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1. Resumen

A lo largo de Ia historia, el hombre ha recurrido a la naturaleza en busca de formas para
curar problemas de salud y en busca de alimento. El laurel es una planta que ha
acompanado la gastronomia guatemalteca desde tiempos ancestrales y también se ha
reportado que tiene muchas propiedades medicinales. Dentro de estas se puede mencionar

la actividad antibacteriana y antioxidante.

Por lo cual se seleccionaron dos especies endémicas de Guatemala, utilizadas
indistintamente como laurel, Litsea guatemalensis y Litsea glaucescens. A las cuales se les
realizd un extracto etandlico y tres particiones con disolventes de diferentes polaridades.
Hexano como solvente apolar, cloroformo como solvente medianamente polar y acetato de
etilo como solvente polar. Dichos disolventes extrajeron metabolitos diferentes, los cuales
se ensayaron con el objetivo de comprobar cual de las tres particiones, para cada especie
presentaba la mejor actividad antibacteriana y antioxidante, y detectar los metabolitos

caracteristicos de las dos especies en cada particion.

Todos los extractos presentaron actividad contra Mycobacterium smegmatis, siendo los
extractos cloroféormicos de ambas especies los que reportaron mejor actividad contra esta
bacteria. Para Bacillus subtilis, los extractos hexdnicos de ambas especies y el extracto
clorofomico de L. glaucescens presentan una concentracion de inhibicién menor que los
otros. En el ensayo de inhibicion de la levadura Candida albicans, L. glaucescens presenta
una mejor actividad que L. guatemalensis, presentando dos extractos activos: hexanico y
cloroformico. Todos los extractos ensayados presentaban actividad antioxidante, sin
embargo, el extracto de acetato de etilo de L. glaucescens inhibe el radical libre
difenilpicrilhidrazil (DPPH) a una menor concentracioén, siendo este el mejor extracto
antioxidante. En cuanto a los metabolitos caracteristicos de la especie, todos los extractos

presentaron flavonoides, saponinas, cumarinas y aceites esenciales.



2. Introduccion

El uso de las plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia de la
humanidad (Hernandez, R., y Gally, M., 1981). El hombre recurria a la naturaleza en busca
de alimento y de formas para curar problemas de salud. El método por el cual el hombre
aprendio a diferenciar las plantas inocuas de las toxicas fue por medio de ensayo y error.
Este conocimiento se ha trasladado de generacion en generacion hasta nuestros dias. En la
actualidad el conocimiento de las propiedades curativas de una planta se puede comprobar
por medio de investigaciones cientificas. Asi se puede corroborar la actividad terapéutica

de la planta e investigar si presenta diferentes tipos de actividades.

Dentro de la cultura guatemalteca el uso de plantas ha sido una practica en la cual se ha
cimentado nuestra cultura, debido a la alta biodiversidad existente en nuestro pais. Estos
conocimientos también se han trasladado desde nuestros ancestros mayas. Debido a esta
tradicion, el uso de plantas esta ampliamente difundido ya sea como medicinales o como
gastronomicas. Una de las plantas mas utilizadas en Guatemala es el laurel, por sus
propiedades gastrondmicas como condimento de varias comidas. Tiene aplicacion en la
industria de cervezas y salchichas. Pero también tiene aceptacion popular en la medicina,
ya que se usa para el tratamiento de afecciones respiratorias y gastrointestinales; asi como

en caso de mordeduras de serpientes y de perros (Caceres, 1996; 2003)

La investigacion de productos naturales esta orientada a la busqueda y comprobacion de
actividades biologicas. En este camino se pueden someter los extractos a un
fraccionamiento quimico para identificar el potencial bioldgico que presentan los mismos.
Este analisis permite detectar otras actividades biologicas y asi ampliar el estudio de cada
planta y atribuirle, mediante investigacion cientifica, nuevas propiedades para continuar el
estudio de cada especie y orientar en el tipo de pruebas que se deben realizar segin la
actividad biologica. Se procedi6 a investigar la actividad antioxidante y antibacteriana del
laurel (Litsea glaucescens HBK y Litsea guatemalensis Mez.) para luego determinar los

metabolitos secundarios que le confieren la actividad descrita.



3. Antecedentes

3.1. Extraccion y Caracterizacion Quimica
Las investigaciones de plantas medicinales en Guatemala estan orientadas a buscar
o confirmar actividades de aquellas que se utilicen popularmente, asi como
determinar los grupos quimicos responsables de ellas. Esta busqueda constituye
una referencia para el estudio de principios activos dentro de las plantas con
actividad farmacologica. El tamizaje es seguido de un fraccionamiento fitoquimico

bioguiado para lograr la evaluacion de la bioactividad.

3.1.1. Extraccion:
Para la investigacion fitoquimica y farmacoldgica es necesario realizar
extracciones reproducibles, cuantitativas, estables y eficientes para el efecto
que se desea demostrar. Para ello se realiza una extraccién con disolventes
de diferentes polaridades, generalmente diclorometano o hexano, éter o
etanol y agua (Céceres, 1996). Debido a la toxicidad de estos disolventes es
preciso concentrar los extractos evaporando el disolvente a presion reducida
y temperatura controlada (evaporador rotatorio) hasta alcanzar una
consistencia similar a la miel. En el caso de los extractos acuosos se suele

concentrar por medio de liofilizacion.

El fraccionamiento fitoquimico bioguiado es una liberacién extractiva
segmentada mediante un gradiente de polaridad ascendente. Al seleccionar
un solvente se debe considerar la facilidad de manipulacion, precio,
seguridad y riesgos en cuanto a una posible contaminacion ambiental.
Mediante el uso de este disefio se pretende aprovechar la selectividad y

especificidad de los disolventes extractores (Molina, 2005).



3.1.2.

3.1.3.

Tamizaje Fitoquimico:

Esta es una etapa importante dentro de la investigacion fitoquimica, ya que
permite determinar cualitativamente los principales grupos quimicos
presentes en una planta y a partir de ahi, orientar la extraccion y/o
fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor
interés. Este tamizaje consiste en la extraccion de principios activos con
solventes apropiados y la aplicacion de reacciones de color y precipitacion

(Sandberg, 1967, p.15; Solis, 2005).

Se realiza un tamizaje preliminar con pruebas cualitativas macro o
micrométricas en tubo de ensayo o en capa fina, y para el andlisis
fitoquimico definitivo y elucidacion estructural se usan técnicas de
cromatografia en papel, capa fina o columna, cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), cromatografia de gases, espectroscopia infrarroja, analisis
de espectroscopia de masas, técnicas de refraccion y cristalografia de rayos
X, resonancia magnética nuclear (MNR), etc, pero en todos los casos se
recomienda un fraccionamiento bioguiado. La confirmacion de la cualquier
actividad biologica que se presente en el tamizaje fitoquimico justifica la
continuacion de los estudios. Este datos preeliminares sobre los
constituyentes quimicos de la planta que, junto con los resultados del
tamizaje farmacologico, pueden orientar la continuacion de los estudios

(Solis, 2005; Cannel, 1998).

Fraccionamiento de extractos:

Los procesos de separacion involucran la division de la mezcla en un
numero discreto de fracciones. Se refiere a la separacion de metabolitos de
mezclas de naturaleza quimica compleja, para obtener fracciones de
compuestos afines, con caracteristicas y propiedades similares. La mayor
parte de los métodos de fraccionamiento aprovechan la naturaleza quimica

de los compuestos que se van a separar, especificamente las diferencias en



polaridad y acidez-alcalinidad. El fraccionamiento de extractos crudos
vegetales implica la utilizacién de métodos altamente especializados, esto se
hace con el proposito de optimizar recursos y técnicas y aumentar la

eficiencia de las metodologias (Cannel, 1998).

3.1.3.1.  Particion liquido — liquido:
Este método se fundamenta en las diferencias de los coeficientes de
reparto de los metabolitos extraidos entre dos liquidos inmiscibles
(uno polar y otro apolar). Esta técnica constituye un método de
fraccionamiento grueso, que permite obtener extractos selectivamente
caracterizables y con una mayor especificidad en lo que a grupos

funcionales se refiere (Cannel, 1998).

3.1.4. Evaluacion de la actividad biocida:

La actividad biocida se refiere a la capacidad de una sustancia para causar la
muerte en determinados organismos, es detectada por medio de una serie de
ensayos biologicos in vitro. Estas premiten dar una idea preliminar de las
potencialidades de un extracto crudo, fraccion purificada o principio activo
puro de especies vegetales. Las técnicas utilizadas en la fase de pretamizaje
pueden tener distintos grados de dificultad en la medida en que se identifican
con mayor claridad las potencialidades de las especies en estudio, son
relativamente sencillas siempre que no involucren animales; ademas son
baratas, rapidas, reproducibles y permiten evaluar un numero grande de
muestras (Anderson, 1991; Chariandy, 1999; Cox y Balick, 1994; Martinez,
1997).

3.1.4.1. Tamizaje antimicrobiano:
La actividad antimicrobiana es empleada para evaluar la actividad
inhibitoria de una planta o sus derivados, la potencia de la sustancia,

la susceptibilidad de un microorganismo a concentraciones conocidas



de una droga de origen vegetal, el espectro de microorganismos

inhibidos y la concentraciéon de la droga en el organismo humano. Es

indispensable en la evaluacion de la actividad antimicrobiana conocer

y controlar las condiciones de laboratorio modelo microbiano, tanto

en procedimientos in vivo como in vitro (Céaceres, 1996; Martinez,

1997; Murphy, 1999).

3.14.1.1.

Método de dilucion en agar:

Este método estd basado en que el crecimiento exponencial de
bacterias susceptibles inoculadas en superficie o profundidad
en los medios de cultivo adecuados es inhibido por las
moléculas bioactivas diluidas en el medio de agar. Este ofrece
una distribucion homogénea del compuesto en el agar y esta
basado en el método descrito por Mitscher ef al. En este
método una cantidad conocida de muestra es diluida en agar,
siendo indispensable la dispersion homogénea de la muestra

en agua (Mitscher, 1972; Rios, 1988).

El método de dilucion se emplea para determinar la
concentracion inhibitoria minima (CIM) que se requiere del
agente  antimicrobiano para inhibir o matar al
microorganismo, es decir, la CIM es la concentracién mas
baja en la que no hay crecimiento visible, esta prueba puede
ser en caldo (tubo) o en agar (placa). Se ha utilizado
principalmente para determinar los valores de CIM de un
extracto, aceite esencial o sustancia pura, asi como para el
tamizaje preliminar de la actividad antimicrobiana, ademas
permite evaluar la CIM usando diluciones decrecientes del

extracto (Rios, 1988; Murphy, 1999).



3.14.1.2. Método de difusion:
Este método se basa en el descrito por Bauer-Kirby y es usado
para evaluar la actividad antibacteriana vegetal. Se utiliza un
disco, agujero o cilindro como reservorio en el agar, el cual
contiene la muestra a ensayar, luego del periodo de incubacién
se mide el didmetro de la zona clara alrededor del reservorio
(didametro de inhibicion) (Céceres, 1996). Y seguido no se
requiere dispersion homogénea en agua del extracto a evaluar,
la cantidad de muestra utilizada en el tamizaje es pequeia y
permite probar cinco a seis compuestos contra varios
organismos, ademas es el mas conveniente para el tamizaje
preliminar de sustancias puras (alcaloides, terpenoides,

flavonoides, etc.) (Rios, 1988; Murphy, 1999).

3.1.5. Actividad Antioxidante
Estudios en los ultimos afios han mostrado que los antioxidantes de origen
polifendlico tienen la capacidad de secuestrar radicales libres. Estos son
especies quimicas muy reactivas que facilmente conducen a reacciones
incontroladas, resultando en dafios oxidativos importantes en
macromoléculas bioldgicas como acidos nucleicos, proteinas y lipidos
(Hirayama, 1997; Imark, 2001). Se ha encontrado que el papel de estos
radicales podria asociarse con el estrés oxidativo, el cancer y enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares (Havsteen, 2002). De igual manera,
se han asociado las dietas con un alto contenido de antioxidantes naturales
con una disminucion en los indices de enfermedades cronicas, debido a que
se cree que fortalecen el sistema antioxidante endogeno y reducen el estrés
oxidativo. Muchas hierbas y especias, utilizadas para darle sabor a los
platillos, son una excelente fuente de compuestos fenolicos, reportandose

una buena actividad antioxidante (Hinneburg, 2006).



3.1.5.1.

3.1.5.2.

Oxidaciones biologicas:

Los radicales libres son aquellas especies que poseen uno o mas
electrones desapareados en su orbital externo, lo que da como
resultado una molécula altamente inestable. Esta tiene altas
propiedades oxidantes ya que reaccionan rapidamente con casi
cualquier tipo de molécula bioldgica hallada en forma libre o

formando parte de cualquier estructura celular viva (Montero, 2007).

Las fuentes mas comunes de generacion de radicales libres son: las
radiaciones (ultravioleta, X, infrarrojo), el metabolismo (gjercicio
extenuante, bebidas alcoholicas, drogas y péptidos alfa-amiloides),
las sustancias quimicas ambientales (ozono, nitrogeno, productos de
combustion, tabaco, hidrocarburos halogenados y metales pesados) y
las infecciones (bacterianas, viricas, parasitarias y priones). En la
actualidad se reconoce que alrededor de 60 patologias pueden estar

relacionadas con el aumento de radicales libres (Montero, 2007).

Importancia de los antioxidantes

El aumento del consumo de frutas y vegetales se ha asociado a la
proteccion contra varias enfermedades, incluyendo céncer y
enfermedades cardio y cerebrovasculares. Esta asociacion es
usualmente atribuida a los antioxidantes, tales como la vitaminas C y
E, carotenoides, licopenos y flavonoides que previenen el dafio de
radicales libres. En frutas y vegetales abundan los flavonoides y otros
compuestos polifenolicos con capacidad antioxidante que, aunque no
constituyen parte del sistema antioxidante endogeno, lo refuerzan

(Serrano, 2007).

Los compuestos fendlicos en los alimentos poseen propiedades

quimicas en las cuales se puede destacar la formacion de radicales de



baja energia a través de hibridos de resonancia estable. Como
preservantes en alimentos se han utilizado compuestos fenolicos
sintéticos como hidroxilanisol butilado (BHA), dihidroxitolueno
butilado (BHT) y propil galato (PG), entre otros. Sin embargo estos
compuestos han demostrado poseer efectos toxicos por lo que su uso

es regulado (Sin, 2006).

3.2. Descripcion de la familia Lauracea

3.3.

Los arboles pertenecientes a la familia Lauracea son aromaticos, con hojas alternas,
raramente opuestas, simples, pinnadamente venadas, usualmente enteras, deciduas
con las zonas templadas, perennifolias en los tropicos; sin estipulas. Las
inflorescencias son comunmente axilares, paniculas, espigas, racimos o umbelas.
Las flores por lo general son bisexuales, en ocasiones unisexuales, actinomorfas.
Poseen caliz de sies sepalos, en dos series unidos en un tubo en la base. No poseen
corola. El androceo tiene cuatro verticilos de tres estambes cada uno de ellos, o uno
de ellos, o uno o mas vertilicios reducidos a estaminodios o ausentes, adnados al
tubo del perianto. El gineceo es un pistilo simple con un carpelo, un loculo, y un
ovulo, placentacion marginal, ovario supero, un estilo, un estigma. Los frutos son
bayas o drupas frecuentemente rodeadas en la base por una cupula que se deriva
del tubo del caliz persistente. El embrion es recto y grande y no posee endospermo

(Jones, 1987).

Descripcion del género Litsea

El género Litsea posee mas de 100 especies, unas 12 de América, y en Guatemala
se han descrito tres especies nativas que se usan indistintamente como laurel
(Litsea glaucescens HBK, L. neesiana (Schauer) Hemsl. y L. guatemalensis Mez.).
Se ha mencionado en 1790 el nombre nahualt Ecapatli o medicina del viento por
Hernandez y también se describen sus propiedades medicinales. Las hojas de las
tres especies tienen olor muy parecido al del laurel europeo (Laurus nobilis L.), por

lo que se le atribuyen propiedades similares. L. nobilis se cultiva y usa



3.4.

3.5.

medicinalmente desde los griegos y romanos; sus hojas eran las guirnaldas que se

daban a los ganadores de las Olimpiadas (Caceres, 1996; 2003).

Descripcion de las especies Litsea glaucescens y Litsea guatemalensis

El laurel Litsea glaucescens es un arbol de 3 — 12 m de alto con ramas glabras.
Presenta  hojas coridceas, con peciolos de 18 mm de largo, lanceoladas,
peninervadas. Tiene inflorescencia en racimos axilares, de 4 — 9 flores unisexuales.
El fruto es en forma de drupa, negro, de 7 — 9 mm de diametro, rodeado por una
cupula. Es nativo de México y Centro América. En Guatemala se ha descrito en
Alta Verapaz, Baja Verapaz, Huehuetenango, Quetzaltenango, San Marcos y

Zacapa (Caceres, 1996; 2003).

El laurel Litsea guatemalensis es un arbol de hasta 6 m de alto con ramas delgadas
y cafés. Las hojas son coriaceas, con peciolos de 1.5 cm de largo, eliptico —
lanceoladas, de 8 cm de largo, agudas en la base, lustrosas y glabras. Presenta
flores axilares, con pedunculo simple, solitarias, de 15 mm de largo, 5 — 11 flores,
bracteas de involucro deciduo, con filamentos glabros. Es endémico de Guatemala
y crece en bosques de pino y matorrales de 1,500 — 3150 msnm. Se ha descrito en

Chimaltenango, Guatemala, Jalapa, Sacatepéquez y Solola (Caceres, 1996; 2003).

Usos medicinales de las especies

Al cocimiento de las hojas de laurel se le ha atribuido actividad antibacteriana, y se
utiliza tradicionalmente para el tratamiento de afecciones respiratorias (amigdalitis,
males de la garganta, tos, tos ferina), gastrointestinales (diarrea, colico, ulcera) y
carencia de leche en la madre e hinchazon. Por via tdpica se usa en lavados y bafios
para el cansancio y epilepsia. El cocimiento de la corteza se utiliza para tratar
mordeduras de culebras y de perros. Topicamente se usa en lavados y bafios para
cansancio, Ulceras, piernas hinchadas y epilepsia, en sahumerios se usa para
paralisis (Céceres, 1996). Estudios realizados han comprobado que la tintura de

hojas de L. guatemalensis no tiene actividad contra enterobacterias, pero tiene



3.6.

3.7.

3.8.

moderada actividad contra los hongos y levaduras Candida albicans,

Epidermophyton floccosum y Microsporum canis (Caceres, 2003).

Otros usos populares

Las hojas aromaticas son muy empleadas como condimento en la preparacion de
platillos como sopas, guisos y reposteria, se usa en forma similar a L. nobilis. De
las hojas se extrae un aceite etéreo con aplicacion en la industria de cerveza y

salchichas (Céceres, 1996)

Farmacognosia

La materia médica son las hojas secas, las que deben tener las caracteristicas
botanica, fisicoquimica y organolépticas que caracterizan a la especie oficinal. El
aceite esencial de L. glaucescens tiene el olor caracteristico pero difiere en su
composicion quimica, contiene 10 compuestos mas que L. nobilis y hay 17
compuestos comunes a ambos. La presencia de limoneno en el aceite esencial
reduce la dismenorreoa por inhibicioén de la biosintesis de prostaglandina (Caceres,

1996, Caceres, 2003).

Composicion quimica

Se encuentra muy poca informacion sobre la composicion quimica de las tres
especies endémicas del pais. Por su olor caracteristico similar a Laurus nobilis, se
asume que L. guatemalensis y L. glaucescens tienen un aceite esencial rico en
derivados terpénicos y glicéridos de los acidos laurico, oleico, palmitico y
linoléico. El tamizaje fitoquimico de Litsea guatemalensis indica: alcaloides
cuaternarios y no cuaternarios, saponinas, esteroles insaturados, cardenolidos,
bufadiendlicos, quercetina, estibina y taraxon; el aceite esencial contienen
limoneno y citral. El aceite esencial de Litsea glaucescens contiene 1,8-cineol
(22%), sabineno (13%), terpinen-4-ol (10%), y-terpineno (9%), acetato de a-
terpinilo (7%), acetato de nerilo (7%), a-pineno (5%) y B-pineno (4%) (Céceres,
1996).



3.9. Estudios realizados de las especies
En la Universidad de San Carlos de Guatemala se han realizado estudios sobre
estas especies de laurel. Asi, en 1999 Alvarez Herndndez encontré que una infusion
de laurel (Litsea glaucescens) al 10% tiene un efecto inhibitorio de 13.40% sobre
las cepas de Lactobacillus acidophillus, y la infusion de laurel al 5% tiene efecto
inhibitorio de 13.57% sobre las cepas de Streptococcus mutans. En este estudio se
realizaron 3 infusiones del extracto del laurel (Litsea glaucescens) al 20, 10 y 5%
p/v para lo cual se utilizaron 20, 10 y 5 g de las hojas frescas. Los resultados
obtenidos en el presente estudio comprobaron que el laurel (L. glaucescens) puede
causar inhibicion en el crecimiento de los microorganismos, pero en distintas
concentraciones. En la fase de estudio realizado con Lactobacillus acidophillus se
obtuvo la mayor inhibicion con la infusion al 10%, un 13.40%, y al 20% de
concentracion, una baja del 6.7%, debajo del 100% obtenido de la siembra control.
En el caso de Steptococcus mutans también se observo un descenso del 13.81%, en
el crecimiento de microorganismos al 5% de concentracion. Este fendomeno
posiblemente se puede explicar como una probable consecuencia de una alteracion
de los mecénismos que regulan la division celular, o por dafos especificos a

determinadas enzimas, pero no hay evidencia que respalde esto (Alvarez, 1999).

En 2005 Ortiz Quiroa compar6 los porcentajes de rendimiento y la variacion que
presenta este metabolito en relacion al lugar de colecta y determind los
componentes mayoritarios presentes en los dos tipos de laurel, los cuales son 1,8 —

cineol y linalol.

Se compararon los porcentajes de rendimiento de los aceites esenciales obtenidos
en los tres diferentes lugares de colecta de Litsea guatemalensis y Litsea
glaucescens y se determina que este porcentaje se ve afectado significativamente
por el lugar de colecta. Posterior a estas determinaciones se realizd el analisis de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas de los aceites y se

compararon los componentes obtenidos para cada especie. Para L. guatemalensis se



3.10.

3.11.

observa que el componente mayoritario es el 1,8 — cineol en la regién 1 y en las
otras regiones se observa en menores cantidades. Un componente que se determin6
que se encuentra en porcentajes parecidos en las tres regiones fue el linalol. Los
componentes que predominan en el aceite esencial de L. glaucescens es el 1,8 —

cineol y el linalol, al igual que en el L. guatemalensis (Ortiz, 2005).

Por medio de la cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas se
identificaron 14 componentes no descritos previamente en el aceite esencial de L.
guatemalensis y se identificaron 5 componentes no descritos previamente en el

aceite esencial de L. glaucescens (Ortiz, 2005).

En el afio 2007 Hérnandez Méndez determind que la infusion al 10% de las hojas
de Litsea guatemalensis no presentd actividad antiinflamatoria a dosis de 750 y

1000 mg/Kg de peso corporal in vivo (Hernandez, 2007).

Posteriormente en el 2009 Lopez Salazar obtuvo mayor rendimiento de resina con
las concentraciones de etanol al 95 y 35% (v/v) e identifico que el compuesto

mayoritario es el Linalool.

Toxicologia
No se encuentran datos sobre la toxicidad de las tres especies nativas

guatemaltecas.

Indicaciones terapéuticas

Por su similitud organoléptica con L. nobilis y su uso popular en
alimentacion y medicina, esta indicado en el tratamiento de anorexia,
digestion lenta, espasmo gastrointestinal, meteorismo y bronquitis cronica.
Se recomienda administrar tres veces al dia en dosis de 1-2 g/taza en

infusion o 1-2 ml de tintura 1:8 con etanol al 35% (Céceres, 1996; 2003).



Para uso topico se recomienda la decoccion de 5 hojas/taza en el tratamiento
de estomatitis, faringitis y sinusitis, usada como colutorio, gargarismo o
compresa; en alcoholato o pomada se usa como antirreumatico pediculicida

y parasiticida (Céceres, 1996; 2003).



4. Justificacion

El uso de plantas medicinales en Guatemala es una practica que se ha utilizado desde
nuestros ancestros mayas, y fue el unico remedio que se utiliz6 antes de la introduccion de
la medicina sintética. Debido a esta tradicién, el uso de plantas medicinales esta
ampliamente difundido en nuestro pais por la alta biodiversidad de plantas que existen en la
region. En el area rural ha sido la tunica alternativa el tratamiento de enfermedades
mediante el uso de plantas medicinales. Es con este propdsito que se evaluara la actividad
biologica in vitro de dos especies nativas para contribuir al estudio de especies vegetales

con propiedades medicinales provenientes de nuestra region.

En la actualidad el estudio de las plantas medicinales ha ganado protagonismo en el ambito
cientifico de Guatemala debido al amplio uso que se les puede dar a las mismas. El laurel es
una planta ampliamente utilizada como condimento en la cocina guatemalteca y ha
demostrado interesantes propiedades tales como antioxidante y antibacteriana. Previamente
se han realizado estudios en donde los extractos etanolicos de las dos especies de laurel de
Guatemala, Litsea guatemalensis y Litsea glaucescens, han demostrado estas actividades
por lo que es necesario comprobar si se mantiene las actividades antes mencionadas en
diferentes extractos con solventes de diferente polaridad (hexano, acetato de etilo y

cloroformico).

Es por esta razon que se realizard un estudio de fraccionamiento bioguiado para identificar
qué fraccion presenta y si mantiene la actividad descrita; ademés de poder determinar los

metabolitos secundarios que le confieren esta.



5. Objetivos

5.1. General
5.1.1. Evaluar la actividad antioxidante, antibacteriana y composicion quimica de
dos especies comerciales de laurel en Guatemala: Litsea glaucescens HBK. y
Litsea guatemalensis MEZ para su aprovechamiento industrial.

5.2. Especificos

5.2.1. Identificar el extracto de las dos especies de laurel que presenta mayor

actividad antibacteriana y antioxidante.

5.2.2. Determinar la actividad antioxidante en los extractos (hexanicos, de acetato

de etilo y cloroférmicos) de dos especies de laurel.

5.2.3. Caracterizar los principales metabolitos secundarios en las diferentes

particiones de las dos especies de laurel.



6. Hipotesis

Al menos una de las particiones de las especies de laurel presenta actividad bioldgica
significativa, expresada en actividad antibacteriana y/o actividad antioxidante y presentan

los metabolitos caracteristicos de la especie.



7. Materiales y Métodos

7.1. Universo

7.1.1. Universo: Dos diferentes especies de laurel comercial: Litsea glaucescens
HBK. (Sasson) y Litsea guatemalensis Mez (Quinfica)
7.1.2. Muestra: extractos hexanicos, de acetato de etilo y cloroféormicos de las

hojas secas de Litsea glaucescens HBK. y Litsea guatemalensis Mez.

7.2. Materiales

7.2.1. Extraccion continua por percolacion
* Percolador de acero inoxidable
* Etanol al 95%
* Balanza
* Algodén
* Papel filtro
* Vasos de precipitar

* Erlenmeyers

7.2.2. Concentracion usando evaporador rotatorio
* Rotavapor (balon de evaporacion, condensador, bomba de vacio,
refrigerante y balon de colecta)
* Sistema de enfriamiento o circulacion de agua

e Balon de 1000 ml

7.2.3. Obtencién del extracto hexanico, cloroféormico, acetato de etilo a partir de
particion liquido — liquido
* Hexano
* Acetato de etilo

¢ (Cloroformo



7.2.4. Actividad antimicrobiana in vitro
* Staphylococcus aureus
* Salmonella tiphy
*  Mycobacterium Smegmatis
* Bacillus subtillis
* Pseudomona aeruginosa
* Candida albicans
* Cryptococcus neoformes
* Escherichia coli
* Agar Muller Hinton
* Asade nicromo
* Autoclave
* C(Cajas de petri cuadriplate
* Caldo tripticasa soya
* Etanol al 50%
* Incubadora a 36°C
* Pipetas automaticas
* Puntas amarillas de 200uL
* Puntas azules de 1000 uL.
* Refrigeradora
* Solucidn salina

* Tubos de tapén de rosca de 15 ml

7.2.5. Actividad Antioxidante
* 5 ulL del estandar antioxidante (-caroteno, Rutina, Quercetina)
* Placa cromatografica de silica gel 60 Fys4
* (Cémara de vidrio
e Acetato de etilo:Acido acético:Acido formico: agua (100:11:11:26)
* Aspersor

e DPPH



Metanol
Tubos de 10 ml
Buffer de acetatos

Vortex

7.2.6. Tamizaje Fitoquimico

7.3. Métodos

Reactivos especificos para cada metabolito

Disolventes organicos segun el ensayo

Acidos y bases segun el caso

Cristaleria (beakers, tubos de ensayo, erlenmeyer, micropipetas, pipetas,
probetas)

Perillas de succion

Bafio Maria

Camaras cromatograficas

Cromatofolios de aluminio de silica gel 60 Fs4 0 placas de vidrio
Micropipetas de 5 mL o capilares

Asperjador de vidrio

Estufa

Agitador magnético

Estandares segln el ensayo

Lampara de luz UV

7.3.1. Extraccion continua por percolacion con etanol al 95% (Molina, 2005)

Colocar en la punta del percolador un pedazo de algodon adecuado, de
manera que sirva de filtro. Cortar un pedazo de papel filtro de forma
circular y colocarlo cubriendo el fondo del percolador

Tapar la punta del percolador con un tapon plastico.



Agregar la tercera parte de la cantidad pesada de materia vegetal seca y
cubrir con etanol al 95 por ciento

Verificar que no queden burbujas y si las hay, hacer presion con una
espatula para desaparecerlas.

Agregar el resto de material vegetal seco y cubrir nuevamente con
etanol al 95 por ciento, repetir el paso anterior.

Rotular el percolador con el nombre cientifico de la planta, nombre
comun, fecha y peso. Dejar reposar por 12 — 24 horas para que
reaccione.

Retirar el tapon plastico y dejar gotear hasta que salga todo el
disolvente.

Agregar el disolvente recuperado a la materia en extraccion en el
percolador, repetir esta operacion cinco veces antes de comenzar a
concentrar en rotavapor.

Pasar el disolvente recogido al balon de rotavapor para concentrar.

7.3.2. Concentracion en evaporador rotatorio (Molina, 2005; CYTED, 1993;
Kuklinski, 2000; Sharapin, 2000)

Encender el bafio Maria y llevar la temperatura a 40+1°C

Engrasar todas las bocas esmeriladas y armar el rotavapor segln el
instructivo especifico

Succionar la solucién obtenida del percolador (alcohol més planta)
Conectar la bomba de vacio y el rotavapor e iniciar la destilacion del
extracto con recuperacion del disolvente hasta llevar a conistencia
semisolida.

Verter el extracto concentrado en una caja de Petri de wvidrio
debidamente tarada y rotulada.

Cuando el extracto tenga consistencia solida, pasar a viales debidamente
tarados y rotulados.

Calcular el rendimiento del extracto y guardar en viales o rescipientes

herméticos a 4°C.



7.3.3. Obtencion del extracto hexanico, cloroférmico, acetato de etilo a partir de
particion liquido — liquido (Molina, 2005; CYTED, 1993; Kuklinski, 2000;
Sharapin, 2000)

Disolver 20 g de extracto etandlico de L. guatemalensis y L. glaucescens
en etanol al 95%, realizar una particion liquido-liquido con disolventes
de diferente polaridad. (hexano, cloroformo y acetato de etilo).

Eliminar los disolventes por destilacion a presion reducida con el fin de

concentrar el extracto (ver concentracion en rotavapor).

7.3.4. Actividad antimicrobiana in vitro (Molina, 2005; Céceres, 1998, CYTED,
1993, Mitcher, 1987; 1972)

Preparacion del Agar — Planta: preparar tubos con 9.0 mL Mueller
Hinton. Esterilizar, dejar enfriar a 50°C y agregar 1 mL de la solucién
del extracto disuelto, el cual debe tener una concentracion de 10 mg/mL.
La concentracion final que se obtiene es de 1 mg/mL. Agitar y verter en
cajas de Petri estériles, dejar solidificar e incubar a 36°C por 24 horas,
para comprobar esterilidad. Guardar en refrigeracion hasta el momento
de usar.

Preparaciéon del inoculo: purificar el microorganismo a ensayar
inoculdndolo en un tubo con 8 mL de agar Mueller Hinton inclinado,
incubar a 36°C por 24 horas. Inocular una asada del cultivo puro
microbiano en un tubo con 5.0 mL de caldo Tripticasa Soya, incubar a
36°C por 48 horas. Diluir 0.05 mL de la suspension anterior en 4.95 mL
de agua destilada estéril (dilucion 1: 100). Utilizar M. smegmatis y C.
neoformans sin dilucion. Sembrar en cajas de Petri segun la planta a
utilizar.

Demostracion de la actividad antibacteriana: Inocular en cajas con Agar
— Planta una asada de cada uno de los microorganismos (ver inciso
anterior) siguiendo el patrén de la plantilla. Hacer cinco repeticiones por

microorganismo. Dejar reposar durante 5-10 minutos e incubar a 36°C



por 24 horas. Utilizar como control negativo 9 mL de Agar Mueller
Hinton mezclado con 1 mL de etanol al 50%.
Interpretacion de resultados: si hay crecimiento homogéneo a lo largo
del in6culo = actividad negativa. Si no hay crecimiento homogéneo a lo
largo del in6culo = actividad positiva. Presencia de microorganismo
fuera de la inoculacion = contaminacion.
Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media CIM: Preparar
cajas cuadriplate con las siguientes diluciones del extracto:

3.6 mL de Agar + 0.4 mL de la solucién de extracto = 1.0 mg/mL

3.8 mL de Agar + 0.2 mL de la solucién de extracto = 0.5 mg/mL

3.9 mL de Agar + 0.1 mL de la solucién de extracto = 0.25 mg/mL

4 Un cuadrante con 4.0 mL de Agar como control negativo
Inocular cinco estrias en cada uno de los cuadrantes e incubar a 36°C
por 24 horas. Realizar la lectura es interpretar segiin el procedimiento

descrito en el inciso anterior.

7.3.5. Actividad antioxidante: método de Cromatografia en Capa Fina (CCF)
(Lima, 2003)

Aplicar 10 uLL de muestra y 5 uL del estandar antioxidante (f3-caroteno,
Rutina, Quercetina) en una placa cromatografica de silica gel 60F;s4.
Colocar la placa en una camara de vidrio saturada previamente con
acetato de etilo:acido acético: acido férmico:agua (100:11:11:26). Secar
y asperjar con 2,2-Difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (I mg/mL en
metanol)

Resultados: si los extractos presentan actividad antioxidante se

observara la decoloracion del DPPH en las bandas respectivas.

7.3.6. Actividad antioxidante total por medio del reactivo (2,2-Difenil-1-picril-

hidrazil) DPPH (técnica macrométrica) (Lima, 2003)

Se prepara el extracto a ensayar pesando aproximadamente 0.1 g de

extracto seco, luego se procede a diluirlo en 5 mL de metanol, y



finalmente se agita vigorosamente hasta diluir completamente el

extracto.

a. Preparacion de los tubos de reaccion: Utilizar tubos de vidrio con
capacidad de 10 ml, de preferencia nuevos. En caso de no contar con
tubos nuevos, emplear tubos que se hayan lavado correctamente,
agregando agua desmineralizada después de su lavado para evitar que
interfieran las sustancias contenidas en el agua del chorro. Los tubos
se recubren completamente con papel aluminio para proteger la
reaccion de la luz. Se prepara una serie de tubos que contienen los

reactivos que se citan a continuacion:

Reactivo

Buffer de acetatos

Solucion de DPPH

Muestra

Los tubos preparados de esta forma se agitan en un vortex durante 30
segundos y luego se incuban a temperatura ambiente protegidos de la
luz durante 30 minutos. Se leen a una longitud de onda de 517nm.
Siempre debe leerse la absorbancia del control y del ensayo versus el

blanco respectivo. Realizar este ensayo en duplicado.

b. Preparacion de la curva de lectura: Se realiza una serie de
diluciones del extracto de la siguiente forma, conservando siempre

las mismas proporciones:



Extracto Metanol Dilucion
1 4 0.2
2 3 0.4
3 2 0.6
4 1 0.8
5 0 1.0

Las mediciones de cada una de estas diluciones se realiza siguiendo
el paso anterior en el que se cita como se preparan los tubos de
reaccion. Cada dilucion corresponde a una muestra. Realizar cada

uno de los ensayos de las diluciones en duplicado.

Para calcular el porcentaje de inhibicion de la concentracion se

utiliza la siguiente formula:

Absorbancia del control—Absorbancia de la dilucién
% = * 100

Absorbancia del control

Absorbancia del control = Absorbancia control — Absorbancia blanco

Absorbancia del ensayo = Absorbancia ensayo — Abs. blanco respectivo

Luego con los valores de % de inhibicion de la curva de lectura (Y)
y la concertacion aproximada (X) se procede a realizar la regresion
lineal y calcular el valor de 1%, el cual debe ser preferiblemente lo mas
cercano a 1 para tomar como valida la curva realizada, de lo contrario
se deberd realizar nuevamente el ensayo, hasta obtener un valor de r°

adecuado.

Realizar los siguientes céalculos para obtener la actividad antioxidante
total que se expresa como miligramos (concentracion inhibitoria

media Cls):



mg de extracto seco = mg extracto — [(

Para extractos secos

50% — Pendiente
Intersecto

Clso =

( peso alicuota
ml recostitucion

1

)* 1000

mg materia vegetal seca = * Clg

mg materia vegetal seca

mg de extracto = —
g Dilucion

mg extracto

[
100 ) * % Humedad]

7.3.7. Tamizaje Fitoquimico a través de ensayos macro y semimicro (Dominguez,

1985;

7.3.7.1.

Medinilla, 2010; Solis, 2005; Trease y Evans, 1991; Wagner, 2001)

Investigacion de flavonoides y antocianinas

Ensayos macro y semimicro: Extraer 3 g de material vegetal pulverizado
con 10 mL de etanol o metanol al 80 por ciento, filtrar y concentrar.
Enfriar a temperatura ambiente y triturar el residuo con 15 mL de éter de
petroleo hasta que la extraccion sea incolora. Disolver el residuo en 30

mL de metanol al 80 por ciento, filtrar y dividir en 5 tubos:

Tubo 1: agregar 0.5 mL de &cido sulfurico concentrado.

Tubo 2: agregar 3 a 5 gotas de cloruro férrico al 10 por ciento (p/v).
Tubo 3: agregar 0.5 mL de acido clorhidrico concentrado y calentar en
bafo de maria por 5 minutos (prueba para leucoantocianinas).

Tubo 4: agregar magnesio metalico y 0.5 mL de acido clorhidrico
concentrado.

Tubo 5: testigo.



Evaluar las reacciones, cambios de color y/o formacion de precipitado
comparados con el testigo.

Desarrollo inmediato de color flavonas y flavonoles (amarillo a rojo),
flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul),
isoflavonas (amarillo); isoflavononas, chalconas y auronas no dan

coloracidn.

Cromatografia en capa fina: Extraer 1 g de material vegetal seco
pulverizado con 10 mL de metanol por 5 minutos en bafio de maria a
60°C. Filtrar la solucion y aplicar sobre las cromatoplacas de silicagel
60 F,s4. Como estandar emplear solucion de flavonoides al 0.05 por
ciento en metanol (10 pL). (Quercetina, rutina, acido clorogénico,

hiperdsido).

Fase movil:
* acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial-agua
(100:11:11:27),
* n-butanol-acido acético-agua (40:10:50);
* acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial-

etilmetilcetona-agua (50:7:3:30:10)

Deteccion:

* Sin tratamiento quimico: UV 254nm fluorescencia, zonas
azules o amarillas. UV 365 nm, dependiendo la estructura
fluorescen amarillo, azul o verde.

* Reactivo de Productos Naturales (NP/PEG). Fluorescencia
intensa en UV-365 nm.

* Solucion 1: solucién metanolica al 1 por ciento de
difenilboriloxietilamina (NP).

* Solucion 2: soluciéon etandlica al 5 por ciento de

polietilenglicol 4000 (PEG).



7.3.7.2.

Aplicar a la placa vapores de amoniaco para intensificar el color de

las manchas.

Investigacién de cumarinas

Ensayos macro y semimicro: Medir 5 mL de extracto vegetal
metanolico. Agregar 1 mL de agua destilada hirviendo. Con un capilar
aplicar 2 manchas en papel filtro. A una mancha agregar 1 gota de
hidréxido de potasio 0.5N. Observar bajo luz ultravioleta de 365 nm

(fluorescencia azul o verde: positivo).

Cromatografia en capa fina: A 1 g de material vegetal adicionar 10 mL
de metanol y calentar 30 minutos en bafio de maria. Filtrar y evaporar
hasta 1 mL. Aplicar 20 uLL en una cromatoplaca de silica gel 60 F,s4.
Utilizar como estandar canela en metanol al 1 por ciento, umbeliferona,

acido p-cumarico, cumarina.).

Fase movil:
* Tolueno-acetato de etilo (93:7);
* Tolueno-éter (1:1 saturado con 10% de acido acético, 50 mL
de tolueno y 50 mL de éter son mezclados durante 5 min con
50 mL de 4cido acético al 10%, se filtra y se descarta la fase

de abajo, y la mezcla de tolueno-éter es usada).

Deteccion:

* Sin tratamiento quimico UV 254nm fluorescencia. UV 365
nm todas las cumarinas muestras una intensa fluorescencia
azul o verde- azul.

* Solucion etanolica de hidroxido de potasio al 5 o 10 por

ciento. UV-365 nm fluorescencia azul o verde.



7.3.7.3.

Investigacion de saponinas

Prueba de espuma:

Tubo 1: 100 mg de material vegetal pulverizado y seco.

Tubo 2: 2 mL de control de saponinas (0.5 %).

Tubo 3: 2 mL de agua.

A cada tubo se le adiciona 10 mL de agua destilada. Calentar en bafio
de maria (60°C) durante 30 minutos. Enfriar, tapar los tubos, agitar
vigorosamente 30 a 40 segundos. Dejar reposar los tubos durante 30
minutos, observar la formacion de capa de espuma. Si una capa de
espuma mayor de 3 cm persiste en la superficie liquida después de 30

minutos se presume la presencia de saponinas.

Cromatografia en capa fina: 2 g de material vegetal seco, se extraen con
10 mL de etanol al 70 por ciento con reflujo por 10 minutos. Evaporar a
5 mL y proceder a aplicar 25-40 puL en una cromatoplaca de silicagel 60

F»s4. Estandar de saponinas al 0.1 por ciento en metanol (10 pL).

Fase movil:
* Cloroformo-metanol-agua (64:50:10),

* n-Butanol-4cido acético-agua (50:10:40).

Deteccion:

* Reactivo de sangre, zonas hemoliticas blancas en fondo rojo.
(Reactivo de Liebermann-Burchard: UV-365 o VIS zonas
azules y verdes de saponinas esteroidales, rojas y violetas de
triterpenoides). (Reactivo de Komarowsky: zonas azules,
amarillas y rojas). (Vainillina-acido sulfurico y anisaldehido-

acido sulfurico: zonas azules, violetas, amarillentas).



7.3.7.4. Investigacion de aceites volatiles

* Cromatografia en capa fina:
=  M¢étodo A: Extraer 1 g de material vegetal pulverizado con 10 mL de
diclorometano agitando por 15 minutos. Filtrar y evaporar en bafio

maria (60°C) a sequedad.
Disolver en 1 mL de tolueno y aplicar 20-50 pLL en cromatoplaca de

silicagel 60 F254.

= M¢étodo B: Pesar 10-50 g ( dependiendo del tipo de droga) de
material vegetal y destilar con arrastre de vapor por 1 hora.
Recolectar el aceite esencial en xileno. Diluir la solucion de aceite en
xileno con tolueno 1:5 o si es muy concentrada 1:10 y aplicar Syl

(1:10) en cromatoplaca de silicagel 60 Fysa.

Estandar: solucion de tolueno 1:30 de mentol, timol,
anisaldehido, anetol, 1,8-cineol (3 pL).

Fase movil: tolueno-acetato de etilo (93:7).

Deteccion:  anisaldehido-acido  sulfurico,  vanillina-acido

sulfarico. Zonas azules verdes, rojas y cafés en visible.

7.4. Diseno de la investigacion
Se compararon dos especies de laurel de marca comercial: para la especie Litsea
glaucescens HBK usandose la marca Sasson y para la especie Litsea guatemalensis

Mez la marca Quinfica.

7.4.1. Evaluacion de actividad antibacteriana: se hizo un andlisis de distribucion
binomial, en el cual se analiz6 cada especie de laurel de manera independiente.
Para este ensayo se realizaron cinco réplicas para cada especie y cada uno de
sus extractos, de acuerdo a la tabla de la distribucion binomial para un nivel de

significancia o = 0.05.



7.4.1.1.  Analisis de resultados: en base a la Prueba de Hipdtesis Binomial,
donde p es la frecuencia de éxito, se analizd cada extracto (hexanico,
cloroféormico y de acetato de etilo) de cada una de las especies de

laureles:

Ho: p <0.5 (no hay efecto significativo)
Ha: p > 0.5 (si hay efecto significativo)

Para rechazar Ho, se espera que las cinco replicas sean éxito

7.4.2. Evaluacion de la actividad antioxidante: se hizo un experimento con todos
los extractos de las dos especies de laurel. Para cada extracto se hizo un
analisis de regresion lineal, con una curva de “dosis — respuesta”. Dentro de
esta regresion se analizd una ecuacidon, se determind un coeficiente de
determinacién (r%) el cual debe ser fue lo mas cercano a 1 para tomar como
valida la curva realizada. Asi mismo se calcularon los intervalos de confianza

para cada Cls. Se realizaron tres repeticiones para cada extracto.



8. Resultados

8.1. Obtencion de material vegetal y prueba de mejor solvente para percolacion: En la

tabla # 1 se puede observar la procedencia del material vegetal y la parte utilizada para los

ensayos realizados. En la siguiente tabla (#2) se detallan los resultados obtenidos con los

diferentes grados alcoholicos en la prueba de mejor solvente.

Tabla # 1: Obtencion del material vegetal utilizado

Nombre Nombre Marca . Parte Estado de la
. , o Cantidad o
cientifico comun utilizada utilizada droga
L;tsf:malensis Quinfica Seco
4 Laurel 11b Hoja entera
Litsea
Sasson Seco
glaucescens
Fuente: Datos experimentales. (Ib) = libras.
Tabla # 2: Prueba del mejor solvente
Especie Grado alcoholico
P 35% 50% 70% 95%
Litsea 1.24% 1.18% 0.98% 1.25%
guatemalensis
Litsea 0.30% 0.97% 0.91% 1.04%
glaucescens

Fuente: Datos experimentales. (%) = porcentaje.

Grafica # 1: Comparacion del % de solidos totales entre los diferentes grados alcohoélicos
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8.2. Obtencion de extractos por percolacion y concentracion por medio de evaporador

rotatorio: En la tabla # 3 se observa la cantidad de material vegetal empleado para la

realizacion de cada extracto, la humedad de cada planta al momento de realizar la

percolacion, los solidos totales obtenidos con el mejor solvente que fue el alcohol al 95%,

la cantidad de extracto seco obtenido expresado en gramos y el porcentaje de rendimiento

final de esta extraccion. En la grafica # 2 se puede observar la comparacion del rendimiento

de los extractos obtenidos para cada especie.

Tabla # 3: Proceso de extraccion y concentracion de extractos de laurel

Humedad ..
Material en Sélidos RECIMEnto
Nombre Nombre . Solvente Extracto de
S , vegetal material totales .
cientifico comun (@ vegetal (mL) (%) seco (g) | extraccion
%) 0
LZZfe‘lma ronsis | Laurel 200.1 10.7 | 2000mL | 125 | 23.6489 11.818
i. y de etanol
g;;;c"escens Laurel 200.0 10.3 al95% | 1.04 | 44.6878 22.343

Fuente: Datos experimentales. (g) = gramos, (%) = porcentaje, (mL) = mililitros.
(Ver fotografia de proceso en anexo 4-6)

Grafica # 2: Comparacion del rendimiento entre las dos especies con etanol al 95%
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8.3. Fraccionamiento bioguiado: en la tabla # 4 se observa el procedimiento de
fraccionamiento bioguiado que se utilizd para cada planta. Se inicio la extraccion con el
solvente mas apolar, hexano, y luego se siguié con cloroformo, medianamente polar, y se

terminé con acetato de etilo, siendo el solvente mas polar.

Tabla # 4: Fraccionamiento bioguiado para cada especie de laurel

Litsea guatemalensis (21.4398 g de extracto etanolico en 100 mL de etanol al 95%)

Particion Peso extracto seco Porcentaje de rendimiento
Particion hexanica 5.0379 g 23.49%
Particion 2.9266 ¢ 13.65%
cloroférmica
Partlleon de acetato 24381 g 11.37%
de etilo

Litsea glaucescens (21.1087 g de extracto etanodlico en 100 mL de etanol al 95%)
Particion Peso extracto seco Porcentaje de rendimiento
Particion hexanica 43157 ¢ 20.44%
Particion 6.2476 g 29.59%
cloroférmica
Particion de acetato 3.7020 g 17.53%

de etilo

Fuente: Datos experimentales. (g) = gramos, (mL) = mililitros, (%) = porcentaje.
(Ver fotografia de proceso en anexo 7)

Grafica # 3: Comparacion de extractos de diferente polaridad
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8.4. Tamizaje antibacteriano: en la tabla # 5 y 7 se muestra el tamizaje antibacteriano que
se realiz6 con los diferentes extractos de cada laurel. Se efectuaron 5 réplicas de acuerdo a
la tabla de la distribucion binomial para un nivel de significancia o = 0.05. Los resultados
que se observan como positivos tienen efecto significativo (las cinco réplicas fueron
consideradas como ¢xito), habiendo rechazado la hipotesis nula (ver inciso 7.4.1.1.).
También se observan los resultados de la concentracion inhibitoria minima CIM (tabla # 6

y 5) para las bacterias y la levadura sensibles a los extractos estudiados.

Tabla # 5: Tamizaje antibacteriano para cada extracto de laurel a 1 mg/mL

Bacterias
% = 8 2 =
S = £ kS g 3 S
S 2 SRS < SIS S
S S S S
S 3 = T 8 & g s =
Extractos <2 S S » <% S
= S = < QO = S 2
S 2 S s = 3 3 S
§' § §\ > g Qr: S 'ﬁ
A >
“ VGJ E Q 8§
Hexano
_ _ + _ _
Litsea Cloroformo
i - — + + — —
guatemalensis
Acetato de
; — — + _ _ _
etilo
Hexano
- — + + — —
Litsea Cloroformo
- — + + — —
glaucescens
Acetato de
i - — + + — —
etilo

Fuente: Datos experimentales. (+) Inhibicion del crecimiento de la bacteria, (—) Crecimiento de la bacteria.
(Ver fotografia de proceso en anexo 8)

Tabla # 6: Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima CIM

Bateria de Bacterias

Extracto Mycobacterium Bacillus

smegmatis subtilis
Litsea Hexano 0.50 mg/mL 0.25 mg/mL
guatemalensis | Cloroformo 0.25 mg/mL 0.50 mg/mL
Acetato de etilo 0.50 mg/mL > 1 mg/mL
Litsea Hexano 0.75 mg/mL 0.25 mg/mL
glaucescens Cloroformo 0.50 mg/mL 0.25 mg/mL
Acetato de etilo 0.75 mg/mL 0.75 mg/mL

Fuente: Datos experimentales.




Grafica # 4: Determinacion de CIM para bacterias sensibles
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Tabla # 7: Tamizaje antilevadura a 1 mg/mL y determinacion de CIM para cada extracto

Levadura
g
]
Q
S
Extractos § CIM
b
S
&)
Hexano + 0.75 mg/mL
Litsea Cloroformo
guatemalensis B B
Acetato de
etilo - -
Hexano 0.75 mg/mL
Litsea Cloroformo 0.75 mg/mL
glaucescens
Acetato de
etilo - -

Fuente: Datos experimentales. (+) Inhibicion del crecimiento de levadura, (—) Crecimiento de la levadura.
(Ver fotografia de proceso en anexo 8)



Grafica # 5: Determinacion de CIM para la levadura Candida albicans
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8.45 Determinacion de la actividad antioxidante: La tabla # 8 muestra los resultados
cualitativos de la cromatografia en capa fina CCF de la actividad antioxidante. Los
resultados cuantitativos por medio del método de Difenilpicrilhidrazil DPPH se pueden

observar en la tabla # 9 y se puede observar la comparacién de ellos en la grafica # 6.

Tabla # 8: Determinacién de actividad antioxidante por medio de CCF

Especie Extracto Intensu'iad‘ actividad Resultado
antioxidante
Rutina ++++ Positivo
, 3 — Caroteno + Positivo
Estindares TBHQ T+ Positivo
Quercetina +++ Positivo
Hexanico + Positivo
Litsea guatemalensis Cloroférmico ++ Positivo
Acetato de etilo ++++ Positivo
Hexanico ++ Positivo
Litsea glaucescens Cloroférmico ++++ Positivo
Acetato de etilo ++++ Positivo
Fuente: Datos experimentales. (TBHQ) = ter-butil-hidroxi-quinona. (Ver fotografia de la cromatografia en
anexo 9)

Fase movil: acetato de etilo: acido féormico: acido acético glacial: agua (100:11:11:27)
Deteccion: reactivo de Difenilpicrilhidazil (DPPH)




Tabla # 9: Determinacion de la actividad antioxidante total por medio del reactivo DPPH*

. Actividad antioxidante total expresada
Porcentaje
Peso Volumen como Clsg
, .., Factor de de
Planta Extracto alicuota | reconstitucion SR S (mg/mL)
dilucién inhibicién
(g) (mL) (%) mg extracto Valor Valor
? seco** minimo | maximo
a Hexano 0.4019 20 1:5 72.62 2.5815+0.0500 | 2.5315 2.6315
”n
5
2 § Cloroformo 0.4581 20 0.3:5 66.23 0.9272 £0.0092 | 0.9180 0.9364
N ~
S
3
S Aceett?ltg de 1 94030 20 0.25:5 69.94 | 0.6985+0.0159 | 0.6826 | 0.7144
. Hexano 0.4208 20 1:5 67.38 3.0331 £ 0.0550 | 2.9781 3.0881
s 3
% § Cloroformo 0.4108 20 0.12:5 65.45 0.3768 £ 0.0021 | 0.3747 0.3789
3 3
=
% Aceett?ltg de 194099 20 0.1:5 64.69 | 0.3093 +0.0057 | 0.3036 | 0.3150
Vitamina C 0.020 10 0.008 67.40 0.01285
=
3 Vitamina E 0.010 5 0.18 65.45 0.2798
§ Rutina 0.040 20 0.012 65.57 0.02623
0 Quercetina 0.010 5 0.025 65.37 0.041146
TBHQ 0.010 5 0.08 68.71 0.1200

Fuente: Datos experimentales. (g) = gramos, (mL) = mililitros, (%) = porcentaje, (Cls5p) = Concentracion
inhibitoria media. (TBHQ) = ter-butil-hidroxi-quinona. (Ver fotografias de curva y graficas en anexo 10).
*DPPH = Difenilpicrilhidrazil

**Promedio + Desviacion Estandar

Grafica # 6: Comparacion de las Clsg de los diferentes extractos
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8.6. Caracterizacion quimica: En las siguientes tablas se puede observar el tamizaje

fitoquimico de los metabolitos caracteristicos, presentes en ambas especies, realizado en las

diferentes fracciones. Para este se utilizaron ensayos macrométricos y cromatografias en

capa fina.

Tabla # 10: Determinacion de flavonoides por medio de cromatografia en capa fina

Planta Extracto bNO' Color UV Rf Resultado
anda
Quercetina — 1 Naranja 0.50
Rutina 2 Naranja 0.88
Estandar ACIC}O . 1 Verde 0.61 Estandar
Clorogénico
Rutina 1 Naranja 0.47
Quercetina 1 Naranja 0.90
Hexano 1 Rojo 0.43 Positivo
1 Lila 0.50
2 Verde 0.61
Cloroformo 3 Naranja 0.74 Positivo
Litsea 4 Naranja 0.83
guatemalensis > Azul 0.93
1 Lila 0.48
2 Verde 0.61
Acetato de etilo 3 Naranja 0.75 Positivo
4 Naranja 0.84
5 Azul 0.90
1 Lila 0.50
2 Naranja 0.70 .\
Hexano 3 Naranja 0.77 Positivo
4 Naranja 0.84
1 Lila 0.48
2 Verde 0.61
Litsea Cloroformo 3 Naranja 0.74 Positivo
glaucescens 4 Naranja 0.83
5 Naranja 0.85
1 Lila 0.47
2 Verde 0.61
Acetato de etilo 3 Naranja 0.74 Positivo
4 Naranja 0.78
5 Azul 0.95

Fuente: Datos experimentales. (Rf) = factor de retencion. (Ver fotografia de la cromatografia en anexo 11)
Fase movil: acetato de etilo: acido féormico: acido acético glacial: agua (100:11:11:27)

Deteccion: reactivo de Productos Naturales (NP/PEG)




Tabla # 11: Determinacion de flavonoides mediante prueba macrométrica

Acido Cloruro Ac}do. Magnésio e
, . L. clorhidrico 1e Coloracion
Planta Extracto sulfarico | férrico (HC) + metalico | Resultado esperada
H,SO, | FeCl; +HCI P
Calor
Hexano
2 Aqua Azul Azul Azul Positivo )
2 oscuro verdoso Amarillo a
3 & . .
S Cloroformo . Azul ) ) . rojo, rojo a
2 § Amarillo 0SCUTO Café Amarillo Positivo magsenta,
3 ; 10jo
Acetato de ]O,
5 ~ Rojo Azul Amarillo | Amarillo | Positivo magenta
etilo tinto oscuro ] i
Hoxano violeta,
“ Aqua Amarillo Azul Azul Positivo azul,
< S amarillo,
S | Cloroformo i ; i
2 § Rojo Azul Sin cambio | Amarillo | Positivo | S cambio
3 S ladrillo de
S | Acetato de i coloracion
o0 . ROJ 0 Azul Amarillo Amarillo Positivo
etilo tinto
Fuente: Datos experimentales
Tabla # 12: Determinacion de cumarinas mediante prueba macrométrica
Planta Extracto Fluorescencia Resultado
Hexano Azul Positivo
Litsea . Cloroformo Azul Positivo
guatemalensis
Acetato de etilo Verde Positivo
Hexano Azul Positivo
Litsea glaucescens Cloroformo Azul Positivo
Acetato de etilo Azul Positivo

Fuente: Datos experimentales. (Ver fotografia de la cromatografia en anexo 12)




Tabla # 13: Determinacion de cumarinas por medio de cromatografia en capa fina

Planta Extracto No. banda | Color UV Rf Resultado
Cumarinas 1% 1 Amarilla 0.39
Estandar Ac@o p- 1 Azul 0.09 Estandar
cumarico 1%
Hexano 1 Azul 0.07 Positivo
. Amarillo 0.35 v
Litsea Cloroformo
guatemalensis 1 Azul 0.07 Positivo
Acetato de etilo 1 Azul 0.09 Positivo
Hexano ! Azul 0.07 Positivo
Litsea Cloroformo
glaucescens 1 Azul 0.09 Positivo
Acetato de etilo 1 Azul 0.09 Positivo

Fuente: Datos experimentales. (Rf) = factor de retencion. (Ver fotografia de la cromatografia en anexo 13)
Fase movil: tolueno: acetato de etilo (93:7)

Deteccion: hidroxido de

potasio al 10%

Tabla # 14: Investigacion de saponinas por medio de prueba de espuma

Presencia de espuma

Planta Extracto Resultado
(cm)
Control de saponinas 20 L
Controles (0.5%) )

Agua 0 —

Hexano 0.2 +

Litsea guatemalensis Cloroformo 0.7 ++
Acetato de etilo 1.0 +++

Hexano 0.3 +

Litsea glaucescens Cloroformo 0.8 ++
Acetato de etilo 0.9 +++

Fuente: Datos experimentales. (cm) = centimetro. (Ver fotografia en anexo 14)




Tabla # 15: Determinacion de saponinas por medio de cromatografia en capa fina

Planta Extracto blzjrfcia \2 ;)ilglre Rf Resultado

1 Rojo 0.13
2 Verde 0.17
3 Verde 0.21
4 Azul 0.31
5 Verde 0.39

Hexano 6 Azul 0.54 Positivo
7 Morado 0.59
8 Lila 0.71
9 Morado 0.79
Litsea 10 Mf)rado 0.87
guatemalensis 1 VIOI.e ta 0.93
1 Rojo 0.13
2 Azul 0.16
3 Morado 0.21
4 Azul 0.30

Cloroformo 5 Verde 0.34 Positivo
6 Azul 0.53
7 Morado 0.77
8 Azul 0.87
9 Morado 0.93

Acetato de etilo 1 Verde 0.19 Positivo
1 Verde 0.19
2 Morado 0.29
3 Verde 0.34

4 Morado 0.63 ..

Litsea Hexano 5 Lila 0.70 Positivo
glaucescens 6 Morado 0.77
7 Morado 0.88
8 Violeta 0.93

Cloroformo 1 Verde 0.19 Positivo

Acetato de etilo 1 Verde 0.19 Positivo

Estandar Saponinas 0.1% 1 Azul 0.45 Estandar

Fuente: Datos experimentales. (Rf) = factor de retencion. (Ver fotografia de la cromatografia en anexo 15)

Fase movil: tolueno: acetato de etilo (93:7)

Deteccion: vainillina — acido sulfurico




Tabla # 16: Investigacion de aceites volatiles por medio de cromatografia en capa fina

No. Color
Planta Extracto banda Visible Rf Resultado

1 Amarillo 0.18
2 Verde 0.22
3 Rosado 0.26
4 Verde 0.32
5 Verde 0.40

Hexano 6 Rojo 0.47 Positivo
7 Rosado 0.56
8 Amarillo 0.62
Litsea 9 Rosado 0.74
guatemalensis 10 Azul 0.87
11 Rojo 0.96
1 Amarillo 0.18
2 Verde 0.21

3 Rosado 0.25 ..

Cloroformo 4 Verde 032 Positivo
5 Rosado 0.46
6 Azul 0.87

Acetato de etilo 0 — — Negativo
1 Verde 0.19
2 Verde 0.22
3 Rosado 0.26
4 Verde 0.32
5 Rosado 0.35

Hexano 6 Verde 0.38 Positivo
7 Morado 0.53
Litsea 8 Rosado 0.59
glaucescens 9 Morado 0.72
10 Azul 0.87
11 Morado 0.99
1 Amarillo 0.12

2 Verde 0.18 ..

Cloroformo 3 Azl 035 Positivo
4 Azul 0.87

Acetato de etilo 0 — - Negativo
1,8-Cineol 1 Verde 0.53
Limoneno 1 Morado 0.43

, Eugenol 1 Rosado 0.60 ,

Estandar Carvacrol 1 Azul 0.63 Estandar
Terpineol 1 Morado 0.35
Acetato de linalilo 1 Morado 0.09

Fuente: Datos experimentales. (Rf) = factor de retencion. (Ver fotografia de la cromatografia en anexo 16)

Fase movil: tolueno: acetato de etilo (93:7)

Deteccion: anisaldehido — acido sulfarico




9. Discusion

La prueba del mejor solvente sirve para determinar, como su nombre le dice, cudl es el
solvente que va a extraer la mayor cantidad de metabolitos secundarios. En las dos especies
de laurel se determin6 que el alcohol al 95% da un porcentaje mayor de sélidos totales y
este es el que se utilizo para hacer el extracto etanolico (ver tablas 1 y 2, grafica 1). En la
tabla 3 y grafica 2 se observa que, de las dos especies de laurel, L. glaucescens tuvo un
mejor rendimiento de extraccion usando el mismo solvente (etanol al 95%). Al hacer las
particiones de cada especie se puede notar que esta misma tuvo mayor rendimiento en dos

diferentes fracciones (ver tabla 2), lo cual se puede comparar en la grafica 3.

Como se observa en la tabla 5, todos los extractos de las dos especies fueron activos contra
la bacteria M. smegmatis, mientras que para B. subtilis fueron todos activos menos el de
acetato de etilo de L. guatemalensis. Las concentraciones a las que los extractos inhibieron
estas bacterias se detallan en la tabla 6 y grafica 4. En estas se puede apreciar que los
extractos de apolares y medianamente polares (hexano y cloroformo) de L. glaucescens
tienen actividad significativa a concentraciones menores para la bacteria B. subtilis, que los
de L. guatemalensis. De esta tltima especie se puede decir que los extractos tienen menor
actividad bioldgica, ya que solo dos de ellos presentan actividad antibacteriana. El extracto
hexanico si presenta la misma concentracion de inhibicion que el de L. glaucescens pero el
cloroféormico necesita una mayor concentracion para poder inhibir esta bacteria. Por lo
tanto, los extractos apolares para las dos especies y el extracto cloroformico de L.
glaucescens son los que presentan mejor actividad contra B. subtilis. Asi mismo, como se
puede ver en la tabla 6 y en la grafica 4, se necesita de una concentracion menor para
inhibir la bacteria M. smegmatis de los extractos cloroformicos de ambas especies de laurel,
siendo esta particion la mas activa para esta bacteria. De las otras particiones se necesitan

extractos mas concentrados de ambas especies para poder inhibir a la bacteria.

En la tabla 7 se puede observar que las dos especies de laurel presentan fracciones apolares
activas contra la levadura C. albicans, sin embargo la fraccion cloroférmica de L.
glaucescens presenta también actividad contra esta levadura por lo que hace que esta

especie tenga mayor potencia. Al comparar las actividades entre bacterias y levaduras de



ambas especies de laurel, se puede observar que estos extractos poseen mayor actividad
contra bacterias que contra levaduras, por lo que se comprueba lo que se reporta en la
literatura de que estas especies tienen moderada actividad contra C. albicans (Caceres,

2009)

Se han reportado en estudios anteriores a nivel mundial, que ciertas familias de especies
culinarias poseen antioxidantes derivados de compuestos fendlicos; y entre estas se
encuentra la familia Lauraceae (Hinneburg, 2005). Es por esto que, de manera cualitativa se
puede observar en la tabla 8, la presencia de compuestos antioxidantes por medio de la
cromatografia en capa fina. En esta tabla se puede ver que las fracciones polares de las dos
especies presentan una actividad mayor que las fracciones apolares; asi mismo también se
puede observar que la fraccion de acetato de etilo de L. guatemalensis y la fraccion
cloroférmica y de acetato de etilo de L. glaucescens tienen la misma intensidad de actividad
antioxidante que el estandar de rutina y presentan mayor intensidad que los otros estandares
(B — Caroteno y Quercetina) incluyendo el estandar sintético ter-butil-hidroxi-quinona
(TBHQ). Esta prueba cualitativa puede dar una idea general de que extractos dan una

mayor actividad en la prueba cuantitativa.

Como se puede ver en la tabla 9 la mejor actividad antioxidante se encontr6 en los extractos
de acetato de etilo de ambas especies, esto indica que los metabolitos con caracteristicas
polares son los tienen mejor actividad. Para L. guatemalensis se determind una Clsy de
0.6985 mg/mL y para L. glaucescens fue de 0.3093 mg/mL; por lo que se puede observar
que L. glaucescens tiene mejor actividad ya que se necesita menor cantidad de extracto para
obtener un 50% de actividad antioxidante. La segunda mejor actividad para ambas especies
la poseen los extractos cloroférmicos, en los cuales también predominan caracteristicas
polares. En estas especies también se puede observar que, al igual que en el acetato de etilo,
se observa una mejor actividad con L. guatemalensis presentando 0.3768 mg/mL de
inhibicidén en comparacion de 0.9272 mg/mL de L. glaucescens. Al comparar la actividad
antioxidante que tuvieron los extractos hexanicos apolares con los polares se determina
que, es necesaria una mayor concentracion de estos para llegar al efecto deseado; y, entre
las dos especies, L. guatemalensis tiene una mejor actividad ya que necesita una menor

concentracion de inhibicion. Como anteriormente se expuso, entre las dos especies de laurel



se puede ver una clara diferencia al comparar la concentracion inhibitoria media Clso; y se
puede decir que L. glaucescens tiene una mayor actividad antioxidante en sus metabolitos
polares (ver grafica 6). Los estandares ensayados tuvieron una mejor actividad que los
extractos debido a que la Clsp es menor. Los extractos que mas se aproximan en
concentracion al estdndar de TBHQ (ter-butil-hidroxi-quinona) son el de cloroféormico y el
de acetato de etilo de L. glaucescens, pero se necesita aproximadamente el doble de los

extractos para llegar a la misma concentracion que este estandar.

Los compuestos antioxidantes que se encuentran de manera natural en las plantas son de
caracter fenolico (Maestro, 1993). Como se observa en la cromatografia en capa fina, las
fracciones polares (acetato de etilo) y medianamente polares (cloroférmica) de las dos
especies tienen una mayor cantidad de flavonoides que las particiones apolares. Entre las
dos especies se observa la misma cantidad de flavonoides en las particiones polares y
medianamente polares pero en L. glaucescens hay mayor cantidad de flavonoides en el
extracto hexanico que en el de la otra especie. Por regla general, los heterdsidos son
hidrosolubles (como se puede observar en las fracciones polares); pero hay muchos que
poseen escasa hidrosolubilidad, como los rutosidos, y otros que son lipdfilos que se
encuentran en los tejidos superficiales de hojas (Bruneton, 2001). Estos se pueden extraer
con facilidad con solventes apolares como el hexano, explicando las diversas bandas que

aparecen en el L. glaucescens y la banda del L. guatemalensis.

Las cumarinas se caracterizan por tener en su estructura un sistema benzo-alfa-pirona. Los
heter6sidos de las cumarinas son mas o menos solubles en agua (Bruneton, 2001). Debido a
esta caracteristica se observa que hay mayor presencia de estos compuestos en la fraccion
hexanica de L. guatemalensis, y una sola cumarina en las fracciones polares y
medianamente polares de las dos especies de laurel (ver tabla 13). Una de las bandas de
cumarinas de la fraccion hexanica de L. guatemalensis posee un factor de retencion, Rf,
muy similar al del estdndar de cumarinas, por lo que se puede deducir que esta banda
presenta una estructura muy similar a la caracteristica de las cumarinas. Cada una de estas

cumarinas dieron resultados positivos en las pruebas macrométricas (ver tabla 12).



Como se observa en la tabla 15, las saponinas predominantes en las dos especies de laureles
son aquellas que son solubles en el hexano; debido a que las estructuras generales de estos
compuestos son esteroles o de triterpenos (Bruneton, 2001). En L. guatemalensis se puede
observar una gran cantidad de estos principios en la fraccion cloroférmica. Esto
posiblemente a los azucares a los cuales esta unida la saponina, creando una parte polar
unida a la parte apolar de la molécula y pudiéndose asi arrastrar por este tipo de solvente.
Como es de esperarse, en las fracciones polares se puede observar solo una saponina en las
dos especies debido a las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos. Todas estas

saponinas cumplieron la prueba de espuma, como se describe en la tabla 14.

Como se indica en la seccion 3.8, las dos especies de laurel presentan aceite esencial. Estos
presentan una diversidad de componentes que son altamente solubles en los solventes
apolares y medianamente polares como el hexano y el cloroformo (Bruneton, 2001). Dentro
de los compuestos solubles en hexano se pueden mencionar los monoterpenos, entre ellos
los monoterpenos oxigenados y los hidrocarburos monoterpénicos; y dentro de los
compuestos solubles en cloroformo se pueden mencionar los sesquiterpenos (Ortiz, 2005).
Debido a esta afinidad por los solventes, se puede ver en la tabla 16 que la porcidon hexanica
en L. guatemalensis posee 11 componentes, al igual que la de L. glaucescens; y que la
porcion cloroformica de L. glaucescens posee una menor cantidad de compuetos (s6lo
cuatro), en comparacion de la de L. guatemalensis que posee seis. Como era de esperarse,
en la porcion polar no hay presencia de aceites debido a que estos no son afines a esta fase.
Los componentes que pueden estar en la fase hexanica de L. guatemalensis segiin Ortiz en
su estudio del 2005 son los siguientes: 1,8-cineol, linalol, terpinen-4-ol, trans-
dihidrocarvona, cis-dihidrocarvona, carvona, l-carvona, borneol, limoneno, a-pineno, y-
terpineno, B- pineno, canfeno, p-cimeno. En la fase clororérmica de esta especie se
detectaron los siguientes compuestos: nerolidol, B-cariofileno, cis-a-bisaboleno. En L.
glaucescens se detectd en el extracto hexanico los siguientes compuestos: 1,8-cineol,
linalol, terpinen-4-ol, l-carvona, borneol, limoneno, a-pineno, y-terpineno, B- pineno,
canfeno. En la fase clororormica de esta especie detectaron los siguientes compuestos:

nerolidol, B-cariofileno.



10.Conclusiones

10.1. Los extractos que presentan mayor actividad antibacteriana contra M. smegmatis
son los cloroféormicos para ambas especies, presentando una concentracion inhibitoria

minima de 0.25 mg/ml para L. guatemalensis y 0.50 mg/ml para L. glaucescens.

10.2. Los extractos hexanicos de ambas especies y el extracto cloroféormico de L.
glaucescens son los que presentan una mejor actividad contra B. subtilis a una

concentracion de 0.25 mg/ml.

10.3. Los extractos hexanico y cloroférmico de L. glaucescens y hexanico de L.
guatemalensis presentaron actividad contra la levadura C. albicans a una concentracion

inhibitoria de 0.75 mg/ml.

10.4. La especie de laurel que presenta mejor actividad contra bacterias y la levadura es

L. glaucescens teniendo mejor actividad en los extractos hexdnico y cloroférmico.

10.5. El extracto hexanico de L. guatemalensis presentd6 un Clso de 2.5815 mg/mL,
mientras que el extracto cloroféormico y de acetato de etilo presentaron un Clsy de

0.9772 mg/mL y de 0.6985 mg/mL, respectivamente.

10.6. El extracto hexanico de L. glaucescens presentd un Clsy de 3.0331 mg/mL, mientras
que el extracto cloroférmico y de acetato de etilo presentaron un Clsy de 0.3768

mg/mL y de 0.3093 mg/mL, respectivamente.

10.7. De todos los extractos ensayados, el extracto de acetato de etilo de L. glaucescens

presento actividad antioxidante con un Clsy de 0.3093 mg/mL.

10.8. El extracto hexanico de L. guatemalensis presenta un flavonoide y el de L.
glaucescens presenta cuatro bandas. Los extractos cloroférmicos y de acetato de etilo

de las dos especies presentan cinco bandas de flavonoides cada uno.



10.9. EIl extracto hexanico de L. guatemalensis presenta dos bandas de cumarinas,
mientras que los demas extractos de esta especie y los tres de L. glaucescens presentan

unicamente una banda de cumarina.

10.10. Los extractos hexanicos y cloroférmicos de L. guatemalensis presentan mayor
cantidad de saponinas (once y nueve respectivamente) que el extracto de acetato de
etilo que presenta una Unica banda. Para L. glaucescens, el extracto hexanico presenta
mayor cantidad de saponinas (ocho bandas) que los extractos cloroférmico y de acetato

de etilo que presentan una séla banda cada uno.

10.11. Los extractos hexadnicos de ambas especies presentan once compuestos de aceite
esencial, mientras que el extracto cloroformico de L. guatemalensis presenta seis
bandas y el de L. glaucescens presenta cuatro bandas. Los extractos de acetato de etilo

de las dos especies no presentan ningin compuesto de aceite esencial.



11.Recomendaciones

11.1. Dilucidar las estructuras de los compuestos activos de cada fraccion de las dos

especies estudiadas.

11.2. Estudiar diferentes partes de las plantas para determinar si la actividad se encuentra

en toda la planta o solo en las hojas.

11.3. Complementar el estudio con otros métodos de deteccion de actvidad
antibacteriana, como el método por difusion; asi mismo como con otros métodos de

inhibicién de radicales libres para la actividad antioxidante.

11.4. Realizar estudios de otras especies del género Litsea y compararlos con los

resultados de estas dos especies.
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1. Anexos

Anexo No. 1: Clasificacion botanica de las especies

Reino Plantae Plantae
Subreino Embryobionta Embryobionta

Clase Magnoliopsida Magnoliopsida
Subclase Magnolidae Magnolidae

Orden Laurales Laurales

Familia Lauraceae Lauraceae

Género Litsea Litsea

Espécie Lisea glaucescens Litsea guatemalensis

Fuente: Herbario BIGU. Escuela de Biologia. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. USAC.

Anexo No. 2: Dibujo del género Litsea
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Fuente: http://www.lookfordiagnosis.com/images.php?term=Litsea&lang=2&from=56

Anexo No. 3: Fotografias de Litsea guatemalensis y Litsea glaucescens




Anexo No. 4: Fotografia del percolador con Litsea guatemalensis y Litsea glaucescens
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Fuente: Datos experimentales

Anexo No. 5: Concentracion por medio de evaporador rotatorio

Fuente: Datos experimentales



Anexo No. 6: Cristalizadores con extracto seco de laurel

Fuente: Datos experimentales

Anexo No. 7: Fraccionamiento bioguiado de ambas especies de laurel

LA\ 8 4

Fuente: Datos experimentales



Anexo No. 8: Tamizaje antibacteriano

Fuente: Datos experimentales

Anexo No. 9: Cromatografia en capa fina de actividad antioxidante

Fuente: Datos experimentales



Anexo No. 10: Actividad antioxidante por método de DPPH

Fotografias de la curva colorimétrica en tubos de ensayo

Fuente: Datos experimentales



Curvas de calibracion para la cuantificacion por medio del método de DPPH

10.1 Extracto hexanico de L. guatemalensis

Concentracion vs. Porcentaje de
Inhibicion
100.00
= 80.00
=
2 60.00
=
= 40.00
N
20.00 s
0.00
0 1 2 3 4 5 6
y=14.018x + 13.558 mg/ml
R2=0.98367

Fuente: Datos experimentales

10.2 Extracto cloroférmico de L. guatemalensis

Concentracion vs. Porcentaje de
Inhibicion

70.00
60.00

=
S 50.00

)
40.00
30.00
20.00
10.00
0.00

% Inhibi

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

y=49.535x +3.574 mg/ml
R2=0.99288

Fuente: Datos experimentales



10.3 Extracto de acetato de etilo de L. guatemalensis

Concentracion vs. Porcentaje de
Inhibicion
100.00
= 80.00
B
2 60.00
=
= 40.00
N
20.00
0.00
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
y=62.73x + 7.208 mg/ml
R2=0.98615
Fuente: Datos experimentales
10.4 Extracto hexanico de L. glaucescens
Concentracion vs. Porcentaje de
Inhibicion
100
= 80
i
2 60
2
= 40
N
20
0
0 1 2 3 4 5 6
y=15.75x+ 1.9 mg/ml
R2=0.9855

Fuente: Datos experimentales




10.5 Extracto cloroférmico de L. glaucescens

Concentracion vs. Porcentaje de
Inhibicion
70
60
S 50
Z 40
= 30
2 20
10
0
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60
y=153.8x - 8.142 mg/ml
R>=0.99381
Fuente: Datos experimentales
10.6 Extracto de acetato de etilo de L. glaucescens
Concentracion vs. Porcentaje de
Inhibicion
70
60
S 50
Z 40
= 30
2 20
10
0
000 0.05 0.10 0.5 020 025 030 035 040 045
y = 153.88x + 3.3025 mg/ml
R> = 0.99946

Fuente: Datos experimentales




Anexo No. 11: Cromatografia en capa fina de flavonoides, longitud de onda larga

Fuente: Datos experimentales

Anexo No. 12: Ensayo macrométrico de cumarinas, longitud de onda larga

Fuente: Datos experimentales

Prueba cumarinas de L. guatemalensis Prueba de cumarinas de L. glaucescens



Anexo No. 13: Cromatografia en capa fina de cumarinas

Fuente: Datos experimentales

Anexo No. 14: Prueba de espuma para saponinas

Fuente: Datos experimentales

Prueba de espuma de L. guatemalensis Prueba de espuma de L. glaucescens



Anexo No. 15: Cromatografia en capa de saponinas

Fuente: Datos experimentales

Anexo No. 16: Investigacion de aceites volatiles por medio de cromatografia en capa
fina

Fuente: Datos experimentales



