxidacién molecular mediante su propia oxidacion. Tiene muchas aplicaciones desde la
industria de alimentos hasta la industria del plastico. (Navarro et.al, 2008).
Uno de los métodos mas reconocidos para evaluar la actividad antioxidante es a través del
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) medido a 517nm a través del espectofotometro UV VIS.
Este ensayo se basa en la capacidad de la sustancia a analizar, de capturar el electrén
desapareado del radical o de liberar un proton. Tal como se muestra en la siguiente reaccion:
DPPHe- + Antioxidante — DPPH-H+ + Antioxidantee (Rodriguez et. al, 2014)
El radical DPPH es nitrogenado organico y estable de color parpura. Asimismo, las industrias
de conservacion de alimentos, firmacos y cosméticos muestran gran interés en las sustancias

presentes en los liquenes por tener una alta actividad antioxidante. (Rodriguez et. al, 2014)

43



3.11. Ensayo Folin-Ciocalteau:

Este ensayo es utilizado como medida del contenido de compuestos fendlicos totales. Se
sustenta en la reaccion de los compuestos fendlicos con el reactivo Folin Ciocalteau a un pH
basico. Esta reaccion da lugar a una coloracién azul que es analizada espectofotométricamente
a 765nm. El reactivo comprende la mezcla de wolframato sddico y molibdato sodico en dcido
fosforico y reacciona facilmente con los compuestos fendlicos que se encuentran en la muestra.
El 4cido fosfomolibdotingstico es de color amarillo, pero al ser reducido por los grupos
fendlicos, la coloracion se transforma a un complejo de color azul intenso que es medido para

la evaluacion del contenido de polifenoles.

OH oH

Reactivo de Falin

= (W5, Mo®) color
r amarillo
o 1
Reactivo de Folin
| | reducido (W,
Mo*) color azul

Figura 10.-Mecanismo de accion del reactivo Folin-Ciocalteau.

Fuente:(Martinez et.al, 2023)

La oxidacion de los polifenoles en la muestra denota una coloracién azulada y presenta una
absorbancia maxima a 765nm. El patrén recomendado para la curva de calibracién es el dcido
galico. Este método de andlisis aparte de ser de gran importancia para los liquenes, es utilizado

con frecuencia para conocer la capacidad antioxidante de los alimentos vegetales. (Martinez

et.al, 2023)

OH

OH

Figura 11.-Estructura quimica del dcido gdlico
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4. CAPITULO IV: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1. Tipo de investigacion:
La investigacion es cuantitativa ya que el proyecto de investigacion se basa en el anélisis del
liquen psiloparmelia sp.
4.2. Diseio de investigacion:
El disefio de la investigacion es de tipo experimental y consiste en tres etapas: 1) Descripcion
del estudio liquenoquimico, II) Andlisis para determinar la capacidad antioxidante del liquen,
la actividad fendlica y la cuantificacion e identificaciéon del 4cido dsnico por métodos
espectroscépicos y III) Finalmente la preparacion de la crema fotoprotectora.
4.3. Lugar y tiempo:
La parte experimental del proyecto se realiz6 en el laboratorio de Productos Naturales de la
Facultad de Quimica e Ing. Quimica de la UNMSM en el periodo Agosto- Noviembre 2023.
4.4. Poblacion:
El liquen psiloparmelia sp. fue recolectado en el departamento de Huancavelica a 3 676
m.s.n.m, en el centro poblado de Huaytara. Se tomé 1kg de las rocas.
4.5. Muestra:
Se realiz6 el procedimiento del macerado con 100 g del liquen para obtener el extracto
alcohdlico.
4.6. Definicion de las variables de estudio
Variables independientes:

v’ Extracto alcohdlico de la psiloparmelia sp.
Variables dependientes:

v Contenido de la actividad antioxidante.

v Contenido de fenoles totales

v Contenido de la crema fotoprotectora.
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v Pruebas organolépticas de la crema
v" Pruebas fisicoquimicas de la crema

v" Prueba fotoprotectora (Método de ecuacién de Mansur)
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

ANALISIS LIQUENOQUIMICO (ANTIOXIDANTE Y FENOLES TOTALES) DE LA Psiloparmelia sp. Y LA PREPARACION DE UNA CREMA FOTOPROTECTORA

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES E INDICADORES
Problema General Objetivo General Hipétesis General VARIABLES VARIABLES METODOLOGIA
DEPENDIENTES INDEPENDIEN
TES
(En qué medida el andlisis liquenoquimico Realizar el andlisis liquenoquimico. El andlisis liquenoquimico. -Contenido de la actividad | -Volumen del Enfoque de
(Antioxidantes y fenoles totales) del liquen (Antioxidantes y fenoles totales) del (Antioxidantes y fenoles totales) del antioxidante extracto investigacion:
Psiloparmelia sp. permitira la actividad liquen Psiloparmelia sp. y la liquen Psiloparmelia sp. permitira -Contenido de fenoles alcohdlico -Descriptiva
fotoprotectora de la crema preparada? preparacion de una crema obtener la crema y determinar su totales. Tipo de investigacién:
fotoprotectora. actividad fotoprotectora -Contenido de la crema -Descriptivo
fotoprotectora Disefio de
-Pruebas organolépticas de Investigacion:
pys — pre P pre la crema. -Transversal
Problemas Especificos Objetivos Especificos Hipdtesis especificas “Pruebas fisicoquimicas de Poblacion:

(En qué medida de podra determinar la
actividad antioxidante y fenoles por
espectroscopia UV VIS del extracto del
liquen?

(En qué medida se podra determinar el
contenido de 4cido tsnico por
espectroscopia UV VIS?

(En qué medida se podra preparar y
caracterizar la crema fotoprotectora obtenida
a partir de la Psiloparmelia sp.?

Analizar la actividad antioxidante y
fenoles totales del extracto del liquen
mediante espectroscopia UV VIS.

Analizar el 4cido dsnico mediante la
técnica espectroscopica UV VIS.

Preparar y caracterizar la crema
fotoprotectora obtenida a partir del
extracto de la Psiloparmelia sp.

El andlisis de la actividad
antioxidante y fenoles totales se
podra determinar por espectroscopia
UV VIS.

El andlisis del contenido del 4cido
dsnico se podra determinar por
espectroscopia UV VIS.

A partir del extracto de la
Psiloparmelia sp. se podra preparar y
caracterizar la crema fotoprotectora.

la crema.

-Prueba fotoprotectora
(método de ecuacion de
Mansur).

Se tomé 1kg del liquen
Psiloparmelia sp. de
las rocas, restos
vegetales y cortezas.
Muestra:

Se realizé el analisis
liquenoquimico con
100g del liquen
Psiloparmelia sp.
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OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES:

VARIABLE

VARIABLES Definicion Definicién Operacional
Conceptual Dimensiones Indicadores
Solucién del Extracto Concentracion del Cantidad del

extracto alcohdlico para extracto: (mg/mL) extracto alcohdlico
INDEPENDIENTE alcohdlico de la realizar los de la psiloparmelia
psiloparmelia analisis. sp.
sp.
Concentracion Evitan que los (mg extracto /mL) Cantidad del DPPH
de la actividad | radicales libres
antioxidante generen dafo
celular.
Contenido de Tienen (mg é4cido gélico /mL Contenido de
fenoles totales propiedades extracto) fenoles totales
antioxidantes
Contenido de la | Peso total de la gramos(g) Contenido de la
VARIABLE crema crema crema
DEPENDIENTE fotoprotectora | fotoprotectora. fotoprotectora.
Pruebas Caracterizacion Color, olor, textura, Cantidad de la
organolépticas de la crema consistencia. crema.
de la crema
Pruebas Caracterizacion pH, influencia de la Contenido de la
fisicoquimicas | fisicoquimica de Temperatura, crema
de la crema la crema determinacién del
residuo seco, tipo de
emulsion.
Prueba Capacidad de Factor de proteccion Absorbancia
fotoprotectora reflejar, solar
(método de absorber o

ecuacion de
Mansur)

dispersar los
fotones de la
radiacion UV.
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4.7. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos

4.7.1. Materiales:
Vasos (150mL, 250mL, 400mL), pipetas (2mL, SmL, 10mL), baguetas, probetas, matraces,
embudos, espatulas, cocinilla, pinzas, fiolas, papel aluminio, luna de reloj, viales, cocinilla
eléctrica, termometro, balanza analitica.

4.7.2. Reactivos:
DPPH(1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), acido ascérbico, alcohol medicinal, acetona, metanol,
acido gdlico, reactivo Folin Ciocalteau, Na>CO3 (Carbonato de sodio), 4cido usnico,
cloroformo.

4.7.3. Equipos:

Los equipos usados fueron: espectrofotometro UV-VIS GENESYS 10S, espectrofotometro

FT-IR THERMOSCIENTIFIC.

4.8. Metodologia de la investigacion:
4.8.1. Obtencion del extracto de alcohol a partir del liquen psiloparmelia sp.
Para la obtencion del extracto del liquen psiloparmelia sp. se realizé mediante el método
detallado por Castro (2010).
4.8.1.1. Recoleccion del liquen psiloparmelia sp: Se recolecté el liquen en la
provincia de Huancavelica del centro poblado de Huaytara el 20 de Agosto
del 2023 a las 9:00 am.
4.8.1.2. Seleccion del liquen psiloparmelia sp: Se tuvo cuidado de no recoger
impurezas como tierra, piedras pequeiias, entre otros.
4.8.1.3. Molienda del liquen psiloparmelia sp: Se utiliz6 el molino del laboratorio
de Productos Naturales para realizar este procedimiento. Se obtuvo el liquen
molido por completo.

4.8.1.4. Pesado del liquen psiloparmelia sp: Se pes6100g para realizar el macerado
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con el alcohol.
4.8.1.5. Macerado del liquen psiloparmelia sp: Se realizé el procedimiento de
macerado por duplicado en alcohol medicinal(100g) durante 3 dias.
4.8.1.6. Filtrado: Se realiz6 la filtraciéon de ambos extractos utilizando el papel
Whatman N°1. Se obtuvo el extracto, posteriormente se comenzé a realizar
los andlisis respectivos.
4.8.2.Procedimiento experimental para el analisis de Antioxidantes:
Se pes6 0.0029 g de DPPH y se diluy6 en metanol: agua (4:1). Después, se prepard una
curva de calibracion con 2mg de dcido ascorbico como patrén en una concentracion de
100ppm para proceder a diluir en concentraciones de 20 ,10,8, 6,4,2,1 y 0,1 ppm. A
continuacion, se agregod a los viales 0,3mL de cada concentraciéon con 3mL de DPPH.
Para el anélisis del extracto alcoholico, se tom6 1mL del extracto y se enrazd con alcohol
medicinal en una fiola de 25mL, realizando el mismo procedimiento en 5 fiolas.
Seguidamente se afiadié 0,3 del volumen de la muestra con 3mL de DPPH y se dej6
reposando por 30 min. Finalmente se realiz6 las mediciones en el espectrofotémetro UV-
VIS GENESYS 10S a 517nm. (Manojlovi¢, 2012) y (Kosani¢,2013)
4.8.3. Procedimiento experimental para el analisis de fenoles:
Se realiz6 el andlisis de fenoles mediante el método de Folin- Ciocalteu. Se prepard una
curva de calibracion usando al dcido galico como patrén, para ello se pesé 0,01g y se
diluy6 con agua destilada en una fiola de 100mL. A continuacion, se realizé 7 diluciones
de 20,10, 8, 6, 4, 2 y 0,2 mg/L utilizando al 4cido gélico como patrén (100 mg/L) en
fiolas de 25mL. Seguidamente, en 7 viales se agregé 200uL de las diluciones del 4dcido
gélico, 500 pL del reactivo Folin Ciocalteau (1N) y 1,5mL de Na2COs al 2%, se agreg6
agua destilada hasta tener un volumen de 4 mL. Se dejo reposando durante 2h para

después medir en el espectrofotometro UV VIS a 760nm. De igual manera se prepararon
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las muestras, primero se tomé 1mL del extracto y se enrazé hasta 25mL con agua
destilada. Se realiz6 las diluciones 5 veces para el extracto alcohdlico. Seguidamente, se
tom6 200 pL del extracto, 500 pL del reactivo Folin Ciocalteau (IN) y 1,5mL de
carbonato de Sodio al 2% se llevo hasta un volumen de 4mL y se dej6 reposando por 2h
para después medir las absorbancias en el espectrofotometro UV VIS a 760nm.
(Castro,2017).
4.8.4. Cuantificacion del acido dsnico:
Para este andlisis se prepar6 una curva de calibracion utilizando como patrén al dcido
usnico, para ello, se pes6 0,001g de 4cido usnico y se disolvid con cloroformo en una
fiola de 100mL.Se realizaron 7 diluciones en concentraciones de 10, 5, 3,1 ;0,6 ;0,3 ;0,1
ppm. Seguidamente, se realizo las diluciones para el extracto alcohdlico. Para ello, se
tomo6 1mL el extracto alcohdlico y se enraz hasta 25mL con cloroformo. Seguidamente,
se tom6 1mL de la fiola anterior y se enraz6 hasta 25 mL obteniendo asi 5 fiolas para el
extracto. Finalmente, se realiz6 la medicion en el espectrofotdometro UV VIS a 284nm.
(Castro ,2017)
4.8.5. Aislamiento del acido tsnico:

Se pes6 100g del liquen psiloparmelia sp., se dejé macerando por 3 dias con acetona, se
filtré y se dejé evaporando por 3 dias. Se observé la formacién de solidos amarillos, los
cuales se filtraron y se recristalizaron en el sistema CHCl3-MeOH (1:1 v/v) con el
objetivo de purificarlos para finalmente obtener cristales amarillos, los cuales fueron
medidos en el espectrofotdémetro FT-IR THERMOSCIENTIFIC y GENESYS 10S UV-

VIS. (Maulidiyah,2021) y (Castro, 2017)
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4.8.6. Preparacion de la crema fotoprotectora:

Tabla 6.-Componentes para preparar la crema

FASE A Cantidad(g) FASE B Volumen(mL)
Cera Lanette SK |5g Propilenglicol 2,5mL
Alcohol Cetilico |0.75g Nipagin 0,2mL
Vaselina Liquida |14.25g Agua destilada 86mL
Cetiol V 0.5g Extracto alcohdlico |10mL

Metil parabeno |0.10g

Propilparabeno |0.05g

Glicerina 3g

Texapon 0.70g

Elaboracion propia
Se rotul6 dos vasos, uno correspondiente a la Fase A y otro a la Fase B. Primero, se pesaron
los componentes de la fase A en el mismo vaso, procurando de tarar antes de cada medicion.
Seguidamente, se pesaron los componentes de la fase B. Luego, se calentaron ambas fases en
la cocinilla eléctrica, se fue agitando vigorosamente y se tom¢ la temperatura cada cierto
tiempo. Cuando el termémetro estuvo entre 70-80°C, la fase B(acuosa) se afiadi6 lentamente a
la Fase A (oleosa) y se continud agitando con la bagueta. Posteriormente, se afiadié 10mL de
quitosano. Finalmente, se llevo la crema al homogeneizador por 2 minutos para lograr una
consistencia homogénea. (Garcia et.al, 2021)
4.8.6.1. Caracterizacion organoléptica: (Hanco, 2018)
Se realiz6 este analisis mediante las caracteristicas de olor, color, textura,
consistencia, entre otros. Se colocé la crema en la mano para la
caracterizacion.
4.8.6.2. Caracterizacion fisicoquimica: (Camones, 2014)
Se realizé los siguientes andlisis:
4.8.6.2.1. Medicion de pH:
Se determiné el pH con un pH metro

4.8.6.2.2. Influencia de la temperatura:
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Este andlisis se realizo en la estufa, se pesé 1g de la crema en un luna de reloj.
Después se analiz6 cada dia la variacion del color. Segtin Marmolejo (2013),
el criterio a seguir es que un dia es equivalente a un mes donde la crema es
estable al sol. Seguidamente se evalué visualmente las caracteristicas
organolépticas de la crema.

4.8.6.2.3. Determinacion de residuo seco:

Este andlisis se basa en la medicion por pérdida de peso, se pesa 1 g de la
crema y se calienta en la estufa por 2h a una temperatura de 105°C.
(Marmolejo 2013).

La ecuacion para calcular el % de residuo seco es el siguiente:

. Peso final de la muestra
% Residuo seco = Poso inicial x 100%

4.8.6.2.4. Tipo de Emulsion: (Marmolejo 2013)
Se realizaron 2 pruebas:

v Prueba de Dilucion: Se dispers6 0,5 gramos de producto en 50 mL de agua.
Si se obtiene una emulsion lechosa es indicador que la crema es aceite
/agua. Las emulsiones agua / aceite no se diluyen.

v Prueba de Lavado: Se colocé 1g de la crema sobre la mano. Luego, se dejé
correr la corriente de agua. Si la emulsion es aceite / agua se puede lavar
por completo la mano.

4.8.7. Determinacion del factor de proteccion solar (FPS): (Mendoza ,2018)
Se pes6 1g de la crema elaborada con el extracto de alcohol y se agregd 50 mL de etanol,
se disolvio la crema por completo y finalmente se filtr6 para poder realizar la medicion

en el espectrofotometro UV VIS GENESYS 10S.
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5. CAPITULO V.-ANALISIS DE RESULTADOS
Datos generales del extracto del liquen:
La recoleccion del liquen se llevo a cabo en el departamento de Huancavelica, el peso de
recoleccion de la muestra fue 1Kg.Se llevo a un proceso de molienda y después se realizo 2
extracciones con etanol por 3 dias por cada extraccion, donde se recolecté 565mL del extracto
alcoholico.

Tabla 7.-Voliimen obtenido del extracto del liguen

MACERADO VOLUMEN
Liquen Psiloparmelia sp. con 565 mL
alcohol

5.1.  Analisis de antioxidantes:
Datos obtenidos del espectrofotometro UV- VIS.

Tabla 8.-Datos de las concentraciones y absorbancias del Andlisis de antioxidantes

Concentraciones de la
curva patron Absorbancias
0.1ppm 0.555
6ppm 0.566
Sppm 0.574
10ppm 0.578

Datos del extracto:

Tabla 9.-Datos de las absorbancias del extracto a 517nm

EXTRACTO
ALCOHOLICO

0.500
0.566
0.564
0.601
0.584
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Resultados obtenidos del analisis de antioxidantes:

Tabla 10.-Contenido de antioxidantes en el extracto liquénico

Muestra Peso(g) Absorbancia | Concentracion del mgAA/L sol
Promedio acido en el extracto
ascorbico(mg/L)
Extracto 100 0.578 16.60 2.3
Etanodlico

5.2. Andlisis de fenoles:
Datos obtenidos del espectrofotometro UV- VIS:

Tabla 11.-Concentraciones y absorbancias del andlisis de fenoles a 760nm

Concentraciones
de la Curva
Patron Absorbancias
6ppm 0.011
8ppm 0.065
10ppm 0.176
20ppm 0.372

Datos del extracto alcohdlico:

Tabla 12.-Datos de las concentraciones y absorbancias del extracto a 760nm

EXTRACTO
ALCOHOLICO

0.225
0.061
0.028
0.006

Resultados obtenidos del analisis de fenoles:

Tabla 13.-Contenido de fenoles totales en el extracto liquénico

Muestra Peso(g) | Absorbancia | Concentracion mgAG/L sol
Promedio del 4cido del 4cido gélico en el
galico(mg/L) extracto
Extracto 100 0.156 3.57 12.6
Etandlico
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5.3. Analisis del acido usnico:

Datos obtenidos del espectrofotometro UV- VIS.

Tabla 14.-Concentraciones y absorbancias del andlisis del dcido tisnico

Concentraciones
de la curva
patrén Absorbancias
lppm 0.047
3ppm 0.248
S5ppm 0.843
10ppm 0.923

Datos del extracto:
Tabla 15.-Datos de las concentraciones y absorbancias del extracto

EXTRACTO ALCOHOLICO

0.765

0.056

0.008

0.003

Tabla 16.-Contenido de dcido tisnico en el extracto liquénico

Muestra Peso(g) Absorbancia | Concentracién del % equivalente del
Promedio acido 4cido tusnico en el
galico(mg/L) extracto
Extracto 100 0.515 13.85 1,4%
Etanodlico
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6. CAPITULO VL. - DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Determinacion de antioxidantes

DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES
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Figura 12.-Grdfica de absorbancia vs concentracion del andlisis de antioxidantes

En la tabla 8 se muestran las concentraciones y absorbancias con las que se realiz6 la curva
patron (Fig.12), para poder determinar la concentracion el dcido ascorbico. Con la ecuacion
resultante de la gréfica se relaciond la concentracion del dcido ascérbico con la absorbancia:
y=mx +b

Donde: m= 0.0077, b=0.549 y Y=absorbancia

Para el caso del extracto etandlico la absorbancia tomada en cuenta fue 0.500 obteniendo una
concentracion de 16.60 mg/L (Tabla 10) y el porcentaje equivalente del adcido ascorbico fue

de 2.3mg AA/g.
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6.2. Figura de la determinacion de fenoles

DETERMINACION DE FENOLES
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Figura 13.-Grdfica de absorbancia vs concentracion del andlisis de fenoles

Se realiz6 la determinacion del contenido de fenoles totales, se midieron las absorbancias de
las soluciones del 4cido gdlico(tablal1l) donde se obtuvo la curva patrén (Fig.13) Con la
ecuacion resultante de la grafica se relaciond la concentracién del dcido gélico con la
absorbancia y= mx +b

Donde: m= 0.1194, b=-0.1425 y Y=absorbancia

Para el caso del extracto etandlico la absorbancia tomada en cuenta fue 0.028 obteniendo una

concentracion de 3.57 mg/L (Tabla 13) y los mg AG /g muestra fue de 12.6 mg AG /g muestra.
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6.3. Determinacion del acido asnico

Determinacion del acido Usnico
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Figura 14.-Grdfica de absorbancia vs concentracion del andlisis del dcido tisnico

Se realizé la determinacion del contenido acido dsnico, se midieron las absorbancias de las
soluciones del cloroformo (tabla 14) donde se obtuvo la curva patrén (Fig.14) Con la ecuacion
resultante de la gréfica se relaciond la concentracion del dcido gélico con la absorbancia
y=mx +b

Donde: m= 0.3223, b=0.2905 y Y=absorbancia

Para el caso del extracto etandlico la absorbancia tomada en cuenta fue 0.056 obteniendo una
concentracion de 3.92 mg/L (Tabla 16) y la cantidad de mg de 4cido dsnico en la muestra fue

de 13.85 mgAU/g muestra. Finalmente, el % equivalente del 4cido tsnico fue de 1.4%
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SOLIDO I: Se obtuvo el primer sélido a partir del aislamiento del 4cido dsnico:

Figura 15.-Solido I (dcido tisnico)

SOLIDO 2: Se obtuvo el segundo sélido a partir del aislamiento del dcido Gsnico:

Figura 16.-Solido 11 (dcido tisnico)

Del andlisis del 4cido usnico se obtuvo dos solidos que fueron analizados en el
espectrofotémetro FT-IR, la banda del sélido I en 3289.361 cm’! corresponde al OH, la banda
en 1688.149cm! corresponde al alargamiento del C=0, la banda en 1628.367 cm! es el grupo
C=C conjugado, y la banda en 1290.411 corresponde al alargamiento del C-O-C.

En cuanto al Sélido II, la banda en 3573.995 cm™ corresponde a la banda OH, la banda en
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1629.160 cm™ corresponde al grupo C=C conjugado y la sefial en 1293.804 cm™! corresponde

al alargamiento C-O-C.

Acido Usnico Patrén (MERCK): Se analizé como referencia el 4cido tisnico patrén.

Figura 17.-Acido Usnico Patrén

Sélido acido usnico: Se realizoé el analisis FT-IR del acido tsnico obtenido
experimentalmente.

Figura 18.-Solido 3 experimental

61



6.3.1. Comparacion del acido tisnico patron y el acido Gsnico experimental:

En base al espectro ATR se observan que las dos bandas sobrepuestas son muy similares ya

que presentan sefiales idénticas, confirmando que el s6lido 3 obtenido corresponde al 4cido

dsnico.

Figura 19.-Bandas del dcido tisnico patron y experimental

Tabla 17.-Resultados en el IR del dcido iisnico patron y experimental

Grupo Funcional Acido Usnico 5 Castro (2010)
Castro (2010) Patrén(cm™) SOLIDO 3 (cm™) cm’!
Banda OH 3275.692 3277.713 3438
Alargamiento del C-H
aromatico 2923.187 2928.622 3008
Alargamiento del C=0 1688.943 1689.403 1691
Grupo C=C conjugado 1628.329 1628.267 1632
Alargamiento del C-O-C 1284.584 1285.403 1290

Se realizé el andlisis de las sefiales del 4cido udsnico patrén con el sélido obtenido

experimentalmente y se pudo comprobar la semejanza de los valores con la literatura Castro

(2010).
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6.3.2. Analisis del acido asnico en el UV VIS:

SOLIDO I: Se obtuvo el pico méximo en 292 nm
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Figura 20.-Banda de absorcion Solido 1

SOLIDO II: Se obtuvo el pico maximo en 311 nm.
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Figura 21.-Banda de absorcion Solido 11
Tabla 18.-Cuadro comparativo de las bandas en el UV VIS del dcido tisnico.
Bandas de absorciéon Siqueira Moura Castro Sélido I Sélido II
reportadas (UV VIS) (2008) (2011) (4cido dsnico) (4cido dsnico)
Longitud de onda 280 nm 282 nm 292 nm 311 nm
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De acuerdo a las literaturas revisadas, se comprueba que los s6lidos obtenidos del aislamiento
del acido usnico corresponden al 4cido usnico.

6.4.  Analisis de la crema fotoprotectora:
6.4.1. Crema:

Se obtuvo 150 g de crema preparada con el extracto alcohdlico.

Figura 22.-Crema fotoprotectora con el extracto de alcohol

6.4.2. Analisis de pH:
Este andlisis se desarroll6 con un pHmetro. En donde el pH resultante con el extracto de

alcohol fue de 6.5.

Figura 23.-Andlisis del pH de la crema fotoprotectora.

6.4.3. Influencia de la Temperatura:

Se realiz6 el andlisis de la estabilidad frente a la temperatura a 40°. Se observé que hubo un
cambio de color recién a partir del dia 2(24h). De acuerdo a este cambio y tomando en cuenta
la literatura se afirma que la crema es estable al sol, ya que un dia estable es equivalente a un

mes estable al sol.
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Figura 24.-Influencia

6.4.4. Analisis del residuo seco:

de la temperatura en la crema fotoprotectora.

Figura 25.-Andlisis del residuo seco

6.4.5. Determinacion del residuo

seco:

Tabla 19.-Datos para la determinacion del residuo seco

Masas Crema (Ext.Alcohol)
Wo=masa inicial de la luna 18,94¢
de reloj vacio
W 1=Masa inicial vacio+ 19,97¢g
masa de la muestra
W2=Masa inicial vacio 19,16¢g
+masa de la muestra seca

La ecuacion para calcular el % de residuo seco es el siguiente:

% Residuo seco =

Peso final de la muestra

10009
Peso inicial x %

(19,169 — 18,949)

%Residuo seco =

100% = 21,35¢
(19,07 — 18,04g) *100% o
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Se peso 1g de la crema y se dejo en la estufa a 105°C por 2 horas.Después se determind el

residuo seco, tomando el cuenta la masa inicial y la masa final. El % del residuo seco fue de 21,35%.

6.4.6. Prueba de dilucion:
Se pes6 1g de la crema y se agregd SOmL de agua destilada. Después de agitar con la bagueta
se obtuvo una emulsion lechosa contrastando que se trata de una solucion aceite /agua. Si se

trataria de una solucion agua /aceite no habria dilucién.

Figura 26.-Prueba de dilucion
6.4.7. Prueba de lavado:

Se puso 1g de la muestra sobre la palma de la mano y se dejé correr la corriente de agua con ayuda del
dedo indice. De esta manera se pudo determinar que se trataba de emulsion aceite/agua ya que se pudo

lavar por completo.

Figura 27.-Prueba de lavado
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6.5. Caracteristicas organolépticas de la crema preparada:

Tabla 20.-Caracteristicas Organolépticas de la crema

MUESTRA CON EL EXTRACTO DEL
PARAMETROS ALCOHOL
Color Beige
Olor Ligeramente a liquen
Aspecto Homogéneo
Consistencia Suave al tacto
Humectante Bueno
pH 6,5
Textura Suave

6.6. Caracteristicas del analisis sensorial

Tabla 21.-Andlisis Sensorial de la crema

Parametro

Observaciones de la crema

Integridad de forma

La crema mantiene su forma, es homogénea

Brillo La crema es medianamente brillosa

Firmeza La crema se desliza facilmente, no requiere de fuerza
para frotar.

Pegajosidad La crema no es pegagosa

Cohesion No se forman hebras cuando se separan los dedos

Formacion de pico

No se forman picos al separar los dedos

Humedad Se tiene muy baja sensacion de humedad
Deslizamiento Se desliza rapidamente al frotar.
Espesor No se percibe espesor en los dedos al echar la crema.

Cantidad de residuo

En la piel queda ligeramente aceitoso.

Absorcion En 20 frotaciones desaparece la crema

Lubricacion Tiene buena lubricacion, al momento de deslizar los
dedos

Frescor No se percibe sensacion de frescura al usar la crema

Calor No se percibe sensacion de calor

El color El color es agradable

El aroma u olor

El aroma no es desagradable
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6.7. Determinacion del factor de proteccion solar mediante el método de Mansur:

Datos obtenidos de la medicién de las absorbancias con el espectrofotémetro UV- VIS.

Tabla 22.-Absorbancias de la crema fotoprotectora a distintas longitudes de onda

nm 290 295 300 305 310 315 320
Absorbancias(A) |0.659 |0.511 [0.413 |0.323 |0.244 0.183 |0.143
FPS=FC x Y323 x EE (A) x I(L)x Abs(})
Donde:

FPS = Factor de Proteccién Solar

EE(A) = Efecto eritemogénico de la radiacion de longitud de onda A

FC = 10(Factor de correccion)

Abs(L) = Absorbancia de la solucion en la longitud de onda A

I(A) =Intensidad del sol en la longitud de onda A

La constante determinada por Sayre et.al, nos muestra la relacion entre el efecto eritemogénico

y la intensidad de la radiacion de cada longitud de onda.

Cte de Sayre: (EE(X) xI(1))

Tabla 23.-Constantes determinadas por Sayre

Longitud de onda (nm) 290 295

300

305

310

35

320

TOTAL

EE (1) x1(R)

0,0150

0,0817

0,2874

0,3278

0,1864

0,0839

0,0180

1,000

Tabla 24.-Rango de factor de proteccion solar

PROTECCION
SOLAR FPS
Minimo 2-12
Moderado 12 -30
Alto 230
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Se realiz6 los calculos correspondientes para cada absorbancia mediante la ecuacion FPS
tomando en cuenta las constantes determinadas por Sayre, y se determiné que el factor de
proteccion solar para la crema preparada con el extracto de alcohol fue del 3%, de acuerdo al
rango de factor de proteccion solar (Tabla 11) se concluye que la crema tiene un factor de

proteccién minima.
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7. CAPITULO VIL-CONCLUSIONES

Se determind la capacidad antioxidante del liquen psiloparmelia sp. con el extracto etandlico
mediante el reactivo DPPH. La concentracion del dcido ascérbico fue de 16,60mg/L y la

concentracion en mg/L del dcido ascérbico en el extracto fue 2,3 mg AA/g.

Se realiz6 el andlisis de fenoles con el reactivo Folin, donde la concentracion del 4dcido gélico
fue 3,57mg/L y la concentracién en mg/L del dcido gdlico en el extracto fue de 12,6 mg AG/g.
A través de esta mezcla de fosfomolibdato y fosfowolframato se pudo determinar los

antioxidantes fendlicos presentes en el extracto del liquen psiloparmelia sp.

Se realiz6 la cuantificacion del dcido dsnico, en donde la concentracion fue de 3,92 mg/L y la
concentracion en mg/L del dcido tsnico en el extracto fue 13,85 mg AU/g. El % equivalente
del acido usnico en el extracto fue de 1,4%, de acuerdo a la literatura se encuentra dentro del
rango deseado, dado que, el dcido usnico presente en los liquenes se encuentra en el rango de

0,1% a 15%.

Se realiz6 el aislamiento del dcido dsnico, y de acuerdo al andlisis FT-IR se pudo precisar
mediante las sefiales, las moléculas presentes en la muestra. Se comprobé la presencia del OH,
C-H aromético, se visualiz6 un alargamiento del C=0, grupo C=C conjugado, ademds de un

alargamiento del C-O-C, que son los compuestos principales presentes en el dcido usnico.

Se realiz6 el andlisis UV VIS de los dos sélidos obtenidos a partir del andlisis del 4cido dsnico,

las bandas se ubicaron en 292nm y 311nm, contrastando con la literatura(282nm), ambas

bandas se encontraron cerca del valor esperado.
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La crema fotoprotectora preparada presentd un color beige, olor a liquen, el aspecto fue
bastante homogéneo, el pH fue de 6,5; de humectacion buena y consistencia suave al tacto,
medianamente brillosa y se desliz6 facilmente (no requiere de fuerza para frotar). Tiene baja
sensacion de humedad y en 20 frotaciones la crema desaparece para dar paso a la accién
protectora en la piel. No se percibié sensacion de frescura ni calor. Se concluye de acuerdo a

estos andlisis sensoriales que la formulacion fue la correcta.

El Factor de Proteccion Solar (FPS) de la crema preparada con el extracto de alcohol fue de
3% y de acuerdo al rango de factor de proteccion solar tiene una proteccion minima. (Tabla
22). A pesar de la escasa fotoproteccion, segun (Legouin et.al, 2017) con este valor se confirma
la caracteristica tipica del liquen de ser resistente a condiciones climaticas extremas. También,
se pudo comprobar la influencia de la temperatura en la crema, poniendo 1g en la estufa a 40°C,
con este andlisis se pudo reafirmar la estabilidad de la crema frente al sol. Se concluye que
tiene una proteccion minima ante los rayos UV, por lo que se recomienda usar mds volumen

del extracto del liquen para poder obtener una mayor fotoproteccion.
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8. CAPITULO VIIL.-RECOMENDA CIONES
Se recomienda en los proximos procedimientos experimentales usar mds volumen del
extracto del liquen para poder obtener una mayor fotoproteccién de la crema.
Tomando en cuenta el incremento de la radiacién UV, se recomienda realizar mas
andlisis de liquenes para la elaboracion de cremas fotoprotectoras.
Los instrumentos de laboratorio y espectrofotémetros deben encontrarse correctamente

calibrados para poder obtener resultados validos.
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10. CAPITULO X.-ANEXOS

Figura 30.-Pesado de la psiloparmelia sp.

Figura 31.-Macerado de la psiloparmelia sp.
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Figura 32.-Proceso de filtrado de la psiloparmelia sp.

Figura 33.-Extracto obtenido de la psiloparmelia sp.

Procedimiento experimental del analisis de antioxidantes:

Figura 34.-Preparacion de las soluciones
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Figura 35.-Preparacion de las soluciones con el extracto.

Preparacion de las muestras en los viales:

Figura 36.-Preparacion de las diluciones en viales

Figura 37.-Medicion de absorbancias
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Procedimiento experimental para el analisis de fenoles:

Figura 40.-Preparacion de las soluciones con el extracto alcohdlico

Preparacion de las diluciones:

Figura 41.-Preparacion de las diluciones en viales (Curva patron y del extracto)
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Figura 42.-Medicion de las absorbancias

Procedimiento experimental para el analisis del acido dsnico:

Figura 45.-Medicion de las absorbancias.
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Figura 47.-Procedimiento experimental de la crema fotoprotectora.

Figura 48.-Solucion de la crema alcohédlica para el andlisis del FPS.
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