CIENCIAS — QUIMICA
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Resumen. El perfil quimico voldtil del aceite esencial de hojas de albahaca mora-
da grande, variedad Ocimum, cultivada en la meseta de Ibagué-Colombia, obtenido
por hidrodestilacién, se determiné mediante cromatografia de gases acoplada a masas
(GC-MS) encontrando un contenido en monoterpenos del 47.89% y en sesquiterpe-
nos del 32.39%. Se determiné como quimiotipo al cinamato de metilo con una can-
tidad relativa del 73.4%, (trans-cinamato de metilo 60.4% y cis-cinamato de metilo
13.0%) y como subtipo el estragol (1-Metoxy-4-(2-propenil)-benceno) determinado
en una proporcion del 9,8%, el cual se relaciona como una molécula cancerigena.
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Abstract. The chemical profile of volatile essential oil of basil leaves purple large variety
Ocimum grown in the upland Ibague, Colombia, obtained by hydrodistillation was
determined by gas chromatography coupled to mass (GC-MS) showing a content of
47.89% monoterpenes and sesquiterpenes of 32.39%. Was determined as the methyl
cinnamatechemotype with a relative amount of 73.4% (trans-methyl cinnamate and
60.4% cis-methyl cinnamate 13.0%) as subtype estragol (1-methoxy-4-(2-propenyl)

benzene) calculated at a rate of 9.8%, which is related as a carcinogenic molecule.

Estudiante Maestria en Quimica, Universidad del Quindio.

Director Grupo de Investigacién de Agroindustria de Frutas Tropicales. U. Quindio.

Grupo de Investigacién en Quimica de Productos Naturales. U Tolima.

Programa de Maestria en Quimica, Universidad del Quindio. Email: luferrodriguez@gmail. com.

53 :UMBHBGH



CIENCIAS — QUIMICA

Key words: Ocimum, methyl cinnamate, estragole, chemotype.

1. INTRODUCCION

La albahaca (Ocimum sp., Lamiaceae) un arbusto nativo anual y perenne del trépico
y subtrépico, en regiones como Asia, Africa y Suramérica (Darrah, 1988) es reco-
nocida en muchas regiones del mundo esencialmente como una especie aromdtica;
la medicina le atribuye también gran diversidad de usos (Murillo ez 4/, 2002). La
taxonomia de esta planta es bastante compleja debido a la hibridizaciéninterespecifi-
ca, reconociendo mds de 150 especies diferentes (Pushpangadan and Bradu, 1995);
sin embargo, otros autores han propuesto 65 especies y las otras son consideradas
descendencias de las primeras (Paton e# al., 1999). La variedad Ocimum basilicum
L. es la de mayor produccién de aceite esencial en el mundo y es la que se cultiva
comercialmente en muchos sitios. Este vegetal es fuente de aceite esencial, el que, a
su vez, se utiliza como saborizante de alimentos yen productos dentales, perfumeria
y la industria farmacéutica, entre otros, (Simon ez 2., 1999). Por las investigaciones
realizadas (Phippen ez al., 1998, Juliani ez al., 2002 y Barzaga et al., 2002) el aceite
esencial y el extracto se consideran una fuente de compuestos aromatizantes y con
un amplio rango de aplicaciones bioldgicas como repelente de insectos, nematicida,
antibacterial, antifungica y antioxidante (Lee ez al., 2005, Deshpandeand Tipnis,
1977, Simon et al., 1999, Juliani and Simon, 2002) entre otros.

Este estudio pretende determinar el quimiotipo y subtipo del aceite esencial de una
albahaca morada grande, variedad Ocimum, cultivada en la zona rural de los alrede-
dores de la ciudad de Ibagué, departamento de Tolima (Colombia). El método para
determinar el quimiotipo se basa en establecer las cantidades relativas de los compo-
nentes quimicos de la planta, segtin lo propuesto por Grayer (1996).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

Las plantas de albahaca morada grande, variedad Ocimum, cultivadas en la zona rural
de los alrededores de la ciudad de Ibagué, Colombia, fueron adquiridas en el merca-
do local de la ciudad. Para este trabajo se separé manualmente el tejido foliar de los
tallos y las hojas se secaron en invernadero durante 36 horas, cuya temperatura oscilé
entre los 20° y 42°C durante el difa, y 15° y 17°C durante la noche, y se almacenaron
en bolsas plasticas con cierre hermético.
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2.2 Extraccion del aceite esencial

La extraccién del aceite esencial se realizé por hidrodestilacién, empleando un mon-
taje de destilacién tipo Clevenger, con una relacién tejido foliar:solvente de 1:12. El
aceite se separd de la capa acuosa por decantacidn, se secé con sulfato de sodio y se
almacend en botella oscura a 4°C.

2.3 Caracterizacién fisicoquimica del aceite esencial

Al aceite esencial se le realizaron pruebas de solubilidad; ademds, se determiné el peso
especifico, la densidad y el indice de refraccién, segtin Murillo, E. y Méndez, J., 2008.

2.4 Determinacion del perfil quimico volatil del aceite esencial

Se realiz6 mediante GC/MS en un equipo Agilent Technologies 6890, acoplado a
un detector selectivo de masas (MSD, Agilent Technologies 5973) operado en el
modo de barrido completo de radiofrecuencias (full scan) en el modo split 30:1,
con un volumen de inyeccién de 2 pL. La columna empleada fue una DB-5MS
(J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) [5%-fenil-poli(dimetilsiloxano). 60 m x
0,25 mm DI x 0,25 pm Recubrimiento]. Se empleé helio como gas de arrastre (1
ml/min). La temperatura del horno se programé desde 50°C (2 min) hasta 250°C
a razén de 5 °C/min. Las temperaturas del inyector y detector se fijaron en 250°C.
Los compuestos se identificaron con base en sus indices de retencién y espectros de
masas, empleando las bases de datos de Adams, Wiley 138 y W8NO08 y un indice de
similaridad mayor al 90%.

3. ESULTADOSY DISCUSION

La extraccién del aceite esencial presenté un rendimiento promedio del 0.92%, con
una desviacién estdndar de 0.22 y un coeficiente de variacién de 23.9%. Como resul-
tado de la caracterizacién fisicoquimica, se determind el peso especifico de 0.6648,
la densidad de 1.00 g/mL y el indice de refraccién de 1.37. En cuanto a las pruebas
de solubilidad, se encontré que el aceite esencial es insoluble en agua, medianamente
soluble en etanol/agua, en relacién de 35/65 a 45/55, y totalmente soluble a partir
de la relacién 50/50.

En la figura 1, se muestra el cromatograma (CG) obtenido en la determinacién de la
composicién quimica de la fraccién voldtil y semivolatil del aceite esencial de las ho-
jas de albahaca, el cual fue acoplado a espectrometria de masas para la identificacién
de las diferentes sefiales.
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Figura 1. Cromatograma del aceite esencial de hojas de albahaca, operado en el modo de barrido
completo de radiofrecuencias (full scan)

En la caracterizacién quimica del aceite esencial de las hojas de albahaca (ocimum) se
encontraron 68 sefiales que correspondieron a 71 compuestos, de los cuales se iden-
tificaron 65 de ellos con base en sus indices de Kovats. En el cromatograma, figura
1, se destacan con los nimeros del 1 al 7 los compuestos que presentaron mayor
cantidad relativa.
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TABLA 1. Composicién quimica del aceite esencial, cantidad relativa e indices de Kovats

calculados
CANTIDAD IK CALCULA-
COMPUESTO RELATIVA DO
1 Estireno 0, 4 893,70
2 a-Pineno 0,2 1037, 63
3 Canfeno <0, 1 1054, 88
4 Benzaldehido 0,1 765, 41
5 Sabineno 0,1 1076, 61
6 1-Octen-3-ol <0, 1 880, 42
7 B-Pineno 0,3 1082, 66
8 3-Octanona <0, 1 885, 80
9 B-Mirceno 0,2 1090, 50
10 Octanal* 0,1 804, 19
11 a-Terpineno <0, 1 1020, 87
12 p-Cimeno <0, 1 1028, 73
13 Limoneno 0,5 1033, 97
14 1, 8-Cineol 2,8 1038, 26
15 trans-B-Ocimeno 2,2 1048, 74
16 y-Terpineno 0,1 1062, 55
17 cis-Hidrato de sabineno <0, 1 1075, 42
18 Terpinoleno <0, 1 1090, 19
19 Fenchona 1,1 1095, 43
20 Linalool 0,8 1001, 48
21 Acetato de 1-octen-3-ilo* <0, 1 1006, 32
22 endo-Fenchol <0, 1 1026, 45
23 Epoxi-ocimeno* 0,1 1041, 22
24 Alcanfor 0,1 1056, 76
25 &-Terpineol* <0, 1 1076, 89
26 Terpinen-4-ol 0,1 1087, 85
27 Estragol o metilchavicol 9,8 1004, 71
28 Acetato de octilo* 0,1 1009, 34
29 2-metil-1-octen-3-ino* <0, 1 912, 88
30 Acetato de fenchilo* <0, 1 1224, 04
31 Chavicol + cis-Anetol 0,1 57, 80
32 Acetato de bornilo + trans-Anetol 0,2 91, 56
33 cis-Cinamato de metilo 13 1010, 38
34 Metilgeraniato™® <0, 1 1121, 80
35 a-Copaeno 0,1 1587, 20
36 trans-Cinamato de metilo 60, 4 1000, 79
37 trans-B-Cariofileno 0,6 1536, 06
38 cis-a-Bergamoteno 0,3 1542, 23
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39 a-Guaieno 0,1 1546, 93
40 Sesquisabineno + cis-Cinamato de etilo 0,1 49,28
41 trans-B-Farneseno 0,3 1556, 04
42 o-Humuleno 0, 4 1571, 03
43 trans-Cinamato de etilo 0,1 1173, 96
44 ar-Curcumeno 0,1 1587, 78
45 Germacreno D 0, 4 1594, 53
46 a-Zingibireno <0, 1 1500, 47
47 Biciclogermacreno 0,2 1508, 83
48 B-Bisaboleno 0,2 1513, 84
49 y-Cadineno 0, 1 1525, 54
50 6-Cadineno <0, 1 1528, 22
51 trans-a-Bisaboleno 1,3 1546, 94
52 trans-Nerolidol 0,1 1564, 99
53 Espatulenol 0,2 1591, 41
54 Oxido de cariofileno 0, 4 1598, 76
55 Oxido de humuleno 0,1 1527,17
56 1, 10-di-epi-Cubenol 0,1 1529, 43
57 Jasmonato de metilo 0,1 1347, 46
58 epi-Biciclosesquifelandreno 0,5 54, 60
59 B-Eudesmol 0,1 1571, 89
60 a-Bisabolol 0,1 1593, 31
61 Eicosatrienoato de metilo <0, 1 2196, 13
62 N. 1. (M+ 298) or e

63 N. L. (m+ 298) o,r e

64 N. I. (M+ 298) o,r e

65 | N.L (M+298) 01 |

66 Compuesto oxigenado, N. I o1 ===

67 Compuesto oxigenado, N. I 0,1 e

68 Adipato de di (2-ctilhexilo) 0,5 2287, 70

Como se observa en la tabla 1 y la figura 1, los principales componentes del aceite
esencial de albahaca, segtin el orden en el que eluyeron, son: 1. 1,8-cineol, 2.8%, IK.
1038,26; 2. trans--ocimeno, 2.2%, IK. 1048,74; 3. Fenchona, 1.1%, IK. 1095,43;
4. Estragol, 9.8%, IK. 1004,71; 5. cis-cinamato de metilo, IK. 1010,38; 6. trans-ci-
namato de metilo, 60.4%, IK. 1000,79 y 7. Trans-a-bisaboleno, 1.3%, IK. 1546,94.

El resto de compuestos identificados se encontraron en proporciones menores al

1%. De esta manera, y como recomendé Grayer (1996) se define el quimiotipo de
esta variedad de albahaca como el cinamato de metilo en sus formas quimicas trans-
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cinamato de metilo, 60.4%, y cis-cinamato de metilo, 13.0%, debido a que los otros
compuestos se encontraron por debajo del 20%, lo que indica que la ruta biosintética
que predomina en esta variedad de albahaca, es la ruta del 4cido cindmico, y concuer-
da con lo reportado por Vina y Murillo (2003) en diferentes variedades de albahaca
del departamento del Tolima.

Este resultado concuerda con la clasificacién geogréfica realizada por diferentes in-
vestigadores como Lachowicz ez al. (1997), Vernin y Metzger, (1984) y Simon et al.
(1999), donde se define el quimiotipo tropical como cinamato de metilo, siendo de
elevada importancia para la industria de la perfumeria. Telci ez al. (2006), y Vina
y Murillo, (2003), reportaron, entre las especies de estudio, al cinamato de metilo
como uno de los quimiotipos mds importantes, reafirmando al cinamato de metilo
como el quimiotipo tropical.

De igual manera, en la tabla 1 se presentan los indices de Kovats, calculados para los
compuestos que eluyeron en el aceite esencial de albahaca, segtin los datos obtenidos
en la cromatografia de gases (CG-MS) realizada a la mezcla certificada de hidrocar-
buros C -C, Part N° AK-101.0-NAS-10X y AK-102.0-NAS-10X (AccuStandar, Inc.,
125 Market Street, New Haven, CT 06513) operada en el modo full Scan.

Segtin los resultados de la composicién quimica de la fraccién voldtil del aceite esen-
cial, se puede considerar al estragol (1-Metoxy-4-(2-propenil)-benceno)como el sub-
tipo, el cual fue determinado en una proporcién del 9,8%. A este compuesto, y a
algunos relacionados estructuralmente, se les ha encontrado propiedades cancerige-
nas (Telci ez al. 2006, Liu ez al. 1999, Johnson ez al. 2000 y Miller ez al. 1983) y ge-
notdxicas, Munerato et al. (2005). Estados Unidos y Europa tienen reglamentada la
restriccion sobre el uso del estragol como aditivo aromatizante en alimentos (Council
Directive 88/388/EEC, 1988, y Decreto Legislativo, 1992) debido a su toxicidad.
De igual manera, Alemania prohibi6 el uso de estragol como aditivo de alimentos
Bunesgesetzblatt (2001). Siano ez al. (2003) reportaron contenidos de estragol, y
compuestos relacionados como el safrol y el eugenol, en diferentes alimentos como
salsa de tomate, salsa pesto o albahacas frescas. Vina y Murillo (2003) encontraron
el 33% de las especies estudiadas con contenidos de estragol, comprendidos entre el

5,78% y el 12,33%.
De igual modo, se determiné que el aceite esencial es una mezcla compleja de mono-

terpenos en 47.89%, sesquiterpenos en 32.39%, hemiterpenos en 8.45%, diterpenos
en 1.41% y triterpenos en 1.41%, con una proporcion de terpenos oxigenados del
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56.34% e hidrocarbonados del 43,66%; asi mismo, Telci ez al. (2006) reportaron

que las especies en estudio presentaron monoterpenos en proporciones similares.

4. CONCLUSIONES

Al encontrar, en comparaciéon con los otros componentes quimicos de la fraccién
voldtil del aceite esencial,una elevada proporcién de estragol, 9,8% (1-Metoxy-4-(2-
propenil)-benceno) en la composicién del aceite esencial de la albahaca, y relacionar-
lo como una molécula cancerigena (Telci ez al., 2006, Liu ez al., 1999, Johnson ez al.,
2000 y Miller ez al., 1983) no se recomienda el uso del aceite esencial como aditivo
alimentario, y se sugiere realizar la caracterizacién del perfil quimico del aceite esen-
cial al mismo cultivar cosechado en diferentes épocas del afio, para determinar la
influencia climdtica y edafoldgica sobre la composicién quimica de la planta, princi-
palmente el contenido de estragol.

El quimiotipo del aceite esencial de las hojas de albahaca es el cinamato de metilo,
en sus formas quimicas, trans-cinamato de metilo (60,4%) y cis-cinamato de metilo
(13,0%) lo que permite inferir que la ruta biosintética de este cultivar es la del dcido
cindmico.

El perfil quimico voldtil del aceite esencial de hojas de albahaca morada grande, va-
riedad Ocimum, cultivada en la meseta de Ibagué, Colombia, se caracterizé por un
alto contenido de monoterpenos (47.89%) y sesquiterpenos (32.39%).
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