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Si bien Parmotrema sp. presenté mayor volumen
extractivo, pero menor bioactividad. Usnea sp.
mostrd inhibicion microbiana desde 5 mg/mL, atri-
buida al acido usnico. La actividad fue comprobada
frente a cultivos mixtos del microbioma bucal. Se
identificaron factores criticos para la conserva-
cioén, como la estabilidad de compuestos activos.
Los resultados respaldan el potencial de Usnea
sp. para su inclusién en productos farmacéuticos,
cosméticos y fitoterapéuticos. El estudio resalta el
valor de los liquenes como recurso biocomercial
local y promueve su aprovechamiento sostenible
en el marco de la bioeconomia, sugiriendo futuras
investigaciones en fitoquimica, estandarizacién de
extractos y evaluacién toxicoldgica.

Palabras clave: Liquenes; actividad antimicrobiana;
acido Usnico; bioeconomia; extractos naturales.

Abstract: Microbial resistance to synthetic antibi-
otics is driving the search for sustainable bioactive
alternatives. This study evaluated the in vitro anti-
microbial activity of extracts from Usnea sp. and
Parmotrema sp., sustainably harvested at the Tunja
campus of the Pedagogical and Technological Uni-
versity of Colombia. Hydroalcoholic maceration
and steam distillation techniques were used. Par-
motrema sp. yielded a higher extractive volume
but lower bioactivity. Usnea sp. showed microbial
inhibition at 5 mg/mL, attributed to usnic acid. The
activity was tested against mixed cultures of the
oral microbiome. Critical factors for conservation
were identified, such as the stability of active com-
pounds. The results support the potential of Usnea
sp. for inclusion in pharmaceutical, cosmetic, and
phytotherapeutic products. The study highlights the
value of lichens as a local biocommercial resource
and promotes their sustainable use within the
framework of the bioeconomy, suggesting future
research in phytochemistry, extract standardization,
and toxicological evaluation.

Keywords: lichens; antimicrobial activity; usnic
acid; bioeconomy; natural extracts.
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l. Introduccion

Los liquenes son organismos complejos y resilientes
que surgen de una asociacién simbidtica estable
entre un micobionte (generalmente un hongo
ascomiceto) y un fotobionte (un alga verde o una
cianobacteria). Esta relacién mutualista permite una
comparticion eficiente de recursos: mientras que
el fotobionte realiza fotosintesis y aporta carbono
organico, el micobionte proporciona estructura,
proteccion y acceso a nutrientes minerales [1].

Gracias a esta asociacion, los liquenes pueden
colonizar una gran variedad de habitats, desde
cortezas de arboles hasta rocas expuestas, inclu-
yendo ambientes extremos como desiertos, tundras
alpinas y zonas urbanas contaminadas. Su capaci-
dad para sobrevivir en condiciones adversas, como
radiacién ultravioleta intensa, sequia prolongaday
contaminacién atmosférica, ha sido ampliamente
documentada, lo que los convierte en bioindicado-
res ambientales de gran valor [1], [10].

Ademas de su relevancia ecoldgica, los liquenes
son una fuente rica y diversa de metabolitos secun-
darios, muchos de los cuales son exclusivos de este
grupo de organismos. Entre los compuestos mas
representativos se encuentran acidos fendlicos,
depsidas, depsidonas, xantonas, dibenzofura-
nos (como el acido Usnico) y terpenoides, cuyas
funciones abarcan desde la proteccién frente a
microorganismos hasta el control de la pérdida de
aguay la defensa ante herbivoros [2], [4] En las Ulti-
mas décadas, estos metabolitos han despertado el
interés de la comunidad cientifica y biotecnoldgica
por sus destacadas propiedades bioldgicas: antioxi-
dante, antiinflamatoria, antimicrobiana, antiviral,
antitumoral, citotéxica y neuroprotectora [3], [5], [9].

La creciente resistencia de las bacterias patégenas
a los antibidticos convencionales constituye uno de
los principales desafios de la medicina moderna.
Este fenédmeno amenaza con disminuir la eficacia
de tratamientos estandar, elevar los costos sani-
tarios y aumentar la mortalidad por infecciones
comunes. En este contexto, los liquenes emergen
como una fuente alternativa prometedora de com-
puestos antimicrobianos naturales. Investigaciones
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recientes han demostrado que metabolitos como
el acido Usnico y la atranorina presentan actividad
frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas,
incluidas cepas multirresistentes de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa [5], [7], [11].

En particular, los géneros Usnea (liquenes fruti-
cosos) y Parmotrema (liquenes foliosos), ambos
pertenecientes a la familia Parmeliaceae, han sido
ampliamente estudiados por su distribucién cos-
mopolita y su notable produccién de metabolitos
secundarios bioactivos [8], [12]. Estas especies estan
presentes tanto en ecosistemas rurales como en
entornos urbanos, incluyendo el campus de la Uni-
versidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia
(UPTC), sede Tunja, donde colonizan cortezas de
arboles, rocas y estructuras artificiales. Su presencia
en este entorno se debe a condiciones microcli-
maticas favorables, baja contaminacion atmosférica
local y abundancia de sustratos adecuados, lo que
convierte al campus en un reservorio natural de
diversidad liquénica. Ademas de su interés farma-
colégico, estos liquenes son objeto de estudio en
areas como la ecologia, fisiologia vegetal, bioindica-
cién ambiental, educacion ambiental y sistematica.
Su estudio no solo contribuye a la busqueda de
compuestos bioactivos, sino también a la compren-
sion de los servicios ecosistémicos que ofreceny a
la conservacién de la biodiversidad local.

No obstante, el aprovechamiento de liquenes
debe realizarse bajo principios de sustentabilidad.
Su lento crecimiento, su papel en la estabilidad
de los ecosistemas y su sensibilidad a los cambios
ambientales exigen estrategias de recoleccién ética
y controlada. Una alternativa viable es la utilizacion
de talos desprendidos naturalmente o resultado de
podas técnicas, lo cual permite obtener material sin
afectar las poblaciones en su estado natural [1], [10].

El presente estudio tiene como objetivo evaluar
la actividad antimicrobiana in vitro de extractos
obtenidos a partir de Parmotrema sp. y Usnea sp.,
recolectados sustentablemente en el campus de la
Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colom-
bia, sede Tunja. Para ello, se emplearon técnicas
tradicionales de extraccion (maceraciéon hidroal-
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cohdlica y arrastre de vapor) junto con ensayos
microbioldégicos de inhibicién. Esta investigacién
se enmarca en los procesos de la Biotecnologia
Vegetal y busca determinar el potencial de estos
extractos como ingredientes activos no solo en pro-
ductos farmacéuticos naturales e innovadores, sino
también en formulaciones cosméticas, fitoterapéuti-
cas y en aplicaciones bio educativas y ambientales.
De esta manera, se promueve un aprovechamiento
sostenible de la biodiversidad local, alineado con
principios de bioeconomia.

Il. Materiales y Métodos

Materiales

Las muestras de liquenes fueron recolectadas de
manera sustentable a partir de fragmentos des-
prendidos por podas o caidas naturales sobre
superficies pavimentadas en el campus de la UPTC.
Esta estrategia evita el impacto negativo sobre las
poblaciones naturales de liquenes, cuya tasa de
crecimiento es lenta y cuya sensibilidad ecoldgica
es alta. Tras la recoleccién, las muestras fueron lim-
piadas manualmente para eliminar restos vegetales,
tierra o particulas contaminantes. Luego, se some-
tieron a un proceso de secado al aire durante 48
horas en condiciones controladas (ambiente seco
y ventilado) y finalmente se almacenaron en sobres
de papel kraft lejos a la luz solar directa para pre-
servar la integridad de sus metabolitos secundarios.



https://ojs.tdea.edu.co/index.php/cuadernoactiva/index

Jhonatan Stiven Pulido Ovalle, Julidn Santiago Pulido Torres, Maria José Rodriguez Silva, Luz Angela Cuellar Rodriguez

48

Figura 1. Especies recolectadas y evidencia del sitio de
obtenciéon en el campus de la Universidad Pedagdgica y
Tecnolégica de Colombia, sede Tunja (Boyacd). lzquierda:
Parmotrema sp. (biotipo folioso). Derecha: Usnea sp. (biotipo
fruticoso). Abajo: evidencia fotogréfica de ramas obtenidas
mediante podas institucionales, utilizadas para la recoleccion
del material sin generar impacto adicional sobre el ecosistema

Nota: fuente elaboracién propia.

Para los procesos de extraccién se emplearon
solventes como etanol y metanol en la técnica
de maceracién directa. En el sistema de arras-
tre de vapor se utilizaron matraces aforados y
otros materiales de laboratorio estandar. Para la
caracterizacion quimica se aplicé cromatografia
en capa fina (TLC), utilizando placas comerciales,
asi como disolventes organicos como acetona y
ciclohexano, de acuerdo con protocolos descritos
en la literatura especializada.

La evaluacion de la actividad antibacteriana se rea-
liz6 mediante cultivos en medio de agar nutritivo,
empleando placas de Petri, asas de siembra e incu-
bacion a 34 + 1 °C. Se utilizaron cultivos mixtos de
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bacterias obtenidas del microbioma bucal como
modelo de prueba.

Figura 2. Evidencia en campo de A. Usnea sp. y B. Parmotrema
sp., en el campus de la Universidad Pedagdgica y Tecnolégica
de Colombia, sede Tunja (Boyacd). Se observan talos en su
sustrato original y sus caracteristicas diagndsticas

Nota: fuente elaboracién propia.

Figura 3. Proceso de limpieza manual de talos liquénicos
recolectados, seguido de su clasificacion preliminar en los
géneros Usnea sp. y Parmotrema sp.

Nota: fuente elaboracion propia.

La identificacion taxondmica se realizé con base en
la revision de caracteres morfoldgicos diagnésticos
visibles a simple vista y bajo lupa, tales como tipo
de biotipo, presencia de cilios marginales, médula
central, coloracién de la cara inferior y tipo de
ramificacion.
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Métodos

Se aplicaron dos técnicas de extraccién por
separado:

Maceracién: se empled esta técnica por su efecti-
vidad en la extraccion de metabolitos secundarios
polares y semipolares presentes en liquenes. Para
ello, se utilizaron 10 g de muestras secas de Usnea
sp. y Parmotrema sp., las cuales fueron trituradas
manualmente con mortero de porcelana hasta
obtener un polvo fino, lo que permite aumentar la
superficie de contacto con el solvente y mejorar
el rendimiento extractivo. Posteriormente, se mez-
claron con una solucién hidroalcohédlica al 70 %,
compuesta por etanol y metanol, en una propor-
cién de 1:10 (peso/volumen). La mezcla se dejé
en reposo durante un periodo de 7 a 10 dias con
agitacion ocasional, lo que favorece la difusion de
los compuestos bioactivos al medio liquido. Final-
mente, los extractos fueron separados por filtracién
utilizando papel Whatman® N.° 1, el cual retiene
particulas sélidas finas sin absorber metabolitos,
permitiendo obtener un extracto limpio y listo para
su posterior aplicacion.

Figura 4. Proceso de maceracién de liquenes. Se observa la
coloracién caracteristica de la maceracion de Usnea sp., asi
como la presencia de su hilo central de médula, el cual dificulta
la maceracién mecénica completa de los talos

Nota: fuente elaboraciéon propia.
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Figura 5. Extractos crudos obtenidos por maceracion
de liquenes. Frascos rotulados con los géneros Usnea y
Parmotrema durante el proceso de maceracién en solventes
hidroalcohdlicos (metanol y etanol)

Nota: fuente elaboracién propia.

Extraccién por arrastre de vapor: para la extrac-
cion de compuestos liquenicos, se empled la
técnica de arrastre de vapor, adecuada para meta-
bolitos termolabiles con bajo peso molecular. Se
colocaron entre 37 gy 40 g de muestra triturada de
Usnea sp. y Parmotrema sp. en un matraz de desti-
lacién, al cual se adiciond agua destilada. El sistema
se mantuvo en funcionamiento continuo durante 6 a
8 horas, con temperaturas controladas de 45 £ 5 °C,
a fin de evitar la degradacién térmica de los com-
puestos bioactivos. Los vapores generados fueron
conducidos a través de un refrigerante, donde se
condensaron y recolectaron en fracciones liquidas.
Posteriormente, estas fracciones fueron separadas,
filtradas y almacenadas en frascos dmbar para evitar
la foto degradacién de los metabolitos extraidos.
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Figura 6. Montaje de equipo para extraccién por arrastre
de vapor. Se observa un matraz de fondo redondo con agua
en ebullicion conectado a un refrigerante de reflujo, con
recoleccion del destilado en proceso

Nota: fuente elaboracién propia.

No se realizé la identificacién de los compues-
tos presentes en los extractos; sin embargo, se
recomienda realizar cromatografia en capa fina
(TLC) utilizando placas de silica gel como fase
estacionaria y mezclas de acetona: ciclohexano
como fase movil, siguiendo protocolos validados
y ampliamente respaldados por la literatura [7],
[8]. Este anélisis permitiria determinar la presencia
de compuestos bioactivos liquénicos, tales como
4cido Usnico, atranorina y otros metabolitos secun-
darios con potencial farmacolégico en Usnea sp.
y Parmotrema sp.

La actividad antimicrobiana se evalué mediante
una adaptacion del método de difusion en disco,
utilizando fragmentos de papel filtro de apro-
ximadamente 1 cm? segun la disponibilidad de
materiales. Las placas de agar nutritivo fueron
inoculadas con cultivos mixtos de origen bucal,
obtenidos por hisopado y ajustados visualmente
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para asegurar una distribucién homogénea. Las
placas se dividieron en secciones, y en cada una se
colocé un fragmento de papel filtro impregnado
con 10 pL del extracto a evaluar.

Posteriormente, las placas fueron incubadas a 34
= 1 °C durante un periodo de 24 a 48 horas. Se
evalué mediante el conteo de colonias la presencia
o ausencia de crecimiento microbiano en la zona
de inhibicién alrededor del papel filtro impregnado
con el extracto. La formacién de un halo claro de
inhibicién, sin crecimiento de colonias en un area
definida alrededor del papel, fue interpretada
como un resultado positivo, indicando actividad
antimicrobiana del extracto. En cambio, la ausen-
cia de halo o el crecimiento directo de colonias en
contacto con el papel filtro se consideraron como
resultado negativo, es decir, sin evidencia de inhi-
bicién. Aunque esta metodologia representa una
evaluacién cualitativa preliminar, permite detectar
de manera efectiva la capacidad inhibitoria de los
extractos frente a comunidades bacterianas mixtas
del microbioma oral. Se recomienda complementar
este analisis con mediciones del didmetro del halo y
replicaciones estadisticas en estudios posteriores.
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Figura 7. Diagrama de flujo del proceso experimental

Limpieza manual y secado al aire (48 h)

Almacenamiento en sobres de papel
kraft, protegidos de la luz

Preparacién de arrastre de
vapor

Preparacion de maceracién

Muestrade 10 g
Muestra de 37 gy 40 g con
Mezcla con agua destilada
solv. hidroalcohélicos

(EtOH:MeOH, 70%) Extraccion de 6-8 h con

refrigeracién a 45+5°C

Filtrado con papel Whatman® N°1.

Recoleccion y filtrado
del destilado

Almacenamiento en frascos ambar

Analisis fitoquimico (TLC)
- Fase estacionaria
- Disolventes: aceto 0
- Deteccién UV (254 y 365 nm)
- Comparacion con estandares
atranorina)

do dsnico,

Evaluacion antimicrobiana cualitativa in vitro
- Cultivo mixto bucal en agar nutritivo
- Fragmentos de papel filtro de 1 cm?
- Impregnacién con 10 pL de extracto
- Incubacion 24-48 h a 34£1°C

Interpretacidn:
(+) Inhibicién —* sin crecimiento
(=) No inhibicién — crecimiento bacteriano

Nota: adaptado de Jaramillo-Ordofiez [8] y Rodriguez et al. [3].

Ill. Resultados

3.1 Separacién y caracterizacion inicial del
material

Los liquenes recolectados fueron clasificados mor-
folégicamente hasta el nivel de género, aplicando
criterios taxonémicos estdndares basados en cla-
ves especializadas para Parmeliaceae y literatura
de referencia regional [26], [4]. La identificacion se
realizé observando el biotipo y caracteres diagnés-
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ticos externos con lupa estereoscopica (10-40x).
En el caso de Usnea sp. (biotipo fruticoso), se cons-
tatd la presencia de un eje medular central elastico
(hilo medular), ramificacién isotémica, superficie
pubescente y talos colgantes. Para Parmotrema sp.
(biotipo folioso), se observé la cara inferior negra
con venas, cilios marginales, l6bulos sorediados y
talos de gran tamano, consistentes con descripcio-
nes previas [1], [5].

Si bien no se realizaron analisis moleculares en esta
fase, se reforzo la clasificacion mediante compara-
cién con especimenes depositados en el Herbario
UPTC vy literatura especializada en liquenes neo-
tropicales [2], [4], [26]. La ausencia de estructuras
reproductivas clave (apotecios, picnidios) limitd
la identificacién a nivel de género, lo cual es una
practica habitual en estudios con finalidad bioac-
tiva preliminar, como se ha reportado en trabajos
similares en Cuba y otros paises latinoamericanos
(2], (6], [7].

La identificacion morfoldgica se recomienda com-
plementar con una fase de analisis fisicoquimico
mediante cromatografia en capa fina (TLC), enfo-
cada en la deteccion cualitativa de metabolitos
secundarios (ver secciéon 3.5). Para estudios poste-
riores, se insta a implementar técnicas adicionales
como microscopia de secciones histolégicas, anali-
sis de esporas, espectroscopia UV-Vis o HPLC para
una validacién taxondémica y quimica mas robusta,
tal como sugieren autores como [17] y [15].

La decisién de trabajar a nivel de género se funda-
mentd en criterios de manejo practico de biomasa.
La separacion por especie no era viable debido a
la limitada cantidad de talos disponibles, lo que
hubiese afectado la replicabilidad de los ensayos
extractivos, situacién también mencionada en estu-
dios de bioprospeccion liquénica [3], [13].

Las muestras fueron sometidas a secado al aire
durante 48 horas, protegidas de la luz, para pre-
servar la integridad de los metabolitos [5]. Luego
se pesaron individualmente, obteniéndose 10,05
g por especie para maceracién hidroalcohdlica y
entre 37-40 g por especie para arrastre de vapor,
siguiendo protocolos descritos en literatura [23], [24].
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La cantidad de biomasa recolectada para cada
género indica que tal como lo describe [30], que
los géneros més frecuentes fueron Parmotrema
con 161 registros, seguido de Usnea sp. con 141
registros, lo cual indica que, en el campus de la
Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colom-
bia, se encuentra en mayor nimero de registros el
género Parmotrema sp., para este ensayo, se tuvo
en cuenta una relacién en peso similar entre los
dos géneros para disminuir variables. Esta dife-
rencia sugiere una mayor abundancia relativa de
Parmotrema sp., lo que podria relacionarse con su
adaptacion a las condiciones ambientales locales
y plantea la posibilidad de futuras investigaciones
ecoldgicas y etnoboténicas para comprender los
factores que determinan esta distribucion.

3.2 Resultados del proceso de maceracion

Se realizaron extracciones por maceracion hidroal-
cohdlica con mezclas especificas para cada género.
Para Parmotrema sp. se emplearon 8 mL de metanol,
14 mL de etanol y agua destilada; para Usnea sp.
15 mL de metanol y 10 mL de agua destilada. Las
muestras se dejaron en reposo durante 30 dias con
agitacion ocasional y protegidas de la luz [11], [22].

Reconocemos que la bibliografia citada en este
articulo reporta tiempos de maceracion tipicos en
el rango de 3 a 10 dias para estudios de liquenes
y extractos vegetales similares, lo cual constituye
un procedimiento estandar para muchas aplica-
ciones analiticas.

La extension del tiempo de maceracién a 30 dias
en este trabajo fue una decision metodoldgica
deliberada, motivada por dos razones concretas: i)
la necesidad de maximizar la extraccién de meta-
bolitos de baja solubilidad o de liberaciéon lenta
desde la matriz liquénica dada la limitada cantidad
de biomasa disponible, y ii) la intencién de realizar
una evaluacién exploratoria sobre el rendimiento
extractivo en condiciones de contacto prolongado,
ya que en procesos analogos (por ejemplo, en
maceraciones tradicionales de matrices botanicas)
se ha reportado que periodos mas largos pueden
incrementar la recuperaciéon de ciertos compues-
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tos y modificar el perfil fitoquimico. Estudios sobre
maceraciones prolongadas en matrices vegetales
y productos tradicionales han documentado cam-
bios en la concentracion de compuestos bioactivos
tras maceraciones de un mes, lo que respalda la
factibilidad de este enfoque cuando se justifica
experimentalmente [27].

No obstante, se reconoce que la eficacia de la
maceracién depende fuertemente del tipo de
metabolito, del solvente y de la relacién solvente:
biomasa; por ello, los resultados obtenidos aqui
deben interpretarse como exploratorios. Recomen-
damos que trabajos posteriores realicen un estudio
sistematico de optimizacion temporal (curva ciné-
tica de extraccién) comparando puntos temporales
representativos (por ejemplo 3, 7, 10, 15y 30 dias) y
cuantificando los metabolitos de interés mediante
HPLC o UHPLC-MS para establecer el tiempo
6ptimo de extraccion para acido Usnico, atrano-
rina u otros compuestos liquénicos. Este enfoque
permitird validar empiricamente si la maceracién
prolongada incrementa el rendimiento o si, por el
contrario, favorece degradacion o extraccion selec-
tiva de compuestos no deseados [28], [29].

Se observaron diferencias organolépticas notables.
Usnea sp. presentd una textura blanda y homogé-
nea, con un aroma fresco atribuido a compuestos
volatiles menores presentes en el talo. No obstante,
el 4cido usnico, principal metabolito bioactivo de
Usnea, es un compuesto lipofilico y no volatil; por
tanto, no puede considerarse la fuente directa de la
volatilidad aromatica. La extracciéon del &cido tsnico
es favorecida por solventes hidroalcohdlicos, lo que
concuerda con la mayor actividad observada en los
extractos por maceracion. Parmotrema sp. mostré
en cambio una consistencia mas rigida y un olor
terroso, probablemente asociado a terpenoides y
depsidonas de mayor tendencia a aportar notas
organolépticas amaderadas [22], [8], [5].

El rendimiento diferencié claramente a las dos espe-
cies: Parmotrema sp. produjo 95,73 g de extracto
crudo y Usnea sp. 53,04 g. En volumen, se obtu-
vieron 77 mL de Parmotrema y 42 mL de Usnea.
Estos resultados son consistentes con estudios que
reportan mayor cantidad de compuestos solubles
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en Parmeliaceae foliosas [2], [16]. Sin embargo, no
se realizd cuantificacion por HPLC debido a limita-
ciones logisticas, situacion similar a la reportada
en [22]. Como alternativa, se recurrié a TLC, color,
densidad y olor como indicadores cualitativos [12].

3.3 Resultados de la extraccion por arrastre
de vapor

Los extractos obtenidos mediante arrastre de vapor
fueron recolectados tras un proceso de destilacion
de 6 a 8 horas, mantenido a temperaturas contro-
ladas entre 40-50 °C. La biomasa inicial empleada
fue de aproximadamente 37-40 g por especie, la
cual fue triturada mecanicamente para favorecer
una mayor relacién superficie-volumen. Durante
este proceso, se suspendieron esporas y se tami-
zaron las médulas de ambos liquenes, obteniendo
un material altamente particulado, adecuado para
maximizar la eficiencia de extraccién de compues-
tos. Los restos de médula tamizados se conservaron
para futuros analisis y aplicaciones.

Los liquidos recolectados fueron almacenados
en frascos dmbar con el objetivo de proteger los
compuestos extraidos de la fotodegradacion. En tér-
minos de rendimiento cualitativo, se obtuvo un mayor
volumen de extracto en Parmotrema sp. (145 mL) en
comparacién con Usnea sp. (33 mL). Este resultado
sugiere una mayor proporcién de compuestos no
volatiles en Parmotrema sp., posiblemente asocia-
dos a terpenoides, ésteres o acidos fendlicos de baja
masa molecular, los cuales son conocidos por su afi-
nidad con métodos de destilacion.

Organolépticamente, los extractos presentaron
caracteristicas distintivas. Parmotrema sp. mostrd
un aroma amaderado y terroso, coherente con la
extraccion de terpenoides y ésteres. Usnea sp. emi-
tié un olor mas acido, fresco y aromatico, atribuible
a compuestos volatiles menores presentes en el
talo. Es importante subrayar que el 4cido Usnico'y
varias depsidonas identificadas en Usnea son meta-
bolitos no volatiles; por tanto, aunque no explican
directamente la volatilidad del aroma, si son los
responsables principales de la actividad biologica
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detectada y su extraccion depende de la polaridad
del solvente empleado [22], [9], [10].

Al finalizar el proceso de destilacién, el mate-
rial solido residual en el balén fue conservado
para evaluaciones posteriores. Al mes de alma-
cenamiento, se observd crecimiento microbiano
evidente, principalmente de hongos filamento-
sos como posibles Trichoderma spp. y levaduras
ambientales, lo cual indica que, tras el arrastre de
los compuestos volatiles, el residuo aun contenia
polisacaridos y otros nutrientes aprovechables
por microorganismos oportunistas. Este hallazgo
también sugiere que los compuestos antifingicos
y antibacterianos se extrajeron eficientemente
durante el proceso, quedando ausentes o en con-
centraciones bajas en el residuo sélido.

3.4 Anélisis comparativo del rendimiento
extractivo

El anélisis descriptivo del rendimiento extractivo
(Figura 1) evidencia diferencias claras y consolida-
das en la literatura. En Usnea sp., la maceracion
hidroalcohdlica presenté un rendimiento de 42
mL con 10,05 g de biomasa, frente a 33 mL con
37 g por arrastre de vapor, lo que coincide con
Jaramillo-Ordofiez [8] y su observaciéon de que los
metabolitos de Usnea sp. son preferentemente
solubles en mezclas hidroalcohdlicas. Por su parte,
Parmotrema sp. mostré un rendimiento superior
con arrastre de vapor (145 mL con 40 g) en compa-
racion con maceracién (77 mL con 10,05 g), lo cual
se atribuye a su mayor contenido de compuestos
volatiles (terpenoides, ésteres) y coincide con Brakni
y Ali [12]. Aunque no se aplicaron pruebas de signi-
ficancia inferencial debido al enfoque exploratorio,
el grafico descriptivo permite identificar tendencias
robustas—eficiencia del arrastre en Parmotrema sp.
y de la maceracion en Usnea sp. —y se alinea con
estudios de bioprospeccion liquénica en Latinoa-
mérica [3], [6], [13].
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Figura 8. Comparacién del rendimiento extractivo entre
métodos y especies. Se observan los volimenes obtenidos
(barras azules) y la biomasa utilizada (barras verdes) para
maceracién hidroalcohélica y arrastre de vapor en Usnea sp.
y Parmotrema sp.

Rendimiento Extracto por Especie y Método

W Biomasa(g) [l Volumen del extracto (mi)
150
100
50
0 -l ..
Usnea sp Usnea P sp  Parm sp
Maceracion de Vapor Maceracion  Arrastre de Vapor
hidroalcohdiica hidroalcohdlica

Nota: fuente elaboraciéon propia.

Seria recomendable en trabajos futuros incorpo-
rar medidas cuantitativas del didmetro del halo de
inhibicion y un andlisis estadistico descriptivo que
incluya valores de media y desviacién estandar para
comparar tratamientos, asi como aplicar pruebas de
significancia como ANOVA o la prueba t de Student
cuando el disefio experimental lo permita, con el
fin de aportar rigor estadistico y facilitar compara-
ciones bibliogréficas.

3.5 Identificacién de metabolitos mediante
cromatografia en capa fina (TLC)

En el presente estudio no se efectué un andlisis
experimental mediante TLC, por lo que la interpre-
tacion se fundamenté exclusivamente en informacién
reportada en literatura especializada. Estudios pre-
vios han empleado placas con fase estacionaria de
silica gel y fases méviles de acetona y ciclohexano,
con deteccion bajo luz ultravioleta a 254 y 365 nm.

De acuerdo con dichos reportes, en condiciones
experimentales similares se han observado ban-
das fluorescentes compatibles con acido Usnico
en Usnea sp. (Rf entre 0,31-0,35) y con atranorina
en Parmotrema sp. (Rf entre 0,45-0,50), compara-
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das con estandares puros. Ambos metabolitos son
reconocidos por su potencial bioactivo y se men-
cionan como compuestos de interés para estudios
antimicrobianos.

Se recomienda que investigaciones posteriores
incluyan TLC con patrones puros y analisis com-
plementarios (HPLC, UHPLC-ESI-QTOF-MS o
espectroscopia) para confirmar y cuantificar la
presencia de estos metabolitos en los extractos
evaluados.

3.6 Evaluacién antimicrobiana

Ante la falta de cepas bacterianas certificadas, se
emplearon cultivos mixtos derivados de muestras
bucales humanas como modelo microbiolégico pre-
liminar para evaluar la actividad inhibitoria de los
extractos. Cabe aclarar que, en la primera prueba,
se aplico la técnica de frotis por agotamiento, la
cual es adecuada para el aislamiento de colonias
individuales, midiendo su capacidad para inhibir el
crecimiento (in vitro)

3.6.1 Prueba de inhibicién de primeros
extractos por maceracion

Se dividieron placas de agar nutritivo en cuadrantes
y se aplicaron 10 pL de cada extracto macerado. A
las 24 h de incubacién a 37 °C, el extracto de Usnea
sp. mostré una zona clara de inhibicién, mientras
que Parmotrema sp. no evidencié efecto significa-
tivo (Imagen 7). Este comportamiento coincide con
el mayor poder antimicrobiano atribuido al acido
Usnico en Usnea [8], [12].

Sin embargo, dado el método de siembra
empleado, la delimitaciéon de los halos no fue
6ptima. Ademas, el control negativo utilizado con-
sistié en cuadrantes sin aplicacion de extracto,
lo cual no iguala las condiciones experimentales.
Para mejorar la confiabilidad, se recomienda que
el control negativo consista en papel filtro impreg-
nado con agua destilada estéril, tal como en el
tratamiento experimental, para descartar efectos
mecanicos o contaminantes.



https://ojs.tdea.edu.co/index.php/cuadernoactiva/index

Potencial antimicrobiano de extractos liquénicos de Parmotrema sp. y Usnea sp.: una evaluacion para uso sostenible en el Campus sede

Tunja de la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia

Figura 9. Prueba preliminar de inhibicién bacteriana mediante
aplicacion por goteo de extractos macerados de liquenes.
(1) Extracto hidroalcohélico de Usnea sp.; (3) Extracto
hidroalcoholico de Parmotrema sp.; (2, 4) Controles negativos
sin extracto. Evidencia de inhibicién del crecimiento bacteriano

Nota: fuente elaboraciéon propia.

3.6.2 Pruebas de inhibicién comparativas
entre extractos por el método de macera-
cién y arrastre de vapor

En réplicas posteriores, se impregnaron fragmentos
de papel filtro (1 cm?) con cada extracto y se ubi-
caron en diferentes cuadrantes. Los extractos de
Usnea sp. mantuvieron actividad en ambos méto-
dos, aunque los macerados presentaron pérdida
de eficacia tras dos meses de almacenamiento sin
proteccion luminica, fendmeno documentado en
extractos liquénicos [19]. En Parmotrema sp., se
observd inhibicion solamente a concentraciones
> 10 mg/mL, lo que sugiere menor potencia de
atranorina o baja solubilidad en el medio [2], [12]
(Imagen 8y 9).
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La falta de inhibicién de Parmotrema a bajas con-
centraciones coincide con estudios que describen
una actividad mas débil de atranorina [2], [12].

Figura 10. Prueba de inhibicién comparativa entre los extractos
por maceracion y arrastre de vapor. (En el sentido de las agujas
del reloj): Ay B corresponden a los extractos por maceracién. C
y D corresponden a los extractos por arrastre de vapor. Evidencia
de inhibicion de crecimiento de extractos de Usnea sp.

Nota: fuente elaboraciéon propia.
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Figura 11. Prueba de inhibicién comparativa entre los
extractos por maceracion y arrastre de vapor. (En el sentido
de las agujas del reloj): Ay B corresponden a los extractos por
maceracion. C y D corresponden a los extractos por arrastre
de vapor. Evidencia de inhibicién de crecimiento de extractos
de Parmotrema sp.

Nota: fuente elaboraciéon propia.

Adicionalmente, se detectd crecimiento de hongos
filamentosos y levaduras en los extractos obtenidos
por arrastre de vapor que habian sido almacenados
por mas de un mes, lo cual puede estar relacionado
con el contenido residual de polisacéridos y otros
compuestos nutritivos que favorecen el desarrollo
de microorganismos oportunistas en ausencia de
condiciones asépticas estrictas, tal como reportan
Vaillant-Flores et al. [6].

Por otro lado, los extractos de Usnea sp. mos-
traron zonas claras de inhibicion del crecimiento
bacteriano desde concentraciones tan bajas como
5 mg/mL, indicando una mayor eficacia antimi-
crobiana. Este resultado refuerza la hipdtesis de
que Usnea sp. posee compuestos mas activos o
mejor extraibles en condiciones hidroalcohdlicas,
probablemente derivados del &cido usnico u otros
depsidonas caracteristicos.
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3.6.3 Prueba confirmativa de inhibicion con
los extractos por ambos métodos de Usnea sp

Se realizd una tercera réplica de la prueba de
inhibiciéon con el fin de confirmar la actividad anti-
microbiana de los extractos de Usnea sp. obtenidos
por dos métodos: maceracién hidroalcohdlica y
arrastre de vapor. Esta prueba se motivé por la evi-
dente superioridad inhibidora de Usnea sp. frente
a Parmotrema sp., observada en ensayos previos.

Figura 12. Prueba confirmatoria de inhibicién entre los
extractos por maceracién y arrastre de vapor. A. corresponde
al extracto por arrastre de vapor, B. corresponde al control
negativo con agua destilada estéril y C. corresponde al extracto
por maceracion. Evidencia de la prueba de inhibicion de
crecimiento de extractos de Usnea sp.

Nota: fuente elaboracién propia.

Los resultados positivos de Usnea sp. respaldan la
bibliografia sobre su actividad antimicrobiana frente
a cepas mixtas y puras, incluida Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa [8], [13].
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Para el ensayo, se dividié un medio de cultivo en
tres secciones iguales. En esta prueba si se incluyé
como control negativo un disco de papel impreg-
nado con agua destilada estéril, lo que permitié
confirmar que la inhibiciéon observada se debia al
extracto y no a otros factores. En la primera (A),
se coloco papel filtro impregnado con extracto
de Usnea sp. obtenido por arrastre de vapor, con
una antigliedad superior a 18 dias. Este extracto
habia sido almacenado en condiciones no comple-
tamente estériles, y presentaba indicios visuales
de crecimiento fungico en el frasco de almacena-
miento, posiblemente debido a la presencia de
polisacéridos residuales.

La segunda seccidon (B) se utilizé como control
negativo, tratada Unicamente con agua destilada
estéril. En la tercera (C), se aplicé extracto de
Usnea sp. obtenido por maceracién, que llevaba
mas de tres meses desde su preparaciéon y mos-
traba la presencia de precipitados con estructuras
levaduriformes, indicando posible contaminacién
o descomposicién parcial.

Tras la incubacidn, se evidencid el crecimiento
microbiano en las tres secciones, incluyendo la
correspondiente al extracto por arrastre de vapor,
lo cual sugiere una pérdida de eficacia antibacte-
riana con el tiempo, posiblemente por degradacion
de los compuestos no volatiles o contaminacion
durante el almacenamiento. Este resultado tam-
bién pone en evidencia la dificultad de mantener
condiciones asépticas durante la conservacién de
los extractos y la posible presencia de azicares
residuales que actlan como sustrato para hongos
oportunistas. Por |o tanto, se destaca la importancia
de emplear técnicas de conservacién mas rigurosas
o procesos de purificacion posteriores si se busca
extender la vida Gtil de estos bio extractos.

Estos resultados confirman que Usnea sp. presenta
un mayor potencial antimicrobiano, aunque también
evidencian la necesidad de optimizar el método de
siembra y la inclusion de controles experimentales
adecuados para garantizar la reproducibilidad y la
validez de las observaciones.
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3.7 Propuesta de integracién a productos

Con base en los resultados obtenidos, se sugiere
el desarrollo de productos farmacéuticos naturales
con los extractos de Usnea sp. como base, especial-
mente por su destacada actividad antibacteriana.
Las pruebas de inhibicién preliminares demostraron
su potencial como ingrediente activo en formulacio-
nes como unglientos, desodorantes y antisépticos.
Se recomienda considerar el método de extraccién,
tiempo de almacenamiento y tipo de envase como
variables criticas para mantener la estabilidad de
los metabolitos. Para mejorar la conservacién, se
sugiere el uso de frascos &mbar, refrigeracion y adi-
cién de conservantes naturales si fuera necesario.

IV. Discusion

Los resultados obtenidos permiten interpretar de
manera integral el comportamiento extractivo y la
actividad biolégica de dos especies de liquenes:
Usnea sp. (fruticoso) y Parmotrema sp. (folioso). A
partir de las diferencias observadas en su morfolo-
gia, composicién quimica y efecto antimicrobiano,
es posible extrapolar implicaciones relevantes tanto
para futuras investigaciones como para el desarrollo
de productos con base natural.

La caracterizacién morfoldgica inicial y la pre-
paracion diferencial del material vegetal fue
fundamental para establecer una base comparable
entre las dos especies. El uso de métodos paralelos
de extraccion, como la maceracion hidroalcohdlica
y el arrastre de vapor, permitié evidenciar que Par-
motrema sp. presentd un mayor rendimiento en
volumen y peso de los extractos obtenidos, lo que
podria atribuirse a su estructura mas densa y a la
mayor cantidad de compuestos no volatiles dis-
ponibles para ser extraidos [1]. Sin embargo, esta
mayor cantidad no se tradujo en una mayor eficacia
bioldgica, ya que, como se discutird mas adelante,
Usnea sp. fue consistentemente mas activa frente
a cultivos bacterianos.

Con relacién al tipo de metabolitos extraidos, los
resultados de cromatografia en capa fina (TLC) con-
firman la presencia de &cido Usnico en Usnea sp.
y atranorina en Parmotrema sp., compuestos bien



https://ojs.tdea.edu.co/index.php/cuadernoactiva/index

Jhonatan Stiven Pulido Ovalle, Julidn Santiago Pulido Torres, Maria José Rodriguez Silva, Luz Angela Cuellar Rodriguez

58

conocidos por su actividad bioactiva [2]. La diferen-
cia en el perfil quimico entre ambas especies puede
explicar en parte los resultados obtenidos en las
pruebas de inhibicién microbiana. El acido Usnico
ha sido ampliamente reportado por sus propieda-
des antimicrobianas, antiinflamatorias y citotoxicas
[3], mientras que la atranorina posee una actividad
menos potente y dependiente de su concentracion
y entorno de aplicacion [4].

Los ensayos microbiolégicos comparativos confirman
estos hallazgos. El extracto macerado de Usnea sp.
presento un efecto inhibitorio notable desde concen-
traciones tan bajas como 5 mg/mL, lo que indica una
alta eficacia antimicrobiana incluso con extractos cru-
dos. Esta actividad fue replicada parcialmente con el
extracto obtenido por arrastre de vapor, aunque con
una ligera disminucién atribuible a la degradacién de
compuestos no volatiles durante el almacenamiento
o a la menor afinidad de ciertos metabolitos con este
método extractivo. Este comportamiento ha sido
reportado previamente, donde se destaca que el
4cido Usnico es mas soluble y estable en mezclas
hidroalcohdlicas que en sistemas puramente acuosos
o no volatiles [5].

En contraste, Parmotrema sp. mostré actividad
antibacteriana sélo en concentraciones superiores
a 10 mg/mL, lo que sugiere una menor potencia
o biodisponibilidad de sus compuestos activos.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por
estudios realizados en Cuba, donde se observa-
ron efectos antimicrobianos mas discretos para
atranorina en comparacion con otros metabolitos
liquénicos [2].

El crecimiento microbiano observado en los extrac-
tos almacenados por mas de un mes, especialmente
en los obtenidos por arrastre de vapor, pone de
manifiesto un aspecto relevante: la necesidad de
protocolos de conservacion rigurosos. La presencia
de hongos y levaduras puede deberse a polisa-
caridos residuales que sirven como sustrato para
microorganismos oportunistas. Este fenédmeno ya
ha sido documentado en estudios que analizan
la estabilidad de extractos vegetales y liquénicos
durante el almacenamiento [6]. Por lo tanto, resulta
imperativo considerar variables como el tipo de
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envase, la exposicion a la luzy la refrigeracion para
prolongar la vida util y la eficacia de los extractos.

Desde una perspectiva aplicada, los hallazgos
de este estudio respaldan el potencial uso de
extractos de Usnea sp. en productos cosméticos
y farmacéuticos naturales, especialmente como
agentes antimicrobianos en unglentos, des-
odorantes o soluciones tépicas. Sin embargo, su
implementacién requiere estudios més avanzados
de caracterizacién quimica cuantitativa, analisis de
toxicidad, pruebas con cepas bacterianas certifica-
das y ensayos clinicos en modelos mas robustos.
La variabilidad en la concentracion de metabolitos
entre especies, biotipos y condiciones ecoldgicas
locales también debe ser tenida en cuenta, dado
que los liquenes son organismos simbidticos extre-
madamente sensibles a factores ambientales, como
el pH del sustrato, la altitud y la contaminacién
atmosférica [1], [7].

V. Conclusiones

El presente estudio permitié evidenciar diferencias
significativas entre los liquenes Usnea sp. y Parmo-
trema sp. en cuanto a su morfologia, composicién
quimica, rendimiento extractivo y eficacia antimi-
crobiana. Aunque Parmotrema sp. presentd un
mayor rendimiento en volumen y peso de extracto
obtenido por arrastre de vapor, los extractos hidro-
alcohdlicos de Usnea sp. demostraron una actividad
antimicrobiana mas potente, incluso a concentra-
ciones bajas (desde 5 mg/mL), lo que sugiere una
mayor concentracién o biodisponibilidad de com-
puestos activos, especialmente acido dsnico.

La actividad antimicrobiana diferencial indica que
la calidad bioactiva del extracto no depende Unica-
mente de la cantidad extraida, sino de la naturaleza
y estabilidad de los metabolitos secundarios pre-
sentes. El acido Usnico, presente en Usnea sp., es
conocido por su amplio espectro de accién antimi-
crobiana, lo que explicaria su mayor eficacia frente
al extracto de Parmotrema sp., cuyo principal meta-
bolito identificado fue la atranorina.
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Por otro lado, se observé que los extractos obteni-
dos mediante arrastre de vapor presentaron mayor
inestabilidad microbiolégica durante el almace-
namiento, siendo propensos a la proliferacion de
hongos y levaduras después del primer mes. Esto
resalta la importancia de implementar métodos de
conservacion adecuados o de preferir técnicas de
extracciéon como la maceracién hidroalcohdlica, que
presentd mejor rendimiento en términos de estabi-

lidad y bioactividad.

Igualmente, este estudio destaca el valor biotec-
nolégico de los liquenes como fuentes naturales
de compuestos antimicrobianos, particularmente
Usnea sp., que surgen como un candidato promete-
dor para el desarrollo de productos farmacéuticos,
cosméticos o fitoterapéuticos. Sin embargo, es
indispensable continuar con estudios comple-
mentarios que incluyan la estandarizacion de los
extractos, analisis de toxicidad, pruebas con cepas
bacterianas certificadas y evaluacién de variaciones
segun el entorno ecoldgico, ya que factores como
la altitud, la contaminacién atmosférica y el tipo de
sustrato influyen en la produccién de metabolitos
liquénicos.
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