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l. RESUMEN

La presente investigacion fue realizada empleando materia vegetal de Litsea
guatemalensis (hojas y tallos), de tres diferentes localidades, ubicadas en el departamento
de Sacatepéquez (municipio San Bartolomeé Milpas Altas, municipio Magdalena Milpas

Altas y municipio San Lucas Sacatepéquez, Cerro Alux).

Fueron analizadas nueve muestras con diferente fase fenoldgica (3 de cada localidad),
que incluyen la fase de desarrollo foliar, inicio de floracion e inicio de fructificacion. A
partir de las muestras se establecieron las caracteristicas macroscopicas, organolépticas,

microanatémicas e histoquimicas que identifican la droga cruda.

A nivel macroscépico se observd que todos los ejemplares de estudio eran similares,
pues se describen como arboles silvestres, dioicos, con altura maxima aproximada de 5 m,
con ramas finas y tallo lefioso de color café oscuro con didmetro que oscila entre 35 a 50

cm.

Las hojas son siempre verdes, lustrosas, glabras, bastante aromaticas con disposicion
alterna, elipticas-lanceoladas, con &pice agudo y base cuneiforme; de venacién pinnada-
reticulada, de margen entero con longitud maxima de 9.8 cm y ancho méaximo de 3.9 cm,

con peciolo eliptico lanceolado de longitud méaxima de 1 cm.

En el tamizaje fitoquimico se realizaron reacciones para evaluar presencia de alcaloides,
almidones, grasa y aceites, mucilagos, saponinas y taninos. Mientras que en el analisis de
parametros de calidad se realizaron mediciones cuantitativas de porcentaje de cenizas

totales, porcentaje de humedad y porcentaje de rendimiento de aceites esenciales.

Con la informacién recabada se evidencié, mediante comparacion de los datos obtenidos
experimentalmente para L. guatemalensis y los datos reportados en la literatura para Laurus
nobilis (laurel europeo), que ambas especies presentan diferencias en cuanto a la altitud y
altura maxima de crecimiento; dimensiones de hojas, distribucion de aceites esenciales y
tipo de estomas. Mientras que las caracteristicas macroscopicas, organolépticas,

histologicas y microanatomicas en ambas especies son similares.



Il. INTRODUCCION

En muchos lugares se comercializan plantas a las cuales se le atribuyen propiedades
medicinales, aunque su identidad puede ser dudosa, ya que se confia en las caracteristicas
organolépticas para asegurar la naturaleza de una planta determinada.

La comercializacion y uso de plantas falsas o adulteradas, pueden ocasionar una
situacion perjudicial en la enfermedad de un paciente, retardando o empeorando su

curacion, ademas de la pérdida de confianza en la actividad terapéutica de las plantas.

Una de las plantas ampliamente utilizadas como fitofarmaco, es el laurel, dadas sus
propiedades atribuidas: aromaética, antiséptica, astringente, balsdmica, carminativa,
emenagoga, emoliente, estimulante, espasmolitica, febrifuga y pectoral (Caceres, 1996;
Céceres 2006).

El laurel es utilizado en afecciones respiratorias, gastroenteritis, carencia de leche
materna e inflamacion; asi también en lavados y bafios para reducir el cansancio, reducir
ataques epilépticos, tratar Ulceras e inflamacion de piernas, entre otras aplicaciones
(Céceres, 1996; Caceres 2006).

En Guatemala Laurus nobilis y Litsea guatemalensis son especies de laurel, empleadas
indistintamente. L. nobilis también llamado laurel comin, europeo o de cocina, es una
especie reconocida y usada desde la antigliedad por griegos y romanos, su origen se sitla en
Asia Menor, extendiéndose por toda la regién mediterranea, en las zonas subtropicales de
Rusia, Centro y Sudamérica (Menéndez, 2006).

Litsea guatemalensis es una especie nativa del pais, que crece en bosques abiertos de
pino y matorrales de 1500 a 3150 metros sobre el nivel del mar (msnm); descrito en

Chimaltenango, Guatemala, Jalapa, Sacatepéquez y Solola (Céaceres, 1996; Caceres, 2006).

El presente estudio tuvo como objetivo definir los elementos que establecen la calidad
del material vegetal de L. guatemalensis, en tres diferentes fases fenologicas de tres



localidades: municipios San Bartolomé Milpas Altas y Magdalena Milpas Altas,
Sacatepéquez; y el municipio San Lucas Sacatepéquez, Cerro Alux.

Para establecer los estdndares minimos que segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), las Buenas Practicas de Manufactura (BPMs) y el Cadigo de Salud de Guatemala
debe cumplir la materia vegetal de dicha planta, para ser utilizada dentro del campo de la
fitoterapia como una opcion terapéutica de los sistemas oficiales de salud o como

condimento.

Se realiz6 la autenticacion micromorfoldgica y citohistoldgica para establecer la
presencia de metabolitos tales como: almiddn, alcaloides, mucilagos, saponinas, taninos,

grasas Yy aceites.

En cuanto a los parametros de calidad se realiz ensayos cuantitativos para determinar
humedad, cenizas totales y porcentaje de rendimiento de aceites esenciales, de los cuales se
identificaron los tres principales aceites esenciales reportados en la literatura para esta
especie, que estaban disponibles en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales
(LIPRONAT), limoneno, citral y 1,8 cineol; mediante la técnica de cromatografia en capa

fina (Jayes, Navas, Pérez, De Ledn, Farfan y Mérida, 2006).

También se hizo una descripcion detallada de las caracteristicas macromorfoldgicas y

organolépticas de la materia vegetal colectada.

Con la informacion obtenida, se procedio a la determinacion de las caracteristicas que

distinguen a L. guatemalensis de L. nobilis, con quien comparte usos similares.



1. ANTECEDENTES
A. Planta medicinal

Se denomina planta medicinal a cualquier planta que contiene en uno 0 méas de sus
Organos sustancias con actividad farmacologica o principios activos, que pueden ser
utilizados con fines terapéuticos o como prototipo para obtener nuevos farmacos por
sintesis 0 hemisintesis farmacéutica (Pahlow, 1985; Arteche, Cafigueral y Villa, 1998;
Kuklinski, 2000; Ocampo, Martinez y Céceres, 2007).

El principio activo es definido como la sustancia quimica responsable de la actividad
farmacoldgica y del uso terapéutico de una droga, al ser administrado en dosis suficiente
produce un efecto curativo en humanos o animales (Pahlow, 1985; Arteche et al., 1998;
Kuklinski, 2000).

Sin embargo, al no ser utilizados adecuadamente muchos de estos compuestos pueden
provocar reacciones toxicas en el organismo, las cuales dependen de la parte empleada de
la planta y la dosis consumida. Los efectos toxicos pueden manifestarse de forma inmediata
0 a largo plazo (Ocampo et al., 2007).

Varios principios activos pueden encontrarse en la misma especie. Estas sustancias no se
distribuyen de manera uniforme en toda la planta, ya que estan en diversos érganos tales
como raiz, semilla, hojas, etc. Por esta razon es importante conocer cual 6rgano contiene el
mayor contenido de principios activos para mejorar su cosecha, productividad y manejo
postcosecha (Ocampo et al., 2007).

En la actualidad la mayoria de farmacos existentes provienen de plantas y son el
producto de la investigacion en plantas medicinales (Pahlow, 1985; Arteche et al., 1998;
Kuklinski, 2000).

B. Definicion de fitoterapia

La fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal

con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, atenuar o curar un estado patoldgico.



También puede ser definida como la intervencién para mejorar la salud mediante el empleo
de plantas o derivados, con propiedades medicinales (Arteche et al., 1998; Caceres, 2006;
Moreno, 2007).

Es considerada como un conjunto de tratamientos terapéuticos, basados directamente en
el uso de las drogas de origen vegetal. Las materias vegetales pueden emplearse en su
forma més sencilla, como infusiones simples o compuestas, o en forma de preparaciones

galénicas como tinturas, extractos y unguentos (Volak y Stodola, 1984).

El término también suele aplicarse a la utilizacion terapéutica de productos con una
actividad leve o moderada, con margenes terapéuticos amplios, que dan lugar a
tratamientos menos agresivos y que hacen de la fitoterapia una herramienta especialmente

atil en el tratamiento de afecciones leves, moderadas o cronicas (Paredes, 2005).

Dependiendo de su presentacion, grado de evaluacion, habitos de empleo y objetivos,
los distintos productos pueden encontrarse jerarquizados desde fitoalimentos hasta
fitofarmacos, entendiéndose este ultimo como un auténtico medicamento, que es empleado

principalmente en forma de automedicacién (Arteche et al., 1998).

La Normativa 24-2001 emitida por la Jefatura del Departamento de Regulacion y
Control de Productos Farmacéuticos y Afines de Guatemala, define a los fitofarmacos
como productos derivados de plantas y/o su mezcla en forma de extractos, liofilizados,
destilados, tinturas, cocimientos o cualquier preparacion galénica que tiene utilidad
terapéutica y una forma farmacéutica definida (Caceres, 2006).

La fitoterapia es una parte de la terapéutica que actualmente esta manifestando un
renovado interés, tanto en el campo de las enfermedades internas, dermatoldgicas y
cosmeéticas (Volak y Stodola, 1984).

C. Datos histdricos e importancia econdmica del Laurel

Desde la prehistoria y por mucho tiempo en Europa se le atribuyeron al laurel

propiedades magicas, como la de brindar proteccion contra los rayos y la de “espantar”



plagas. Se decia que aquellos que durmieran en una cama de ramas de laurel e inhalaran sus
vapores, tendrian suefios que se volverian realidad (Forés, 1998; Simi, Kundakovi & Kova,
2003; Barla, Topcu, Oksiiz, Tumen & Kingston, 2007).

El laurel es una planta que ha tenido importancia simbolica para algunas culturas, como
la romana y la griega. En la cultura griega, por ejemplo, el laurel fue relacionado con
Apolo, dios de la musica, la profecia y el sol; y ya que Apolo era el dios de las bellas artes,
el laurel paso a ser simbolo de honor para poetas, musicos y artistas (Forés, 1998; Simi et
al., 2003; Barla et al., 2007).

En la cultura romana, fue utilizado como simbolo de honor para triunfos de la milicia y
se convirtié en muchos paises en un emblema de graduacion universitaria y honor (Honor
lauris) (Forés, 1998; Simi et al., 2003; Barla et al., 2007).

A principios de la edad media el laurel tom6 gran importancia, especialmente por sus
usos curativos, por lo que se exportaba del Mediterraneo hacia el norte de Europa. Aparece
comunmente en libros sobre medicina herbolaria de esa época, siendo su principal uso para
aliviar malestares del estdbmago, rifiones y lesiones en la piel, incluyendo el acné (Forés,
1998; Simi et al., 2003; Barla et al., 2007).

En la medicina occidental al laurel se le han atribuido propiedades antisépticas,
antirreumaticas y parasiticidas. Asimismo, es usado como tonico estomacal que estimula el
apetito, como digestivo, colagogo y carminativo; es también astringente, diurético y
sudorifico (Forés, 1998; Simi et al., 2003; Barla et al., 2007).

El laurel contiene aceites esenciales como eugenol, cineol y geraniol, que le confieren su
sabor amargo y sus propiedades curativas. De sus frutos se extrae un aceite, antiguamente
utilizado en medicina para el tratamiento de inflamaciones osteoarticulares y empleado en

la industria para preparar jabones y velas (Fores, 1998; Simi et al., 2003; Barla et al., 2007).

Las tradiciones gastrondmicas que incluyen al laurel son de las mas antiguas del mundo.
Por ser una planta aromatica, sus hojas se consideraban como una especie indispensable en

los recetarios romanos del siglo I, ya que proporcionan una fragancia y bouquet



caracteristico a los diferentes platillos que lo contienen (Forés, 1998; Simi et al., 2003;
Barla et al., 2007).

Durante el siglo XVII el laurel y otras especies se usaban principalmente para
compensar la baja calidad que tenian los alimentos, pero mas tarde los condimentos
ocuparon otro papel en la cocina, el cual consistia en resaltar los sabores intrinsecos de la
comida. Fue asi como el laurel se posiciond como especie base de la gastronomia
mediterranea, especialmente en la comida italiana y posteriormente de la comida francesa y

espafiola, por mencionar algunas (Forés, 1998; Simi et al., 2003; Barla et al., 2007).

En México, la conquista introdujo al laurel de la mano de un sin nimero de alimentos,
ocasionando que a las especies nativas del continente se les denominara con nombres
comunes como semblanza a especies de plantas utiles del Viejo Mundo (Forés, 1998; Simi
et al., 2003; Barla et al., 2007).

Existen varias especies que en México son llamadas laurel, por ser similares al laurel
europeo conocido cientificamente como L. nobilis, aunque en realidad en la clasificacién
cientifica estas especies no tienen relacion, e incluyen ademas especies que ni siquiera son

comestibles, o que son tdxicas (Forés, 1998; Simi et al., 2003; Barla et al., 2007).

Existen por lo menos 20 especies a las que se les da el nombre de laurel y otras tantas
con este nombre modificado, como el “laurel blanco” o “laurel rojo”. Una planta llamada
laurel, empleada como condimento en México es L. glaucescens, muy comun en el centro
del pais, y con un sabor tenue parecido al del laurel europeo (Forés, 1998; Simi et al., 2003;
Barla et al., 2007).

En Guatemala las hojas frescas o secas de L. guatemalensis, se utilizan indistintamente
como L. nobilis dentro de la gastronomia, especialmente en la preparacion de sopas, salsas,
guisos o cocidos, pues otorgan a estos alimentos un sabor aromatico parecido al otorgado
por la especie europea, que hacen de la comida mas que un requerimiento 0 una mera

necesidad, un placer y un arte (Forés, 1998; Simi et al., 2003; Barla et al., 2007).



El laurel es una especie ampliamente utilizada debido a su versatilidad; es originario del
Cercano Oriente, probablemente de Siria, aunque actualmente se cultiva en varios paises,
especialmente en los mediterraneos, tales como Italia (principal exportador), Espafia,
Portugal, Grecia y Turquia; al este de Asia y Centroamérica, principalmente en Guatemala
(Forés, 1998; Simi et al., 2003; Barla et al., 2007).

Posee una gran variedad de usos como elemento esencial del arte culinario
mediterraneo, como medicamento de uso popular, ya sea en forma de infusion o como
tonico estimulante. Y cumple diversas funciones a nivel ambiental, econémico e industrial
en la elaboracion de jabones (Forés, 1998; Simi et al., 2003; Barla et al., 2007).

Recientemente en Argentina se han empleado aceites esenciales de la especie europea
(L. nobilis) en la investigacion y control de Myzus persicae Sulz, la cual es una plaga muy
importante que ocasiona dafios al cinturén hortifloricola de Argentina, teniendo serias
repercusiones en dicho pais, por ser vector de numerosos virus que afectan a diversos

cultivos (Ricci, Padin, Kahan y Henning, s.f.).

Los aceites esenciales han sido evaluados debido a que presentan efectos repelentes
sobre cultivos de pimiento y repollo. Constituyese como una posible herramienta para el
manejo de plagas, por su eficiencia, bajo impacto ambiental y escaso costo de produccion
(Ricci etal., s.f.).

En algunos paises como México, en zonas que poseen una gran cantidad de laurel, las
colmenas tienen una produccion de miel incrementada hasta 75 kilogramos por colmena
por cosecha. Por lo que se recomienda la siembra de dicha especie cerca de las colmenas.
La miel de laurel es muy aromatica con un sabor suave (Proyecto de manejo de abejas y del
bosque (PROMABOS), s.f.).

Tambien es una fuente primaria de polen. Es una fuente de néctar para la abeja de
castilla (Apis mellifera) y para las abejas sin aguijon (Apidae-Meliponini), como jicota

(Melipona beecheii), chumelo (Tetragonisca angustula), magua alazan (Scaptotrigona



pectoralis) y otras (Scaptotrigona luteipennis, Tetragona dorsalis, Trigona amaltea,
Plebeia sp y Oxytrigona mellicolor) (PROMABOS, s.f.).

Es importante mencionar que en algunos lugares, diferentes especies conocidas como
laurel presentan una gran importancia econdémica, debido a la utilizacion de su madera para
la elaboracion de muebles, debido a su alta calidad y resistencia (Forés, 1998; Simi et al.,
2003; Barla et al., 2007).

D. Laurus nobilis L.

Laurus nobilis, también Ilamado laurel, laurel europeo o laurel de Apolo, es un arbol
de pequefio tamafio, de hasta 15 m, dioico y de hojas perennes bastante aromaticas. Tiene
tronco derecho con corteza lisa de color gris verdoso oscuro y ramas verdes, glabras y

lustrosas que se tornan de color gris oscuro al envejecer (Forés, 1998; Menéndez, 2006).

Las hojas, simples y alternas, miden 6 - 15 x 2 - 5 cm, son de consistencia coriécea, de
color verde intenso, lustrosas, mates en el envés, con un peciolo de 1 cm de color rojizo,
tienen forma lanceolada, de borde ondulado y apice agudo; tiene nerviacién pinnada, siendo
el nervio principal visible en el haz y prominente en el envés; en la porcion axial aparecen

los Unicos tricomas de la hoja (Forés, 1998; Menéndez, 2006).

Las flores son unisexuales, masculinas en un arbol y femeninas en otro. Son de color
amarillo palido y aparecen en umbelas en la porcion axial de las hojas; tienen un periantio
formado por 4 piezas oblongas y caducas de 3 - 4.5 x 1.5 - 2 mm (Forés, 1998; Menéndez,
2006).

Las flores masculinas tienen el androceo formado por 8 - 12 estambres amarillentos de
unos 3 mm que tienen anteras redondeadas con un par de nectarios opuestos en su base;

estas anteras se abren por valvas de hasta 1.2 mm (Forés, 1998; Menéndez, 2006).

Las flores femeninas tienen entre 3 y 4 estambres y un pistilo verde que finaliza en un

estilo corto y un estigma trigono. El fruto es una baya de forma ovoide-globosa de 10 - 15



mm, aguda y con restos del receptaculo, de color negro en la madurez. Florece de febrero a
abril (Forés, 1998; Menéndez, 2006).

Es originario del Cercano Oriente, probablemente de Siria, aunque actualmente se
cultiva en varios paises, especialmente en los mediterraneos: Italia, principal exportador,
Espafia, Portugal, Grecia y Turquia; al este de Asia y Centroamérica (Forées, 1998;
Menéndez, 2006).

Se propaga principalmente por esquejes, o “coditos” ya sea del tronco o de la raiz,
también se lleva a cabo la reproduccion por semilla, aunque en menor proporcién. Las
hojas son cosechadas a mano, extendidas y luego secadas a la sombra, puesto que al sol
pierden mucho de su olor, sabor y color, tomando una apariencia café pélida (Forés, 1998;
Menéndez, 2006).

Crece sobre cualquier tipo de suelo hasta los 800 m de altitud, pero en los suelos calizos,
débilmente acidos (pH 4.5 — 7.5), pobres en nitrogeno y bien iluminados es donde mejor se
desarrolla, por lo que es indicador de sequedad moderada. No soporta heladas tardias ni

temperaturas extremas (Forés, 1998; Menéndez, 2006).

Es por tanto una planta caracteristica de las comunidades de la clase Querco - Fagetea,
que estdn dominadas por meso y microfaneréfitos, caducrifolios o marcescentes, que
forman bosques, prebosques y formaciones arbustivas de xerofitas a higréfitas (Forés,
1998; Menéndez, 2006).

Medicinalmente se emplea sus hojas y especialmente los frutos, que son ricos en cineol,
eugenol, lactonas sesquiterpénicas (costunodlida, laurenobidlida), taninos, pineno, linalol,
geraniol, sabineno, limoneno, confeno, p-cimeno, terpineol, lipidos y ademas de glicéridos
como &cido oleico, linoléico, palmitico y ladrico (Forés, 1998; Arteche et al., 1998;
Menéndez, 2006).

El aceite esencial produce un efecto antiséptico, expectorante, carminativo, diaforético y
espasmolitico. Las lactonas sesquiterpénicas presentan ademas una accién estimulante del

apetito, digestiva y colagoga. El aceite esencial es antiparasitario y antirreumatico cuando



se aplica de modo externo, en uso topico es pediculicida y rubefaciente. Popularmente
también se us6 como emenagogo y antihemorroidal (Forés, 1998; Arteche et al., 1998;
Menéndez, 2006).

Su utilizacion esta indicada en caso de anorexia, dispepsias hiposecretoras, espasmos
gastrointestinales, meteorismo, bronquitis crénica, enfisema y asma. Tdpicamente se
emplea en caso de estomatitis, faringitis y sinusitis; el aceite obtenido de los frutos se
utiliza en inflamaciones osteoarticulares y pediculosis (Arteche et al., 1998).

Salvo indicacion expresa se recomienda abstenerse de prescribir aceites esenciales por
via interna durante el embarazo, la lactancia, a nifios menores de 6 meses 0 a pacientes con
gastritis, Ulceras gastroduodenales, sindrome del intestino irritable, colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn, hepatopatias, epilepsia, Parkinson u otras enfermedades neurolégicas
(Arteche et al., 1998).

Tampoco debe ser administrado o aplicado topicamente a nifios menores de 6 afios ni a
personas con alergias respiratorias o con hipersensibilidad conocida a éste u otros aceites
esenciales (Arteche et al., 1998).

Como efectos secundarios produce dermatitis de contacto y fendmenos de
fotosensibilizacion. El aceite esencial y las trazas de alcaloides, pueden ejercer una accién

toxica sobre el sistema nervioso (Arteche et al., 1998).

Aunque el mayor peligro deriva de su confusion con el laurel-cerezo, que contiene
abundantes heterdsidos cianogénicos. Debido a la presencia de lactonas y taninos, las
infusiones concentradas pueden producir una irritacion de la mucosa gastrica (Arteche et
al., 1998).

En cuanto a sus formas galénicas y posologia, puede ser utilizado internamente como
condimento alimenticio, o bien en infusiones preparadas a partir de 3 6 4 hojas por taza
infundidas por 10 minutos, 2 6 3 veces al dia, antes o después de las comidas. Si se emplea
una tintura se utilizan 30 gotas, tres veces al dia y en el caso de aceites esenciales se aplican

de 2 a 4 gotas por lo menos dos veces al dia (Arteche et al., 1998).



Si el uso es topico se emplean decocciones de 5 hojas por taza, hervidas durante tres

minutos. También se utiliza en forma de colutorios, gargarismo o compresas sobre la frente

para aliviar la sinusitis (Arteche et al., 1998).

Comercialmente se encuentra como hojas secas gruesas Yy coriaceas, de color café o

verde-café con un olor caracteristico y sabor picante.

1. Caracteristicas micromorfologicas de L. nobilis

Los caracteres diagnosticos que presenta son los siguientes:

a)

b)

d)

La epidermis superior estd compuesta de células con forma irregular; paredes
grandes gruesas Yy celuldsicas, con espacios conspicuos Yy aspecto de reborde
irregular; los estomas estan ausentes; las células en empalizada son bastante grandes

y poco empacadas.

La epidermis inferior se compone de células finas sinuosas de forma irregular,
paredes gruesas con pocos espacios, notablemente menos gruesas que las de la
epidermis superior; algunas muestran una leve reaccion de lignina; estan presentes
numerosos estomas paraciticos, las células guardianas dan una reaccion positiva con
acido clorhidrico y florogucinol. En las venas las células epidérmicas son mas

alargadas.

Presentan abundantes fibras lignificadas en grupos que se asocian frecuentemente
con el tejido vascular; las paredes son moderadamente gruesas, de forma irregular y

presentan espacios en forma de hendiduras.

Contiene numerosas esclereidas; algunos de estas se asocian a las fibras y el tejido
vascular, pero la mayoria se encuentran en pequefios grupos en el mesofilo en
empalizada justo debajo de la epidermis superior, y son particularmente abundantes

en los margenes de la lamina.



e) Las celulas individuales varian en forma, siendo generalmente irregulares y
alargadas; las paredes son moderadamente gruesas con numerosas aberturas en

forma de espacios redondos.

f) Los aceites son muy abundantes en células grandes, se encuentran en el mesofilo
esponjoso y ocasionalmente en la empalizada: Los depdsitos de aceite se observan
con forma redonda a ovoides y tienen paredes delgadas que dan una leve reaccion

con &cido clorhidrico y florogucinol, torndndose de un color amarillento.

g) La ldmina en vista transversal muestra que las hojas pueden ser dorsoventrales con
la empalizada compuesta de varias capas, con grupos dispersos de esclereidas que
se producen en la capa proxima a la epidermis superior; presentan una
moderadamente gruesa cuticula que abarca el espesor de las paredes de células

epidérmicas .

h) En el margen de la hoja estdn presentes células con aceites que se asocian con

esclereidas en el mesofilo.

i) Los grupos de depdsitos lignificados muestran engrosamiento anular o en espiral,
las paredes son reticuladas y gruesas (Jackson & Snowdon, 1990).

En el esquema se observan diferentes estructuras presentes en los tejidos de L. nobilis,

entre las que destacan:



En la superficie superior de la epidermis se observa la base de la
empalizada.

En la superficie inferior de la epidermis se observa estomas paraciticos.

Parte del grupo de fibras y esclereidas con una asociacion reticular

engrosada.



- Parte de la lamina cercana al margen, en la vista seccional, muestra la
cuticula (c), las células de la epidermis inferior con células gruesas, células
de aceite y esclereidas en el mesofilo.

- Las células de aceite (0.c.) se asocian a las células del mesofilo esponjoso.

- Un grupo de vasijas en las venas

- La epidermis superior (U.ep.) en la superficie muestra un grupo de
esclereidas (sc.) en la linea de la empalizada.

- Esclereidas y parte de una fibra.

- Parte de la Iamina en la vista seccional de la cuticula (c.) epidermis superior
(u.ep.) y lineas de empalizada con un grupo de esclereidas (sc.)

- Lasuperficie inferior de la epidermis muestra células mas alargadas sobre la
vena.

- Esclereidas aisladas (Jackson & Snowdon, 1990).

E. Litsea guatemalensis Mez.

L. guatemalensis es un arbol pequefio de 6 m de alto con ramas finas de color café. Sus
hojas son coriaceas y agudas en la base, lustrosas y glabras de 8 cm de longitud y 2.5 cm de
ancho; poseen un peciolo de 1.5 cm de largo, eliptico-lanceolado. Las flores son axilares
bréacteas de involucro deciduo, con filamentos glabros y un pedinculo simple, solitarias de
15 mm de largo; presentes en nimero de 5 - 11 (Standley & Steyermark, 1946; Martinez,
1995; Caceres, 1996; Céaceres, 2006; Jayes et al., 2006).

Esta especie es endémica de Guatemala, crece en bosques mixtos abiertos de pino y
matorrales entre 1500 a 3150 mshm; ha sido descrita en Chimaltenango, Guatemala, Jalapa,
Sacatepéquez y Solold (Standley & Steyermark, 1946; Martinez, 1995; Caceres, 1996;
Céaceres, 2006).

Se recolecta en campos de crecimiento silvestre en regiones frias y montafiosas del
altiplano del pais. Su crecimiento es frecuente pero raramente se encuentra en forma

abundante en una localidad determinada. Se propaga por semilla; florea de febrero a junio.



Las hojas y flores se colectan hacia finales de la floracion y se secan a la sombra (Standley
& Steyermark, 1946; Martinez, 1995; Céaceres, 1996; Céceres, 2006).

Dentro de los usos medicinales que le son atribuidos al ser administrado por via oral se
encuentra su utilizaciébn en afecciones respiratorias (amigdalitis, tos, tos ferina),
gastroenteritis (diarrea, colico, Ulcera), carencia de leche materna e inflamacion (Martinez,
1995; Céceres, 1996; Céaceres, 2006).

Por via topica la corteza se utiliza en lavados y bafios para reduccion de cansancio,
ataques epilépticos, Ulceras e inflamacion de piernas. Por otra parte, el cocimiento de la
misma se emplea para tratar mordeduras de serpientes y perros. En sahumerios se utiliza

contra la paralisis (Caceres, 1996; Céaceres, 2006).

A esta especie también se le atribuye propiedad aromaética, antiséptica, astringente,
balsdmica, carminativa, emenagoga, emoliente, estimulante, espasmolitica, febrifuga y
pectoral (Céceres, 1996; Méndez, 2002; Caceres, 2006).

En los estudios de farmacologia experimental y clinica no muestra actividad contra
enterobacterias, pero tiene moderada actividad contra Candida albicans, Epidermophytum
floccosum y Microsporum canis. Ademdas su extracto etandlico presenta actividad

insecticida contra hormigas (Méndez, 2002; Céaceres, 2006; Quifionez, 2008).

En un estudio realizado por Quifiénez y col. L. guatemalensis presentd efecto inhibitorio
contra cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv y Mycobacterium smegmatis ATCC
607 (Méndez, 2002; Céceres, 2006; Quifionez, 2008).

L. guatemalensis se caracteriza por poseer una amplia variedad de aceites esenciales,
destacando un alto contenido de 1,8-cineol, a-terpineol y linalol. El 1,8-cineol puede ser
utilizado para facilitar la absorcion transcutanea de otras substancias, ademas presenta
indicacion terapéutica en el tratamiento de estomatitis, faringitis y sinusitis, asi como
antirreumatico, pediculicida y parasiticida (Méndez, 2002; Vallverdu, Villa, Cruz, Céceres
& Caiiigueral, 2005; Céaceres, 2006).



El tamizaje fitoquimico de L. guatemalensis indica que las hojas presentan alcaloides
cuaternarios 'y no cuaternarios, saponinas, esteroles insaturados, cardendlidos,
bufadiendlicos, flavonoides, leucoantocianinas, quercitina, estilbina, taraxon y aceite

esencial como el limoneno y citral (Caceres, 1996; Céaceres, 2006).

En esta especie también se ha reportado presencia de 8 % de agua, 13.7 g de proteinas,
7.0 % de grasas, un total de carbohidratos de 66.4 %, fibra en 23.7 %, 4.9 % de cenizas,
803.0 g de calcio, fésforo 114 g, hierro 15.0 g, tiamina 0.10 g, riboflavina 0.65 g y niacina
2.5 g (Duke & Archley, 1986).

La materia médica la constituyen las hojas secas, las cuales deben tener las
caracteristicas botanicas, fisicoquimicas y organolépticas que caracterizan a la especie
(Céceres, 1996; Rodriguez, 2000; Céaceres, 2006).

En la literatura no se encuentra referencia sobre la toxicidad de esta especie, aunque se
contraindica el uso del aceite esencial durante el embarazo, en pacientes con gastritis,
colitis y Ulcera péptica. Ademas se ha indicado que el uso del aceite puede producir
dermatitis de contacto y fenomenos de fotosensibilizacion. En altas dosis puede ser toxico
al sistema nervioso central (SNC) (Céceres, 1996; Rodriguez, 2000; Céaceres, 2006).

F. Control de calidad

Una definicion generalmente aceptada dice que calidad es el conjunto de requisitos o
caracteristicas de un producto o servicio que satisfactoriamente superan las expectativas del

consumidor (Del control a la gestion de la calidad, 2004; Paredes, 2005).

La Norma ISO 9001:2000 la define como el grado en que un conjunto de caracteristicas
inherentes satisfacen ciertos requisitos. También es definida como la naturaleza esencial de
un producto y la totalidad de sus atributos y propiedades, las cuales determinan su
idoneidad para los propdsitos a los cuales se destina (Constitucion de la Republica de
Guatemala, 1961; Del control a la gestion de la calidad, 2004; Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), 2005).



El control de calidad es definido como el conjunto de técnicas y actividades operativas
utilizadas para medir los requerimientos de calidad. Provee record sobre la consistencia del
desempefio; incluye obtencion, toma, ordenamiento, andlisis de datos y toma de acciones
correctivas relacionadas. La Norma ISO 9001:2000 define control de calidad como parte
de la gestion de calidad orientada al cumplimiento de los requisitos de calidad (Del control
a la gestion de la calidad, 2004).

Este concepto constituye una estrategia para asegurar el mejoramiento continuo de la
calidad, involucrando la orientacion de la organizacion a la calidad de productos, servicios,
desarrollo de personal y contribucion al bienestar general, pues al definirse como una
estrategia asegura que se estan realizando todos los pasos necesarios para lograr los
objetivos (Paredes, 2005).

G. Control de calidad y aspectos regulatorios de los productos de plantas medicinales

en Guatemala.

En la actualidad existe gran interés de los paises industrializados por la flora nacional,
sin embargo, este interés se ve limitado, ya que solo se puede exportar aquellas plantas de
las que exista suficiente conocimiento agrotecnoldgico y que puedan ser manejadas y
cultivadas, de forma que se proteja la riqueza natural, y que a su vez cumpla con las normas
de garantia de calidad que dictan organizaciones internacionales como la OMS sobre las
Buenas Préacticas Agricolas (BPA’'S) (Del control a la gestion de la calidad, 2004; OMS,
2005; Paredes, 2005).

Ya que estas normas se constituyen como directrices que tienen como objetivos
generales proteger al consumidor, al otorgar garantia sobre la inocuidad de alimentos, frutas
y hortalizas, fomentar la confianza de los mercados extranjeros en los productos, lograr el
reconocimiento de protocolos y/o programas de inocuidad en los mercados objetivos, lograr
la diferenciacion de los productos cuyo origen sean fincas que aplican condiciones
higiénicas en los procesos de produccion para otorgar garantia sobre la inocuidad de los
productos ofertados (Del control a la gestion de la calidad, 2004; OMS, 2005; Paredes,
2005).



En los ultimos afios en Guatemala, se ha buscado el establecimiento del Sistema
Nacional de Calidad, con el fin de cumplir con los requerimientos internacionales, a traves
de la implementacion de la Ley del Sistema Nacional de Calidad (Ley del sistema nacional
de calidad, 2005).

El Sistema Nacional de Calidad, esta integrado por la Comisién Guatemalteca de
Normas (COGUANOR), la Oficina Guatemalteca de Acreditacion (OGA), el Centro
Nacional de Metrologia (CENAME), la Comision Nacional de Reglamentacion Técnica
(CRETEC) vy el Centro de Informacion (CEINFORMA) (Ley del sistema nacional de
calidad, 2005).

Estas organizaciones tienen a su cargo diferentes funciones y objetivos entre los cuales
se encuentran promover la adopcién de practicas de gestion de la calidad en las empresas
que conforman el sector productivo del pais, con el fin de fomentar la calidad de los bienes
y servicios que se ofrecen en el mercado nacional e internacional (Ley del sistema nacional
de calidad, 2005).

Ademas buscan minimizar los obstaculos técnicos del comercio y establecer las bases
para la adopcién de los reglamentos técnicos, que tienen por objeto la prevencion vy
limitacion de riesgos capaces de producir dafios o perjuicios a personas, animales,

vegetales o al medio ambiente (Ley del sistema nacional de calidad, 2005).

En el Articulo 96 de la Constitucion de la Republica sobre el Control de calidad de
productos, se expone la necesidad de regulaciéon de productos farmacéuticos en cuanto al
régimen de autorizacion de comercializacion, tomando en cuenta la unidad del mercado, la
libre circulacion de productos y la influencia que estos poseen en la salud de los habitantes
(Rodriguez, 2000).

H. Calidad de los medicamentos

De acuerdo con la OMS, los fitofarmacos son los productos obtenidos por procesos

tecnologicamente adecuados, utilizando exclusivamente materias primas vegetales, con



finalidad profilactica, curativa, paliativa o para fines de diagnostico (Gobierno de Chile,
Fundacion para la innovacion agraria, 2003).

Se caracterizan por el conocimiento eficaz de los riesgos que conlleva su uso, asi como
por la reproducibilidad y la constancia de su calidad. Este organismo recomienda que se
establezcan criterios cientificos y métodos que aseguren la calidad y eficacia de las
preparaciones obtenidas a partir de plantas medicinales, a través de la aplicacion de
patrones internacionales y especificaciones de identidad, pureza, métodos para uso seguro
y eficaz de los productos fitoterapéuticos (Gobierno de Chile, Fundacion para la innovacion
agraria, 2003).

A nivel general, la calidad idonea para el uso de un medicamento esta determinada por
el cumplimientos de las Buenas Préacticas de Manufactura (BPM), a través del proceso de
fabricacion y las caracteristicas que el producto posee, tales como identidad, pureza,
potencia, uniformidad, seguridad, estabilidad y biodisponibilidad, que hacen posible la

eficacia terapéutica (Romero, 1996; Paredes, 2005).

La calidad de un medicamento se potencializa en cada una de las etapas del ciclo de
fabricacion, efectuado bajo un control continuo del proceso, que se inicia desde la seleccion
de la materia prima adecuada para cada uno de los constituyentes del medicamento, hasta el
envase adecuado y etiquetado del producto final (Romero, 1996; Paredes, 2005).

En los ultimos afios, la utilizacion de plantas medicinales, sumada a los avances en
tecnologia, ha influido en los cambios que la industria farmacéutica, los centros de
investigacion y la agroindustria experimenta en los procesos de estudio, desarrollo y
produccidn, que han permitido generar diversos productos de calidad uniforme, eficaces y

seguros (Gobierno de Chile, Fundacion para la innovacién agraria, 2003; Paredes, 2005).

Estos aspectos hacen que el enfoque para definir la calidad en las plantas medicinales y
aromaticas varie de acuerdo al uso y destino. Sin embargo, se ha establecido que las

caracteristicas de calidad de un medicamento terminado deben incluir:



1. ldentidad: Presencia de los ingredientes de acuerdo con la etiqueta. Comprende
caracteristicas del producto tales como forma, tamafio, color, sabor, marcas externas,

etc.

2. Potencia: Actividad farmacoterapéutica de los ingredientes activos, que deben

encontrarse en cantidades suficientes para ejercer su accion.

3. Concentracion: Expresion del resultado porcentual del principio activo, después de una

valoracion quimica o bioldgica.

4. Uniformidad: Se refiere a la propiedad que tiene cada unidad posolégica de un mismo

lote de suministrar la misma cantidad de principio activo.

5. Biodisponibilidad: Caracteristica por medio de la cual el medicamento se absorbe y

produce de esta manera la accidn terapéutica.

6. Estabilidad: Es la propiedad que tiene el producto de conservar las caracteristicas
anteriores durante su vida atil (Gobierno de Chile, Fundacion para la innovacion
agraria, 2003; Paredes, 2005).

Otra forma de asegurar la calidad de medicamentos lo constituyen las especificaciones
de calidad, que hacen referencia a un documento que lista las caracteristicas de calidad de
un producto, indicando los valores numéricos asignados a cada una, Se expresan en
unidades de medida internacionales e incluyen los limites de variacion o tolerancia
aceptables (Paredes, 2005).

Estas caracteristicas tienen relacién unas con el aspecto fisico y otras con el aspecto
funcional del producto. Las especificaciones establecidas en forma de requisitos y normas

son la unica forma de asegurar la reproducibilidad lote tras lote (Paredes, 2005).
I. Control de calidad de la materia prima

En la estandarizacion de los medicamentos herbarios se debe comenzar desde la misma
planta, controlando cuidadosamente todos los pasos de su reproduccion antes de realizar el

control final de los parametros de seguridad en la linea de produccion, porque el material



vegetal, es en definitiva el que va a definir la potencia y calidad del producto final (Paredes,
2005).

La baja calidad del material vegetal o su inconsistencia hara imposible cualquier control
de calidad significativo durante el proceso de elaboracion de los productos fitoterapéuticos,

y por ende no permitira asegurar la calidad uniforme del producto final (Paredes, 2005).

Para garantizar la calidad son esenciales practicas adecuadas de cultivo, cosecha o
colecta, secado, fragmentacion y condiciones de almacenamiento. Ya que puede ocurrir que
las drogas cumplan con las descripciones dadas en las Farmacopeas y no posean la calidad
adecuada, debido al deterioro por una recoleccién, embarque o almacenamiento
defectuoso, o la alteracion debida a la edad. La desecacion excesiva hace a las hojas muy
fragiles y causa rotura de las mismas en el transporte (Trease y Evans, 1984; Paredes,
2005).

Para asegurar la identidad de la materia prima a utilizar, debe tomarse en cuenta

aspectos tales como:

1. Anadlisis botanicos: Para determinar especie y parte medicinal usada, asi como la forma
de recoleccion de la misma (Anexo 1)

2. Caracteristicas fisico-organolépticas: Consisten en analizar a través de los sentidos y
estereoscopicamente el secado, acabado, contaminacién por larvas e insectos,

caracteristicas de olor y porcentaje de humedad (métodos gravimétricos).

3. Aspectos microbioldgicos-sanitarios: Consiste en cuantificar el nimero mas probable
por gramo (NMP/g) de coliformes de acuerdo al método de fermentacién de 9 tubos.
Para ello se prepara una suspension en agua fria estéril de la materia vegetal, se filtra e
inocula 1.0, 0.1 y 0.01 ml de muestra en tubos con 10 ml de caldo lactosado para

coliformes totales, y en bilis verde brillante para coliformes fecales (Caceres, 1996)

Los productos fitofarmacéuticos, requieren de examenes adicionales que incluyan

recuento aerdbico en placa y otros analisis. EI material bien procesado presenta



coliformes totales < 100 NMP/g, sin coliformes fecales y menos de 10 % de humedad
(Céceres, 1996).

J. Parametros de calidad para drogas vegetales y derivados

La Farmacopea Europea incluye dentro de sus monografias pardmetros que describen la
calidad de un producto, y que se listan a continuacion (Paredes, 2005).

1. Autenticacién

La autenticacion se refiere a la confirmacion de la identidad del material vegetal, en base
a los caracteres macroscépicos y organolépticos, por comparacién del material con
especimenes de herbario, por inspeccién visual o microscépica, o bien por comparacion con
monografias de la farmacopea o con literatura de estdndares (Trease y Evans, 1984;
Paredes, 2005).

Incluye la definicion clara, precisa y cientifica de la planta; haciendo referencia a la
forma fisica en que esta se encuentra, ya sea como planta entera, fragmentada o picada. La
definicion debe especificar de qué esta compuesta la materia médica y si se encuentra
fresca o seca. También debe incluir el nombre cientifico botanico, de acuerdo al sistema

binomial (género, especie, variedad y autoridad) (Paredes, 2005).

El material vegetal debe estar libre de impurezas tales como tierra, polvo, suciedad,
hongos, insectos, contaminacion animales y libre de procesos de putrefaccion (Paredes,
2005).

2. Identidad

Se refiere a la evaluacion de caracteristicas organolépticas, macroscopicas Yy
microscopicas, asi como al perfil cromatografico, reacciones de identificacién y parametros
de pureza entre los que se incluyen humedad, cenizas, constantes fisicas, materia extrafa,
disolventes residuales, contaminacion microbiana, metales pesados, residuos de pesticidas,
aflatoxinas, radiactividad, adulteraciones, valoracion y contenido de principios activos o

marcadores (Paredes, 2005).



a. Evaluacion organoléptica

Se refiere a la evaluacién de material vegetal por medio de los sentidos, incluye la
determinacion de olor, gusto, tacto, fractura y ocasionalmente el sonido o chasquido. El
color de la materia vegetal puede revelar informacion util sobre el cuidado postcosecha.
Una droga secada rapida y cuidadosamente retiene su frescura, mientras que el follaje

resecado se presenta quebradizo (Paredes, 2005; Medinilla, 2009).
b. Caracteristicas macromorfoldgicas de la hoja

Estas caracteristicas hacen referencia a las diferentes estructuras de la planta, y
especialmente a la anatomia de la hoja. Pueden evaluarse a través del sentido de la vista o
bien con la ayuda de un estereoscopio, entre los aspectos tomados en cuenta se describen

los siguientes:

) Bordes de la hoja: La hoja puede poseer bordes enteros, lisos, o dentados.
Los dientes varian en tamafio y forma entre las diferentes plantas, aunque
suelen tener cierta orientacion clara con respecto a las terminales de las

venas marginales de los limbos.

i) Peciolo: Tallo de la hoja que sirve de enlace entre el limbo foliar y el tallo de
la planta, en algunos casos puede faltar del todo, y la hoja es denominada
sésil. Presenta un numero variable de haces, y en el caso de que el nimero

de haces sea superior a uno, se disponen en semicirculo.

iii) Lamina foliar o limbo: Porcién por lo regular aplanada y extendida en el
extremo del peciolo. Varia en forma, tamafio, caracter de los bordes y
cantidad de lobulacién y divisiones foliares. La forma puede llegar a ser
desde lineal a circular, con muchas formas intermedias tales como
lanceoladas, acorazonadas, ovaladas y otras. Las caracteristicas externas de
la lamina son en general, apice, margen y base, estas caracteristicas son
bastantes variables por lo cual hay una infinidad de nombre para cada

variacion.



Nervios o nervaduras foliares: Ramificaciones o haces que recorren el
peciolo y penetran en el limite foliar. Su disposicién varia en la hoja siendo
de tipo paralela, reticular, monocotiledonea o dicotiledénea. La hoja tipica
dicotiledonea se compone de dos partes principales, lamina y peciolo;
mientras en monocotiledoneas las nervaduras van en un solo sentido sin

formar red.

Espiculas: Situadas en la base de la hoja en pequefios apéndices verdes,
pueden ser rudimentarias y cumplir sélo la funcion de proteger la yema
axilar, o pueden estar provistas de parénquima clorofiliano que les permiten
realizar la misma funcién de la hoja normal (Gola, Negri y Cappellett, 1965;
Fuller. Carothers, Payne y Balbach, 1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987).

c. Caracteristicas macromorfologicas del tallo

En el tallo deben describirse estructuras macroscépicas como el nudo, que es la regién

del tallo en la cual se insertan las hojas; el entrenudo, que comprende la region entre dos

nudos; y la yema que se encuentra en los nudos y cuya funcién es formar ramas. En caso de

que la planta presente tallos modificados deben describirse estructuras tales como:

i)

i)

i)

Rizomas: Tallos horizontales subterraneos.

Cormos: Es un tallo grueso vertical y subterraneo que se desarrolla a partir
de yemas axilares que almacenan una gran cantidad de alimento, este

alimento almacenado da paso al desarrollo del vastago foliar.

Bulbos: Esta estructura es similar a los cormos, pero difiere en que
almacenan sus nutrientes en escamas foliares, la porcion del tallo es
igualmente pequefia y tiene por lo menos una yema central terminal que

produce un tallo erecto y foliar.



iv) Tubérculos: Los tubérculos son porciones alargadas y terminales de los
rizomas delgados.

V) Zarcillos: Son estructuras enroscadas y delgadas, sensibles a los estimulos
por contacto; cuya funcion es sujetar a la planta dandole soporte. Hay dos

tipos de zarcillos, unos que derivan de hojas y otros derivados de tallos.

vi) Cladodios: Estas estructuras son tallos verdes que tienen apariencia de una

hoja; pueden producir flores, frutos y hojas temporales.

vii)  Espinas: La mayoria de estas estructuras son proyecciones 0 partes
modificadas de tallos; en algunos casos las raices pueden modificarse en

espinas.

viii)  Estolones: Son tallos postrados, se arrastran sobre el suelo y en cada uno de

sus nudos se forman tanto raices como vastagos (Fahn, 1982).

En caso de que las plantas presenten flor deben describirse lo més detalladamente
posible estructuras como el tdlamo o receptaculo, céliz (sépalos), corola (pétalos),
androceos (estambres), gineceos (pistilos), estilo, estigma, filamento, antera y tépalos, con
el fin de proporcionar la mayor cantidad de informacion que permita la identificacion de la
planta (Fahn, 1982).

d. Caracteristicas micromorfoldgicas

La observacion microscopica se emplea para confirmar la identidad de la planta. La
descripcidn incluye caracteristicas de los diferentes tipos de tejidos, estomas y tricomas o
fibras. La microscopia usando las esporas de licopodio como diluyente indicador, puede

emplearse para propdsitos cuantitativos (Paredes, 2005).

La microscopia se lleva a cabo posteriormente a la realizacion de finos cortes
histoldgicos; los cuales pueden ser llevados a cabo en material duro o seco. La division del

cuerpo vegetal en diferentes tejidos consiste en la fragmentacion de pequefias porciones de



la planta a estudio, luego de ser sumergida o amoldada en diferentes sustancias (Ballve,
Saraiva, Mentz, Silva y José, 1995; Gattuso, 1999a).

Para su realizacion puede colocarse la materia en camara himeda (desecada con agua y
antisepticos para evitar hongos), o bien puede exponerse a vapores de agua, ebullicion en
agua, maceracion en agua, glicerina o glicerina/alcohol/agua en parte iguales por 8 a 30
dias. Los cortes son realizados manualmente o con micrétomo, pudiendo ser transversales,

perpendiculares o longitudinales (Ballvé et al., 1995; Gattuso, 1999a).

Los tejidos en el cuerpo vegetal se clasifican en base a su situacion topogréfica en la
planta; segun los tipos de células, funcién; lugar y modo en el que se originar y por su
estado de desarrollo. Pueden dividirse también en tejidos simples y complejos, de acuerdo
al tipo celular que tenga. Un tejido simple consta de un solo tipo de células homogéneas,
mientras que un tejido complejo consta de dos o mas tipos celulares. Son tejidos simples el
parénquima, colénquima y esclerénquima, mientras que el xilema, floema y la epidermis

son tejidos complejos (Fahn, 1982).

Dentro de los tejidos que deben ser descritos microscopicamente en una planta se

encuentran:

)] Tejido Fundamental o Parenquimatico. Es la masa principal del cuerpo de
las plantas. Sus células tienden a ser redondeadas, dejan espacios
intercelulares entre ellas; la pared celular es secundaria y delgada,
citoplasma con vacuola y nucleo parietal. Se le encuentra rellenando los

espacios entre otros tejidos que componen un érgano.

- Parénquima asimilador clorofiliano: Se presenta en el meséfilo de las hojas;
sus células son cilindricas, redondeadas e irregulares, la pared celular es

delgada y el citoplasma presenta abundantes cloroplastos.

- Parénquima almacenador o de reserva: Tejido incoloro de pared celular
delgada, espacios intercelulares muy pequefios, citoplasma con abundantes

granos de almiddn, de aleuronas, depdsitos de aceites u otros acidos grasos.



Parénquima acuifero: Sus células son redondeadas o asimétricas con
pequefios espacios intercelulares; citoplasma con vacuolas de mucilago que
no permite la salida del agua. Se presenta en plantas carnosas, suculentas,

etc.

Parénquima aerifero o aerénquima: Sus células son muy irregulares de tal
forma que la superficie de contacto es escasa; estdn provistos de amplios
espacios intercelulares, facilitan el intercambio de gases en muchas plantas
anfibias o palustres y acuéticas. Su sistema de espacios intercelulares esta en
comunicacion con el aire atmosférico por medio de estomas situados en las
hojas y tallos (Gola et al., 1965; Fuller et al., 1974; Cronquist, 1987).

Tejido Protector: Constituido por una sola capa de células; se origina en la
periferia del cono vegetativo. Cubre érganos o se ubica internamente entre

tejidos adultos diferenciados.

Tejido epidérmico: La epidermis es una capa sencilla de células que forma la
piel superficial de la hoja. Sus funciones principales consisten en la
proteccion de los tejidos internos contra la pérdida excesiva de humedad y la
admision de bidxido de carbono y oxigeno hacia tejidos internos.

En algunas hojas proporciona proteccion contra la entrada de parasitos. Las
paredes externas de las células epidérmicas estan con frecuencia engrosadas
y suelen estar recubiertas de una capa de cutina cérea, que es secretada sobre
la superficie exterior de las paredes celulares por los protoplastos de células
epidérmicas; se encarga de asegurar la eficiencia de la epidermis en relacion

con la conservacion de la humedad.

Las celulas epidérmicas por lo general carecen de cloroplastos y son
incoloras, pero en algunas plantas presentan pigmentos como antocianinas
gue son glucoésidos que tienen un pH determinado y varian en color del azul

0 violeta al purpura o rojo. Las capas epidérmicas superior e inferior de las



hojas suelen ser muy parecidas en su estructura. La epidermis también

presenta otros tipos celulares:

v

Estomas: Par de células de forma reniforme o semilunar que estan unidas
por su cara ventral o interna, forma un espacio esquizdgeno llamado
ostiolo o poro. Permiten el intercambio gaseoso entre los tejidos internos
de la hoja y la atmdsfera externa. ElI nimero de estomas por unidad de
superficie varia segun la especie, y se encuentran distribuidos tanto en el

haz o envés de una hoja.

Células guardianas: células especializadas de la epidermis, poseen forma
de frijol, vistas en superficie, y se presentan en pares, distribuidos entre
las numerosas células epidérmicas ordinarias, dentro de ellas se

encuentran los estomas.

Pelos o tricomas: Formacion de células que se desarrollan sobre la
epidermis; pueden ser unicelulares o pluricelulares, se diferencian varios
tipos formados por células vivas 0 muertas (Gola et al., 1965; Fuller et
al., 1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

Rizodermis: Constituido por una sola capa de células producido por el

meristemo apical de la raiz, de pared celular delgada, permeable; no

producen nunca cutina, su permeabilidad es necesaria para adquirir

sustancias disueltas en el agua (Gola et al., 1965; Fuller et al., 1974; Fahn,
1982; Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

Endodermis: Tejido protector primario interno; conformado por una sola

capa de células prismaticas sin espacios intercelulares; la pared celular

presenta fibras elasticas de celulosa, dispuestas en forma de faja envolviendo

a la célula en forma longitudinal, dandole caracteristicas de flexibilidad o

atraccion y se le llama banda de Gaspary (Gola et al., 1965; Fuller et al.,
1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).



i)

Tejido mesdfilo: Consta de células parenquimatosas de pared delgada,
Ilamadas clorénquima, que en forma caracteristica contienen numerosos
cloroplastos y constituyen el tejido elaborador de alimento de las hojas (Gola
et al., 1965; Fuller et al., 1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987; Gattuso,
1999a).

Las células mesofilicas mas cercanas de la epidermis superior son
cilindricas, dispuestas perpendicularmente a la superficie de la hoja,
constituyendo la capa en empalizada del mesofilo (Gola et al., 1965; Fuller
etal., 1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

La empalizada cuenta con una o dos capas, en su parte posterior se encuentra
un segundo grupo de células parenquimatosas de forma distinta, las cuales
son tipicamente muy variables en forma y estdn dispuestas con numerosos
espacios de aire entre ellas. Estas células constituyen la capa esponjosa del
mesofilo, estos espacios facilitan la difusion de gas a traves de los tejidos
internos de las hojas (Gola et al., 1965; Fuller et al., 1974; Fahn, 1982;
Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

Tejido Mecénico o de Sostén: Presentan caracteristicas particulares que
permiten a sus Grganos, consistencia, rigidez, resistencia, flexibilidad, frente

a factores externos como el viento, y que mantiene erecto el tallo y ramas.

- Colénguima o colenquimatico: Tejido subepidérmico distribuido
regularmente formando bloques. Es el primero en diferenciarse;
constituido por células prismaticas, su pared celular esta engrosada
parcialmente; citoplasma con cloroplastos, vacuola y nucleo parietal;
generalmente no presenta espacios intercelulares; se encuentra en el
vastago (brotes), en el tallo o en las hojas que sean fuertes. Este tejido
puede ser de tipo:



v Angular: El engrosamiento de la pared celular se da s6lo en los angulos
por adicién de capas de celulosa y el resto de la pared celular permanece
delgada por lo que el lumen se hace redondeado. Presente en la periferia

de la corteza.

v Laminar: Aqui el engrosamiento de la pared celular se da por adicién de
capas tangenciales al radio de origen y las paredes laterales permanecen
delgadas; citoplasma hialino sin cloroplastos. Presente en la corteza
media (Gola et al., 1965; Fuller et al., 1974; Fahn, 1982; Cronquist,
1987; Gattuso, 1999a).

- Esclerénquima o esclerenquimatico: Esta compuesto por células pétreas
0 esclereidas, las cuales tienen forma poliédrica. Después de haber
crecido y desarrollado su protoplasma, mueren, constituyendo un tejido
muerto y asi integrando la estructura de los érganos como tejido muerto
(Gola et al., 1965; Fuller et al., 1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987;
Gattuso, 1999a).

- Fibras: Células que crecen en un solo sentido (por sus apices) y dan por
resultado células fusiformes que terminan en punta, alargadas
(prosenquimaticas), la longitud predomina sobre el diametro; la pared
celular es secundaria, muy engrosada y celulésica. Las fibras forman
pilares desde la base dandole flexibilidad a la planta (Gola et al., 1965;
Fuller et al., 1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

Tejido Conductor: Consta de nervios (haces vasculares que arrancan de los
haces del peciolo). Los nervios principales aparecen en relieve en las
superficies inferiores de las hojas y a menudo como depresiones someras en
las superficies superiores (Gola et al., 1965; Fuller et al., 1974; Fahn, 1982;
Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).



Cada nervio consta de xilema (vasos y traqueidas) y floema (tubos cribosos,
principalmente), que conducen agua y minerales, respectivamente, a los
limbos de las hojas, y alimentos manufacturados en el mesofilo hacia abajo
al peciolo, para ser transportados al tallo y las raices (Gola et al., 1965;
Fuller et al., 1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

En las hojas de la mayoria de plantas, las celulas del xilema forman la
porcion superior de los nervios, es decir la porciobn méas cercana de la
epidermis superior, en tanto que las células de floema estan situadas en las
porciones inferiores (Gola et al., 1965; Fuller et al., 1974; Fahn, 1982;
Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

Cada nervio esta rodeado por un grupo de células, conocido como vaina de
haz, que dan apoyo Y resistencia al nervio; estas células son en ocasiones de
pared gruesa (Gola et al., 1965; Fuller et al., 1974; Fahn, 1982; Cronquist,
1987; Gattuso, 1999a).

Floema o tejido liberiano: Formado por células prismaticas que presentan
los tabiques engrosados y perforados. Las células son tubulosas de seccion
poligonal que se disponen unas sobre otras formando columnas que recorren
desde la raiz hasta los &pices de las hojas de las ramas (Gola et al., 1965;
Fuller et al., 1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

Esta pared celular con las perforaciones se ve reticulada y se le llama placa
cribosa. El protoplasma ha sufrido una diferenciacion en estas células, el
citoplasma es denso y tempranamente pierden el ndcleo cuyas funciones son
ejercidas por el nacleo de otras células hermanas (Gola et al., 1965; Fuller et
al., 1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

Estas células tubulosas anucleadas se denominan tubos liberianos o tubos

cribosos cuya funcion es trasladar los alimentos producidos en los tejidos



verdes por toda la planta (Gola et al., 1965; Fuller et al., 1974; Fahn, 1982;
Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

- Xilema o tejido lefioso: Constituido por células poliploides que al crecer se
hacen diametralmente anchas y cortas en altitud o profundidad. Este tejido
forma los vasos generados por el meristemo remanente primario (Gola et
al., 1965; Fuller et al., 1974; Fahn, 1982; Cronquist, 1987; Gattuso, 1999a).

e. Perfil cromatografico

La cromatografia se define para fines de la Farmacopea estadounidense como el
procedimiento mediante el cual se separan por extraccion fraccionada, adsorcion o
intercambio de iones sobre un sélido poroso, los principios activos y los materiales inertes
que se hallan en los preparados farmacéuticos, mediante el flujo de disolventes (Medinilla,
2009).

También es definida como el método de analisis en el que el flujo de un disolvente
liquido o gaseoso (fase mdvil) promueve la separacion de sustancias mediante migracion
diferencial desde una zona inicial estrecha, en un medio poroso adsortivo (fase
estacionaria) (Medinilla, 2009).

Esta técnica ha sido utilizada oficialmente desde los afios 70 para la identificacion de las
drogas naturales, asi como para establecer su grado de pureza. Los tipos mas comunes
empleados son: la cromatografia en columna, papel, en capa fina, liquida de alta resolucion
(HPLC) y la de gases. En general, la cromatografia en columna se utiliza cuando se cuenta

con grandes cantidades de material a investigar (Medinilla, 2009).

Sin embargo, la cromatografia en papel y en capa fina son las técnicas més utilizadas
para propositos de identificacion, debido a que conllevan las siguientes ventajas: bajo costo,
requieren muy poca inversion en instrumentos y reactivos; consumen poco tiempo para su
realizacion (15 min. a 1 hora); requieren cantidades minimas de muestra (aproximadamente

0.19); es poco probable obtener resultados falsos debido a la presencia de componentes



secundarios y son técnicas simples que requieren de minimo espacio fisico (Medinilla,
2009).

En general el andlisis se lleva a cabo para determinar los constituyentes activos
principales de la planta, entre los que se encuentran alcaloides, flavonoides, antraglicosidos,
saponinas, arbutina, aceites esenciales, glicésidos cardiotonicos, cumarinas y acidos

fenolcarboxilicos, principios amargos y valepotriatos (Ballvé et al., 1995; Paredes, 2005).
)} Fundamento del método de cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina es un método de fisicoquimico que consiste en la
separacion de una sustancia entre dos fases inmiscibles. Para su realizacion se coloca sobre
una fina capa de material granular (fase estacionaria) la mezcla a separar en forma de
solucion, aplicandola ya sea como manchas o como bandas (Trease y Evans, 1984;
Medinilla, 2009).

Luego la placa es posicionada dentro de una camara que contiene un disolvente
adecuado (fase movil) y se cierra debidamente. La separacion de la mezcla problema se
realiza mediante migracion capilar. Luego que el disolvente ha ascendido una distancia de
10 cm. Se marca con lapiz el frente del disolvente y se calcula el valor de Rf empleando la

siguiente férmula:

Rf = Distancia recorrida de muestra (desde linea base)

Distancia recorrida del disolvente (desde linea base)

Las sustancias incoloras pueden ser detectadas mediante la observacion bajo luz
ultravioleta, o mediante la adicion de un reactivo revelador que reaccione con la sustancia

que se desea detectar (Trease y Evans, 1984; Medinilla, 2009).
f. Aceites esenciales

Los aceites esenciales, aceites volatiles, 6leos etéreos o esencias son sustancias de

origen natural que en su mayoria provienen de especies vegetales. Se caracterizan por su



alta volatilidad y por producir un efecto de proteccién en la planta (Genaro, 1998;
Gobierno de Chile, Fundacién para la innovacion agraria, 2003; Ocampo et al., 2007).

En cuanto a su composicion quimica los aceites esenciales son una mezcla compleja y
muy concentrada de compuestos aromaticos que se volatilizan a temperatura y presion
ambiental, pueden contener cientos de componentes, entre los que se encuentran
hidrocarburos, acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, fenoles, lactosas y distintos
compuestos organicos de nitrégeno y azufre. Algunos ejemplos de este tipo de compuestos
son: linalol, acetol y mentol entre otros (Genaro, 1998; Gobierno de Chile, Fundacion para

la innovacion agraria, 2003; Ocampo et al., 2007).

Las esencias se sintetizan y almacenan en diversos organos: flores, hojas, brotes, tallos,
madera, frutos, semillas, corteza, resinas, raices y rizomas. La calidad de los aceites
esenciales estd determinada por su composicion quimica, las propiedades fisicoquimicas,
las caracteristicas aromaticas olfativas y el grado de pureza o cantidad de residuos

contaminantes (Gobierno de Chile, Fundacion para la innovacién agraria, 2003).

Su calidad se puede ver afectada por factores externos como el clima, suelo, incidencia
de plagas, enfermedades, malezas, condiciones técnicas de cultivo, cosecha y manejo post
cosecha. Entre los factores internos que pueden influir en la composicion y calidad del
aceite esencial estan las variedades o selecciones, la etapa de desarrollo de la planta, edad y
parte vegetal que se utilice (Gobierno de Chile, Fundacion para la innovacion agraria,
2003).

Diferentes estudios han demostrado en los ultimos afios, la existencia de polimorfismo
quimico entre plantas de la misma especie, es decir, especies que producen aceites
esenciales con composiciones diferentes, debido a las diversas condiciones climéticas
donde crecen. Estas plantas pueden agruparse de acuerdo a origenes comunes en
quimiotipos, de manera que puede seleccionarse la procedencia que producira los mejores
resultados en cuanto a composicion y a rendimiento (Gobierno de Chile, Fundacion para la

innovacion agraria, 2003; Jayes et al., 2006).



Los aceites esenciales son usados en muchas industrias para proporcionar aromas y
olores especiales a productos como perfumes, cosméticos, jabones, condimentos, dulces,
etc. Otros usos consisten en enmascarar olores desagradables en ambientes de trabajo e
instalaciones sanitarias, también se utilizan como solventes y como insumos en productos

de las industrias de plasticos, tintas, caucho, insecticidas y otras (Jayes et al., 2006).

Muchos aceites constituyen compuestos de partida para sintesis de sustancias Utiles en
las industrias quimica y farmacéutica. Otros componentes tienen propiedades
farmacoldgicas y son usados como antibacterianos, analgésicos, sedantes, expectorantes,

estimulantes y estomaquicos en la composicion de medicamentos (Jayes et al., 2006).

En cuanto a las técnicas de extraccion, las mas conocidas son el arrastre con vapor de
agua, la hidrodestilacion y la extraccion con solventes. Para propositos analiticos la
hidrodestilacién con aparato Neoclevenger es la técnica més utilizada (Jayes et al., 2006;
Medinilla, 2009).

g. Reacciones de identificacion

Las diferentes sustancias en los tejidos vegetales, ya sea como metabolito primario o
secundario, formando parte estructural de la célula o como substancias de reserva, pueden
identificarse mediante pruebas histoquimicas, es decir, por medio de la aplicacion de
colorantes especificos que reaccionan y producen coloraciones o precipitados determinados

que pueden reconocerse microscopicamente (Gattuso, 1999b).

Dentro de este tipo de reacciones se encuentran la deteccion de paredes celuldsicas,
lignificadas, suberificadas y cuticulas, la presencia de granos de almidén, granos de
aleurona, cristales de carbonato y oxalato de calcio, alcaloides, grasas, aceites volatiles,

resinas, mucilagos, taninos y otros (Paredes, 2005; Sandoval y Rojas, s.f.).

Estas pruebas pueden ser realizadas tanto con material fresco, de herbario y conservado;
siendo preferible el estado fresco. La determinacion de alcaloides se realiza empleando el
reactivo de Dragendorff, el cual produce un precipitado de color rojo ladrillo (Ballvé et al.,
1995; Gattuso, 1999b; Sandoval y Rojas, s.f.).



Para la determinacion de cristaloides de aleurona se emplea el reactivo Naranja G, el
cual otorga a los cristaloides un color rojo-anaranjado (Ballvé et al., 1995; Gattuso, 1999b;

Sandoval y Rojas, s.f.).

Los almidones se evalian empleando el reactivo de lugol a través de una coloracion azul
0 azul-violacea. La prueba de clorioduro de cinc se emplea para la determinacion de
celulosa y lignina, las cuales se tifien de color azul o violeta y amarillo oro, (Ballvé et al.,
1995; Gattuso, 1999b; Sandoval y Rojas, s.f.).

En lo referente a la determinacion de grasas y aceites los reactivos indicados son el
Sudan 11 o Sudan 1V, que otorgan a dichas estructuras una coloracion roja al igual que a la
cutina y suberina (Ballvé et al., 1995; Gattuso, 1999b; Sandoval y Rojas, s.f.).

Otra forma de identificacion de lignina la constituye la prueba de floroglucina que le
otorga una colacion roja a dicho compuesto. En cuanto a los mucilagos, estos son
determinados por una coloracion azul Francia debida a la tincién con azul de cresil al 1 %.
El oxalato de calcio y las sustancias pécticas son determinadas con el reactivo de acetato
caprico y rojo de rutenio al 0.1 %, respectivamente (Ballvé et al., 1995; Gattuso, 1999b;

Sandoval y Rojas, s.f.).

Para la identificacion de quitina el reactivo de eleccién es el lugol y cloruro de cinc,
pues favorece el desarrollo de una coloracion violeta a dicho compuesto. Las saponinas son
determinadas mediante &cido sulfdrico concentrado, mientras que los taninos pueden ser
evidenciados por accién del sulfato férrico (Ballvé et al., 1995; Gattuso, 1999b; Sandoval y

Rojas, s.f.).
h. Parametros de pureza

El analisis de pureza permite determinar la ausencia de contaminantes quimicos,

bioldgicos y fisicos. Algunos parametros a determinar son:



1) Materia extrafia

Se refiere a cualquier material o parte de la planta, diferente a la oficialmente
reconocida. Los limites aceptables de materia extrafia equivalen al 2 % de la muestra.
Existen algunos tipos que aunque se encuentren dentro de los limites permitidos son causa
suficiente para desechar la droga, tal es el caso de excretas de animales, insectos 0 mohos

(Paredes, 2005; Sandoval y Rojas, s.f.).

La materia extrafia esta constituida por otras partes de la planta (6rganos extrafios), que
no estan incluidas en la definicion. Por materia inorgéanica extrafa, se entienden las mezclas
minerales adheridas o no al producto vegetal, como tierra, piedras, arena y polvo (Paredes,
2005; Sandoval y Rojas, s.f.).

i) Material volatil

Son los aceites volatiles presentes en plantas como menta, orégano, albahaca y otras, su
contenido puede ser determinado por destilacion a vapor o hidrodestilacion como un

parametro importante de calidad (Paredes, 2005).
iii) Humedad

Se refiere a la cantidad de agua que posee la materia cruda; permite saber si el secado
del material vegetal fue el idoneo para conservar la calidad y prevenir la accion de enzimas,
bacterias y el enmohecimiento. El contenido de humedad es variable debido a que gran
parte de las plantas son higroscopicas en mayor o menor intensidad (Paredes, 2005).

El método cominmente empleado para la determinacion de humedad es el de la pérdida
por desecacion, que consiste en someter la muestra al calor de una estufa a 100 °C hasta
peso constante; este método se emplea para drogas que contienen pequefias cantidades de
materias volatiles. Sin embargo, cuando las materias volatiles son mayores del 1 % debe
utilizarse métodos quimicos, basados en destilacion, cromatografia de gases,

espectrofotométricos y electrométricos (Paredes, 2005).



iv) Cenizas

Se toma como contenido de cenizas totales, al residuo que queda después de incinerar la
materia vegetal. Este residuo representa las sales inorganicas que normalmente contiene la

planta y que lleva adheridas (Paredes, 2005).

El contenido de cenizas varia considerablemente en las diferentes drogas, pero la
variacion es pequefia en el mismo tipo de droga, por lo que sirve de base para juzgar la
identidad y pureza de la misma, también funciona como indicador del cuidado que se ha
tenido en la preparacion y proporciona informacion sobre una posible adulteracion
(Paredes, 2005).

Las cenizas insolubles en &cido constituyen una fraccion de las cenizas totales que no se
solubilizan en &cido clorhidrico, el cual disuelve el carbonato de calcio y los cloruros de
metales alcalinos, dejando un residuo constituido casi totalmente por silice procedente de la
arena y tierra adherida a la droga. La regulacién de la temperatura es un factor muy

importante en este tipo de determinaciones (Paredes, 2005).
v) Constantes fisicas

La densidad, rotacion Optica, viscosidad, indice de refraccion, etc., son especialmente
utiles para identificar aceites y grasas, oleorresinas, balsamos y sustancias similares
(Paredes, 2005).

vi) Contaminacion microbiana

Las plantas medicinales normalmente Ilevan un gran nimero de bacterias y hongos,
provenientes del suelo. Los limites aplicables a los comestibles son aplicados a las drogas

vegetales, especialmente los limites para bacterias patdgenas y aflatoxinas (Paredes, 2005).
vii) Residuos tdxicos

Los residuos toxicos en las drogas vegetales resultan del uso de pesticidas durante el

cultivo o fumigacion cuando tenia lugar el almacenamiento. La contaminacion del suelo o



del agua en un éarea puede resultar de residuos de pesticidas en plantas silvestres, las que de
otro modo estéan libres de los mismos (Paredes, 2005).

viii) Metales pesados

La contaminacién de los materiales vegetales con arsénico, plomo y cadmio, pueden ser
resultado de la recoleccion de plantas en regiones contaminadas. Los limites de estos

metales deben estar dentro de las especificaciones (Paredes, 2005).
ix) Radioactividad

La contaminacion radioactiva puede ocurrir como resultado de efluentes industriales, y

en tales casos deben asegurarse las pautas de la OMS (Paredes, 2005).
K. Calidad, factores ambientales y distribucion geografica

La calidad de materias vegetales medicinales derivadas de la misma especie puede
variar de forma notable en funcion del emplazamiento, debido a la influencia del suelo, el
clima y otros factores (OMS, 2003).

Deben tenerse en cuenta estas diferencias de calidad, que pueden manifestarse en el
aspecto fisico o en variaciones de la composicion, dado que la biosintesis de los
componentes puede verse afectada por condiciones ambientales extrinsecas, incluidas las

debidas a variables ecoldgicas y geograficas (OMS, 2003).

Las condiciones climatolégicas, como la duracion del dia, la pluviosidad (disponibilidad
de agua) y la temperatura en el campo, influyen en las cualidades fisicas, quimicas y

bioldgicas de las plantas medicinales (OMS, 2003).

Deben tenerse en cuenta los datos previos conocidos sobre la duracién de la luz solar. La
pluviosidad media y la temperatura media, incluidas las diferencias entre las temperaturas
diurna y nocturna, que también influyen en las actividades fisiologicas y bioquimicas de las
plantas (OMS, 2003).



1. Fenologia

La fenologia es la ciencia que se dedica al estudio de la influencia de los fenémenos
climéticos en los ciclos vitales. Permite determinar los limites de tolerancia de una especie
vegetal localizada en una regidn geogréafica determinada en la que vive y se reproduce,
incluye temperatura, precipitacion y las propiedades del suelo de dicha region (Herrera,
2009).

También es considerada el estudio de los fendmenos bioldgicos acomodados a cierto
ritmo periddico, como la brotacion, la florescencia, la maduracion de los frutos, etc. Estos
fendmenos se relacionan con el clima de la localidad en que ocurren y viceversa; de la
fenologia se pueden sacar consecuencias relativas al clima y sobre todo al microclima
(Font, 1982).

Etimologicamente es el estudio de los aspectos que suceden en la vegetacion de una
especie. Dependen de sus caracteristicas propias y del ciclo de dinamismo del medio, sobre
todo y mas generalmente del ciclo climatico (Font, 1982).

En algunos casos la evolucion ha llevado a que plantas que viven en regiones
geogréficas alejadas y que pertenecen a distintas familias presenten caracteristicas externas
parecidas, ya que se han visto obligadas a adaptarse a condiciones ecoldgicas semejantes
(Herrera, 2009).

Debido a la plasticidad fenotipica, que es la capacidad de un organismo de producir
fenotipos diferentes en respuesta a cambios en el ambiente, las variaciones pueden ser a
nivel de individuo, a nivel de la poblacion y a nivel de la especie. Todo depende del tiempo

y de la magnitud del cambio ambiental (Granados, 2009).
2. Elementos y factores del clima relacionados con la produccion de metabolitos

La concentracion de principios activos y/o metabolitos secundarios en una planta,

depende de aspectos genéticos propios de cada especie, estimulos del ambiente (clima,



suelo) y de la respuesta de la planta ante organismos vivos. Estos estimulos son de suma
importancia para la produccion y concentracion de estas sustancias (Ocampo et al., 2007).

Esta relacion entre medio y contenido de principios activos puede variar por el efecto de
la domesticacion, causado por diversas actividades relacionadas con el cultivo (cambio de
clima, suelos época de siembra, cosecha, etc). Para obtener plantas medicinales de calidad
hay que conocer cudl es la composicion y en que 6rgano estan concentrados los principios
activos (Ocampo et al., 2007),

El clima de una zona es el resultante de mdaltiples aspectos fisicos de la atmosfera
(humedad, viento, radiacion solar, temperatura y precipitacion) que se manifiesta en
periodos prolongados y que en general se analizan cada 30 afos; en contraposicién, el
tiempo atmosférico se refiere a las caracteristicas de la atmosfera en periodos de tiempo

cortos (dias, semanas, meses) (Ocampo et al., 2007),
a. Temperatura

La temperatura es el elemento del clima de mayor importancia en el control y desarrollo
del metabolismo de las plantas. Cada especie medicinal ha llegado a adaptarse a su propio
entorno natural; no obstante las plantas tienen la capacidad de existir en una amplia

variedad de temperaturas (Ocampo et al., 2007).

Algunas plantas de regiones templadas, crecen en regiones tropicales con resultados
satisfactorios durante el verano (época sin precipitacion), pero en el invierno (época de
[luvias) su crecimiento disminuye y estd mas propensa al ataque de enfermedades y plagas.
Su adaptacion es mas satisfactoria en regiones subtropicales con temperaturas mas

adecuadas y menos precipitacion (Ocampo et al., 2007).

Para el cultivo de plantas medicinales hay que tener en cuenta no solo la temperatura
maxima sino el intervalo de variacién durante el dia, la noche y a lo largo del afio. La
respuesta fisioldgica de las plantas a esta variacion es lo que se denomina fotoperiodismo.

Esta variacion influye en el crecimiento de la planta (Ocampo et al., 2007).



b. Precipitacion

La precipitacion es un elemento del clima que tiene influencia en el tipo de vegetacion.
De acuerdo con sus requerimientos, las plantas medicinales pueden darse naturalmente en
bosque seco 0 en himedo. La precipitacion debe analizarse considerando la cantidad anual,
su distribucion a lo largo del afio y el efecto que tiene sobre la humedad relativa, asi como

la retencién del agua llovida en el suelo (Ocampo et al., 2007).
c. Luminosidad

Las plantas medicinales varian mucho en cuanto a sus necesidades de luz, tanto en
duracién como en intensidad. En su estado silvestre las especies medicinales se establecen
en sitios que satisfacen las demandas de luz y sombra. Por esta razon es importante analizar
este factor cuando se estan realizando acciones de domesticacion. Algunas investigaciones
han demostrado que la luz es un factor que contribuye con la formacion de heterdsidos o de
alcaloides. Las especies medicinales responden directamente al efecto del fotoperiodismo
(dia largo versus dia corto) (Ocampo et al., 2007).

d. Altitud

Otro de los factores del clima que esta relacionado con la calidad de las plantas y su
composicion es la altitud con respecto al nivel del mar. Algunas especies son propias de
climas maritimos, mientras que otras estan en el rango de 800 — 1800 m, y otras se
encuentran en regiones elevadas de América. Estas Gltimas, crecen bien en zonas bajas pero

practicamente no producen alcaloides (Ocampo et al., 2007).

Posiblemente el mayor obstaculo para el cultivo de plantas medicinales en el trdpico,
tiene que ver con el efecto que produce la relacion altitud-temperatura. Es evidente que
para establecer cultivos de plantas nativas en su propio ambiente, los factores que influyen

en su calidad no son un impedimento (Ocampo et al., 2007).



L. Herborizacion

La herborizacion es un proceso que tiene como objetivo colectar material vegetal
conservando en la medida de lo posible las caracteristicas de las muestras; consiste en el
prensado, secado y montaje de las plantas para su integracion a un herbario (Programa de
conservacion de la biodiversidad y desarrollo sustentable en los humedales del este,
(PROBIDES, s.f.; Real, s.f.).

1. Colecta

Para este proceso se prefiere utilizar ramas no mayores de 42 cm que presenten partes
reproductoras (flores o frutos), con al menos tres hojas, para apreciar la filotaxia. Si se trata
de plantas pequefias, es recomendable colectar varios individuos (Medinilla, 2009;
PROBIDES, s.f.; Real, s.f.).

Normalmente este procedimiento se realiza por duplicado para prevenir la destruccién
durante el traslado o en el proceso de herborizacién). Los frutos y semillas se colectan en
sobres, 0 en su defecto, en bolsas plasticas (Medinilla, 2009; PROBIDES, s.f.; Real, s.f.).

2. Prensado y secado

Se coloca los ejemplares colectados con cuidado entre hojas de papel periddico;
asegurandose que la planta esté acomodada en un sentido haz-envés, para poder observar
las formas de las hojas por ambos lados (PROBIDES, s.f.; Real, s.f.).

A continuacién se coloca el papel periodico sobre carton, y se agrega mas periddico y
carton, hasta prensar todas las hojas con suficiente presion. Para secar la muestra, dejar 24
horas en estufa eléctrica a 40° C, empleando una prensa metalica (Herman, 1984;
PROBIDES, s.f.; Real, s.f.).

Si la prensa es de madera sujetar las dos tablas de la misma mediante correas, y colocar
en la secadora, donde se proporciona calor por aproximadamente tres a cuatro dias
(Herman, 1984; PROBIDES, s.f.; Real, s.f.).



Otra alternativa es el secado al aire, en donde se combinan la accion del aire y sol, sin
embargo es necesario cambiar periddicamente el papel, a medida que se va absorbiendo la
humedad (Herman, 1984; PROBIDES, s.f.; Real, s.f.).

3. Montaje e identificacién

Cuando los ejemplares se encuentran totalmente secos, se colocan sobre una cartulina
blanca utilizando cinta de papel engomada, hilo blanco u otro pegamento. También debe
agregarse una ficha de herbario que identifique el material botanico y que describa los datos
anotados durante la colecta (Herman, 1984; PROBIDES, s.f.; Real, s.f.).



IV. JUSTIFICACION

Guatemala posee una enorme biodiversidad de flora, la cual se constituye como un
recurso potencial para la investigacion, debido a que muchas especies han sido utilizadas

como alternativas para tratar enfermedades, en las artes culinarias o a nivel industrial.

La comercializacion y uso de plantas falsas o adulteradas, pueden ocasionar una
situacion perjudicial en la enfermedad de un paciente, retardando o empeorando su

curacion, ademas de la pérdida de confianza en la actividad terapéutica de las plantas.

Litsea guatemalensis es una planta propia de Guatemala, utilizada en forma similar e
indistinta al laurel europeo (L. nobilis); se le atribuyen multiples propiedades que le
confieren versatilidad de uso a nivel culinario, comercial y medicinal. Se comercializa en
muchos lugares, aunque su identidad puede ser dudosa, ya que se confia en las

caracteristicas organolépticas para asegurar la naturaleza de la misma.

Por lo anterior es necesario documentar sobre el material vegetal, como materia prima,

de L. guatemalensis.

La descripcion de caracteristicas de identidad, micromorfologia, histoquimica vy
rendimiento de aceites esenciales de L. guatemalensis, procedente de diferentes areas
geogréficas y en diferentes etapas fenoldgicas, favorecerd el establecimiento de una
metodologia de control de calidad que permitira en el futuro, la utilizacion de este recurso
natural como herramienta terapéutica dentro de los sistemas de salud, o bien su

aprovechamiento como condimento o antioxidante.



V. OBJETIVOS

A. General

Establecer los caracteres de identidad y pureza de la especie nativa de Guatemala, Litsea

guatemalensis, conocida como laurel.
B. Especificos
1. Colectar y depositar en herbario ejemplares de L. guatemalensis procedentes de tres

localidades diferentes de Guatemala.

2. ldentificar y describir las caracteristicas de identidad, organolépticas, macroscopicas

y micromorfoldgicas del material fresco de L. guatemalensis.

3. Establecer los compuestos quimicos de L. guatemalensis, mediante pruebas

histoquimicas

4. Obtener una cartilla micrografica con los pardmetros diagnésticos de L.
guatemalensis a partir de la caracteristicas de identidad, organolépticas,

histoquimicas, macro y microscépicas.

5. Establecer los parametros de calidad de la materia vegetal seca de L. guatemalensis,

tales como porcentaje de humedad y cenizas.

6. Determinar el rendimiento de aceites esenciales de material vegetal de L.
guatemalensis en sus diferentes etapas fenoldgicas, de tres localidades distintas.

7. Describir las diferencias entre L. guatemalensis y L. nobilis.



VI. HIPOTESIS

Debido a que el presente estudio es de tipo descriptivo no presentd hipotesis de

investigacion.



VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo y muestra
1. Universo
Tres especies nativas del género Litsea descritas en Guatemala, las cuales se utilizan
indistintamente como laurel (L. glaucescens, L. neesiana (Schauer) Hemsl. y L.

guatemalensis).

2. Muestra
Material vegetal de L. guatemalensis (hojas y tallos) fresco y seco (secado a la sombra),
procedentes de tres localidades; municipio San Bartolomé Milpas Altas y Magdalena

Milpas Altas, Sacatepéquez; y el municipio San Lucas Sacatepéquez, Cerro Alux.

B. Recursos

1. Humanos

- Tesista responsable: Br. Maria Elena Chicas Escobar

- Asesora: Licda. Maria Eugenia Paredes

2. Institucionales

- Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala

- Herbario BIGU, Escuela de Biologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala

- Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT)

- Laboratorio de Productos Naturales FARMAYA S.A.

C. Materiales y equipo

- Agujas de diseccion - Frascos de boca ancha grandes y
- Balanza analitica pequefos
- Balanza de humedad - Goteros

- Baldn de boca esmerilada de 125 mi - GPS



Beaker

Bolsas con cierre hermético
Bulbos de hule

Caja de petri

Camara fotogréfica

Cinta adhesiva para rotular
Contador mecéanico
Costales

Crisoles de porcelana
Cristaleria en general
Cromatoplaca

Cuaderno de apuntes
Cucharillas de metal
Cubreobjetos

Desecador

Destilador tipo Neocleavenger (manta de
calentamiento, destilador, balon 1000 mi
y refrigerante)

Encendedor

Erlenmeyer

Esmalte de ufias

Espéatula de metal
Estereoscopio

Estufa

D. Reactivos

Acido sulfarico
Agua desionizada
Agua destilada
Alcohol etilico 96°

Horno

Hojas de afeitar

Hojas de papel

Lapices

Marcadores

Material vegetal seco fragmentado
Microscopio

Papel limpia lentes

Papel periddico

Pinceles

Pinzas de metal

Pinzas para crisol

Pipetas pasteur

Planchas de poliestireno
Portaobjetos

Probetas graduadas

Prensa de madera

Rotavapor
condensador y balén de colecta)
Tijeras

Tubos capilares

Vasos de precipitar

Vasos de tincion

Viales de vidrio de %2 dracma

Naranja G
Ninhidrina al 0.3%
Reactivo de Dragendorff

Reactivo de lugol

(balén de evaporacion,



- Azul de cresil al 1% - Reactivo sudan 111

- Floroglucina - Safranina al 1%

- Gelatina-glicerina - Safranina Fast Green
- Hidrato de cloral al 5% - Sulfato férrico

- Hidroxido de sodio al 5% - Xilol

- Hipoclorito de sodio al 50%

E. Métodos

1. Recoleccion de muestra

La ubicacion de localidades de colecta de L. guatemalensis se baso en la informacion
obtenida del herbario BIGU, herbario de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala, herbario CECON, informacion proporcionada por FARMAYA y
datos publicados en la Flora de Guatemala y en el portal electrénico de Missouri Botanical
Garden (Missouri Botanical Garden, 2009) (Anexo 2).

El material vegetal analizado se obtuvo a través de la realizacidn de viajes de campo a
tres procedencias distintas, tales como municipio San Bartolomé Milpas Altas y
Magdalena Milpas Altas, Sacatepéquez; y el municipio San Lucas Sacatepéquez, Cerro
Alux.

Se realizaron tres colectas, correspondientes a las diferentes fases fenoldgicas de L.
guatemalensis (desarrollo foliar, inicio de floracién e inicio de fructificacion); donde se
tomo una lectura con el sistema de posicionamiento geografico (GPS) para referenciar los

lugares de colecta.

Se colectd aproximadamente 1 Kg. de partes aéreas de la planta, las cuales fueron
transportadas a la ciudad de Guatemala para su procesamiento en el LIPRONAT vy en el
Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia.

También se colectaron ejemplares de cada localidad para herborizar, los cuales fueron
depositados en el herbario de FARMAYA S.A. y en el herbario BIGU. Una porcion del

material vegetal fue colocada en camara humeda utilizando bolsas con cierre hermético y



almacenada en refrigeracion para su anélisis, otra porcion fue secada a la sombra para la

realizacion de pruebas de identidad.

2. Determinacion de caracteristicas organolépticas y macromorfologicas

La determinacion de las caracteristicas macromorfoldgicas de la materia vegetal de
estudio se realizdé a simple vista y con la ayuda de microscopio estereoscopio; fueron
revisados y anotados todos los caracteres que ayuden a la correcta identificacion de la
materia médica fresca y seca tales como: morfologia, color, olor, dimensiones de las hojas,

tipo de nervacion y otras.

3. Determinacidn de caracteristicas micromorfologicas e histologicas

Se realizaron cortes transversales finos de la muestra, empleando hojas de afeitar y
planchas de poliestireno; los cortes fueron observados al microscopio con aumentos de
50X, 100X y 400X, despues de ser coloreados con los reactivos especificos para identificar
tejidos (safranina y Fast Green), almidones (lugol), alcaloides (Dragendorff), grasas y
aceites (sudan I11), mucilagos (azul de cresil), saponinas (acido sulfarico) y taninos (sulfato

feérrico).

a. Coloracion con safranina o safranina Fast Green
) Se eligieron los cortes mas delgados.
i) Se realizaron 5 lavados de 3 minutos cada uno con agua destilada.
iii) Se agregaron gotas de solucién de safranina al 1% o safranina Fast Green.
iv) Se dejaron actuar durante 5 minutos.
V) Se lavaron con agua destilada.
Vi) Se observaron para la identificacién de tejidos (Gattuso, 1999b; Paredes,

2005).
b. Almidon
)} Se colocaron cortes en portaobjetos.

i) Se agregaron gotas de reactivo de lugol.



iii) Se observaron al microscopio, la presencia de una coloracion azul o azul
violacea en el citoplasma de las células se considerd positivo (Gattuso,
1999b; Paredes, 2005).

Alcaloides

1) Se colocaron cortes de material vegetal sobre portaobjetos.

i) Se agregaron gotas de reactivo de Dragendorff.

iii) Se dejaron actuar durante unos minutos.

iv) Se observaron al microscopio, la presencia de un precipitado rojo ladrillo se
considero positivo (Gattuso, 1999b; Paredes, 2005).

Grasas y aceites

) Se colocaron en portaobjetos cortes delgados de la muestra.

i) Se adicionaron gotas de reactivo de sudan IlI.

iii) Se dejaron actuar durante 10 minutos.

iv) Se observaron al microscopio, la presencia de una coloracion roja o rosada

se consider6 positivo (Gattuso, 1999b; Paredes, 2005).

Mucilagos

) Se colocaron en portaobjetos cortes finos de la muestra.

i) Se agregaron gotas de azul de cresil al 1%.

Nota: La aparicion de coloracion azul Francia se consider6 positivo (Gattuso,
1999b; Paredes, 2005).

Saponinas

) Se colocaron cortes en portaobjetos

i) Se agregaron gotas de acido sulfarico.

Nota: La aparicion de coloracion amarilla, que a los 30 minutos cambid a rojo y
finalmente a azul verdoso o lila se consider6é positiva (Gattuso, 1999b; Paredes,
2005).



g. Taninos
1) Se colocaron cortes sobre portaobjetos.
i) Se agregaron gotas de sulfato ferrico.
iii) Se dejaron actuar por 2-3 minutos.
iv) Se lavaron con agua destilada.
Nota: Los taninos presentaron una coloracion azul- verdosa (Gattuso, 1999b;
Paredes, 2005).

4. Metodologia de observacion de epidermis

Fueron realizados cortes con una hoja de afeitar de aproximadamente 1 cm de ancho y
se dejaron en un recipiente con cloro, posteriormente fueron calentados en bafio de agua
por 10 o 20 minutos o hasta que se tornaron transparentes. Se lavaron con agua destilada y
les fue agregada safranina por 10 minutos. Las muestras fueron lavadas con agua destilada
dos veces y se prosigui6 a pasarlas por etanol al 30, 50, 70 % Yy etanol absoluto. Luego se

agrego xilol, el cual aclaro la muestra y la termino de deshidratar (Gattuso, 1999b).

5. Metodologia de diafanizacién de Strittmater
A las hojas en estudio se les realizo la diafanizacion de Strittmater, en preparaciones
fijas, lograndose muestras histologicas semitransparentes muy Utiles para estudios de

venacion. El procedimiento utilizado fue:

a. Se colocaron muestras en vasos de precipitar con alcohol al 96 %, y se llevaron a

ebullicién en bafio Maria durante 10 minutos.

b. Se transfirieron a una solucién de partes iguales de alcohol al 96% e hidroxido de

sodio al 5 % y se llevaron a ebullicién en bafio Maria durante 10 minutos.

c. Se lavaron cuidadosamente con agua destilada tibia varias veces hasta que el agua

quedo totalmente limpia.

d. Se introdujeron las muestras con precaucion en cajas de petri conteniendo
hipoclorito de sodio al 50 %, y se dejaron reposar por aproximadamente 15 minutos

hasta que las hojas quedaron blanco-transparentes.



e. Se lavaron varias veces en agua destilada cambiandola cada 3 minutos hasta

eliminar el hipoclorito.

f. Se introdujeron en hidrato de cloral al 5 % durante 5 a 10 minutos como minimo,

para remover la opacidad.

g. Se tifieron con safranina en etanol al 80 % (5 g de safranina en 100 ml de etanol al
80 %) o safranina Fast Green durante 15-20 minutos; y se montaron con gelatina-
glicerina (Gattuso, 1999b).

6. Determinacion de indice de estomas

El indice de estomas es una constante dentro de ciertos limites, que permite la
caracterizacion de hojas por comparacion con testigos o con valores ya tabulados. Para su
determinacion se procedio a diafanizar un trozo de hojas de alrededor de 5 x 5 mm, el cual
fue transferido a un portaobjetos cuidando que la epidermis inferior quedase orientada hacia

arriba al ser montada con gelatina-glicerina.

Posteriormente se observd con un microscopio y se dibujé una cruz por cada célula

epidérmica y un circulo por cada estoma y se calculd el resultado con la siguiente formula:

I= Sx100
E+S
I = Indice de estomas
S = Numero de estomas en una superficie determinada de la hoja
E = EI nimero total de células epidérmicas en la misma area (incluyendo los tricomas
que pudieron aparecer) (Gattuso, 1999b).

7. Pruebas de pureza
a. Cenizas totales

Al incinerar la materia vegetal se produjo una ceniza inorganica. El porcentaje de ceniza

producido es indicativo del cuidado tomado durante el procesamiento del material. El



contenido de cenizas proporcion6d una idea sobre el contenido total de minerales en la

muestra. EI proceso se llevd a cabo de la siguiente forma:

1) Se colocaron aproximadamente 1 g de material seco en estudio en diferentes

crisoles de porcelana, previamente calcinados y a peso constante.

i) Se introdujeron los crisoles con las muestra en el interior de un horno a 550

°C hasta obtener cenizas blancas, gris claro o gris rojo.
iii) Se dejaron enfriar los crisoles en el desecador.

iv) Se pesaron répidamente y se anotaron los resultados (3 repeticiones)
(Gattuso, 1999b; Paredes, 2005).

b. Humedad

La humedad hace referencia a la materia volatil que fue eliminada por calentamiento
conduciendo a la pérdida de peso de la muestra. Esta materia puede estar constituida por
agua, grasas, aceites, alcoholes, disolventes, materias aromaticas, componentes volatiles y

productos de descomposicion.

Si existe exceso de agua en la muestra puede producirse hidroélisis de sus constituyentes

y se favorece el crecimiento de microorganismos.

En esta investigacion se empled el método de termogravimetria para la determinacion de

humedad, a través de la implementacion de los siguientes pasos:

)] Se selecciono parte representativa del total de la muestra, homogenizada y

mezclada.
i) Se encendio el aparato y selecciond el programa de 15 minutos a 105 °C.
iii) Se abrio la cdmara y coloco el platillo
iv) Se determino la tara del platillo y se agreg6 la muestra.

V) Se coloco en el platillo una capa fina homogeénea de aproximadamente 1-2 g



Vi) Se cerrd el aparato y se determiné el peso inicial.

vii)  Se inicio el programa de secado y se espero a leer el resultado.

viii)  Se realiz6 el procedimiento por triplicado (Gattuso, 1999b; Paredes, 2005).
c. Determinacion de aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos odoriferos o esencias de una planta, se ubican en
diferentes partes de la misma; quimicamente estan formados por la mayoria de

monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos aromaticos.

Se obtienen del material fresco o seco por destilacion por arrastre de vapor, expresion,
enflorado o hidrodestilacion utilizando un Neoclevenger o equipo similar mediante el

siguiente proceso:
i) Preparacion de la muestra:

- Se molieron 100 g de materia seca vegetal y se pesaron aproximadamente 25 g.

del material molido.
- Seintrodujeron 25 g de material molido en un baldn de destilacién de 1000 ml.

- Se agregaron 500 ml de agua destilada hasta cubrir los 25 g del material
(LIPRONAT, 2005).

i) Uso del equipo
- Se instal6 el destilador de aceites esenciales.

- Se conect6 el balon de destilacion con el recipiente colector y la bomba que

circula la solucién de enfriamiento por el refrigerante.
- Se lleno con agua el tubo N hasta el nivel B del tubo graduado.

- Se agreg6 2 ml de un disolvente organico (pentano) en el tubo K utilizando una

pipeta Pasteur y se colocé el tapdn al tubo hasta que empezo a destilar el aceite.



- Se destil6 a temperatura constante durante aproximadamente 2 horas,

manteniendo un flujo de destilacion de 2-3 ml por minuto.
- Se determind el tiempo de destilacion a partir del inicio de obtencion del aceite.
- Se midio6 la capa superior de aceite esencial recogido en el recipiente graduado

- Se esperd 10 minutos despues de terminado el calentamiento antes de colectar el

aceite.
- Se abrid la llave, se dejo caer el agua y descarto.

- Se recibio la parte organica en un balon de 125 ml y se agreg6 al tubo K
aproximadamente 1 ml del disolvente organico utilizado anteriormente, para

lavar y arrastrar todo el aceite recuperado.

- Se elimino el disolvente organico por evaporacion en campana de extraccion de

gases.
- Se peso el aceite obtenido, se vertio en un vial color &ambar y se almaceno a 4 °C

- Se determind el porcentaje de rendimiento a partir del peso del aceite entre el
peso de la materia vegetal por cien (LIPRONAT, 2005).

d. Caracterizaciéon de aceites esenciales mediante el método de cromatografia en

capa fina

En la cromatografia en capa fina la separacién de compuestos se hace sobre una capa
fina de un material adecuado (adsorbente), la cual esta adherida a una placa de vidrio u otro
material de soporte (Aguilar, Torres, Valdés, Chuy, y Paniagua, 2005).

El disolvente utilizado para la separacion se mueve junto con el compuesto a separar
sobre esta capa fina y la separacion de las sustancias se basa principalmente en sus
caracteristicas de polaridad. Entre los adsorbentes utilizados se encuentran O6xidos
hidratados y sales, como gel de silice (silicagel) y el 6xido de aluminio (alumina) (Aguilar
etal., 2005).



Bajo ciertas condiciones experimentales, el movimiento de una sustancia en particular es

constante con respecto al movimiento del frente de un solvente determinado. Esta constante

se llama valor Rf, y se define como el cociente obtenido de dividir la distancia recorrida por

la muestra entre la distancia recorrida por el solvente. Para la realizacion de esta técnica

fueron llevados a cabo los siguientes pasos:

i)

vi)

vii)

viii)

Se traz6 una linea paralela a uno de los extremos de la cromatoplaca. Sobre
ella se hicieron las marcas de las muestras, separadas 1.5 cm. e identificadas

con ndmeros.

Se prepard la fase movil de tolueno-acetato de etilo (93:7) y se dejé reposar en

la camara durante 30 minutos.

Se diluy6 la solucion de aceite esencial en tolueno (1:10), sin embargo, No se

realizar dilucién de los estandares.

Se aplicé en las primeras marcas las muestras procedentes de las tres
localidades de colecta en las diferentes etapas fenoldgicas (total 9 muestras)
seguidas de los estandares (limoneno, citral y 1,8-cineol). Se hicieron dos
aplicaciones de cada una de las soluciones, utilizando para ello tubos

capilares. Se dejé secar la primera aplicacion antes de aplicar la segunda.

Después de que las aplicaciones se secaron, se coloco la cromatoplaca en un

recipiente que contenia una pequefia cantidad de eluente.

Se cerrd el recipiente y se llevd a cabo la cromatografia hasta que el frente del

eluente ascendi6 a una distancia aproximada de 10 cm.

Se removio la cromatoplaca del recipiente y se dejo secar a temperatura

ambiente.

Se rocio la placa con solucion de vanillina-a4cido sulfdrico. Se secéd la

cromatoplaca en estufa hasta la aparicion de zonas azules, verdes, rojas y café



en visible. Se marco con un lapiz la posicion del frente del disolvente, antes

(ue se evaporase.

iX) Se midié la distancia en cm, desde el centro de la mancha hasta la marca
inicial. Se calcul6 el valor de Rf para las muestras. Con base en los valores de
Rf obtenidos, se compararon los controles con muestras analizadas (Aguilar et
al., 2005; LIPRONAT, 2005).

F. Disefio de la Investigacion

En la presente investigacion fue realizado un muestreo por conveniencia, con el fin de
obtener aproximadamente 1 kg de material vegetal fresco en diferente fase fenoldgica
(desarrollo foliar, inicio de floracion e inicio de fructificacion), incluyendo hojas y tallos;
de tres diferentes localidades, ubicadas en el departamento de Sacatepéquez (municipio San
Bartolomé Milpas Altas, municipio Magdalena Milpas Altas y municipio San Lucas
Sacatepéquez, Cerro Alux), para un total de 9 muestras, 3 de cada localidad en las

diferentes fases fenoldgicas.

El analisis de la materia vegetal fue llevado a cabo en el LIPRONAT vy en el Laboratorio
de Bioensayos del Departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala; y consistio en la descripcion
detallada de las caracteristicas de identidad de L. guatemalensis; incluyendo caracteres
organolépticos (olor, color y otras), macroscopicos (morfologia) micromorfoldgicas
(citohistoldgicas), histoquimicos y caracteristicas de pureza (humedad, cenizas totales y

determinacion de aceites esenciales).

Las determinaciones organolépticas, macroscopicas, micromorfoldgicas e histoquimicas
fueron realizadas en material vegetal fresco, en una Unica determinacién durante la fase de
desarrollo foliar, en cada localidad de colecta; realizandose en caso necesario repeticiones
del procedimiento para evidenciar claramente las reacciones o0 caracteristicas

correspondientes a conveniencia del investigador.



En cuanto a los pardmetros de calidad que describen la pureza de dicha planta se
realizaron ensayos cuantitativos por conveniencia para determinar humedad y cenizas
totales sin exceder 3 réplicas, debido a limitaciones en la capacidad de procesamiento del

equipo analitico.

El porcentaje de rendimiento de aceites esenciales fue determinado para cada una de las
tres localidades en estudio en las diferentes etapas fenoldgicas, a partir de material seco
(con un tiempo de secado mayor o igual a 30 dias) por medio del método de
hidrodestilacion utilizando un equipo de Neoclevenger con un minimo de tres corridas;
también se realiz0 caracterizacion de los aceites esenciales, mediante la tecnica de
cromatografia en capa fina empleando los estandares utilizados en el LIPRONAT

(limoneno, citral y 1,8 cineol) como controles de comparacion.

A partir de este andlisis se busca obtener un rango que permita caracterizar estos
pardmetros para determinar la identidad de L. guatemalensis, y asi poder diferenciarla de L.
nobilis.



VIIl. RESULTADOS
A. Recoleccion y herborizacion de ejemplares frescos

El material vegetal se obtuvo a través de la realizacion de viajes de campo a tres
localidades distintas: San Bartolomé Milpas Altas, Sacatepéquez; municipio Magdalena
Milpas Altas, Sacatepéquez y municipio San Lucas Sacatepéquez, Cerro Alux (Anexo 3, 4

y 5).

Fueron realizadas tres colectas de aproximadamente 1 Kg. de partes aéreas de la planta,
correspondientes a las diferentes fases fenoldgicas de L. guatemalensis (desarrollo foliar,

inicio de floracion e inicio de fructificacion).

También fueron colectados ejemplares de cada localidad para herborizar, que fueron
depositados en el herbario de FARMAYA S.A. y en el herbario BIGU, donde se encuentran
registrados con los siguientes nimeros de inventario: San Bartolomé Milpas Altas 1094 y
47545, Magdalena Milpas Altas 1093 y 47543; Cerro Alux 1092 y 47544 respectivamente
(Anexo 6y 7).

Fue recolectada una porcion del material vegetal en cdmara humeda utilizando bolsas
con cierre hermético y almacenada en refrigeracién para su andlisis, mientras que otra

porcidn fue secada a la sombra para la realizacion de pruebas de identidad.

B. Caracteristicas de los ejemplares a estudio
1. L. guatemalensis proveniente de San Bartolomé Milpas Altas

a. Descripcion botanica diagndstica:

Arbol silvestre, dioico, pequefio, de altura aproximada de 3 m con ramas finas de color
café, tallo lefioso de color café oscuro con didmetro aproximado de 35 cm; edad estimada

de 15 afios, ubicado en una zona de cultivo, en una region montafosa (Fig. 1).

Las hojas son siempre verdes, macroscopicamente lustrosas y glabras bastante

aromaticas con disposicion alterna, elipticas-lanceoladas con é&pice agudo y base



cuneiforme; de venacion pinnada, con varios ordenes de ramificacion mas pequefios que

forman un reticulo.

De margen entero con longitud que varia entre 9.1 a 3.1 cm, con un promedio de 6.14
cm; el ancho varia entre 3.9 a 1.0 cm, con un promedio de 2.01 cm. El peciolo es eliptico-
lanceolado con longitud que oscila entre 1.0 a 0.3 cm, con un promedio de 0.7 cm (Fig. 2-
3).

Fig. 2: Material vegetal fresco

Fuente: Datos de campo” /
Fig. 1: Ejemplar de planta a estudio

| Fuente: Datos experimentales

) Fig. 3: Vascularizacién foliar. (50x)
Tincién: Azul de cresil al 1%



b. Descripcion de droga seca

Las hojas desecadas no se fragmentan con facilidad y conservan las caracteristicas antes
descritas, con la salvedad de una disminucion en la intensidad del color y lustrosidad de las

mismas (Fig. 4-5).

Fuente: Dambex‘m'e'ﬁmentale's

Fig. 5: Droga seca

Fuente: Datos experimentes
Fig. 4: Droga seca

c. Descripcion micromorfoldgica

La epidermis estaba compuesta de células sinuosas de forma irregular, rodeadas de
espacios conspicuos. La hoja en vista transversal fue dorsiventral e hipostomatica, con

presencia de estomas de tipo anomocitico (Fig. 6-7).

En epidermis adaxial se observd parénquima en empalizada con células alargadas
distribuidas en el mesofilo. En epidermis abaxial se observd parénguima esponjoso de
aspecto irregular con presencia de aerénquima. El esclerénquima fue visible en acimulos

dispersos en diferentes secciones de la hoja (Fig. 8-11).

En la nervadura central se observd colénquima angular en el mesofilo superior e
inferior, asi como en el segmento distal de la hoja. Los haces vasculares son colaterales
abiertos, rodeados de una vaina esclerenquimatica. También se evidencié presencia de
fibras extra xilematicas y haces vasculares transcurrentes rodeados de esclerénquima (Fig.
9-13).

La cuticula se observé moderadamente gruesa en epidermis adaxial y méas delgada en
epidermis abaxial. La pubescencia observada fue de tipo pilosa con presencia de regular
cantidad de tricomas no glandulares aciculares en epidermis abaxial (Fig. 14-15).



En el corte transversal de tallo se observé que la estela es de tipo sifonostela
encontrdndose una distribucion de haces vasculares de tipo concéntrico, perifloematico o
anficribal con presencia de xilema mesarco. El colénquima angular se encontr6 en posicion
subepidérmico distribuido en forma de cilindro continuo. El esclerénquima, constituido por

élulas pétreas, se observd distribuido en secciones dispersas en la periferia (Fig. 16-19)

Fuente: .Datos_ Experimentales

Fig. 6: Células de epidermis abaxial y nervadura
central. (400x) Preparacion en fresco

Flg 7 Estomas anomociticos en epldermls
abaxial. (400x) Tincién: Azul de cresil al 1%

Fig.8: (1) Epidermis abaxial (2) Haces vasculares  Fig. 9: (1) Esclerenqulma (2) Floema (3) Zona de
trascurrentes con esclerenquima (3) Parénquima

cambium vascular (4) Xilema (5) Colénquima
esponjoso (4) Parénquima en empalizada (5) angular. (100x)
Cuticula (6) Epidérmis adaxial. Tincién: Dragendorff
(100x) Tincion: Sudan 111

Fig. 10 (1) Colenqmma 2) Esclerenqmma 3) Fig. 11: (1) Esclreqmma (2) Colenqwma
Floema (4) Xilema. (100x) Tincion: Sulfato férrico angular (400x) Tincion: Lugol



| Fiente: Datos Exper'imienrtales
Fig. 12: (1) Colenqmma y (2) Celulas epldermlcas Fig. 13: Fibras extra xilematicas (400x) Tincion:
en segmento distal de la hoja. (400x) Tincion: Sudan 11

Sudén I

Fuente: Datos Experimentales Fuente: Datos Experimentales
Fig. 14: Tricoma no glandular aciculares en Fig. 15: Tricoma acicular en epidermis abaxial.
epidermis abaxial (400x) Tincion: Fast Green (400x) Tincion: Dragendorff

Fuente Datos Experim

Fig. 16: (1) Corteza (2) Esclerenqmma (3) Floema Fig. 17: 1) Corteza (2) Floema 3) Esclerenqwma
(4) Xilema (5) Paréngquima medular (400x) (4) Xilema. (100x) Tincidn: Azul de cresil al 1%
Tincién: Fast Green

! Fuente: Datos Experimentalés? £S:
Fig. 18: (1) EscIerenqwma y (2) Colénquima Fig. 19: Metaxilema y haces del xilema (400x)
angular en corteza (400x) Tincién: Sulfato férrico Tincién: Fast Green

'F_uerite;'lgatdé Exper, hwghtale



d. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje permitio evidenciar la presencia de alcaloides en poca cantidad en la
nervadura central, mientras que en el parénquima medular se presentan en mayor cantidad.
Los almidones estan distribuidos tanto en el colénquima de la nervadura central y en el
parénquima en empalizada y parénquima esponjoso; mientras que en el tallo se presentan

en el parénquima medular y en los haces del xilema (Fig.20-21).

Los depdsitos de grasas y aceites son evidentes en la nervadura central, peridermis y
haces del xilema. Los mucilagos se encontraron distribuidos en los diferentes tejidos de la
hoja y en los haces vasculares del tallo; las saponinas se evidenciaron en abundancia en la
hoja mientras que en el tallo se distribuyen en poca cantidad en el peridermis y en los haces
cercanos al parénquima medular. Los taninos se encuentran distribuidos cerca de las fibras

extra xilematicas de la nervadura central y en los haces vasculares del tallo (Fig. 22-25).

b

Fuente: Datos/experimentales N

Fig. 20a: Alcaloides positivos en nervadura central. (400x)  Fig. 20b: Alcaloides positivos en parénquima medular.
Tincion: Dragendorff (400x) Tincion: Dragendorff

- Fuente: D‘atds e"xperi?nentales
Fig. 21a: Almidon positivo en nervadura central. (400x) Fig. 21b: Almidén positivo en parénquima medular.
Tincién: Lugol (400x) Tincion: Lugol




Fuenté: Datos experimentales
Fig. 21c: Almidén posmvo en parenqmma en empallzada Fig. 21d: Almiddn positivo en haces vasculares. (100x)
y parénquima esponjoso. (400x) Tincién: Lugol Tincion: Lugol

Fig. 22a: Grasas y aceites p9§itivos en nervadura central. Fig. Zéb Grasas y aceites posmvos en perldermls de
(400x) Tincion: Sudan I11 tallo. (400x) Tincion: Sudan Il

[EuentedDatos experimentales

Fig. 22c: Grasas y aceites positivo en haces vasculares. Fig. 23a: Mucilagos positivo en hoja. (100x) Tincion:
(400x) Tincion: Sudan Il Azul de cresil al 1%

Fig. 23b Mucnagos posmvo en haces vasculares (400x) Fig. 24a: Saponinas positivo en hoja. (100x) Tincion:
Tincion: Azul de cresil al 1% Acido sulflrico



Fig. 24b Saponmas positivo en tallo. (100x) T|nC|on Fig. 24c: Saponlnas posmvo en haces vasculares.
Acido sulfdrico (100x) Tincion: Acido sulfdrico

Fuente: Datos experimentales
Fig. 25a: Tanlnos positivos en hoja. (400x) T|nC|on Fig. 25b: Taninos positivos en haces vasculares. (400x)
Sulfato férrico Tincién: Sulfato férrico

2. L. guatemalensis proveniente de Magdalena Milpas Altas

a. Descripcion botéanica diagndstica:

Arbol silvestre, dioico, de altura aproximada de 5 m con ramas fina de color café, tallo
lefioso de color café oscuro con diametro aproximado de 45 cm; edad estimada de 20 afios,
ubicado en una zona de cultivo de maiz y frijol en una region boscosa (Fig. 26).

Las hojas son siempre verdes, lustrosas, glabras y muy aromaticas con disposicién
alterna, elipticas-lanceoladas con &pice agudo y base cuneiforme; de venacién pinnada-
reticulada, con margen entero con longitud que varia entre 8.5 a 2.5 cm, con un promedio
de 5.83 cm; el ancho varia entre 2.7 a 1.0 cm, con un promedio de 1.90 cm. EIl peciolo es
eliptico con longitud que oscila entre 0.8 a 0.4 cm, con un promedio de 0.56 cm (Fig. 27-
28).



Fuente: Datos de experimentales

Fig. 27: Vascularizacion foliar pinnada -reticulada.
(50x) Muestra en fresco

Fig. 26: Ejemplar de planta a estudio

b. Descripcién de droga seca

La droga seca no se fragmenta con facilidad y conserva las caracteristicas de la muestra
fresca, sin embargo, present6 disminucion en la intensidad del color y lustrosidad de las
mismas (Fig. 28-29).

Fuente: Datosiexperifentales

Fig. 29: Droga seca

Fuente: Datos deexperimentales
Fig. 28: Droga seca

c. Descripcion micromorfolégica

La epidermis de la hoja es de tipo hipostomatica, con estomas anomociticos y
pubescencia pilosa, presentd tricomas aciculares cortos visibles Gnicamente en epidermis

abaxial. Ambas epidermis (adaxial y abaxial) presentaron células sinuosas de forma



irregular con espacios conspicuos. La cuticula en epidermis adaxial se observé

moderadamente mas gruesa que en epidermis abaxial (Fig. 30-32).

En vista transversal la hoja fue dorsiventral. El parénquima en empalizada, ubicado en la
superficie adaxial, estaba compuesto de células alargadas poco empacadas; el parénguima
esponjoso, ubicado en la superficie abaxial, presentd células de aspecto irregular con
presencia de aerénquima. El esclerénquima fue visible en acimulos dispersos en diferentes

secciones de la hoja (Fig. 33-34).

En la nervadura central se observo colénquima angular en el meséfilo superior e
inferior. Los haces vasculares observados fueron tipo colateral abierto, rodeados de una
vaina esclerenquimatica. También fueron observables haces vasculares transcurrentes

rodeados de esclerénquima (Fig. 35-36).

La estela del tallo fue de tipo sifonostela, present6 una distribucion de haces vasculares
de tipo concéntrico, perifloeméatico o anficribal con presencia de xilema mesarco. El
colénquima angular se ubic6 en posicién subepidérmico, distribuido en forma de cilindro
continuo. El esclerénguima se observo distribuido en secciones dispersas en la periferia
(Fig. 37-39).

Fuente?lb‘at;o.g 4 o 7 _Fuente:]Datos de experimentales
Fig. 30: Estomas anomociticos. (400x) Tincion: Fig. 31: Tricomas aciculares en epidermis abaxial

Azul de cresil al 1% (400x) Tincion: Sulfato Férrico



—

e
Fuente::Datos de experimentales
Fig. 32: Tricoma acicular en epidermis abaxial Fig. 33: (1) Células epidérmicas (2) Parénquima en
(400x) Tincion: Fast Green empalizada. (400x) Tincion: Sulfato Férrico

lmaiff-z STde e@eﬂta'es
Fig. 34: (1) Cuticula (2) Esclerénquima (3)

Fuente:iDatos de experlmentalvés it

Fig. 35: (1) Cuticula (2) Colenqwma 3)

Aerénquima (4) Colénquima (5) Haces vasculares Esclerénquima (4) Xilema (5) Floema (6)
transcurrentes con esclerénquima . (100x) Tincion: Tricomas. (100x) Tincién: Fast Green
Fast Green

.3
Fuente Datos de,ex perlmentales

Fig. 36: (1) Colénquima angular en nervadura Fig. 37: (1) Cuticula (2) Esclerénquima (3)
central (2) Esclerénquima. (400x) Tincion: Sulfato ~ Floema (4) Xilema. (100x) Tincion: Fast Green
Férrico

-5

Fuente: vDatos de ékberinfenta;les = Fuente: Datos de experimentales
Fig. 38: Parénquima medular. (100x) Preparacion Fig. 39: Haces de xilema en tallo (400x) Tincién:

en fresco Dragendorff



d. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje evidencid la presencia de alcaloides en poca cantidad en la nervadura central
y en los haces vasculares. Los almidones estan distribuidos en el parénquima en empalizada

y parénquima esponjoso de la hoja y en el parénquima medular del tallo (Fig. 40-41).

Las grasas y aceites son evidentes en diferentes tejidos de la hoja, especialmente en la
nervadura central, haces extra xilematicos, haces vasculares del tallo y cuticula. Los
mucilagos fueron encontrados en los diferentes tejidos de la hoja y en los haces vasculares
del tallo, sin embargo en la corteza y peridermis del tallo presentaron reaccion débilmente
positiva (Fig. 42-43).

Las saponinas se evidenciaron en abundancia en la hoja mientras que en el tallo se
distribuyen en cantidad moderada en los haces cercanos al parénquima medular. Los
taninos presentan poca presencia en el parénguima esponjoso, en el parénquima en

empalizada de la hoja y en el parénquima medular del tallo (Fig. 44-45).

| Fuente:Datos:de-experimentales .4

Fig. 40a: Alcaloides positivo en nervadura central.  Fig. 40b: Alcaloides positivo en haces vasculares. (100x)
(400x) Tincion: Dragendorff Tincién: Dragendorff

[Fliente:jDatoslde) experfmentaies g s _pe(lmentales'
Fig. 41a: Almidones positivo en hoja. (400x) Fig. 41b Alm|don positivo en parénquima medular.
Tincién: Lugol (100x) Tincion Lugol



Fig. 42a; Grasas y aceites positi\/o en hoj. (400x) Fig. 42b Grasa y aceites posmvo en taIIo (100x)
Tincion: Sudan I Tincion: Sudan 1l

J Fuenté: Datd§ §e experir’ﬁgntaleé
Fig. 43a Mucnagos positivo en nervadura central. Fig. 43b: Mucilagos positivo en tallo. (400x) Tincion:
(400x) Tincion: Azul de cresil al 1% Azul de cresil al 1%

lFuente IDatoslde) experlmentales

F|g 44a: Saponlnas positivo en hoja. (100x) Fig. 44b: Saponmas positivo en tallo. (100x) Tincion:
Tincion: Acido sulftrico Acido sulfarico

Fig. 45a: Taninos posmvo en hoja. (100x) Sulfato Fig. 45b; Taninos OSIUVO en tallo. (100x) Tincién:
férrico Sulfato férrico



3. L. guatemalensis proveniente de Cerro Alux
a. Descripcion boténica diagnostica:

Arbol silvestre, dioico, de altura aproximada de 5 m con ramas fina de color café, tallo
lefioso de color café oscuro con diametro aproximado de 50 cm; edad estimada de 25 afios,
ubicado en una zona montafiosa rodeada de diversos arboles frutales y plantas ornamentales
(Fig. 46).

Las hojas son siempre verdes, lustrosas, glabras, muy aromaticas, con disposicion
alterna, elipticas con &pice agudo y base cuneiforme; de venacion pinnada-reticulada y
margen entero; de longitud que varia entre 9.8 a 3.5 cm, con promedio de 6.89 cm; el ancho
varia entre 3.7 a 1.5 cm, promedio de 2.52 cm. EIl peciolo es eliptico con longitud que

oscila entre 1.0 a 0.4 cm, con promedio de 0.61 cm (Fig. 47-48).

ampo O o

;'Flg. 47: Material egetal fresco.

Fuente: Datos de campo
Fig. 46: Ejemplar de planta a estudio

Fig. 48: Vascularizacién foliar. 50x) Muestra en fresco



b. Descripcion de droga seca
La droga seca estaba compuesta de hojas no fragmentadas que se diferencian de la

materia vegetal fresca Unicamente en la disminucién de intensidad de color y lustrosidad de
las mismas (Fig. 49).

J : ) g 7 i
Fuente:iDatos experimentaless ;

Fig. 49: Droga seca

c. Descripcion micromorfoldgica

La hoja es de tipo hipostomatica y dorsiventral; los estomas en la epidermis abaxial
fueron anomociticos, mientras que la pubescencia de tipo pilosa evidencid presencia de

tricomas pluricelulares cortos y aciculares de diferente longitud (Fig. 50-51).

Tanto la epidermis adaxial como abaxial evidenciaron presencia de células de forma
irregular con espacios intercelulares conspicuos. La cuticula en epidermis adaxial se

observo moderadamente mas gruesa que en epidermis abaxial (Fig. 51-53).

En la nervadura central se observo colénquima angular en mesodermis adaxial y abaxial.
El parénquima en empalizada, que estaba ubicado en la superficie adaxial, presentd células
alargadas poco empacadas; el parénguima esponjoso, ubicado en superficie abaxial,
evidencio células de aspecto irregular con presencia de aerénquima. (Fig. 52-54).

El esclerénquima fue visible en acimulos dispersos en diferentes secciones de la hoja.
Los haces vasculares observados fueron de tipo colateral abierto, rodeados de una vaina
esclerenquimética (Fig. 53-55).



El tallo presenta una estela de tipo sifonostela, con distribucion de haces vasculares de
tipo concéntrico, perifloematico o anficribal con presencia de xilema mesarco. La corteza
present6 colénquima angular, distribuido en forma de cilindro continuo. El esclerénquima

se observo distribuido en secciones dispersas en la periferia (Fig. 56-57).

Fig. 50: Estomas anomOC|t|cos(400x) Tincion: Fig. 51 Trlcma pluricelular corto (400x) Tincion:
Azul de cresil al 1% Azul de cresil al 1%

R L )
Fuente: Datosdelexperimentales

Fig. 52: (1) Células de epidermis adaxial (2) Fig. 53: (1) Colénquima angular (2) Vaina

Tricoma acicular (3) Células de epidermis abaxial. esclerenquimatica (3) Xilema (4) Floema (5)
(400x) Tincion: Fast Green Cuticula (6) Tricoma acicular. (100x) Tincién:
Dragendorff

E:Ie experimentales Fuente: Datos de experimentales

Fig. 54: Colenqwma angular y Esclerénquima en Fig. 55: Esclerénquima y Xilema en nervadura
epidermis adaxial de nervadura central. (400x) central. (400x) Tincion: Fast Green
Tincién: Fast Green



Fuente +Datos: de exp. |mentales Fuente: Datos de experimentales

Fig. 56: (1) Colenqmma en corteza (2) FIoema (3)  Fig. 57: Metaxilema (400x). Tincién: FastGreen
Xilema (4) Parénquima medular. (50x) Tincién;
Sudan 111

d. Tamizaje fitoquimico

Los alcaloides se encontraron en poca cantidad en la nervadura central y en los haces
vasculares. Los almidones estan distribuidos en los diferentes tejidos de la hoja y se

encontraron abundantemente en el parénquima medular del tallo (Fig. 58-59).

Se observaron abundantes depositos de grasas y aceites en los diferentes tejidos de la
hoja y tallo. Los mucilagos fueron encontrados abundantemente en los diferentes tejidos de

la hoja y en regular cantidad en el tallo (Fig. 60-61).

Las saponinas se evidenciaron en abundancia en la hoja y en regular cantidad en los
haces cercanos al parénquima medular del tallo. Los taninos mostraron poca presencia en
los tejidos de la hoja, mientras que en la peridermis y corteza del tallo se observaron
abundantemente (Fig. 62-63).

.‘lFJéhte:’Dato_é"déiéif)érifnentalés“ ol
Fig. 58a: Alcaloides positivo en hoja. (400x) Fig. 58b: Alcaloides positivo en tallo. (100x)
Tincién: Dragendorff Tincién: Dragendorff

{——Fuente: Datos de experimentales.



Fuenté: Dé"Eog_c_ie experimentales
Fig. 59b: Almidén positivo en tallo. (400x)
Tincién: Lugol Tincion Lugol

Fuente: Datos de experimentales

Fig. 59a: Almidén positivo en hoja. (400x)

Fuente: Datos de expernmentales Fuente: Datos de experimentales, 22

Fig. 60a: Grasas y aceites positivo en nervadura  Fig. 60b: Grasas y aceites positivo en hoja. (400X)
central. (400x) Tincién: Sudan 111 Tincion: Sudan 11

Fuente: Datos de expenmentales :
Fig. 60c: Grasas y aceites posmvo en hoja. (400x) Fig. 60d: Grasas y aceites positivo en tallo. (400x)
Tincién: Sudan 111 Tincién: Sudan 111

Fuente:"Datos de experimentales

Fuente: Datos de experimentales Fuente:.Datos de ekpefimentales

Fig. 61a: Mucilagos positivo en hoja. (400x) Fig. 61b: Mucilagos positivo en tallo. (400x)
Tincion: Azul de cresil al 1% Tincion: Azul de cresil al 1%



Fuente: batos de e‘xperi‘mentales
Fig. 62a: Saponinas positivo en hoja. (100x) Fig. 62b: Saponinas positivo en tallo. (100x)
Tincion: Acido sulfirico Tincion: Acido sulfirico

Fuente: Datos de experimentales

Fuente: Datos de experimentales

Fig. 63a: Taninos positivo en hoja. (400x) Tincién: Fig. 63b Taninos positivo en taIIo (100x)
Sulfato férrico Tincion: Sulfato férrico

Tabla 1: indice de estomas de hojas de Litsea guatemalensis

Localidad muestreada indice de
estomas
San Bartolomé Milpas Altas 22
Cerro Alux 24
Magdalena Milpas Altas 23

(Fuente: Datos experimentales)



C. Cartilla micrografica de la hoja de L. guatemalensis
Se presentan las figuras que resumen los caracteres distintivos de la droga cruda.

CARTILLA No. 1: A. (1) Colénquima angular (2) Vaina esclerenquimatica (3) Xilema (4) Floema (5)
Tricomas. B. Tricomas no glandulares aciculares. C. Vista longitudinal de células epidérmicas. D. Estomas
anomociticos. E. (1) Células epidérmicas (2) Colénquima angular. F. (1) Células epidérmicas de superficie
adaxial (2) Parénquima en empalizada. (3) Parénquima esponjoso (4) Células epidérmicas de superficie
abaxial. G. Haces del xilema. H. (1) Esclerénquima (2) Haces vasculares transcurrentes rodeados de
esclerénquima



D. Parametros de calidad del material botanico de estudio

Para la determinacién de los pardmetros de calidad (humedad, cenizas y aceites
esenciales), las muestras de estudio fueron secadas a la sombra a temperatura ambiente, por

un tiempo mayor o igual a 30 dias.

La determinacion de humedad fue realizada mediante el método de termogravimetria
mientras que las cenizas totales fueron analizadas a traves de incineracion de 1 g de
muestra en horno, en nimero de 3 repeticiones. Los aceites esenciales fueron obtenidos por
el método de hidrodestilacion a escala de laboratorio utilizando Neoclevenger, mediante 3

repeticiones para cada fase fenoldgica de las diferentes localidades de estudio.

Los rendimientos de aceite esencial de hojas fueron expresados como % p/p (gramo de
aceite esencial por gramo de hojas secas). La composicién quimica de los aceites esenciales

fue determinada por cromatografia en capa fina.

Tabla 2: Porcentaje de humedad de hojas de Litsea guatemalensis

Localidad Fase fenoldgica No. repeticion Porcentaje DS
muestreada R R, R3 promedio de
(%) | %) | (%) humedad
San Bartolomé | Desarrollo foliar 9.4 9.5 9.6 9.5 +0.07
Milpas Altas Inicio de Floracion 10.6 | 10.3 | 104 10.4 +0.15
Inicio de Fructificacion | 11.8 | 10.6 | 11.8 11.4 +0.71
Cerro Alux Desarrollo foliar 10.2 | 10.5 | 10.6 10.4 +0.23
Inicio de Floracion 10.6 | 10.3 | 10.7 10.5 +0.25
Inicio de Fructificacion | 11.6 | 11.7 | 10.9 11.4 +0.45
Magdalena Desarrollo foliar 11.4 | 10.8 | 10.7 10.9 +0.39
Milpas Altas Inicio de Floracion 9.3 9.9 9.9 9.7 +0.33
Inicio de Fructificacion | 11.2 | 10.9 | 10.1 10.7 +0.58

(Fuente: Datos experimentales)

R1= Repeticion 1, R2= Repeticion 2, R3= Repeticién 3




Tabla 3: Porcentaje de cenizas totales de hojas de Litsea guatemalensis

Localidad Fase No de Peso Cenizas % de | Porcentaje | DS
muestreada | fenoldgica | repeticion muestra obtenidas cenizas | Promedio
(9) (9) de cenizas
Desarrollo Ry 1.1818  0.0608 5.1 5.2 +0.07
foliar R, 1.0892  0.0571 5.2
San R3 1.0767  0.0569 5.2
Bartolome Inicio de R1 1.1040  0.0538 4.8 4.7 +0.13
Milpas Floracién R, 1.0983  0.0531 4.8
Altas Rs 1.0477 0.0484 4.6
Inicio de Ry 1.0357  0.0406 3.9 3.9 +0.11
Fructificacion R, 1.0060 0.0395 3.9
R3 1.1112 0.0458 4.1
Desarrollo R1 1.0759  0.0584 54 51 +0.25
foliar R, 1.0558  0.0537 5.0
R3 1.0562  0.0522 4.9
Cerro Alux Inicio de Ry 1.0755  0.0566 5.2 5.1 +0.12
Floracién R, 1.0963  0.0559 5.1
Rs3 1.0162  0.0510 5.0
Inicio de Ry 1.0283  0.0449 4.3 4.2 +0.38
Fructificacion R, 1.1346  0.0439 3.8
Rs3 1.0619  0.0491 4.6
Desarrollo R; 1.0420  0.0452 4.3 4.3 +0.10
foliar R, 1.0750  0.0485 4.5
Rs3 1.0023  0.0434 4.3
Magdalena Inicio de Ry 1.0255  0.0554 5.4 4.7 +0.55
Milpas Floracion R, 1.0608  0.0478 4.5
Altas Rs 1.0870  0.0479 4.4
Inicio de R; 1.1796  0.0493 4.1 4.3 +0.32
Fructificacion R, 1.0478  0.0498 4.7
Rs3 1.1658  0.0491 4.2

(Fuente: Datos experimentales)

R1= Repeticion 1, R2= Repeticion 2, R3= Repeticion 3




Tabla 4: Porcentaje de rendimiento de aceites esenciales de hojas de Litsea guatemalensis

Localidad Fase No de Peso Pesode  %de Porcentaje DS
muestreada | fenoldgica | repeticion muestra  aceite aceite Promedio
9) esencial esencial | de aceites
(9) esenciales
Desarrollo R1 20.0 0.1103 0.5 0.5 +0.01
foliar R, 20.0 0.1104 0.5
San Rs3 20.0 0.1074 0.5
Bartolome Inicio de R1 25.0  0.2506 1.0 1.2 +0.25
Milpas Floracion R, 25.0 0.3686 1.4
Altas R3 24.4 0.3426 14
Inicio de Ry 25.2 0.2788 1.1 1.3 +0.20
Fructificacion R, 25.2 0.3799 1.5
Rs3 25.0 0.3211 1.2
Desarrollo Ry 25.8 0.2919 1.1 0.9 +0.16
foliar R, 25.0 0.2514 1.0
Rs3 20.0 0.1623 0.8
Cerro Alux Inicio de R1 25.4  0.2302 0.9 1.0 +0.12
Floracion R, 25.1 0.2649 1.0
Rs 25.0 0.2866 1.1
Inicio de Ry 25.7 0.3765 1.4 1.8 +0.29
Fructificacion R» 25.9 0.5117 1.9
R3 25.0 0.4871 1.9
Desarrollo R1 25.0 0.1626 0.6 0.7 +0.08
foliar R 25.0 0.2027 0.8
Rs 25.1 0.1930 0.7
Magdalena Inicio de Ry 25.4 0.2335 0.9 1.2 +0.32
Milpas Floracién R, 25.0 0.3892 1.5
Altas Rs 25.0  0.3432 1.3
Inicio de Ry 22.5 0.1547 0.6 0.8 +0.12
Fructificacion R, 25.1 0.2075 0.8
R3 25.6 0.2379 0.9

R1= Repeticion 1, R2= Repeticion 2, R3= Repeticion 3

(Fuente: Datos experimentales)




Tabla 5: Cromatografia en capa fina de aceites esenciales de hoja de Litsea guatemalensis

Localidad Fase fenoldgica Valores Color de banda Estandar con el
muestreada de Rf que coincide
San Desarrollo foliar No se observ6 ninguna banda
Bartolomé | Inicio de Floracion 0.05 Azul-Violeta Limoneno
Milpas 0.23 Azul-Violeta | = --------
Altas 0.25 Azul-Violeta Limoneno

0.33 Violeta | = -----e--
0.37 Violeta Limoneno
0.42 Violeta | = ----ee-
0.51 Violeta 1,8 cineol
Inicio de Fructificacion 0.17 Verde* | —meeeee-
Cerro Alux | Desarrollo foliar 0.07 Azul-Violeta | = -
0.20 Azul-Violeta Limoneno
0.30 Violeta Limoneno
0.37 Violeta Limoneno
0.43 Violeta Limoneno
0.54 Violeta Limoneno
0.80 Violeta Limoneno
Inicio de Floracion 0.36 Violeta Limoneno
0.43 Violeta Limoneno
Inicio de Fructificacion | 0.05 Azul-Violeta Limoneno
0.25 Violeta Limoneno
0.30 Violeta Limoneno
0.36 Violeta Limoneno
0.43 Violeta Limoneno
0.48 Azul -Violeta | = --------
0.51 Azul-Violeta 1,8 cineol
0.77 Violeta Limoneno
Magdalena | Desarrollo foliar 0.07 Verde* | -
Milpas 0.20 Violeta Limoneno
Altas 0.30 Violeta Limoneno
0.36 Violeta Limoneno
0.43 Violeta Limoneno
0.54 Violeta Limoneno
0.77 Violeta Limoneno




Inicio de Floracion 0.48 Verde* | -
Inicio de Fructificacion 0.05 Azul-Violeta Limoneno
0.29 Violeta | = -
0.36 Violeta Limoneno
0.43 Violeta Limoneno
0.54 Violeta Limoneno
0.80 Violeta | = -
Estandares | 1,8 cineol 0.51 Violeta
Citral 0.04 Verde
0.08 Verde
0.18 Verde
0.24 Verde
Limoneno 0.05 Azul-Violeta
0.10 Azul-Violeta
0.15 Azul-Violeta
0.20 Violeta
0.25 Violeta
0.30 Violeta
0.36 Violeta
0.37 Violeta
0.43 Violeta
0.54 Violeta
0.77 Violeta

(Fuente: Datos experimentales)

* = Visible en luz UV a 365 nm

Fase movil: Tolueno-acetato de etilo (93:7)

Revelador: Vanillina-acido sulfirico




IX. DISCUSION

La materia vegetal de L. guatemalensis de las diferentes localidades investigadas
presentd el mismo color, olor, forma y textura, tanto en materia vegetal fresca como en
droga seca. También mostro similitudes en cuanto a las caracteristicas microanatomicas, en
hoja y tallo, por lo que fue posible aseverar que para fines farmacognosicos, a nivel

macroscopico, organoléptico y microanatémico las localidades estudiadas fueron iguales.

El indice de estomas no resulto significativo ya que es facilmente modificable segun las
condiciones ambientales y en este estudio fueron registradas similitudes interlocalidades,
tanto en el tipo como en nimero de estomas presentes en las muestras (Fig, 7, 30 y 50)
(Tabla 1).

Los resultados coinciden con la literatura en cuanto a que las hojas de L. guatemalensis
presentan alcaloides, saponinas y aceites esenciales; pero ademas fue posible evidenciar
reacciones positivas para almidones, mucilagos y taninos en todas las muestras estudiadas
(Céceres, 1996; Céaceres, 2006).

En cuanto al lugar anatémico de reaccién fueron registradas diferencias minimas en las
tres localidades, posiblemente debido a fluctuaciones de temperatura, precipitacion,
luminosidad, altitud y tamafio de particulas del suelo de la zona de cultivo, asi como, edad

y fase fenoldgica de las plantas (Martin, 1983; Ocampo et al., 2007).

A nivel general la presencia de estos metabolitos proporciond presuntivamente una
explicacion a la informacion reportada en la literatura para L. guatemalensis en cuanto a
propiedades atribuidas a esta, tales como: propiedad astringente, posiblemente debida a
taninos; estimulante a causa de la presencia de alcaloides y antiinflamatoria por presencia
de mucilagos. Asi como su uso con fines terapéuticos en afecciones respiratorias y gastricas
conferidas posiblemente por la presencia abundante de mucilagos y saponinas (Martin
&Woodcock, 1983; Caceres, 1996; Méndez, 2002; Caceres, 2006).

Para la determinacion de humedad se utilizé una balanza de humedad programada a una

temperatura de 105 °C. Este pardmetro indico la calidad en el secado de las muestras



estudiadas; y de acuerdo a la especificacion de calidad para materia prima establecida
internacionalmente por la OMS debe ser menor al 10 % para evitar contaminacion (OMS,
1998).

En un estudio realizado en el 2008 por Cruz y col., en muestra médica seca sin
especificacion de fase fenoldgica, colectada en San Lucas Sacatepéquez se registro para L.
guatemalensis un porcentaje de humedad de 9.41 %, valor que difiere a los reportados en la
presente investigacion posiblemente por las fases fenoldgicas analizadas y la estacion
climatica en la cual tuvo lugar de colecta, especialmente en la fase de inicio de

fructificacion, ya que esta coincidié con el inicio de la época lluviosa (Tabla 2).

Los porcentajes de humedad mas bajos fueron reportados en la fase fenologica de
desarrollo foliar, con una desviacién estandar de + 0.07 para San Bartolomé Milpas Altas
(9.5 %) y + 0.23 para el Cerro Alux (10.4 %); mientras que los porcentajes mas altos en
estas localidades se registraron en la fase de inicio de fructificacion en ambas localidades
(11.4 % y 11.4 %, respectivamente), siendo esta ultima la localidad que present6 el

porcentaje mas alto de rendimiento de aceites esenciales.

En Magdalena Milpas Altas el menor porcentaje (9.7 %) se registrd en la fase de inicio
de floracion con una desviacion estandar de + 0.33 y el porcentaje mas alto (10.9 %) tuvo
lugar en la fase de desarrollo foliar. Esta diferencia con respecto a las otras localidades a
estudio, puede deberse a las condiciones de altitud y tipo de suelo, asi como a las
condiciones de riego del area, ya que esta localidad se ubica en una zona de cultivo de

granos basicos (Anexo 4).

El porcentaje de cenizas, es un parametro fisicoquimico que indica el contenido mineral,
de metales pesados, arcilla y material organico presente en la droga vegetal y que segun la
OMS no debe exceder el 10 %. Duke & Archley (1986) reportaron un porcentaje de
cenizas totales de 4.9 % para L. guatemalensis, mientras que en el estudio de Cruz y col. el
porcentaje reportado fue de 3.96 % (OMS, 1998; Cruz, Céaceres, Medinilla, Paredes,
Orozco, Garcia y Letran, 2008).



En la presente investigacion fue posible observar que todas las determinaciones de
cenizas totales se encontraban dentro de los limites esperados para todas las localidades de
estudio, evidenciando alta calidad de la materia vegetal. Los porcentajes mas bajos se
registraron en la fase de fructificacion, siendo estos 3.9 % para San Bartolomé Milpas
Altas, 4.2 % para Cerro Alux y 4.3 % para Magdalena Milpas Altas (Tabla 3).

En afios recientes se han reportado en la literatura diferentes porcentajes de rendimiento
de aceites esenciales para muestra seca de L. guatemalensis, como es el caso del estudio
realizado por Cruz y col. (2008) que presentd 0.70 % de rendimiento. En muestra seca,
Ortiz (2005) reporté para ejemplares colectados de Chimaltenango, San Lucas y San

Antonio Aguas Calientes una media total de 0.85 %.

En esta investigacion se registraron porcentajes de rendimientos mayores en todas las
localidades en las diferentes fases fenoldgicas, excepto en la fase de desarrollo foliar de San
Bartolomé Milpas Altas (Tabla 4). Actualmente en el estudio llevado a cabo por Cruz
(2011), se realizaron mediciones de este pardmetro a partir de muestras de L. guatemalensis
(con un periodo de almacenamiento mayor a un afio) procedentes de las localidades de
estudio, obteniéndose un rendimiento de 0.60 % (San Bartolomé Milpas Altas), entre 0.25 a
0.85 % (Cerro Alux) y 0.70 % (Magdalena Milpas Altas), respectivamente (Comunicacion
personal Cruz, 18 julio 2011).

Los valores més elevados de rendimiento de aceites esenciales en el Cerro Alux fueron
registrados en la fase de inicio de fructificacidén, con una desviacion estandar de + 0.29,
mientras que en Magdalena Milpas Altas el porcentaje mas elevado se registrd durante la
fase de inicio de floracion, con una desviacion estandar de + 0.32. Tal y como se reporta en
otras especies vegetales productoras de aceites esenciales, mientras que San Bartolomé
Milpas altas no evidencio diferencia entre la fase de inicio de floracion e inicio de
fructificacion (Martin, 1983).

En cuanto a los factores que afectan el rendimiento de aceites se puede mencionar el tipo
de materia prima, que se refiere a las caracteristicas genéticas de la planta, las cuales se ven

influidas por el lugar y la época de produccion, la maduracion o edad de la planta y



enfermedades que esta sufra, como en el caso de San Bartolomé Milpas Altas, donde el
ejemplar a estudio presentdé menor edad estimada y colonizacion fangica (Anexos 3-5).
También influyen en el rendimiento el tiempo de secado, caracteristicas del equipo de
extraccion, cantidad de materia prima utilizada, volumen y pureza del disolvente, cantidad
de agua o vapor utilizado, temperatura y presién; tamafio de la particula, tiempo, nimero de

repeticiones y métodos de extraccion (Martin, 1983).

La caracterizacion de aceites para las muestras de estudio por el método de
cromatografia en capa fina obtuvo un alto nivel de coincidencia de Rf con las bandas del
estdndar de limoneno, pese a que en la literatura y en el estudio realizado por Cruz,
empleando cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masas (CG-EM), el
1,8 cineol es el aceite esencial que reporta mayor concentracion. Este resultado puede haber
sido influido por las limitantes propias de la técnica analitica empleada en esta
investigacion (Dominguez, 1975; Vallverdu et al., 2005).

También se registraron 9 valores de Rf que no presentaron ninguna similitud con los
valores de los estandares utilizados, y que no pudieron ser identificados presuntivamente
debido a que no fue posible contar con un nimero mayor de estandares de comparacion
dentro del procedimiento analitico, incluso se registrd la presencia de tres bandas que
fueron visibles Unicamente con luz UV a 365 nm, las cuales tampoco pudieron ser
identificadas (Tabla 5).

No fue posible establecer coincidencias entre el estandar de citral y las muestras
analizadas, debido a que por causas indeterminadas, las bandas de dicho estdndar no
presentaron el color caracteristico que reporta la literatura, azul violeta, al utilizar
Vanillina-acido sulfarico como revelador y Tolueno-acetato de etilo (93:7) como fase
movil. Tampoco mostrd valores de Rf que permitieran la identificacion del mismo en las
muestras (Wagner, Bladt & Zgainsk, 1984).

Al comparar los datos obtenidos en este estudio para L. guatemalensis y los datos
reportados en la literatura para L. nobilis (laurel europeo), fue evidente que ambas especies

comparten similitudes en cuanto a caracteristicas macroscopicas, organolépticas,



histolégicas y microanatémicas; y difieren en cuanto a la altitud y altura méaxima de
crecimiento; pues L. nobilis reporta en la literatura crecimiento a 800 msnm y presenta una
altura aproximada de 15 m, mientras que L. guatemalensis puede crecer a una altitud
méaxima de 3150 msnm y no excede los 6 m de altura, tal y como se observa en los datos de
campo registrados (anexos 3-5) (Céceres, 1996; Atlas de plantas medicinales, 1998;
Céceres, 2006; Menéndez, 2006).

También difieren en las dimensiones foliares, la distribucion de aceites esenciales y la
presencia de estomas, ya que en L. guatemalensis fue evidente depdsitos de aceite
distribuidos indistintamente en los tejidos y estomas de tipo anomociticos, mientras que L.
nobilis reporta estomas de tipo paraciticos y depoésitos de aceite ubicados en células
grandes (Jackson, 1990; Céaceres, 1996; Céceres, 2006).



X. CONCLUSIONES

No existe diferencia en las caracteristicas macroscopica, organoléptica vy
microanatomica de la materia vegetal de L. guatemalensis, proveniente del Cerro
Alux, San Bartolomé y Magdalena Milpas Altas.

No hubo diferencia en el indice de estomas entre las localidades a estudio.

El mejor porcentaje de rendimiento de aceites esenciales se reportd en las fases de

inicio de floracion e inicio de fructificacion.

La mayor coincidencia de Rf en la caracterizacion de aceites se obtuvo con el

estandar de limoneno.

En las fases fenologicas de inicio de floracion de San Bartolomé Milpas Altas e

inicio de fructificacidn de Cerro Alux se demostré la presencia de 1,8 cineol.

Los porcentajes de cenizas totales en todas las muestras estudiadas se encontraron

dentro de los limites establecidos por la OMS.

El porcentaje de humedad en la fase fenoldgica de desarrollo foliar en Magdalena
Milpas Altas e inicio de fructificacion para San Bartolomé Milpas Altas y Cerro
Alux se encuentra fuera de los limites establecidos por la OMS.

La unica diferencia micromorfoldgica entre L. guatemalensis y L. nobilis fue la

distribucion de aceites en los tejidos y el tipo de estomas.



Xl. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas histoquimicas en infusion de hoja como método secundario de

comprobacion de los resultados.

Realizar ensayos de secado al horno para alcanzar humedad recomendada por OMS.

Realizar méas estudios fitoquimicos que permitan establecer variaciones en los

metabolitos de la planta a estudio en las diferentes fases fenoldgicas.

Realizar estudios complementarios de especimenes de L. guatemalensis
provenientes de areas diferentes a las muestreadas en esta investigacion, que en la

literatura reportan crecimiento de dicha materia vegetal.

Determinar los parametros de calidad durante el inicio, intermedio y final de las
diferentes fases fenoldgicas de la planta, con el fin de evaluar la existencia de

diferencias significativas entre las mismas.

Caracterizar los aceites esenciales de muestras de L. guatemalensis provenientes de
las localidades estudiadas (sin almacenamiento previo), mediante cromatografia de

gases o cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masas (CG-EM).

Recabar informacion sobre las diferentes propiedades de los ejemplares a estudio
tales como: materia extrafia, contaminacion microbiana, aflatoxinas, radioactividad,
constantes fisicas, residuos tdxicos, metales pesados, etc; que permita completar los

datos de calidad.

Integrar los resultados de la presente investigacion con los que se han generado
sobre propiedades medicinales de L. guatemalensis, para la elaboracién de una
monografia de calidad que respalde tanto su uso popular y comercializacion, asi

como su incorporacion a una farmacopea.
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ANEXO 1: Condiciones de recoleccion o cosecha de diferentes estructuras vegetales

X1, ANEXOS

Parte
utilizada

Forma de recoleccion

Flores

Hojas

Raices

Fruto/semillas

Corteza

De acuerdo con la época de floracion
(estacional) en luna nueva por la mafiana

En plantas con aceite esencial, al inicio de la
floracion; en plantas con saponinas, durante la
maduracion de los frutos en luna creciente por
la mafana.

De plantas adultas después de la fructificacion,
en luna llena por la tarde

De acuerdo con la época de fructificacion
(estacional), en luna llena por la mafiana.

De arboles adultos, después de floracion, en
luna llena por la tarde y en época seca.

Céceres, A. Plantas de Uso medicinal en Guatemala.

Universitaria 1996 402p

Guatemala: Editorial



ANEXO 2: Zonas de colecta de L. guatemalensis

21 Sep .
Guatemala 1998 Anonimo s.n. MO
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Missouri Botanical Garden. (2009). Coordinates Litsea guatemalensis Mez. Missouri. Recuperado de:
<http://www.tropicos.org/Name/17800366>
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Anexo 3: Datos de colecta de San Bartolomé Milpas Altas

Fecha de colecta

Febrero a mayo del 2009

Lugar de colecta

14°3550.0" N, 90°41°35.4" O
W 693 m

Altitud

2724 msnm

Habitat de la planta

Planta silvestre, ubicada en una zona de cultivo de durazno y pera, en una regién montafiosa

Caracteristicas de la
planta

- Arbol

- Diametro del tronco aproximado de 35 cm

- Altura aproximada de 3 m de alto con ramas finas de color café
- Flores en racimo de color amarillo.

- Edad estimada de 15 afios.

Descripcion del area
de colecta

Se encuentra en el Km 30 a Km 31 % de la CA-1 hacia la Ciudad Capital. Tiene un area
aproximada de 8.36 Km?, Colinda al norte con el Municipio de Santiago Sacatepéquez, al sur
con el municipio de Santa Lucia Milpas Altas, al Este con el municipio de San Lucas
Sacatepéquez y al Oeste por los municipios de Sumpango Sacatepéquez y la Antigua
Guatemala (sur-oeste). Se localiza entre 14°36° 5508", 14°35°00” Latitud Norte, y los
meridianos 90°42'23.7", 90°4010” Longitud Oeste. Se encuentra a una altura media de 2,200
msnm.

Su topografia es bastante irregular e inclinada, con varios tipos de suelos cauqué, que se
caracterizan por ser profundos, bien drenados, desarrollados en clima seco, sobre ceniza
volcénica pomécea, firme y grueso.

El régimen de lluvias en esta zona varia desde los 7 mm hasta 1588 mm, promedio 1355 mm
de precipitacion pluvial anual. No posee rios ni riachuelos, solamente algunos nacimientos de
agua que brotan en el interior del bosque comunal.

Con respecto a las formaciones forestales, la vegetacion boscosa en el municipio es muy
escasa, actualmente s6lo se encuentran pequefias areas de monte alto o arbustivo. Su
clasificacion se incluye dentro del Bosque Himedo Montano Bajo (bh-MB), en donde
abundan arboles de encino. (Arteche, 2007)

Mapa satelital del area de colecta
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Anexo 4: Datos de colecta de Magdalena Milpas Altas

Fecha de colecta

Febrero a mayo del 2009

Lugar de colecta

14° 33" 22.0" N, 90° 40"30.1" O

SW2m
Altitud 1993 msnm
Habitat de la planta  Planta de tipo silvestre ubicada en una zona de cultivo de maiz y frijol.

Caracteristicas de la
planta

- Arbol

- Diametro del tronco aproximado de 45 cm

- Altura aproximada de 5 m de alto con ramas finas de color café
- Flores en racimo de color amarillo.

- Edad aproximada de 20 afios

Descripcidn del
area de colecta

Se encuentra ubicado en la parte central del departamento, su extension territorial es de 8 km®.
Dista de la cabecera departamental de Antigua Guatemala 12 km. Las coordenadas de
localizacion del centro urbano son: latitud 14°32°52” N; longitud, 90°40°30” O y entre 2,045 a
2,445 msnm.

Los Valores climatoldgicos del area no son muy variados, las lluvias se distribuyen en 120 dias
al aflo con temperatura media anual de 20 °C. La precipitacion media anual oscila entre los
1,100 y 1,200 mm, siendo el mes mas seco Febrero, con una precipitacion promedio de 5 mmy
el mas lluvioso Septiembre con 710 mm.

En cuanto al proceso de evapotranspiracion en la zona, los valores indican que existe un
superavit de humedad del 0.20, la zona esta considerada con un grado de amenaza por sequia de
Medio a Medio bajo, el clima esta catalogado como una zona de vida de “Bosque Humedo
Subtropical”.

Las caracteristicas fisicas del bosque son muy variadas con especies de confieras y del tipo
latifoliado entre los méas caracteristicos son las lauraceas como el encino, roble y aliso, y
especies de los géneros Pinus, Cupressus, Quercus, Ostrya y Agnus, los ecosistemas mas tipicos
en esta montafia son los pinares, robledales, nogales, encinares y cipresales (Arteche, 2007).

Mapa satelital del area de colecta
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Anexo 5: Datos de colecta de Cerro Alux

Fecha de colecta

Febrero a mayo del 2009

Lugar de colecta

14°36°42.2" N, 90° 37" 47.1" O
posicion +/- 6m

Altitud

2108 msnm

Habitat de la planta

Planta silvestre, ubicada en una regién montafiosa rodeada de diversos arboles frutales y plantas
ornamentales.

Caracteristicas de la
planta

Arbol

- Diametro del tronco aproximado de 50 cm

- Altura aproximada de 5 m de alto con ramas finas de color café
- Flores en racimo de color amarillo.

- Edad estimada de 25 afios

Descripcion del
area de colecta

El Cerro Alux forma parte de la Cordillera Alux, la cual tiene un perimetro de 29.32 km,
abarcando parte de los municipios de Mixco, San Pedro Sacatepéquez y San Juan Sacatepéquez,
del departamento de Guatemala y los municipios de Santiago Sacatepéquez y San Lucas
Sacatepéquez, del departamento de Sacatepéquez.

Los suelos de la Cordillera Alux, se ubican dentro de la region fisiografica “Tierras Altas
Volcéanicas y la Subregion Montafiosa y Planicie Central”. Las diferencias altitudes de la
Cordillera Alux, van desde los 1,600 a 2,305 msnm. EIl cerros Alux, presenta elevaciones
cercanas a los 2,200 msnm.

La Cordillera Alux corresponde al Bosque Himedo Montano Bajo Subtropical (Bh-Mb). El
clima prevaleciente es templado, con invierno benigno, himedo y estacion seca. En el area se
definen dos épocas: la seca, de noviembre a abril, y la lluviosa de mayo a octubre.

La humedad relativa es de 78.45% y la precipitacién media anual se estima en 1265.80 mm, sin
embargo, se considera que estos valores se encuentren debajo de los niveles reales, dado que
estos no recogen la precipitacion en forma de rocio o que queda en los arboles (precipitacion
horizontal), dada la presencia de la nubosidad, durante la tarde y el afio.

La evapotranspiracion media anual es de 830.66 mm. El suelo superficial a una profundidad de
15 cm es franco o franco-arcilloarenoso, friable de color café oscuro, con un alto contenido de
humus y estructura granular fina. A profundidades de 50 cm hasta mas de un metro, la
estructura es granular suave y con un valor de pH de 6.0. (Consejo Nacional de Areas
Protegidas, 2010).

Mapa satelital del area de colecta




Anexo 6: Constancia

PLANTAS MEDICINALES

Agratecasiogla

Laspeccitn sephnica de
coltiven 3 proceses Guatemala, 03 de mar=o de 2011.

Materie scen segetal

Canerol de celidad A quien interese:

Fxtracton vegetales

Por este medio hacemos constar que la Br. Maria Elena
Chicas depositd en nuestro herbario CFEH del Labaratorio de
Productos Naturales Farmaya, las sigunientes muestras de
Liatsea guatemaiensis Mez.:

lavestigackn tarmacoMgica

Flitnfarmuctutices
1. Cerro Alux, San Lucas Sacatepéquez del 9 de marzo de
2009, correspondiéndole el nimera 1092,

Regntro de producies
2. Magdalena Milpas Altas, Sacatepéquez del 9 de marzo de
Flieterapia 2004, correspondiéndole el nimero 1093,
3. San Bartolomé Milpas Altas, Sacatepéquez del 9 de marzo
INfackéa ¢ informaciio de 20049, correspondiéndole el nimero 1094,
A solicitud de la Interesada extendemos la presente
Capacttachin

Asesoriae 3 iransderencis

Lu v B!

. . - Armando Caceres E
Botanico, Herbario CFEH .

irector de Inv wones

Laboratorio de Productos Naturules

FARMAYA, S. A.
Avesidu Centro Aseéraca FE-92, Zioes |« TedFacs: (S02) 2200-5006 « Tel : (502) 22214967
Apartado Pratal 11680, Gumemala, Geatomala
Eomeed fremaya. sa @ eaplonet.com




Anexo 7: Constancia

J

v HERBARIO BIGU

Escuela de Biologia
Facultad de C.C.Q.Q. y Farmacia

5 de mayo de 2009

A QUIEN INTERESE:

Por este medio se hace constar que la sefiorita MARIA ELENA CHICAS, carné
200311242, estudiantes de la carrera de Quimica Biologica de esta casa de
estudio, depositd en este herbario especimenes para su determinacion, estos
fueron determinados como Lifsea guatemalensis Mez. (Lauraceae), registrados
en las colecciones del herbario con los siguientes numeros:

No. BIGU 47543, del municipio Magdalena Milpas Altas, Sacatepéquez,

No. BIGU 47544, del municipio San Lucas Sacatepéquez, Cerro Alux.

No. BIGU 47545, del municipio San Bartolomé Milpas Altas, Sacatepéquez
A solicitud de la interesada, se le extiende la presente en el mismo lugar y fecha

arriba indicados.

Atentamente,

“ID Y ENSENAD A TODOS”

Coordiagor-Curador

USAC, ZONA 12 « Guatemala, C.A. - Telefax: (502) 2476-9856  5994-7987 E-mail: marioveliz@yahoo.com
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