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AAO
ABTS™

ADN

AE

AO

AN

ARN

BHA

BHT

Ca.
CENIVAM

CIBIMOL
CwW/DVB
D.l.

d¢

DPPH’

e.g.
El
ERO
FRAP

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Actividad antioxidante
2,2’-Azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical-
cation [Catién-radical del acido 2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolina-
bencenosulfonico-6)].

Acido desoxirribonucleico

Aceite esencial o aceites esenciales

Antioxidante o antioxidantes

Acidos nucleicos

Acido ribonucleico

Butil hidroxianisol

Butil hidroxitolueno

Circa (aproximadamente)

Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion
de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales
Centro de Investigacién en Biomoléculas
Carbowax/Poli(divinilbenceno)
Diametro interno

Grosor de la fase estacionaria
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (Radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo).

Exempli Gratia (Por ejemplo)

Electron impact (Impacto de electrones)

Especies reactivas de oxigeno

antioxidante

Ferric Reducing Antioxidant Potential (Poder

reductor férrico)



GC

GC-MS

GSH
HS-SPME

HRGC

HRGC-MS

i.e.

Ik

Istd

L

MDA
MSD
Mw
MWHD

m/z
PA
PCA

PCL

PFPH
PDMS
PDMS/DVB
PG

PL

Gas Chromatography (Cromatografo de gases o Cromatografia
de gases, segun el contexto)

Gas Chromatography-Mass Spectrometry (Cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas)

Glutation

Headspace Solid-Phase Microextraction (Microextraccion en
fase sélida (SPME) en el modo Headspace (HS))

High Resolution Gas Chromatography (Cromatografia de gases
de alta resolucion)

High Resolution Gas Chromatography-Mass Spectrometry
(Cromatografia de gases de alta resolucidon acoplada a
espectrometria de masas)

In Exempli (es decir, o sea)

indice(s) de Kovats

Internal Standard (Patron interno)

Longitud

Malondialdehido

Mass Selective Detector (Detector selectivo de masas)
Microwave(s) (microonda(s))

Microwave-Assisted Hydro-Distillation (Hidrodestilacion asistida
por radiacion de microondas)

Relacion masa/carga

Poli(acrilato)

Principal component analysis (Analisis por Componentes
Principales)

Photochemiluminescence (Fotoquimioluminicencia)
Pentafluorfenilhidracina

Poli(dimetilsiloxano)

Poli(dimetilsiloxano)/Poli(divinilbenceno)

Galato de propilo

Peroxidacién lipidica



RL
SDE

SFE
S-HS
SOD
SPME
TAA
TBHQ
tr

Radical(es) libre(s)

Simultaneous  Distillation-Extraction  (Destilacion-extraccion
simultanea con solventes)

Supercritical Fluid Extraction (Extraccion con fluido supercritico)
Headspace (HS) estatico (S)

Superoxido de dismutasa

Solid-Phase Microextraction (Microextraccion en fase solida)
Total Antioxidant Activity (Actividad antioxidante total)

ter-Butil hidroquinona

Tiempo de retencion
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RESUMEN:

TiTULO: COMPARACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES DE DOS
ESPECIES DE Ocimum sp. (LABIATAE), EN FUNCION DEL METODO DE SU
EXTRACCION Y ESTUDIO DE LAS ACTIVIDADES ANTIOXIDANTE, CITOTOXICA Y
ANTIFUNGICA*

Autores: Johan Augusto Reyes Barajas*™
José Gregorio Patifio Porras**

Palabras Claves: Aceite esencial, Ocimum, MWHD, SDE, SFE, S-HS, HS-SPME, actividad
antioxidante, citotdxica y antifingica.

Se realiz6 el estudio sobre la composicion quimica de los metabolitos secundarios volatiles y
semivolatiles de dos especies de Ocimum spp. (Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, Ocimum sp2.
“Sigueme morado”) y de sus actividades antioxidante, citotoxica y antifungica. La obtencién de
los metabolitos se realiz6 mediante diferentes técnicas de extraccion: hidrodestilacion asistida
por la radiacion de microondas (MWHD), destilacion-extraccion simultdnea con solvente (SDE),
extraccion con fluido supercritico (SFE), headspace estético (S-HS) y microextraccion en fase
so6lida en modo headspace (HS-SPME). De igual manera, se establecié una comparacioén de la
composicién quimica de extractos obtenidos por SDE en diferentes etapas de crecimiento de la
planta (antes, durante y después de la floracién), asi como de extractos provenientes de las
diversas partes de la planta (flores, hojas y tallos). Las dos especies de Ocimum sp. se
caracterizan por su alto contenido de fenilpropanoides en cantidades relativas (%) superiores al
50%, representados por sus compuestos mayoritarios: Ocimum sp1. (cinamato de metilo) y
Ocimum sp2. (estragol), y por la presencia de monoterpenos oxigenados (> 20%),
principalmente, por el linalool (8-12%) y eucaliptol (2-8%).

La actividad antioxidante de los aceites esénciales (AE) de Ocimum spp. presentaron una baja
capacidad de atrapamiento del catién-radical ABTS™ y del radical DPPH', en comparaciéon con
las sustancias antioxidantes evaluadas como referencia (Trolox®, vitamina E, BHT y BHA). De
los dos, el AE de Ocimum sp1. presenté mayor actividad antirradicalaria, por los dos métodos
evaluados. La actividad antifingica de los AE de Ocimum spp. no fue comparable con la
actividad de la sustancia de referencia (itraconazol). Para la actividad citotdxica, el AE de
Ocimum sp1., presentd valor de ClLsq 20.41 pg/mL después de 24 horas de exposicion,
clasificandose como un aceite de baja toxicidad, mientras que para el Ocimum sp2. el resultado
de esta actividad no fue reproducible.

* Trabajo de grado.
** Facultad de Ciencias, Escuela de quimica. Directores Elena E. Stashenko y Jairo René
Martinez.



ABSTRACT:

TITLE: COMPARISON OF THE VOLATILE SECONDARY METABOLITES OF TWO SPECIES
OF Ocimum sp. (LABIATAE), BASED ON EXTRACTION METHODS AND EVALUATION OF
THEIR ANTIOXIDANT, CYTOTOXIC AND ANTIFUNGAL ACTIVITIES *

Authors: Johan Augusto Reyes Barajas **
José Gregorio Patifio Porras **

Key words: Essential oil, Ocimum, MWHD, SDE, SFE, S-HS, HS-SPME, antioxidant, cytotoxic
and antifungal activity.

Volatile and semivolatile secondary metabolites of two species of Ocimum spp. (Ocimum sp1.
“Sigueme blanco”, Ocimum sp2. “Sigueme morado”) were obtained by different extraction
methods: microwave-assisted hydrodistillation (MWHD), simultaneous distillation-extraction
(SDE), supercritical fluid extraction (SFE), static headspace (S-HS) and headspace solid-phase
microextraction (HS-SPME).  Additionally, SDE was used to obtain extracts of diverse parts
(flowers, leaves and stems) of plants at different growth stages (before, during and after
flowering). The two species of Ocimum sp. were characterized by their high content of
phenylpropanes in relative amounts (%) over 50%. Methyl cinnamate and estragole were the
distinctive compounds of the extracts and oils obtained from Ocimum sp1. and Ocimum sp2,
respectively. The main common components were oxygenated monoterpenes (> 20%), where
linalool (8-12%) and eucaliptol (2-8%).

The essential oils (EQ) of Ocimum spp. presented lower quenching capacities against radical-
cation ABTS+ and radical DPPH, in comparison with the antioxidant reference substances
(Trolox®, vitamin E, BHT and BHA). The EO of Ocimum sp1. presented higher anti-radical
activity than that of the Ocimum sp2. The antifungal activity of the Ocimum spp. EO was much
smaller than that shown by the reference substance (itraconazol). The cytotoxic activity of
Ocimum sp1. EO, presented a CLs, value of 20,41 ug/mL after 24 hours of exhibition. Thus,
this is classified as an oil of low toxicity.

*Degree Project
** Universidad Industrial de Santander, Sciences Faculty, Chemistry Department. Directors
Elena E. Stashenko and Jairo René Martinez.



INTRODUCCION

La creciente demanda a nivel mundial de productos naturales, se debe a los
multiples problemas que se les atribuyen a los productos sintéticos que afectan
el ambiente y la salud humana. Esta problematica ha despertado gran interés
por el uso de los aceites esenciales (AE) como materia prima de multiples
productos, (alimentos, productos farmacéuticos, cosméticos, textiles,
polimeros, entre otros), y ha originado numerosas e importantes
investigaciones en el area de las ciencias naturales, para estudiar sus
propiedades organolépticas, asi como buscar las nuevas aplicaciones, gracias

a la diversa actividad biologica de plantas aromaticas.

Ademas, la busqueda de cultivos alternos que permitan reemplazar los cultivos
ilicitos y la necesidad de la agroindustrializacion a favor de la produccion a gran
escala de AE en nuestro pais, son una invitacibn a encaminar esfuerzos
investigativos y poner todo el conocimiento cientifico y tecnologico en este

campo para fomentar y desarrollar la industria de los AE en Colombia.

El mercado de los AE es un mercado dinamico, competitivo y en continua
expansion, debido a la gran y variada aplicacion de esencias naturales en las
industrias alimenticia, cosmética y de bebidas. Colombia es un pais privilegiado
en cuanto a su biodiversidad; sin embargo, la explotacidn de cultivos solo se
ha basado en una agricultura tradicional (café, banano, flores, etc.) y no se ha
hecho un aprovechamiento total de nuestra flora en cuanto a especies
aromaticas y medicinales se refiere. La explotacion a nivel agroindustrial de las
plantas aromaticas y su aprovechamiento para la extraccion de AE surge como
una importante alternativa para suplir la demanda de los AE como materia
prima, ya que en la actualidad mas de 60% de la demanda interna de estos

productos se satisface a través de las importaciones [1].
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El valor comercial de un AE esta determinado por su composicion, la cual varia
de acuerdo con las condiciones climaticas, segun los “quimiotipos”, que pueda
tener una planta, y con factores fisiologicos de las plantas. La composicion de
un AE se determina por medio de las técnicas analiticas de cromatografia de

gases y espectrometria de masas.

En nuestro pais se han desarrollado diversas investigaciones sobre la
composiciéon de los AE de plantas tropicales, que potencialmente podrian
competir en el mercado internacional, pero aun no se han realizado suficientes
estudios relacionados con sus posibles aplicaciones a nivel de agentes
farmacoldgicos (antibacteriales, antifungicos, antioxidantes, etc.); tampoco se
cuenta con los estudios sobre cultivos que permitan establecer el grado de
mejoramiento de parametros tales como: uso de fertilizantes, mejor época de
recoleccion, pH, riego, sombra, densidad de siembra, etc., para obtener un AE

de altos rendimiento y calidad.

En la busqueda de nuevas alternativas de cultivos agroindustriales que
permitan crecimiento econdémico, se ha encontrado una serie de plantas
aromaticas muy interesantes desde el punto de sus AE, dentro de las cuales se
encuentran varias especies de Ocimum, las cuales gozan de una gran
demanda mundial y un buen precio en el mercado, por sus diversas
aplicaciones en la elaboracion de saborizantes, aromatizantes, perfumes,
licores, articulos de aseo, productos farmacéuticos, asi como por su utilizacion

en la sintesis organica fina.

Por estas razones y por la necesidad y el interés de fomentar y fortalecer la
industria de AE en nuestro pais, con base en la produccidon a gran escala y la
implementacion de cultivos alternos de plantas aromaticas, surgié la presente
investigaciéon, como un aporte, de la Universidad publica para el desarrollo de
este campo, particularmente, con el fin de establecer la composicion quimica
de los metabolitos secundarios volatiles y semivolatiles de dos especies de

Ocimum sp., extraccion de AE, estudio de sus posibles actividades
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antioxidante, antifungica y citotoxica. En busca de obtener AE de buena
calidad, que posean aplicaciones a nivel bioldgico y que puedan competir en el

mercado internacional.

En la presente investigacion, se realiz6 un estudio sobre la variacién de la
composicién quimica de los metabolitos secundarios volatiles de dos especies
de Ocimum (conocidas comunmente como “Sigueme blanco” y “Sigueme
morado”), en funcion del método de su extraccion. El aislamiento de los
metabolitos secundarios de las plantas de Ocimum sp. se realizé por diferentes
meétodos, tales como: hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas
(MWHD), destilacién-extraccion simultanea con solvente (SDE), extraccion con
fluido supercritico (SFE), headspace estatico (S-HS) y microextraccidén en fase
sélida en el modo headspace (HS-SPME).

De igual manera, se establecié una comparacion de la composicion quimica de
extractos obtenidos por SDE en diferentes etapas de crecimiento de la planta
(antes, durante y después de la floracion), asi como de extractos provenientes

de las diversas partes de la planta (flores, hojas y tallos).

La caracterizacion espectroscopica de los AE, extractos y fracciones volatiles,
se llevé a cabo utilizando cromatografia de gases (GC) y cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), en columnas capilares

con fases estacionarias polar y apolar.

Como respuesta a la problematica del uso de productos de origen sintético, se
evalud la actividad antioxidante de los AE de las dos especies de Ocimum,
obtenidos por MWHD (en la etapa antes de floracion), como agentes
secuestradores de radicales, usando los métodos de decoloracion del radical
a,a-difenil-a-picrilhidracilo (DPPH') y de el catidén-radical del acido 2,2'-azino-
bis(3-etilbencen-tiazolina-6-sulfénico) (ABTS™), y comparando la actividad del

AE con la de los antioxidantes como BHA, BHT, la vitamina E y el Trolox®.
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Se espera, que con el aporte de este estudio y los esfuerzos mancomunados
de los miembros del CENIVAM, se provea al sector agrario de una vision mas
amplia acerca de los aceites esenciales, conocimientos y herramientas
suficientes que incentiven la participacion de los diferentes sectores
(comunidades campesinas, asociaciones de productores y la industria), lo cual
servira de base para la creacion de la industria de aceites esenciales en
nuestro pais. Esta industria dara origen a nuevas fuentes de trabajo y, por tal

motivo, contribuira al crecimiento de la economia colombiana.
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1. MARCO DE ANTECEDENTES

En forma condensada, a continuacion, se resumen algunos estudios sobre la

composiciéon quimica, variedades y quimiotipos de diferentes especies de

Ocimum (familia Labiatae) (Véase la Tabla 1).

Tabla 1.

diferentes especies de plantas de Ocimum spp. (Labiatae).

Informaciéon recopilada sobre los compuestos mayoritarios de

METODO
PLANTA COMPUESTOS MAYORITARIOS DE REF.
EXTRACCON
O. gratissimum | p-Cimeno (12.84-14.00%); timol (19.35-27.33%). HD [2]
O. basilicum Linalool (43.73%);
HD [3]
var. glabratum | (E)-cinamato de metilo (27.28%).
N Metil chavicol (47.66%); (E)-cinamato de metilo
O. basilicum . SFE [4]
(4.80%); metil eugenol (21.50%)
O. basilicum Linalool (54.06%); metil chavicol (8.68%). HD [5]
O. gratissimum | Eugenol (19.26%); metil eugenol (46.83%). HD [6]
Quimiotipo 1: Linalool (46.1%);
o metil chavicol (20.6%).
O. gratissimum o _ HD [7]
Quimiotipo 2: 1,8-Cineol (0.1-30.9%);
B-cariofileno (2.5-27.3%); eugenol (21.1-56.7%).
O. gratissimum | 1,8-Cineol (12.0%); eugenol (40.3%). HD [8]
Quimiotipo 1: Metil chavicol (55-75%);
linalool (22-35%).
O. basilicum L. | Quimiotipo 2: Eugenol (55-75%); HD (0]
var. glabratum | ocimeno (10-15%).
Quimiotipo 3: Alcanfor (60-76%);
canfeno (11-18%).
O. basilicum Metil chavicol (83.58-87.21%). SDE [10]
Quimiotipo 1: Linalool (44.34-56.84%).
O. basilicum HD [11]

Quimiotipo 2: Sabineno (53.14%).
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Continuacion, Tabla 1.

O. basilicum

Eugenol (28.19%).
1,8-Cineol (30.44-31.15%).
Linalool (43.07%).

SDE
HS
MWHD

[12]

O. basilicum

Tipo 1: Linalool (90-90%).

Tipo 2: Linalool (60%); metil chavicol

(5-10%); geraniol (5-10%); eugenol (5-10%).
Tipo 3: Linalool (33-45%); metil chavicol (33-
45%).

Tipo 4: Metil chavicol (80-93%).

HD

[13]

O. basilicum

var.'Kinos’: Linalool (54.4%); metil chavicol
(29.9%); eugenol (7.3%).

var.'Sgouros’: Linalool (41.0%);

metil chavicol (13.0%); geraniol (9.0%).

var. ‘Mauromytikos’: Cinamato de metilo
(37.8%); linalool (22.6%); 1,8-cineol (7.9%).

HD

[14]

O. basilicum

Linalool (2.09-2.58%);
metil chavicol (58.03-70.82%).

MWHD

[15]

O. basilicum

var. canum: Linalool (21.7-26.2%); cinamato de
metilo (28.8-34.5%).

var. crispa: Linalool (67.5-73.4%);

geraniol (4.3-8.1%).

var. glabratum: Metil chavicol (43.1-51.7%);
cinamato de metilo (15.7-26.9%).

var. glabratum x var. purpurascens: Linalool
(21.8-27.4%); cinamato de metilo (33.7-39.3%).
var. minimum: Metil eugenol (43.7-49.8%);
geraniol (21.4-27.2%).

var. pilosum: Metil isoeugenol (15.2-26.1%);
acetato de geranilo (31.9-43.6%).

var. purpurascens: Linalool (36.2-41.6%);
citronelal (20.2-24.2%).

var. thyrsiflorum: Metil eugenol (2.8-4.7%);
cinamato de metilo (74.6-81.8%).

HD

[16]

REF: Referencias bibliograficas.
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Vifa y Murillo [17], realizaron un estudio sobre diferentes variedades de

Ocimum, recolectadas en Colombia, y reportaron quimiotipos presentados en la

Tabla 2, donde también aparecen compuestos mayoritarios de cada uno.

Tabla 2. 12 variedades de Ocimum sp. detectadas en Ibagué (Colombia).

Nombre comin Nombre Quimiotipo Subtipo
cientifico (Compuesto principal) P
Canela O. micranthum Cinamato de metilo E-Cinamato de metilo
> estragol
Querendona O. americanum Cinamato de metilo E-Cinamato de metilo
morada > estragol
Castilla morada . . . Cinamato de metilo
O. americanum Cinamato de metilo .
> metil eugeno
Dulce de castilla O. basilicum Cinamato de metilo Cln.amato de met!lo
> linalool > 1,8-cineol
Zancona morada . . . Cinamato de metilo
O. americanum Cinamato de metilo )
> linalool > estragol
Crespa morada 0. sp Cinamato de metilo Cln.amato de metilo
> linalool
Virgen pequenia O. minimum Cinamato de metilo Cln_amato de metilo
> linalool
Virgen morada O. minimum Cinamato de metilo Cln.amato de metilo
> linalool
. . Cinamato de metilo
Crespa blanca O. sp Cinamato de metilo > linalool > 1,8-cineol
Blanca compacta O. basilicum Cinamato de metilo Cln.amato de met!lo
> linalool > 1,8-cineol
Verde de hojas . . Linalool > cinamato de
O. basilicum Linalool .
grandes metilo
Clavo O. americanum Cariofileno Cariofileno > metil

eugenol

Los trabajos realizados sobre la evaluacion de las actividades antifungica,

antibacterial y citotoxica, de los aceites esenciales de diferentes variedades de

Ocimum, se recopilan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Estudios sobre las actividades antifungica, antibacterial y citotoxica de

Ocimum spp.
COMPUESTOS .
PLANTA MICROORGANISMOS TECNICA REF
MAYORITARIOS
Bactérias: Staphylococcus
Efecto inhibidor
O. gratissimum Eugenol aureus, Escherichia coli, o [18]
in vitro
Hongos: Dermatofitos
Método de
o susceptibilidad
O. gratissimum Eugenol Cryptococcus neoformans o [19]
de la dilucion
de agar
Exposicion
. cronica o
o Agente carcinégeno
O. gratissimum Estragol o después de [20]
genotoxico _
algunas dosis
repetidas
Dermatofitos y Scopulariopsis
brevicaulis, causando micosis | Actividad
de la piel y onicomicosis; antifungica
. contra Cryptococcus interesante in
o Cinamato de o _
O. gratissimum il neoformans, implicados en vitro, por el [21]
metilo
enfermedades de VIH; y método de la
contra Malassezia dilucion del
pachydermatis, encontraron agar
otitis externa en perros.
Candida albicans,
Actividad
o Candida krusei, L
O. gratissimum Eugenol ) o antifungica in [22]
Candida parapsilosis, y _
vitro
Candida tropicalis.
Linalool Genotoxicidad:
- (46.0-50.0%); | Saccaromyces cerevisiae Técnica de
O. basilicum [23]

metil chavicol
(8.1-16.5%).

Citotoxicidad:

Salmonella typhimurium

Zimmermann
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Continuacion, Tabla 3.

O. americanum

Timol (43.5%);

Candida albicans

Candida tropicales.

eugenol
(8.1%).
Hongos: Aspergillus nigel. Método de [24]
) difusion
Timol (53.2%);
_ Dermatofitos: Trichophyton
o y-terpineno
O. gratissimum mentagrophytes;
(25.7%) _ .
Microsporum canis.
Staphylococcus aureus Se encontré la
(0.104), Enterococcus actividad
Eugenol foecalis (0.104), antibacterial
(46.55%), Pseudomonas aeruginosa expresada
o B-cariofileno | (0.173), Escherichia coli como
' _ (11.94%), (0.035), Saccharomyces concentracion
campechianum o o [25]
B-elemeno cerevisiate (0.069), minima
(9.06%) y Rhodotorula glutinis (0.139), inhibitoria
linalool Schizosaccharomyces pombe | (MIC) (mg/mL)
(1.49%) (0.104), Yarrowia lypolityca

(0.069) y Candida albicans
(0.069).

REF: Referencias bibliograficas.

En la Tabla 4, se presentan algunos estudios sobre la actividad antioxidante de

los AE de diferentes especies y variedades de Ocimum, éstos reflejan un buen

comportamiento de los aceites esenciales y extractos de Ocimum sp. con alto

contenido de eugenol, como atrapadores de radicales. En algunos casos esta

actividad es comparable o superior con la actividad presentada por los

antioxidantes sintéticos BHT y BHA.
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Tabla 4. Estudios reportados sobre la actividad antioxidante de Ocimum spp.

COMPUESTOS i
PLANTA METODO ACTIVIDAD REF.
MAYORITARIOS
DPPH DPPH': Mostré un mayor
porcentaje de
Eugenol (46.55%) | Decoloracién | atrapamiento de
del radicales libres
B-cariofileno B-caroteno comparado con el del
0. (11.44%) Ocimum basilicum. [25]
campechianum Fotoquimolu- | Decoloracion del
1,8-cineol (5.35%) | miniscencia B-caroteno: Mostré un
(PCL) mayor porcentaje de
y-elemeno (4.175) inhibicion comparado
con BHA y similar al
Ocimum basilicum.
Eugenol (59%);
chavicol (0.7%); DPPH'y FRAP: El
linalool (28.6%); DPPH aceite esencial de
3 estragol (21.7%); Ocimum basilicum
O. basilicum i [26]
a~cadinol (7.1%); mostrd una actividad
1,8-cineol (4.0%); | FRAP antioxidante similar a la
E-cinamato de del BHT.
metilo (14.3%).
Linalool (3.94
mg/qg); estragol
9/g) 9 Eugenol: Mostré una
(2.03 mg/g); -
Aldehido/ fuerte actividad
cinamato de metilo o
O. basilicum acido antioxidante comparada | [27]
(1.28 mg/qg);
carboxilico con las del BHT y del a-

eugenol (0.896
mg/q); 1,8-cineol
(0.288 mg/q).

tocoferol.
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Continuacion, Tabla 4.

O. basilicum

Metil chavicol
(45.8%);

linalool (24.2%).

DPPH

Peroxidacion

lipidica

El Ocimum basilicum
mostré una mayor
actividad antioxidante
ICs0 (0.39 pg/mL) que el
BHT (5.37 ug/mL), pero
menor que las del
orégano 0.17 yg/mL y
tomillo 0.19 pug/mL;

en la peroxidacion
lipidica inducida por la
reaccion de Fenton,
todos los AE mostraron
actividades muy
similares a la del BHT
(44.12-67.14%).

[28]

O. basilicum

Acido rosmarinico.

DPPH

Se analizé la AAO de un
extracto metandlico del
O. basilicum L.y se
encontré como principal
responsable de la
actividad antioxidante al

acido rosmarinico.

[29]

O. tenuiflorum

Eugenol, metil
eugenol,
B-elemeno, B-
cariofileno,
(E)-acetato de

cinamilo.

DPPH

Se encontré AAO con un
valor de ICsode 76
pMg/mL

[30]

REF: Referencias bibliograficas.
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Segun la informacién encontrada en las Tablas 1- 4, se observa la existencia
de gran variedad de especies pertenecientes al género Ocimum, asi como la
existencia de quimiotipos, lo cual se ve reflejado en las diferencias que se
presentan en las composiciones de cada AE. Por tales razones, se hace
necesario el estudio de la composicion quimica de los metabolitos secundarios
de las especies Ocimum spp., que permitan establecer cuales son sus
compuestos mayoritarios. Para esto, se hace uso de diferentes técnicas
extractivas y de herramientas analiticas como cromatografia de gases y
espectrometria de masas, que permitan separar e identificar los diferentes

componentes del AE.

Los resultados sobre actividad biolégica (Tabla 3) y antioxidante (Tabla 4), de
especies de Ocimum spp., dejan ver una buena actividad antibacterial,
antifungica y antirradicalaria, por parte de dichas especies, lo cual hace muy
atractivo el estudio de plantas del género Ocimum, cultivadas en Colombia, y
de sus propiedades biolégicas, en la busqueda para establecer las posibles
aplicaciones y usos de sus AE, en las industrias farmacolégica y alimenticia,

como agentes antioxidantes de origen natural.
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2. ANALISIS CIENCIOMETRICO

En la busqueda para determinar nuevas lineas de investigacion, soluciones
tecnolégicas y oportunidades de desarrollo en una determinada area, se hace
vigilancia tecnolégica fundamentada en las bases de datos (publicaciones y
patentes), los buscadores de Internet y la cienciometria, como herramientas
para evaluar y examinar el desarrollo de organizaciones cientificas, y sus

productos en determinadas areas de conocimiento.

El desarrollo cientifico y estudios realizados sobre el género Ocimum, se
analizaron mediante las herramientas de la produccion cientifica sobre este
género, usando dos bases de datos de articulos cientificos, a saber: Elsevier
(Scopus) y ISI Web of Science, consultadas desde el afio 2000 hasta el 10 de
abril de 2007. En la Figura 1 se observa el numero de registros relacionados

con el género Ocimum, que aparecen en estas bases de datos.

NUMERO DE
REGISTROS 581

600, 378

400+

Hsevier (Scopus) ISIV\eb of Science

BASES DEDATOS

Figura 1. Registros en las bases de datos Elsevier (Scopus) y ISI Web of
Science. Periodo de observacion: 2000-2007. Ecuacién de busqueda: TITLE-
ABS-KEY-AUTH “Ocimum”. Fecha de consulta: 10 de abril de 2007.
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o BASE DE DATOS : ELSEVIER (SCOPUS)

El analisis cienciométrico, usando la base de datos Elsevier (Scopus), muestra
un aumento en numero de registros entre los afos 2000 y 2006 (Véase Figura

2), siendo los afios 2005 y 2006 que presentan el mayor numero de registros.

De igual manera, las revistas de alto impacto (Figura 3), que presentan la
mayor cantidad de articulos publicados sobre Ocimum son: Journal of

Ethnopharmacology y Journal of Agricultural and Food Chemistry.

NUMERO DE
REGISTROS

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Figura 2. Relacion de los afnos y el numero de registros sobre el género
Ocimum. Base de datos: Elsevier (Scopus). Periodo de observacion: 2000-
2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH “Ocimum”. Fecha de
consulta: 10 de abril de 2007.

39



REVISTAS

Phytomedicine
Phytotherapy Research
Havour and Fragrance Joumdl
Joumal of Herbs Spices and Medicinal
African Joumal of Biotechndogy
Fitoterapia
Acta Horticulturae
Revista Brasileira De Plantas
Food Chemistry
Joumal of Essential Oil Research
Indian Joumnal of Experimenta Bidlogy
Joumd of Agricultural and Food
Jourmal of Ethnophammacology

PUBLICACIONES

Figura 3. Relacion de las revistas y el numero de publicaciones sobre el
género Ocimum, Base de datos: Elsevier (Scopus). Periodo de observacion:
2000-2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH “Ocimum”. Fecha
de consulta: 10 de abril de 2007.

Los datos registrados en la Figura 4, reportan que el area de conocimiento
mas “activa” en el estudio de las plantas del genero Ocimum es “Agricultura y
Ciencias Biolégicas”, seguida de farmacologia, toxicologia y farmacéutica, las

cuales presentan un alto numero de registros.
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AREA DE CONOCIMIENTO

Ingenierias
Multidisciplinas
Profesiones de la salud
Ingenieria quimica
Ciencias ambientales
Inmunologia y Microbiologia
Medicina
Quimica
Bioquimica, Genética y Biologia Molecular
Farmacologia, Toxicologia y Farmaceutica
Agricultura y Ciencias Biologicas

289

\ \ \ \
0 50 100 150 200 250

NUMERO DE REGISTROS

\
300

Figura 4. Relacion del area de conocimiento y el numero de registros sobre el
género Ocimum. Base de datos: Elsevier (Scopus). Periodo de observacion:
2000-2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH “Ocimum”. Fecha

de consulta: 10 de abril de 2007.

Usando la base de datos de Elsevier (Scopus), se logré relacionar el numero
de publicaciones con sus autores; se encontré que el cientifico J.E Simon, fue
el autor que figuraba en mas de 12 publicaciones (Véase Figura 5). El articulo
fue la modalidad mas frecuente de documento, usado por diferentes autores

para reportar sus resultados (Figura 6), destacandose, entre otros tipos de

documentos, a saber: reseias, cartas, comunicaciones cortas y notas.
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AUTORES

Datta, A.K.
Gupta, S.K.
Agbani, E.O.
Nakamura, C.V.
Uma Devi, P.
Lewinsohn, E.
Grover, J.K.
Buchbauer, G.
Vieira, R.F.
Grayer, R.J.
Jirovetz, L.
Ueda-Nakamura, T.
Orafidiya, L.O.
Gang, D.R.
Pichersky, E.

Simon, J.E.

@
N
&)
o
~
o)
©
—
o
—
—
—
N

PUBLICACIONES

Figura 5. Relacion de los autores principales y el numero de publicaciones
sobre el género Ocimum. Base de datos: Elsevier (Scopus). Periodo de
observacion: 2000-2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH
“Ocimum”. Fecha de consulta: 10 de abril de 2007.

TIPO DE DOCUMENTO

19 541

O Articulo B Resefa O Cartas O Comunicaciones cortas B Notas

Figura 6. Relacion del tipo de documento y el numero de registros sobre el
geénero Ocimum. Base de datos: Elsevier (Scopus). Periodo de observacion:
2000-2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH “Ocimum”. Fecha
de consulta: 10 de abril de 2007.
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La US Patent Office y World Intellectual Property Organization (Figura 7), son
las oficinas con mayor numero de patentes registradas. En total, se
encontraron 573 patentes relacionadas con el genero Ocimum, las cuales
reflejan la importancia de su estudio y abarcan sus usos, propiedades y

aplicaciones en diferentes areas del conocimiento.

PATENTES

283
300+

23

US Patent World European Japanese

Office Intellectual Patent Patent
Property Office Office
Organization
(WIPO) OFICINAS DE PATENTES

Figura 7. Relacion de las oficinas de patentes con el numero de patentes
registradas. Base de datos: Elsevier (Scopus). Periodo de observacion: 1969-
2007. Ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH “Ocimum”. Fecha de
consulta: 10 de abril de 2007.
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e BASE DE DATOS: ISI WEB OF SCIENCE

El numero de registros es menor en la base de datos ISI Web of Science, en
comparacion con la base de datos Elsevier (Scopus) (Véase, la Figura 1). En
la Figura 8, se observa un aumento progresivo en cuanto al numero de
registros, siendo los afios 2004-2006 el periodo cuando se realiz6 el mayor

numero de registros, sobre el género Ocimum.

NUMERO DE
REGISTROS
100, 7 N &
80,
| 51
6 41
40. 3
0 4 11
0,
200 200 22 203 204 20 206 207
ANOS

Figura 8. Relacién de los afos y el numero de registros sobre el género
Ocimum. Base de datos: IS/ Web of Science. Periodo de observacion: 2000-
2007. Ecuacidén de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH “Ocimum”. Fecha de
consulta: 10 de abril de 2007.

Las siguientes son las areas de conocimiento que tienen mas registros sobre el
género Ocimum: Ciencia de plantas, farmacologia y farmacia, ciencia de
alimentos y tecnologia (Figura 9), que estan relacionadas con el tipo de
revistas de mayor impacto en cuanto a este tema, a saber: Journal of
Ethnopharmacology, Journal of Agricultural and Food Chemistry y Journal of
Essential Oil Research (Figura 10).
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AREA DE CONOCIMIENTO

MCROBIOLOGIA 10
ENTOMOLOGIA 13
NUTRICION Y DIETETICA 14
QUIMCA MLLTIDISCIPLINAS 6
BIOTECNOLOGIAY MCROBIOLOGIA APLICADA 18
HORTICULTURA 2
AGRONOMA 21
VEDICINA COMVPLEVENTARIAE INTEGRAL z
BIOQUIMCAY BLOGAMOLECULAR 2
AGRICULTURA, MLLTIDISCIPLINAS J 28
QUIMCANEDICA y >4
QUIMCAAPLICADA 358
CIENCIADE ALIVENTOS Y TECNOLOGIA P72
FARVECOLOGIAY FARMACIA D77
CENGIADE PLANTAS y 8

0 10 2 30 40 50 60 70 80

NUMERO DE REGISTROS

Figura 9. Relacion del area de conocimiento y el numero de registros sobre el
género Ocimum. Base de datos: IS/ Web of Science. Periodo de observacion:
2000-2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH “Ocimum”. Fecha
de consulta: 10 de abril de 2007.
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REVISTAS

a

PHYTOCHEMISTRY
COVPTES RENDUS CHME | 5
PLANT PHYSIOLOGY |
FITOTERAPA |
BIOCHEMCAL SYSTEMATICS AND ECOLOGY | 6
AFRCANJOURNAL OF BIOTECHNOLOGY 7
PHYTOVEDICINE | )8
PHYTOTHERAPY RESEARCH | 39
FOOD CHEMSTRY 19
FLAVOURAND FRAGRANCE JOURNAL | 310
JOURNAL OF ESSENTIAL OlL RESEARCH | j 14
JOURNAL OF AGRCULTURAL AND FOOD CHEMSTRY | y 18
JOURNAL OF ETHNOPHARVACOLOGY ) 2

o O

0 5 10 15 2

PUBLICACIONES

Figura 10. Relacion de las revistas y el numero de publicaciones sobre el
geénero Ocimum. Base de datos: IS/ Web of Science. Periodo de observacion:
2000-2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH “Ocimum”. Fecha
de consulta: 10 de abril de 2007.

En la Figura 11, aparecen los autores con el numero mas alto de publicaciones
sobre el género Ocimum, destacandose los cientificos R. J. Grayer, y J.E

Simoén, por tener cada uno nueve publicaciones a su nombre.
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AUTORES

CHALCHAT, JC
VIEIRA, RF
VATS, V
PATON AJ
LEVINSOHN E
KITE, GC
HASSANALI, A
GUPTA, SK
GROVER, JK
GARIBALDI, A
BALIGA MS
GANG, DR J
PICHERSKY, E J
JAGETIA GC y

DEVI, PU )
SIMON, JE J
GRAYER RJ [ J

PUBLICACIONES

Figura 11. Relacién de los autores principales y el numero de publicaciones
sobre el género Ocimum. Base de datos: ISI Web of Science. Periodo de
observacion: 2000-2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH

“Ocimum”. Fecha de consulta: 10 de abril de 2007.

En cuanto al tipo de documento, el “articulo” sigue siendo la forma
predominante de publicacion sobre el género Ocimum (Véase Figura 12), muy

por encima de otros tipos de publicaciones tales como resumenes y resefas.

9 731 TIPO DE DOCUMENTO

<hE»

OARTICULO BRESUMEN ORESENA OARTICULOS CORTOS BMATERIAL EDITORIAL

Figura 12. Relacion del tipo de documento y el numero de registros sobre el
genero Ocimum. Base de datos: IS/ Web of Science. Periodo de observacion:
2000-2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH “Ocimum”. Fecha
de consulta: 10 de abril de 2007.
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Los principales paises con mayor numero de publicaciones son India, Estados

Unidos y Brasil (Figura 13).

PAISES

ETHOPIA 7
CANADA
CAVEROON 8

3
£
N8

NGERA 21

INDIA Jo4

0] 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100

PUBLICACIONES

Figura 13. Relacién de los principales paises y el numero de publicaciones
sobre el género Ocimum. Base de datos: ISI Web of Science. Periodo de
observacion: 2000-2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH

“Ocimum”. Fecha de consulta: 10 de abril de 2007.

Con el analisis realizado, usando diferentes bases de datos, Elsevier (Scopus),
ISI Web of Science, se pudo concluir, que en los ultimos afos se presentd un
notable aumento en las publicaciones sobre el género Ocimum, lo cual es un
indicativo del interés por el estudio de estas plantas y la busqueda de

aplicaciones en las industrias alimenticia, cosmética y farmacéutica.
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3. MARCO TEORICO
3.1. ACEITES ESENCIALES

Los AE son mezclas complejas de sustancias volatiles, producto del
metabolismo secundario de las plantas, y que generan en conjunto el olor

caracteristico de los vegetales [31-33].

Los AE pueden encontrarse en diferentes partes de la planta, por ejemplo: en
tallos y hojas (albahaca, menta, salvia, etc.), en la madera (cedro, sandalo,
etc.), en las flores (rosa, jazmin, ylang-ylang, etc.), en las raices (vetiver,
valeriana, calamo, etc.), en el pericarpio de la fruta (limoén, naranja, etc.), en los

frutos (anis, cardamomo, etc.) [32-36].

La mayoria de los AE poseen una densidad menor que la del agua, excepto en
algunas esencias como la del clavo. Generalmente, son liquidos incoloros o
amarillentos; algunos presentan coloraciones azules como el aceite de
manzanilla o verdes, en el caso del aceite de bergamota. Los aceites se
destacan por su alta volativilidad, la inestabilidad frente a los factores como la
luz, el oxigeno, algunos oxidantes, reductores, pH extremos o la presencia de

trazas de metales, que pueden catalizar reacciones de descomposicion.

Son solubles en medios no polares y son mas liposolubles cuanto mayor sea el
contenido de hidrocarburos monoterpénicos. Son altamente solubles en etanol,
lo que es aprovechado en la industria de fragancias. Los AE también refractan
la luz polarizada y poseen un indice de refraccidon caracteristico, propiedades

que son usadas para el control de su calidad y grado de pureza [31].

Los principales componentes volatiles de un AE pertenecen a una clase de
sustancias quimicas llamadas “terpenos”. La caracteristica estructural que
distingue a los terpenos de otros productos naturales es la unidad de isopreno,

CsHg. Los terpenos se denominan a menudo compuestos isoprenoides. Se
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clasifican segun el numero de atomos de carbono que contienen, como:
monoterpenos (C+o), sesquiterpenos (C1s), diterpenos (Cy), triterpenos (Cao) ¥y
tetraterpenos (Cyo) [32,33,37].

Los AE extraidos de las plantas aromaticas tienen una gran y variada
aplicacién en diferentes ramas de la industria (farmacos, alimentos, aromas,

cosmeticos, etc.) [31-33].

Los AE son utilizados un la industria cosmética y perfumeria, en productos de
uso externo, lociones, cremas (jazmin, geranio, rosa, etc.), en productos de
higiene personal y uso doméstico, como base de jabones y pastas dentifricas
(hierbabuena, menta, eucalipto, albahaca, etc.), en la industria de alimentos y
licores se usan como aromatizantes y saborizantes (anis, clavo, naranja, limon,
cardamomo, etc.), en preparaciones farmacéuticas para medicina humana y
veterinaria (caléndula, manzanilla, menta, eucalipto, etc.), para la proteccion de
diversos cultivos como pesticidas y repelentes de insectos (albahaca, ajenjo,
citronella, enebro, pino, etc.), como agentes antimicrobianos para el control de

bacterias y hongos (crisantemo, lemongrass) [31-33].

Los AE debido a su heterogeneidad quimica, presentan una amplia gama de
propiedades bioldgicas, ie. antisépticos, sedantes, antiespasmaddicos,
diuréticos y digestivos, y como estimulantes de la respiracion y la circulacidon
[32].

En cuanto al valor comercial y el uso de los AE, éstos dependen de su

composicion quimica, la cual esta condicionada por factores de tipo botanico,

agricola y extractivo [33].
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3.2. METODOS DE OBTENCION DE LOS ACETES ESENCIALES Y
EXTRACTOS

Los AE se extraen de los tejidos vegetales que los contienen por diversos
métodos de acuerdo con la estabilidad térmica de sus componentes, su
localizacion en la planta y acorde con las necesidades particulares de cada
industria. Los principales métodos de extraccidn se dividen en técnicas

destilativas y métodos por expresion [31-35].

3.2.1. HIDRODESTILACION ASISTIDA POR RADIACION DE MICROONDAS
(MWHD)

Esta técnica se lleva a cabo usando un equipo de destilacién tipo Clevenger
[38], y el uso de las microondas como fuente de energia [39], el material
vegetal se introduce en wun balon de fondo redondo con agua
(aproximadamente la tercera parte del material), el agua se calienta hasta
ebullicién en un horno microondas vy, el vapor generado hace que el material
vegetal se distienda y se produzca la ruptura de las glandulas y receptaculos
oleiferos liberando asi los AE que son arrastrados por el vapor de agua vy,
posteriormente, condensados y recolectados. Dentro de las ventajas de este
procedimiento estan la rapidez, la economia y el hecho que durante la

extracciéon no se afecta la naturaleza quimica del aceite [31,40].

En la Figura 14, se observa el montaje utilizado para la obtencion del AE

mediante la técnica MWHD.

51



Condensadores

Trampa de
Dean-Stark

Balon de fondo
redondo

Horno
Microondas

Figura 14. Montaje utilizado para la técnica MWHD.

3.2.2. DESTILACION-EXTRACCION SIMULTANEA CON SOLVENTES (SDE)

Este proceso se realiza en un aparato desarrollado por Likens y Nickerson [41],
que posteriormente ha sido modificado por Godefroot et al. [42], el cual permite
operar con solventes tanto de mayor, como de menor densidad que el agua;
siendo entre los de mayor densidad, el diclorometano el mas aplicado en la
obtencion de AE. La mayor ventaja de este método consiste en que el extracto
no requiere una concentracién posterior, simplemente, se recoge una pequefa
fraccion y se inyecta directamente al cromatografo. Otra ventaja es que este

método extrae un gran numero de componentes utilizando pequefas
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cantidades de solvente lo cual minimiza la contaminacion y reduce costos
[32,33,41-45].

En la Figura 15, se observa el aparato disefiado para destilacion-extraccion

simultanea con solvente, SDE [42].

o
\f’
ST

N
\}

Condensador

Solvente

Material vegetal

Figura 15. Aparato utilizado para la técnica SDE [42].

3.2.3. EXTRACCION CON FLUIDO SUPERCRITICO (SFE)

Es una técnica sencilla, donde el material vegetal se empaca en una camara de
acero inoxidable a través de la cual se hace circular un fluido en estado
supercritico (CO;), que actia como solvente y permite separar los
componentes volatiles del material vegetal. El fluido, luego, se elimina por

descompresion hasta alcanzar la presion y la temperatura ambientes.
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Finalmente, se obtiene un extracto cuyo grado de pureza depende de las
condiciones de extraccion. Las ventajas de esta técnica son que los extractos
tienen fragancia mas intensa, se evita la degradacion térmica de los
componentes, hay mayor rendimiento en la extraccion, los extractos quedan
libres de solvente y, presumiblemente, no hay cambios quimicos de los
componentes [31,32,44,46-48].

En la Figura 16, se observa el equipo utilizado para la obtencion de extractos

mediante la técnica SFE.

Mezcla refrigerante

.....

Valvula de
despresurizacion (D)

“NMedidar de presian

Tarnillos de acera
inoxidable

o Condensadar ()

Vapor de CO;— | T ‘apor de CO,

CO; liguido — | —— Cuerpo Soxhlet (A)

Muestra — | ;
) I Tubo sifan

Vaporde GOy — | i _

; , slido
4% /
Baldon de recaleccian Plato para la

del extracto (B) transferencia de calor

Bafio de agua a
RO

Figura 16. Equipo utilizado para la técnica SFE.
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3.2.4. HEADSPACE ESTATICO (S-HS)

La técnica S-HS acoplada a la cromatografia de gases, con deteccion de
ionizacion en llama (FID), es una técnica utilizada para el analisis de
compuestos volatiles. Para realizar la extraccion, se introduce la muestra en un
recipiente con tapa sellable (vial). En algunas ocasiones se emplea un solvente
de dilucion o un modificador de la matriz. Después de introducida la muestra en
el vial, éste se sella para permitir el paso de los componentes volatiles a la fase
gaseosa hasta que se alcanza el equilibrio. Finalmente, una alicuota del vapor
del vial se introduce al sistema cromatografico para la separacién de los
componentes. El analisis S-HS es una técnica que reduce el tiempo y costos,
debido a que el muestreo se realiza directamente en el espacio de cabeza del
recipiente donde se coloca la muestra, sin ninguna manipulacion previa de ésta
[49-53].

En la Figura 17, se observa un vial utilizado para el analisis headspace.
Donde “S” representa la fase condensada de la muestra y “G” corresponde al

espacio de cabeza (HS).

==

Analitos
volatiles

-

e

Muestra, solvente,
o matriz modificada

Figura 17. Vial utilizado para el analisis headspace. “S” representa la fase

condensada de la muestra y “G” corresponde al espacio de cabeza [53].
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3.2.5. MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME)

La SPME es una técnica de preparaciéon de muestras que no utiliza solventes,
desarrollada hace 15 afos por Pawliszyn y colaboradores [54]. EI método esta
basado en la distribucion de los analitos entre la matriz y una fibra recubierta
por una fase estacionaria polimérica (liquido de alto peso molecular o un

absorbente solido de alta porosidad) [55,56].

Los analitos se ab(d)sorben sobre el recubrimiento de la fibra y son desorbidos,
luego, en el inyector de un instrumento analitico (cromatégrafo de gases o

cromatoégrafo liquido), para su separacion o identificacion [55,57,58].

En la Figura 18, se observa el dispositivo utilizado para la microextraccion en
fase sélida SPME.

+«—— Embaolo

Ajustador de la
longitud de la aguja

Agula de perforacion
del sepfum

—

Iq— Recubrimiento

S = Analito
Muestra —.I: "0

Figura 18. Dispositivo de SPME [59].
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El proceso de extraccion puede realizarse en tres modos basicos (Figura 19), a
saber: extraccion directa, extraccion en el modo headspace y extraccion con

membrana de proteccion [55,56].

En la extraccién directa la fibra esta en contacto con la matriz y los analitos son

transportados a su superficie directamente [55,56].

En el modo headspace no hay contacto entre la fibra y la matriz. Los analitos
son extraidos de la fase gaseosa que se encuentra en equilibrio con la fase
condensada. Este modo disminuye el efecto de interferencias y protege la fibra
[60].

En el modo con membrana protectora, la fibra esta en contacto con la matriz,
pero protegida por una membrana selectiva que impide el paso de compuestos
de alto peso molecular, como proteinas u otras sustancias pesadas, que

pueden deteriorar la fibra [55,56].

Headmgpare

Muestra Membrana

Figura 19. Modos de extraccion por SPME: A. Directo; B. Headspace; C. Con
membrana [55,56].
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Para la SPME, existen varios tipos de fibras diferentes en la polaridad y el

espesor de sus fases estacionarias. La seleccién de la fase estacionaria o

recubrimiento depende principalmente de la naturaleza quimica de los analitos

bajo estudio (polaridad y volatilidad), como se observa en la Tabla 5 [54,56].

Tabla 5. Recubrimientos de las fibras que se emplean en la SPME [54,56].

Color de Tipos de
Tipo de Espesor,
Polaridad identificaciéon aplicaciones
recubrimiento Mm

de la fibra (extraccién/analisis)
PDMS 100 Apolar Rojo Volatiles
Poli(dimetilsiloxano)
PDMS 30 Apolar Amarillo Semivolatiles apolares
PDMS 7 Apolar Verde Volatiles, semivolatiles

de alto peso molecular

PA 85 Polar Blanco Volatiles, semivolatiles
Poli(acrilato) polares
PDMS/DVB 65 Bipolar Azul Volatiles, aminas y
Poli(dimetilsiloxano)/ compuestos
Poli(divinilbenceno) nitroaromaticos
CW/ PDMS 75 Bipolar Negro Gases y compuestos
Carbowax/ de bajo peso molecular
Poli(dimetilsiloxano)
Cw/DvB 65 Polar Naranja Alcoholes y compuestos
Carbowax/ polares

Poli(dimetilsiloxano)
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3.3. ANALISIS DE LOS ACEITES ESENCIALES

La utilizacion de un AE, el estudio de factibilidad de su produccion, su
aplicacién especifica, caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas son
necesarios para establecer normas de calidad que debe cumplir un AE en el
mercado mundial. Para satisfacer estas normas es necesario estudiar las
variables que afectan la composicion del AE tales como modo de cultivo,
condiciones geobotanicas, métodos de extraccion, época de recoleccion,
partes de la planta, métodos de almacenamiento, manejo de material vegetal,
edad y actividad biologica. Estos aspectos de composicion y parametros de
calidad se obtienen a través de diferentes métodos de separacion,

identificacion y cuantificacion [31,32,35,43].

El método de anadlisis del AE estd fundamentado béasicamente en la
cromatografia de gases capilar usando detectores convencionales,
principalmente, de ionizacion en llama (FID) y selectivo de masas (MSD)
[31,33].

3.3.1. CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases es una técnica de separacién, basada
principalmente en fendmenos de reparticion entre fases movil gaseosa (helio,
argon, hidrégeno, nitrégeno) y estacionaria constituida por un sélido o liquido
soportado sobre las paredes de la columna. El cromatégrafo consta de un
sistema de inyeccion, que permite introducir la muestra en la columna y un
detector, que detecta las diferentes sustancias a medida que éstas van
saliendo de la columna, una vez separadas. La columna se coloca en un horno
con temperatura regulable y programable, lo que permite influir de forma
decisiva sobre la separacion de los componentes de la mezcla [31-33,40,61-
63].
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Las columnas utilizadas actualmente son de tipo capilar y estan constituidas
por un tubo de silice fundido de diametro de 0,25 mm y largo de 25 a 60 m,
proporcionando alta resolucion y permitiendo separar las mezclas por su
polaridad y peso molecular. Las columnas mas utilizadas en aceites esenciales
son las de poli(etilenglicol) (CARBOWAX 20m), que es una fase polar y
poli(dimetilsiloxano) (DB-1, HP-1, DB-5) que es una fase apolar [33,40,45].

La parte mas importante del sistema cromatografico es la columna, cuya
eleccion esta regida por la naturaleza de las muestras a analizar. La polaridad
de la fase estacionaria, diametro y longitud de la columna influyen directamente

sobre la eficiencia de la separacion y la velocidad de analisis [40,61].

El analisis de los componentes de un aceite esencial mediante cromatografia
gaseosa utiliza la comparacion de sus tiempos de retencién (tiempo
transcurrido entre la inyeccion de la muestra y la aparicion del pico
cromatografico), con los de los patrones. Los tiempos de retencién dependen
de la técnica de inyeccion, las variaciones de temperatura, flujo de gases, tipo
de columna vy el disefio del equipo. Por este motivo, se introducen parametros
como los tiempos de retencién relativos y los indices de retencion calculados a
partir de los tiempos de retencidbn y por comparacion de una serie de
sustancias a las cuales se les asignan valores arbitrarios de indices de
retencidn. Los mas utilizados son los indices de Kovats definidos respecto a
una serie de n-alcanos. Estos indices se utilizan para el analisis de aromas de
alimentos, extractos de bebidas, muestras biolégicas, gasolinas, pesticidas,
esencias de frutas y aceites esenciales. La identificacion de los componentes
de aceites se realiza a través de comparacion de los indices de retencion de
las sustancias patron en dos fases estacionarias, polar y apolar, con los indices

obtenidos para los componentes del aceite esencial [32,40,63].
Los indices de retencion proporcionan informacion respecto a la identidad de

los componentes, pero ésta no puede basarse exclusivamente en ellos, ya que

muchos componentes poseen indices de retencion similares. Por esto es
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necesario aplicar otra técnica como la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (CG-EM) [32,40,63].

3.3.2. CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS

Es una herramienta analitica mas eficiente para el estudio de la composicion de
los aceites esenciales, adecuada para su identificacion, debido a que los
componentes del aceite son compuestos volatiles y de bajo peso molécular. La
inyeccion de la muestra se hace directamente al cromatégrafo, sin ningun
tratamiento previo, eliminando las posibles modificaciones en la composicion o
la estructura de los constituyentes de aceites. En el cromatografo, los
componentes de la muestra se separan, pasan al espectrometro de masas,
permitiendo registrar el espectro de cada una de las sustancias separadas.
Los constituyentes de la muestra (aceite esencial) se identifican mediante los
diferentes patrones de su fragmentacién que se observan en sus espectros de
masas [62,64-66].

3.3.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas comprende el estudio de los iones fragmento
provenientes de la ionizacion de compuestos puros, generados en una camara
de ionizacion. Los iones se aceleran hacia el analizador de masas del
instrumento, donde ocurre su separacién segun la relacion masa/carga (m/z) y
se registran de acuerdo con su abundancia o corriente i6nica parcial. Este
registro se conoce como espectro de masas y es caracteristico para cada
compuesto [61,62,66].

El equipo de masas esta conformado por un sistema de vacio, camara de

ionizacion, analizador de masas o separador de iones, y un detector acoplado a
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un sistema que amplifica y registra, luego, las sefales en forma de una grafica,

i.e. espectro de masas [61,62,606].

En la obtencion de los iones de las especies bajo estudio, se usa la ionizacion
con impacto de electrones. En esta técnica, se emplean electrones con una
energia cercana a 70 eV, producidos por emision termoidnica de un filamento
de tungsteno. El haz de electrones choca con las moléculas neutras que pasan
a través de la camara de ionizacion y la energia transmitida produce su
ionizacion y subsecuente fragmentacién de las moléculas de la muestra
[61,66].

La identificacion de los componentes del AE se realiza a través de comparacion
de los indices de retencion de las sustancias patron, obtenidos en dos fases
estacionarias, polar y apolar, con los indices de Kovats experimentales
calculados para los componentes del AE [33,45,64], y mediante los diferentes
patrones de fragmentacion que se observan en sus espectros de masas
[62,63,65,66].

3.4. OCIMUM BASILICUM

El genero Ocimum pertenece a la familia Lamiaceae o Labiatae, la cual se
caracteriza por poseer flores con un numero determinado de partes, ovarios
superos, pétalos fusionados y flores irregulares completas. La flor es
especialmente caracteristica, su corola tubular tiene dos labios: el labio
superior es bilobulado, mientras que el labio inferior posee tres lobulos. Las
plantas de esta familia dan frutos que constan de cuatro I6bulos, poseen tallos

cuadrados y hojas opuestas [67].

De la familia Labiatae, numerosas especies se cultivan con fines comerciales

(salvia, lavanda, menta, tomillo, orégano, albahaca, etc.), asi como otras que
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son fuentes importantes de aceites esenciales que se utilizan en perfumeria y

farmacia [67].

El AE de Ocimum se obtiene de las plantas durante la floracién del Ocimum
basilicum. La albahaca ha sido cultivada y usada durante miles de afos en
culinaria y medicina. Se han encontrado reportes sobre su uso en el antiguo
Egipto, Roma y Grecia. En cuanto a la aplicaciéon del AE en perfumeria y

sabores, es de practica mas reciente y originado en Europa [35].

Existen aproximadamente 150 especies de Ocimum, de las cuales la mayor
parte posee AE. Solo los AE de O. basilicum y O. gratissimum son producidos

comercialmente [35,68].

Se encuentran también cuatro distintos tipos comerciales de variedades

quimicas, las cuales son cultivadas en diferentes partes del mundo, a saber:

e Tipo metil chavicol (Tipo Reunién, Tipo “Exético”): Es obtenido por
destilacién con vapor de las hojas y flores de Ocimum basilicum. Este
aceite es producido principalmente en las islas Reunién, Comoro y
Madagascar. Tiene un olor caracteristico a estragol, es empleado
primordialmente en la sazén de comidas y los componentes mayoritarios
son metil chavicol (75-87%) y linalool (0.5-3%) [64,68].

e Tipo linalool (Tipo Europeo o Mediterraneo): Es producido
principalmente en el area Mediterranea (Francia, Egipto) y es usado
como condimento en comidas y en perfumeria, sus compuestos
mayoritarios son linalool (45-62%), metil chavicol (30%) y eugenol (2-
15%) [64,68].

e Tipo Hindu: Se produce exclusivamente en la India. Es utilizado para

aislamiento de compuestos puros, donde el metil chavicol es
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aprovechado como material de partida para la produccion de anetol,

contiene metil chavicol (70%) y linalool (25%) [64].

¢ Quimiotipo Cinamato de metilo: Es cultivado en la India, Guatemala,
Haiti, paises africanos, Bulgaria, sureste Asiatico y China. El mayor
constituyente de este aceite es el cinamato de metilo y, adicionalmente,

linalool y metil chavicol [68].

En la Figura 20, se muestran las estructuras de los compuestos mayoritarios

de los principales quimiotipos de Ocimum spp.

Metil chavicol (estragol) Eugenol

OH
| }J
‘ —0
Cinamato de metilo

Linalool

Figura 20. Compuestos mayoritarios presentes en diferentes quimiotipos del

aceite esencial de Ocimum spp.
La variacion de la composicién quimica del AE de albahaca es grande, debido

a que esta planta crece en diferentes partes del mundo, lo cual dificulta también

la estandarizacioén internacional de su aceite.
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Los siguientes son constituyentes principales del aceite de albahaca europea:
linalool (39-43%), metil chavicol (23-31%) y alcohol fenchilico (5.2-9.2%). Entre
componentes minoritarios figuran a-pineno (0.11-0.17%), mirceno (0.16-
0.18%), limoneno (0.12-0.2%), citronelol (0.63-3.8%), cinamato de metilo (0.16-
0.5%), metil eugenol (0.49-0.48%) y eugenol (3.4-6.6%), entre otros.

La albahaca “tipica” contiene metil chavicol (85.5%), linalool (1.1%), y limoneno
(2.6%). Los componentes minoritarios son: a-pineno (0.18%), alcohol fenchilico
(1.2%), citronelol (0.65%), geraniol (0.03%), cinamato de metilo (0.5%) y
eugenol (0.78%), entre otros [68].

El AE de albahaca es usado en perfumeria y productos de aseo (como cremas
dentales, lociones, perfumes, etc.,) y en la industria de alimentos para la
preparacion de salsas, condimentos para carnes, pastas, salchichas y pasteles
[68].

3.5. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Durante los ultimos afos, se ha estudiado el papel de los radicales libres (RL)
en un gran numero de enfermedades [69-76]. La oxidacion de los componentes
lipidicos de un alimento, conocida como rancidez oxidativa, es una de las
reacciones que deteriora y afecta de forma importante la calidad de un
producto. La rancidez oxidativa es iniciada por RL del oxigeno o por el ataque
del oxigeno molecular a RL preformados en los acidos grasos poliinsaturados

que forman parte de grasas y aceites [72,77-80].

La peroxidacion lipidica iniciada por los RL, causa muchos danos a nivel
bioldgico, entre los cuales se destacan, arterioesclerosis [81], enfermedades
del higado [82], diabetes [83] y envejecimiento [84]. Ademas, la formacion de
peréxidos lipidicos y sus productos secundarios tales como compuestos

carbonilicos reactivos, también causan algunos dafios bioldgicos. En particular,
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los aldehidos como el formaldehido, acetaldehido, malonaldehido (MA) y el 4-

hidroxinonenal son conocidos como mutagénicos y carcinogénicos [80,85-87].

La oxidacion puede ser prevenida o retrasada por los antioxidantes, sustancias
organicas de origen sintético o natural, que actian como atrapadoras de los RL
del oxigeno involucrados en la oxidacion de los acidos grasos [69,75]. Los
antioxidantes sintéticos son los mas usados; entre ellos, se destacan butilato
de hidroanisilo (BHA), butirato de hidrotolueno (BHT), ter-butilhidroquinona
(TBHQ) [72,88-91], sin embargo, existe preocupacion respecto a la seguridad
de éstos para la salud tanto humana como animal, debido a su potencial accidn
carcinogénica y a problemas relacionados con la toxicidad [72,89,90]. Esta
situacion ha estimulado la investigacion sobre sustancias de origen natural con

potencial actividad antioxidante [89].

Dentro de los antioxidantes estudiados se encuentran: derivados de acidos
fendlicos, flavonoides, terpenos, tocoferoles, fosfolipidos y acidos organicos
polifuncionales [92-94]. De igual forma, se ha estudiado la importancia del
consumo de frutas y vegetales, en la disminucion de enfermedades
cardiovasculares, cerebrovasculares y del cancer, debido a varios antioxidantes
presentes, especialmente, vitaminas, dentro de las cuales se incluyen el acido
ascorbico (Vitamina C), a-tocoferol (Vitamina E) y el B-caroteno [74,75,89,95-
102].

El interés por el desarrollo de antioxidantes naturales también ha llevado a
evaluar las propiedades de algunos AE [103-107] y extractos vegetales [108-
113], cuyas fracciones con mayor actividad antioxidante son aquellas que
presentan tocoferoles [114,115], carotenoides [116] y compuestos fendlicos
[117-121].
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3.5.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para el estudio de la actividad antioxidante de diferentes sustancias, ya sea de

origen natural o sintético, se han ideado diferentes métodos, entre los cuales se

encuentran:

Métodos que monitorean al produccién de compuestos primarios o
finales del proceso de peroxidacion lipidica, tales como la resonancia
electronica o de spin (ERS) [122], la medicion de quimioluminiscencia
iniciada por hidroperéxidos (ROOH) sobre homogenados lipidicos
(higado de ratas) [123], prueba del acido tiobarbiturico, en la cual se
monitorea la formacién de malondialdehido (MDA) libre, el cual
reacciona con el acido tiobarbiturico (TBA), dando origen a un
compuesto coloreado que absorbe la radiacion a 532 nm [69], y
medicion de aldehidos y cetonas que son productos finales de la
peroxidacién lipidica, los cuales se identifican y cuantifican mediante
cromatografia gaseosa de alta resolucion (HRGC) con previa
derivatizacion utilizando agentes derivatizantes tales como 24-
dinitrofenilhidracina [123,124] o pentafluorfenilhidracina (PFPH) [125-
127].

Métodos que miden la capacidad para secuestrar radicales formados en
los procesos de peroxidacion lipidica. EI método consiste en medir la
concentracion de antioxidante requerido para secuestrar el cincuenta
porciento de los radicales por parte del agente antioxidante en un tiempo
determinado. Los radicales comunmente utilizados son el 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) 'y  A&cido 2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolina-
bencenosulfénico-6) (ABTS™). Ambos radicales presentan excelente
estabilidad bajo ciertas condiciones de ensayo y exhiben importantes
diferencias en sus respuestas a diferentes concentraciones de varios
antioxidantes [128-133].
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Para determinar la actividad antioxidante, muchos experimentos han utilizado
condiciones para acelerar oxidacion, provocando la peroxidacion lipidica por
medio de aumento de temperatura, presencia de iones metalicos e incremento

de la disponibilidad de oxigeno [134].

En el método de decoloracién del radical DPPH’, la eficiencia antioxidante se
mide a temperatura ambiente, de este modo, se eliminan los riesgos de la
degradacion térmica de las moléculas evaluadas [129,135]. La actividad de
diferentes compuestos con DPPH' en solucién (metanol), puede monitorearse
mediante la disminucion en la absorbancia a una determinada longitud de onda
durante la reaccibn como consecuencia de la reduccion del radical (Véase,

Esquema 1).

En su forma radical, el DPPH’, absorbe a 515 nm, pero bajo las condiciones de
reduccion, su absorcion disminuye, por la accion de un antioxidante (AH) o por
una especie radicalaria (R’) [129,135].

DPPH+ AH _— , DPPH-H + A

DPPH + R° ——  DPPH-R

Esquema 1. Reduccion del radical DPPH’, por la accién de un radical (R") o

un antioxidante (AH).

El ensayo de decoloracién del cation-radical ABTS™ es aplicable a
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos y puede ser implementado en sistemas

tanto acuosos, como lipofilicos [132,133].
La forma mas apropiada es la de generar el catién-radical directamente antes

de que reaccione con los antioxidantes a evaluar [133,136]. EI monocation-

radical, acido 2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolina-bencenosulfonico-6) (ABTS™), es
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generado por la oxidacion de ABTS con el persulfato de potasio [133,136],

segun se aprecia en el Esquema 2.
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Esquema 2. Generacién del catién-radical ABTS™

El ABTS™ es un cromdgeno artificial que presenta un espectro con tres
maximos de absorbancia a 414, 752 y 842 nm, en medio acuoso, y a 414, 713,
873 nm, en medio etandlico [133,136,137]. La reduccion del cation-radical
depende de la concentracion del antioxidante y del tiempo de la reaccién. El
grado de decoloracion permite conocer el porcentaje de inhibicidon del cation-
radical ABTS™ en funcion de la concentracion y el tiempo, y es calculado
respecto a la concentracion del Trolox®, utilizado como estandar, bajo las

mismas condiciones [133,136].

3.6. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Uno de los métodos usados comunmente en la determinacién del efecto
antifungico es la prueba con discos de difusidon en agar, en la cual se utilizan
discos de nitrocelulosa impregnados con el compuesto que se debe ensayar

[138-142].

El método de difusién en agar mediante discos de nitrocelulosa es uno de los

mas usados en el mundo [140,143,144], por la gran ventaja que posee sobre
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los demas, y sus parametros han sido bien regulados por el Comité Nacional
de Estandarizacion del Laboratorio Clinico de los Estados Unidos (Nacional
Committee for Clinical Laboratory Standard, NCCLS).

En 1982 se establecié un Subcomité Coordinador del trabajo de pruebas de
susceptibilidad a antifungicos. La meta del Subcomité fue desarrollar un
meétodo eficaz de referencia para pruebas de susceptibilidad de levaduras in
vitro y buscar que se correlacionara con la respuesta clinica. Como resultado,
el Comité Nacional de Estandarizacion del Laboratorio Clinico (NCCLS),
propuso el método de referencia M27-A para levaduras como Candida spp.,
Torulopsis glabrata y Criptococcus neoformans [145], y, a la vez, ha
comenzado la tarea de estandarizacién plasmada en el documento M38-P para

los hongos filamentosos mas comunes, que causan infeccion invasiva [146].

El documento M27-A es un “Estandar de referencia”, que se ha desarrollado a
través de un proceso de aceptaciéon para facilitar un acuerdo sobre la forma de
evaluar la sensibilidad de las levaduras a los antifungicos [145]. Estos métodos
siguen los mismos principios que las pruebas para agentes antibacterianos y
proveen resultados cuantitativos, representados por la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI), que es una medida de la actividad antimicrobiana in vitro del
agente bajo estudio [147-149].

El estudio de la sensibilidad in vitro de los microorganismos a los antibioticos se
basa generalmente en la determinacién de la concentraciéon minima de farmaco
capaz de inhibir completamente los mismos (CMI). La metodologia para la
determinaciéon de las CMI ha sido bien establecida para bacterias de
crecimiento rapido [150-152], para algunas levaduras y hongos filamentosos
[145,153], y empleando el método de las diluciones seriadas dobles en medio
liquido, con caldo de Triptona soya como medio de cultivo para las bacterias y

caldo Sabouraud dextrosa para los hongos [154].
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Hasta el momento, y para el estudio de sensibilidad in vitro a los antifungicos,
solamente se han propuesto valores de CMI para flucitosina (5FC), fluconazol
(FLC) e itraconazol (ITC), correspondientes a concentraciones criticas de estos

antifangicos para Candida y Aspergillus [145,153,155].

La actividad antimicrobiana de aceites esenciales en la fase vapor se determina
por el método microatmosférico. En este método el agente difunde hacia el
agar en un plato de Petri invertido o en un frasco. El crecimiento microbiano se
monitorea detectando un crecimiento visible, en el caso de un plato de Petri
invertido y en el caso de un frasco, este crecimiento es supervisado por la
presencia en el equilibrio en el espacio libre del diéxido de carbono metabdlico,

producido por el microorganismo [149,156].

3.7. ACTIVIDAD CITOTOXICA

Desde hace mucho tiempo las personas han utilizado plantas como remedios
caseros. Este uso tiene gran importancia, porque las plantas proporcionan
informacion quimica en el desarrollo de drogas a nivel terapéutico [157]; sin
embargo, algunas se conocen como toxicas. Por esta razén, se realizan
investigaciones para determinar la acciéon y la toxicidad farmacoldgica de
plantas medicinales. Entre las plantas medicinales que se han estudiado se
encuentran: Aloe vera (L.) Burm. F. (Aloeaceae); Cymbopogon citratus (DC.
Exnees) Stapf (Poaceae); Ocimum basilicum L.; Ocimum gratisimum L.;
Ocimum tenuiflorum L. (Lamiaceae); Ruta gravelens L. (Rutaceae); entre otras,
las cuales tienen gran importancia farmacolégica y son usadas popularmente
[158].

La evaluacion toxicologica preliminar realizada rutinariamente en ratones, es de

gran importancia para la validacion del uso tradicional de plantas medicinales.

Actualmente existe una tendencia de sustituir el uso de animales de laboratorio
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en pruebas toxicoldgicas, debido a su alto costo y sufrimiento causado a los
animales durante estas pruebas. Los métodos alternativos incluyen
procedimientos que reemplazan los experimentos con animales, reduciendo el
numero de individuos utilizados en cada prueba o refinando el procedimiento

para reducir el dolor y la tension [159,160].

La Artemia salina L. (Artemiidae), es un invertebrado de la fauna acuatico
salina y de los ecosistemas marinos, juega un papel importante en el flujo de la
energia de la cadena alimenticia [161] y puede ser utilizada en pruebas
biologicas de laboratorio para determinar la actividad citotéxica con la
valoracion de la Concentracion Letal Media (LCsp) [162] de algunas toxinas y
extractos de plantas [163,164].

Este método, que determina el valor de la Concentracion Letal Media (LCsg) de
compuestos y extractos activos en ug/mL [165], se ha utilizado en la
investigacion de plantas medicinales de diversos paises para evaluar la
toxicidad, la accidon gastro-protectora y otras actividades bioldgicas, las cuales
en algunos casos tienen relacién con los estudios farmacolégicos realizados
para diversos compuestos quimicos [166,167] como método principal de

investigacion para los productos de origen natural.
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4. METODOLOGIA

El trabajo se realizé por etapas; el esquema aparece en la Figura 21, donde se

vislumbran 7 pasos principales.

[ 1. PLANTACION DEL MATERIAL VEGETAL ]

A 4

[ 2. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL ]

A 4

[ 3. OBTENCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES ]

A 4
{ Antes, durante y después ] [ Flores, hojas y tallos ]

Antes de floracion

de floracion

A 4 A 4 A 4

MWHD, SDE, SFE, S-HS y HS-SPME ] [ SDE ]

A 4 A 4

[ 4. PREPARACION DE MUESTRAS

Columna polar Cuanhfmamnn ]
5. ANALISIS ]
CROMATOGRAFICO Nnrmalwamnn

Columna apolar

Patrén interno ]

> I, Columna polar

A

lx, Columna polar

6. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION ]
DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS J

_>[ Espectros de masas, El, 70 eV. ]

A 4

7. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS Actividad
ACEITES ESENCIALES (Obtenidos antes de floracién) Antioxidante

Figura 21. Diagrama de flujo de la metodologia desarrollada durante el

Proyecto.
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4.1. MATERIAL VEGETAL

Las plantas fueron adquiridas en el mercado local de Bucaramanga en
diciembre de 2005, traidas de la parte alta de Piedecuesta (1200 m de altura),
para su posterior reproduccion y siembra en el Complejo Agroindustrial Piloto

de CENIVAM, vy la posterior extraccion por diferentes métodos.

4.2. IDENTIFICACION TAXONOMICA

La identificacion taxondmica se realizé en el Instituto de Ciencias Naturales,
Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia (Bogota) por el Dr.
José Luis Fernandez. Se caracterizaron dos plantas, a saber: “Sigueme
blanco”, Ocimum sp1., Familia Labiatae, N° registro COL 512283, y “Sigueme
morado”, Ocimum sp2., Familia Labiatae, N° registro COL 512280.

4.3. PLANTACION DEL MATERIAL VEGETAL

La propagacion de las dos especies de Ocimum spp. se realizé por medio de
esquejes (10-15 cm de longitud), los cuales presentaban por lo menos tres
yemas, que fueron sembradas de manera tal que una o dos de las yemas
presentadas quedaban bajo la superficie, por donde salian las raices, y las

restantes sobre el terreno, por donde emergian los brotes aéreos.

Los esquejes se plantaron en semilleros que contenian una mezcla adecuada
de materia organica y arena, fueron colocados a la sombra y regadas
regularmente. Los esquejes enraizados se plantaron a campo abierto en las
parcelas del Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM, ubicados en la
Universidad Industrial de Santander; 30 dias después de sembrados, a una
distancia de 40 cm entre filas y a una separacién de 60 cm entre cada planta,

como se observan en las Figuras 22 y 23.
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Figura 22. Parcela de cultivo de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, del Centro

de Investigacion de Excelencia, CENIVAM. Campus principal, UIS.

= ———m oy s § - razp

Figura 23. Parcela de cultivo de Ocimum sp2. “Sigueme morado”, del Centro

de Investigacion de Excelencia, CENIVAM. Campus principal, UIS.
4.4. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal fue recolectado a 90, 150, 180 dias de sembrado, tiempo
correspondiente a las etapas antes, durante y después de floracién,
respectivamente. El material empleado fue seleccionado al azar de las plantas
de cada parcela, para obtener una muestra representativa del material vegetal.
Todas las recolecciones se realizaron por ftriplicado en dias diferentes,
manteniendo constante la hora de colecta (2 p.m.) durante dias soleados,

conservando asi las mismas condiciones de recoleccion, con el fin de observar
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la posible variacion en la composicion de los metabolitos secundarios,
obtenidos mediante diferentes técnicas extractivas. Una vez recolectado el
material vegetal, se realiz6 su secado a campo (oreado), durante 24 horas,
para reducir el contenido de agua en los tejidos vegetales. Finalmente fue

picado y homogenizado para su posterior extraccion.

4.5. OBTENCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES

Los metabolitos secundarios volatiles y semivolatiles de dos especies de
Ocimum spp. de la familia Labiatae fueron aislados por hidrodestilacion asistida
por la radiacion de microondas (MWHD), destilacion-extraccidn simultanea con
solvente (SDE), extraccion con fluido supercritico (SFE), headspace estatico
(S-HS) y microextraccién en fase sélida en el modo headspace (HS-SPME);

cada extraccion se realizd por triplicado.

4.5.1. OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL

El aceite de Ocimum spp. se obtuvo a partir de las hojas cosechadas durante la

época antes de floracion, mediante la técnica MWHD, asi como se describe a
continuacion:

¢ La hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas, se llevé a cabo

utilizando un equipo de destilacion tipo Clevenger, empleando un horno

microondas (LG, modelo MS-1242ZK, 1200 W de potencia), siguiendo la

metodologia descrita por Stashenko et al. [38]. Se utilizaron 250 g de

material vegetal y 300 mL de agua. El tiempo total de extraccion fue de

30 min (3x10min), a potencia aproximada de 720 W (70% del total). El

AE obtenido se secd con Na;SO4 anhidro. Se tomé una alicuota de 50

ML del AE, se adicion6 1 uL de hexadecano (estandar interno) y se aforé

a 1 mL con diclorometano, para su posterior analisis cromatografico. En

la Figura 24 se muestra el montaje empleado para la extraccion.
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4.5.1.1. RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL

El rendimiento de los AE obtenidos por MWHD, se calculé mediante la formula
(1):

% Rendimiento = Woae x 100 (1)
W

MV

Donde:
W ae: Peso del aceite esencial (Q);

W wv: Peso del material vegetal (g).

|
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Figura 24. Montaje empleado para obtener los AE por medio
de la técnica MWHD.
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4.5.2. OBTENCION DE EXTRACTOS

Se obtuvieron los extractos SDE de Ocimum spp. de las hojas recolectadas
durante cada una de las tres épocas de crecimiento de las plantas (antes,
durante y después de floracion), y de flores y tallos recolectados durante la
floracién. Los extractos SFE fueron obtenidos unicamente de las hojas

recolectadas en la época antes de floracion.

e La destilacién-extraccion con solvente simultanea (SDE) se llevé a cabo
en un equipo a micro-escala para solventes de alta densidad, disefiado
por Godefroot et al. [42], que se observa en la Figura 25. Se usé
material vegetal (aproximadamente 10 g) finamente picado y como
solvente se utilizd diclorometano (grado analitico). ElI tiempo de
extraccion fue de 2 horas. El extracto obtenido se concentr6 hasta 0.5
mL, se adicioné 1 uyL de hexadecano y se afor6 a 1 mL con

diclorometano, para su analisis cromatografico.

LS
o

Figura 25. Equipo a microescala de destilacion-extraccion con
solvente simultanea [42], SDE, empleado en el presente Proyecto.

78



La extraccion con fluido supercritico (SFE), se llevd a cabo en un
extractor Soxhlet de alta presion (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.)
que se aprecia en la Figura 26. Se empleé CO, sélido comercial (hielo
seco) para obtencién del fluido de extraccion, siguiendo la metodologia
descrita de Stashenko et al. [168]. Se usaron 10 g de material vegetal y
300 g de COy; la extraccion durd 2 horas a una temperatura de 50-55 °C
y la presion de 1000-1100 psi. El extracto obtenido se disolvidé en
diclorometano (2 mL), se adicion6 1 yL de hexadecano, se afor6 a 1 mL
con diclorometano y se concentrd, para ser inyectado al cromatégrafo.

Figura 26. Extractor Soxhlet de alta presion, para la obtencion
de extractos vegetales con fluido supercritico SFE (COy).
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4.5.3. OBTENCION DE COMPUESTOS VOLATILES

La obtencién de la fraccion volatil se realizé por dos técnicas headspace, i.e.

headspace estatico (S-HS) y microextraccion en fase sdlida en modo

headspace (HS-SPME), de hojas obtenidas de plantas en la etapa antes de su
floracion.

e La obtencion de volatiles por el método headspace estatico (S-HS), se

llevé a cabo en un Headspace Sampler HP 7694 (Hewlett-Packard, Palo

Alto, CA, EE.UU.), que se observa en la Figura 27. Se emplearon los

siguientes parametros operacionales: temperatura del horno: 40 °C,

temperatura de loop: 100 °C, temperatura del vial: 40 °C, temperatura de

la linea de transferencia: 180 °C y un tiempo de equilibrio de 30 minutos.

Se usaron aproximadamente 4 g de material vegetal fresco en un frasco

de 20 mL, y se inyect6 1 mL de la fase vapor a la columna

cromatografica.

Figura 27. Equipo Headspace Sampler HP 7694 (Hewlett-Packard,
Palo Alto, CA, EE.UU.), empleado para la técnica headspace estatico.
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La extraccion de los metabolitos secundarios por HS-SPME, se llevé a
cabo empleando una fibra de poli(dimetilsiloxano) (PDMS, 100 um de
espesor), se utilizaron 4 g de material vegetal fresco, colocados en un
frasco de 20 mL, el tiempo de exposicion de la fibra fue de 30 min a una
temperatura de 40 °C (la seleccidén de estos parametros se basé en
experimentos preliminares, véase Anexo 1). Finalmente, las sustancias
extraidas fueron térmicamente desorbidas en el puerto de inyeccién de
un GC a 250 °C, durante 10 min, para su separacion y posterior
identificacion. El montaje utilizado para HS-SPME, se observa en la

figura 28.

Figura 28. Montaje utilizado para la extraccién por HS-SPME.
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4.6. ANALISIS CROMATOGRAFICO

El aceite esencial se analizé mediante la técnica instrumental de cromatografia
de gases de alta resolucidn con detector selectivo de masas y la identificacion
de los compuestos se realizd con base en los indices de Kovats medidos en

columnas polar y apolar y por espectrometria de masas (El, 70 eV).

= Columna apolar

El analisis GC-MS, se realizd en un cromatégrafo de gases Agilent
Technologies 6890 Plus (Figura 29), equipado con un puerto de inyeccién
split/splitless (relacion split 1:30, 250 °C), un inyector automatico Agilent 7863,
un sistema de datos HP-MS ChemStation (Version 1.05) y acoplado a un
detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973. Las temperaturas
del inyector, la camara de ionizacién y de la linea de transferencia se

mantuvieron a 250, 230 y 285 °C, respectivamente.

Para la separacion de componentes se utilizé una columna apolar DB-5MS (60
m x 0.25 mm, D.I. x 0.25 ym, ds) de 5% fenil-poli (metilsiloxano). La temperatura
del horno se programé desde 45°C (5 min) @ 4°C/min, hasta 150°C (2 min) @
5°C/min, hasta 250°C (5 min) @ 10°C/min, hasta 275°C (5 min).
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Figura 29. Cromatégrafo de gases Agilent Technologies 6890 Plus, con un
inyector automatico Agilent 7863, un sistema de datos HP-MS ChemStation
(Version 1.05), acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies
MSD 5973.

= Columna polar

También se realizd la caracterizacion quimica empleando un cromatégrafo de
gases Agilent Technologies 6890N Network, equipado con puerto de inyeccion
split/splitless (relacion split 50:1, 250 °C), y un inyector automatico Agilent
Technologies 7683B Series Inyector, acoplado a un detector selectivo de
masas (MSD) Agilent Technologies 5975 Inert XL, con sistema de datos MS
ChemStation (Version D.02.00.275).

Para la separacion de componentes se empled una columna capilar polar DB-
WAX (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), con fase estacionaria entrecruzada
e inmovilizada de poli(etilenglicol), de 60 m (L) x 0.25 mm (D.l.) x 0.25 pym (dx).
La temperatura del horno se programé desde 45°C (5 min) @ 3°C/min, hasta
120°C (3 min) @ 4°C/min, hasta 220°C (5 min).
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Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones (El) con
energia de 70 eV. Los compuestos volatiles se identificaron con base en sus
patrones de fragmentacion y por comparacién de sus espectros de masas con
los espectros de las bases de datos, a saber: NBS 75K, WILEY 138K, ADAMS
2004 y NIST 2002, y por comparacion de los indices reportados en la literatura

[169], con los indices de Kovats (lx) obtenidos experimentalmente.

4.7. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS

La identificacion de los componentes presentes en los AE, extractos y
fracciones volatiles, se realizdé con base en sus espectros de masas y mediante
la determinacion de los indices de retencion de Kovats (Ik), utilizando una serie
de alcanos lineales como estandares de referencia (C1o-Cy5) analizados por
GC-MS bajo las mismas condiciones cromatograficas que las muestras.

Los indices de Kovats fueron calculados mediante la férmula (2):

I = 100n + 100 {ﬁ} 2)

RN _tRn
Donde:
lk: indice de retencién del compuesto de interés;
n: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del compuesto
de interés;
N: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye después del
compuesto de interés, N>n;
trx: Tiempo de retencidén del compuesto de interés, min.
trn: Tiempo de retencion de n-alcano que eluye antes del compuesto de interés,
min.
trn: Tiempos de retencion de n-alcano que eluye después del compuesto X,

min.
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En la cuantificacion de los componentes presentes en los AE y extractos se
empled como estandar interno el n-hexadecano. La concentracion de cada

compuesto se calculd mediante la férmula (3):

Cx = Cista X { Ay } (3)
istd

Donde:

Cx: Concentracion del compuesto de interés (g/L);

Cist¢: Concentracion del estandar interno (n-hexadecano) (g/L);

A, Area del compuesto de interés, cuentas,

Aist: Area del estandar interno (n-hexadecano), cuentas.

4.8. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS ACEITES
ESENCIALES.

4.8.1 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

4.8.1.1. Ensayo de decoloracion del radical DPPH.

La capacidad antioxidante de los componentes del AE de Ocimum spp. fue
medida en términos de su capacidad de donar hidrogeno o su habilidad de
secuestrar el radical estable DPPH, siguiendo la metodologia descrita por
Brand-Williams et al. [129].

Para cada sustancia antioxidante, AE y compuestos de referencia Trolox® y la
vitamina E, se ensayaron diversas concentraciones. A la solucion de
antioxidante en etanol (0.5 mL) se adicionaron 2.5 mL de DPPH' (0.09 mM). La
disminucion de la absorbancia fue medida a 514 nm cada minuto hasta
transcurrir 15 min, posteriormente, las mediciones se realizaron cada 15 min,
hasta que la reaccion alcanzo el estado estacionario (AA=0.002 min "), donde

AA, es la diferencia en la absorbancia en un intervalo de 15 min.
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La concentracion inicial de DPPH" en el medio de reaccion fue calculada con
base en una curva de calibracion de soluciones de DPPH medidas a 514 nm,
utilizando concentraciones de 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 90 uM, mediante la
ecuacion: y = 0,0120x + 0,0017.

Para cada concentracion utilizada de antioxidantes se graficd la cinética de
reaccion. La capacidad antirradicalaria de las sustancias de referencia y AE se
expres6 como el numero de moles de sustancia antioxidante necesarios para
reducir la concentracién del radical DPPH" en un 50% y se calculé6 como la

concentracion efectiva ECsp, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Concentracién de antioxidante en el estado estacionario

EC 50 — ./
Concentracion de DPPH,_,

La concentracion de DPPH -y es la concentracion inicial medida antes de la
adicion de la sustancia antioxidante, i.e. absorbancia del blanco. La capacidad
de atrapar el radical DPPH" se determiné con base en una grafica de porcentaje
remanente de DPPH' Vs tiempo de reaccion, en funcion de la relacion molar

antioxidante/DPPH' (mmol de antioxidante/mmol DPPH").

4.8.1.2. Ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS™.

La actividad antioxidante de los AE y compuestos de referencia (Trolox® y
vitamina E) fueron evaluados de acuerdo con el procedimiento descrito por Re
R. et al. [133]. Este método se basa en la habilidad que poseen ciertos
antioxidantes para atrapar al catién-radical ABTS™, en comparacion con la del

Trolox®, analogo hidrosoluble de la vitamina E.

El cation-radical ABTS™ fue preparado tras la reaccion de ABTS (19.5 mg) con

persulfato de potasio (3.45 mg). Los compuestos se disolvieron en agua, grado
HPLC, y la solucion se aforé a 5 mL, luego, se dejé reaccionar a temperatura

ambiente (+ 25°C) y en la oscuridad durante 16 horas. Una vez formado el
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cation-radical ABTS™, se diluyd con etanol hasta obtener un valor de
absorbancia comprendido entre 0,70 (+ 0,1) a 754 nm (longitud de onda de
maxima absorcidn). Los AE se diluyeron en etanol hasta que se produjo una
inhibicion del 20 al 60%, en comparacion con la absorbancia del blanco, tras
afadir AE (30 pL) a la dilucion del ABTS™ (300 uL) generado.

La absorbancia se midi6 exactamente seis (6) min después de la adicion. El
antioxidante sintético de referencia, Trolox®, se ensayé en un rango de
concentraciones entre 2,4 y 14,8 uM en etanol, bajo las mismas condiciones. El
efecto protector se determind como la actividad antioxidante total (Total
Antioxidant Activity, TAA), expresada como mmol de Trolox® por kg de aceite
esencial. Todos los ensayos se realizaron por triplicado, al igual, que los

blancos de solvente.

4.8.2 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
INFECCION Y CANCER (Universidad de Antioquia)

a) Aceites: Las soluciones stock se preparan a partir de diluciones seriadas
v/v 1:2 de cada aceite puro (100%) en DMSO hasta una concentracion final
de 0,195%. De cada una de estas soluciones stock se realizan diluciones
1:25 en agua destilada con tween 80 al 0.001% para obtener las
concentraciones finales: 2%, 1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,062%, 0,031%,
0,0156%, 0,0078% y 0,0039% [170]. Estas diluciones se sirven, en 10
pozos, en orden de concentracion en placas de 96 pozos de fondo plano.
Los pozos 11 y 12 correspondieron al control de crecimiento y control del
medio, respectivamente. Los platos se mantienen a —70°C hasta la

realizacion de los bioensayos.
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b)

Cepas: Para la evaluacion de la bioactividad de los aceites, se utilizan las
cepas control de calidad aprobadas por el NCCLS (CLSI) Candida krusei
ATCC 6258 y Candida parapsilosis ATCC 22019.

Preparacion del indculo: Cada cepa se cultiva en Sabouraud a 35°C
durante veinticuatro horas. El in6culo se obtiene tomando del cultivo
aproximadamente cinco colonias que son suspendidas en cinco mililitros de
solucion salina al 0,85% hasta llegar al estandard 0,5 de McFarland para un
indculo de 1x10%-5x10° blastoconidias/mL. Finalmente se realiza una
dilucion 1:10 con RPMI-1640 de la cual se obtiene el in6culo deseado,
1x10°-5x10° blastoconidias/mL.

Estandarizacion protocolo M27-A2: La técnica se estandariza segun el
protocolo del NCCLS, para determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) del itraconazol (Sigma) a concentraciones de 16 ug/mL a 0,03125
ug/mL.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de los AE:
Posterior a la estandarizacion se realizan los bioensayos con cada aceite,
para lo cual se aplican 100 puL del inéculo sobre cada uno de los 10 pozos
que se han llenado previamente con las diez concentraciones decrecientes
de los aceites. El pozo No. 11 contiene 100uL del in6culo mas 100 uL de
agua destilada como control de crecimiento y el pozo 12 contiene 100uL de
medio RPMI 1640 mas 100 puL del aceite al 2% como control del medio. Las
placas se incuban a 35°C por 24 horas y se realiza lectura visual con el
espejo de lectura. El valor de la CMI se obtiene comparando el pozo 11
(100% crecimiento) con cada uno de los pozos a las diferentes

concentraciones evaluadas.
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4.8.3 ACTIVIDAD CITOTOXICA

QUIMICA AMBIENTAL Y COMPUTACIONAL (Universidad de Cartagena)

Ensayo de toxicidad de aceites esenciales frente a Artemia salina.

Este ensayo permite la evaluacion de actividad citotoxica de extractos de

plantas y ha sido ampliamente usado como ensayo exploratorio basico en la

busqueda de metabolitos activos [164].

METODOS Y REQUERIMIENTOS. La metodologia incluye la exposicion de los

nauplios de Artemia salina a diversas concentraciones de los aceites en agua

(predisueltos en DMSO) y el respectivo conteo de los organismos muertos a 24

y 48 horas, procesos detallados a continuacion.

a)

Colecciéon y tratamiento del agua de mar utilizado como medio de
bioensayo: El agua de mar es colectada aproximadamente a 100-200 m
de la playa de Manzanillo del Mar, 5 km al Norte de Cartagena. En el
laboratorio el agua de mar es filtrada con un filtro Whatman N° 40,
posteriormente se realizan dos filtraciones adicionales, realizadas con filtros

de 0.45 micras.

Siembra de Artemia salina: En cajas de petri, se adicionan
aproximadamente 10 mg de quistes del crustaceo Artemia salina adquiridos
en el CENTRO DE INVESTIGACION DE LA ACUICULTURA DE
COLOMBIA (CENIACUA). Luego de 24 horas de la eclosién de los quistes
de Artemia salina a nauplios, 10 de estos son cuidadosamente colocados
en viales de 10 mL con sus respectivas concentraciones de ensayo por

aceite esencial.
Determinacion de la CLs,: La determinacion de la ClLsy es realizada

contando el numero de nauplios muertos, luego de periodos de incubacion
de 24 y 48 horas.
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d)

Ensayo preliminar: Para la evaluacion de la CLsg de los aceites esenciales
sobre Artemia salina, se realizan ensayos preliminares con el fin de
establecer el rango de concentracidén para la determinacion de la CLsy por

el método de analisis Probit [171].

Para realizar los bioensayos de letalidad es preparada una solucion inicial
de cada aceite esencial en agua de mar a una concentracién de 1 mg/mL,
utilizando DMSO (Dimetilsulféxido) como disolvente a una concentracion de
20% v/v [172]. Las diluciones preparadas son: 1, 10, 20, 40, 60, 80 y 100
Mg/mL utilizando agua de mar. A las 24 y 48 horas el porcentaje de
mortalidad fue evaluado. Luego la concentracion mas alta donde no existe
mortalidad y la concentracion mas baja donde la mortalidad es del 100%
son seleccionadas para establecer el rango de concentraciones para

determinar de manera mas exacta la CLsy de cada aceite esencial.

Ensayo definitivo: Por cada bioensayo son preparadas tres réplicas por
concentracion y en cada vial son colocadas 10 larvas en 10 mL de las
soluciones a evaluar. La cantidad de DMSO utilizado es tenido en cuenta
para preparar el control negativo con agua de mar. El conteo de organismos
muertos es realizado a las 24 y 48 horas después de colocar las larvas en
las diferentes soluciones sobre bioensayos efectuados por cuadriplicado
[173].

Calculo de la Concentracion Letal Media (CLs): Para la determinacion de
la Concentracion Letal Media (CLso) de los aceites esenciales frente a
Artemia salina, inicialmente es calculado el porcentaje de mortalidad para
cada bioensayo y luego son transformados a la escala Probit. Las
concentraciones utilizadas son transformadas al logaritmo en base 10.
Posteriormente son graficados los valores de la escala Probit contra los
logaritmos de las concentraciones obteniendo la ecuaciéon de la curva

mediante regresion lineal, la cual permite calcular la CLso.
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Los limites de confidencia al 95% son calculados mediante la formula (4) [171]:

log fy = —2'77 xlog$S
95 'N
(4)

f

Donde es el factor por el que se debe multiplicar o dividir la CLsy para

obtener los limites de confidencia superior e inferior respectivamente, N es el

numero de organismos tratados que son encontrados entre la CLs y la CLgs ¥

S es la pendiente que es calculada mediante la formula (5):

LCy | LCq
LC,, LCj
2 (5)

S =

Limite de confidencia al 95%
Los limites de confidencia al 95% son calculados de la siguiente manera:

Limite de confidencia superior es igual a LCoox T

Limite de confidencia inferior es igual a LCe +

Relacion CLsg -24 h/ CLsp-48 h

La relacién CLso -24h/CLsp -48h (r), puede considerarse como un indice de
sensibilidad de un organismo a una sustancia cuando es expuesto a un toxico,
de esta forma, la sensibilidad de los nauplios a un aceite esencial es

proporcional al valor de r [174].
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
VOLATILES DE OCIMUM spl. “Sigueme blanco”, OBTENIDOS POR
DIFERENTES METODOS DE EXTRACCION.

En la Figura 30, aparece la planta cultivada de Ocimum sp1, utilizada en el

presente estudio.

Figura 30. Planta cultivada de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, utilizada en el

presente estudio.

En la Figura 31, se registran los perfiles cromatograficos tipicos, obtenidos por
CG-MS, de los metabolitos secundarios volatiles, aislados por MWHD, SDE y
SFE de hojas de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, recolectadas antes de
floraciéon de la planta. En la Tabla 6, se registran la composicion quimica y las
cantidades relativas (%) de los compuestos aislados mediante las técnicas
MWHD, SDE y SFE.
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Figura 31. Cromatogramas tipicos de extractos de Ocimum sp1., aislados de
hojas de la planta antes de su floracidon por diferentes técnicas, a saber: A.
MWHD; B. SDE y C. SFE. Columna DB-5MS (60 m), split 1:30, MSD. La

identificacion de los picos aparece en la Tabla 6.
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Tabla 6. Composicidon quimica de los extractos de Ocimum sp1. “Sigueme

blanco”, obtenidos por diferentes técnicas de extraccion, de hojas de la planta

antes de su floracion.

b
I

Cantidad relativa®, % (n=3)

Pico
aNe Compuestos
DB-5 DB-WAX MWHD SDE SFE

1 trans-2-Hexenal + 844 1215

trans-3-Hexen-1-ol 846 1382 0.1120.07 0.5120.01 r
2  a-Pineno 932 1019 0.54+0.02 0.55+£0.04 tr
3  Sabineno 975 1118 0.61£0.02 0.53+0.04 0.17+0.03
4  1-Octen-3-ol + 981 1450

B-Pineno 983 1104 1.10£0.03 1.2310.04 0.3£0.1
5  B-Mirceno 990 1164 1.59+0.02 1.50£0.09 0.710.1
6 Limoneno 1034 1197 0.75+0.02  0.613+0.002 0.26+0.02
7  Eucaliptol (1,8-cineol) 1040 1212 7.63+0.05 7.540.3 5.29+0.08
8  trans-B-Ocimeno 1048 1251 0.83+0.03 0.76£0.04  0.485+0.001
9  y-Terpineno 1062 1250 tr 0.13+0.01 -
10 trans-4-Tujanol 1076 1555 0.49+0.03 0.19+0.04 0.34+0.03
11 o-Terpinoleno + 1089 1282

cis-Oxido de linalol (furanoide) 1090 1446 0.15£0.01  0.154£0.005 -
12 Fenchona 1096 1400 1.11£0.07 0.86+0.06 0.54+0.01
13 Linalool 1108 1550 10.445+0.004 12.240.9 7.840.3
14  cis-4-Tujanol 1113 1469 0.108+0.003 tr -
15  Alcanfor 1157 1525 0.44+0.02 0.40£0.03 0.24+0.03
16 3-Terpineol 1177 1678 0.32+0.01 0.34+0.01 0.19+0.01
17  Terpinen-4-ol 1188 1608 0.14+0.01 0.27+0.02 -
18 o-Terpineol + 1202 1703

Estragol 1204 1675 4.5+0.2 4.3+0.3 3.310.2
19 Acetato de octilo 1208 1477 0.128+0.001 tr -
20 Acetato de fenchilo 1223 1474 0.35+0.02 0.25+0.02 0.25+0.01
21 Acetato de bornilo + 1290 1591

trans-Anetol 1292 1883 0.38+0.01 0.30+0.02 0.52+0.08
22 cis-Cinamato de metilo 1312 1966 10.810.4 11.5+0.4 8.3+0.6
23 $-Elemeno + 1340 1488

Acetato de epoxi-a-terpenilo* 1342 - 0.1030.005 r i
24  Acetato de exo-2-hidroxicineoico 1344 1735 0.19+0.01 0.16+0.03 0.14+0.01
25 Eugenol 1360 2175 0.18794+0.003  0.2310.01 -
26 o-Copaeno 1386 1500 0.225+0.003  0.16+0.01 0.18+0.01
27 trans-Cinamato de metilo 1404 2098 38.4+0.6 41+3.0 42.3+0.7
28 B-Ylangeno* 1433 - 0.136+0.004 tr -
29 trans-B-Cariofileno 1436 1610 0.22+0.01 0.13+0.01 0.19+0.03
30 trans-a-Bergamoteno + 1442 1577 1.76+0.04 13+0.13 1.81+0.09

B-Copaeno 1444 -
31  o-Guaieno 1447 1603 0.35+0.01 0.22+0.01  0.276+0.002
32  trans-B-Farneseno 1456 1667 0.82+0.03 0.58+0.01 1.0+0.1
33 cis-Muurola-3,5-dieno* 1459 1651 0.186+0.003  0.12%0.01 -
34 oa-Humuleno 1472 1684 1.06+0.03 0.76+0.07 0.71+0.07
35 cis-Muurola-4(14),5-dieno 1477 - 0.444+0.003  0.29+0.04 0.31+0.03
36 Germacreno D 1496 1723 2.04+0.05 1.27+0.09 1.8+0.1
37  a-Zingiberene + 1501 -

Valenceno 1502 i 0.124+0.004 tr -
38 Biciclogermacreno 1510 1748 0.90+0.01 0.64+0.02 0.56+0.04
39 o-Bulneseno 1514 1728 0.53+0.01 0.33+0.03 -
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Continuacion, Tabla 6.

40 y-Cadineno + 1527 1774
3-Cadineno 1529 1769 2.160.03 1.4£0.2
41  B-Sesquifelandreno + 1532 1778
trans-Calameneno + 1534 1780 0.29410.005 0.22+0.03 -
7-epi-a-Selineno 1536 1846
42  trans- Nerolidol 1566 2042 0.13+0.01 tr 1.8+0.2
43  cis-Muurol-5-en-o-4-ol* 1572 - tr tr 0.28+0.04
44 1,10-di-epi-Cubenol 1631 2082 0.46+0.03 0.48+0.09 0.462+0.003
45 t-Cadinol 1659 2188 4.20+0.03 4.3+0.4 4.0+0.3
46  o-Cadinol 1671 2249 0.23+0.01 0.25+0.04 0.14+0.02
47  B-Eudesmol 1675 2252 0.60+0.03 0.60+0.08 0.25+0.01
48 N.I. CysHapy 1686 - 0.21+0.03 0.20+0.02 -
49  «-Bisabolol 1697 2224 0.11£0.02 tr tr
50 N.I. CygH1602** 2127 - - - 0.78+0.08
51  Acido linoleico 2135 - - - 0.12+0.02
52 N.I. CygH450** 2152 - - - 0.76+0.05
53 N.I. CygH460** 2266 - - - 0.31+0.01
54 N.I. CigH4502** 2306 - tr tr 3.2+0.3
55 N.I. CygH4502** 2322 - - - 1.5+£0.3
56 N.I. CigH4502** 2327 - - tr 3.1£0.4
57 N.I. CigH1602** 2339 - - - 0.576+0.005
58 N.I. CigH1602** 2346 - - - 0.264+0.004
59 Heptacosano 2737 - - - 0.31+0.09
60 Escualeno 2914 - - - 0.510.4
61 Nonacosano 3077 - - - 1.1+0.9
M: Hidrocarburos monoterpénicos 5,75 5,61 2,05
S: Hidrocarburos sesquiterpénicos 11,94 8,12 6,77
MO: Monoterpenos oxigenados® 24,29 2517 17,01
SO: Sesquiterpenos oxigenados® 6,08 6,27 7,09
FP: Fenilpropanoides 51,75 54,97 52,26
OCO: Otros compuestos oxigenados 0,24 0,75 12,86
H: Hidrocarburos 0,00 0,00 1,95

a. Numero del pico cromatografico en la Figura 31.

b. indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.

c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados en la columna

DB-5; promedio de tres extracciones para cada técnica (n= 3).

d. Oxidos, aldehidos, alcohol y acetatos.

e. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr: Trazas (valores menores de 0,1 %)

* ldentificado tentativamente.

**|ones principales en m/z 302 (M), 282 (M"),...
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En el AE y extractos obtenidos mediante SDE y SFE se identificaron cerca de

50 componentes en concentraciones superiores a 0.1%.

Los componentes mayoritarios obtenidos mediante las tres técnicas de
extraccion (MWHD, SDE y SFE), fueron trans-cinamato de metilo (38-42%) y
cis-cinamato de metilo (8-11%). En la Figura 32, se presenta el espectro de
masas del cinamato de metilo. Las rutas de ionizacion disociativa por impacto
de electrones a 70 eV, se observan en el Esquema 3. El i6n molecular
corresponde al fragmento C1oH10O2" ubicado en m/z 162 con intensidad alta
(65%), el cual, por pérdida de un radical hidrégeno da origen al fragmento (M-
H)*, C1oHgO2, en m/z 161 (34%). La ruptura a, tipica para aldehidos, cetonas,
acidos, amidas y ésteres, genera el cation CoH,O" en m/z 131 (100%), por la
eliminacién del radical OCHjz, el cual, por pérdida de una molécula de
mondxido de carbono, forma el catiéon CgH;" en m/z 103, con intensidad alta
52%; éste, por la eliminacion de una molécula de CyHy, genera el fragmento
CeHs", en m/z 77 (24%).
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Figura 32. Espectro de masas del cinamato de metilo. El, 70 eV.
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Esquema 3. Posibles rutas de fragmentacion del cinamato de metilo.

Me-O

+-

+e
M m/z 162 (65%)

l- CH30 l H
\ \
C
| | H2C:6 O
o)
+
m/z 131 (100%) m/z 161 (34%)

l-co

-

m/z 103 (52%)

l-CHECH

m/z 77 (24%)

97



Otro compuesto presente en cantidad alta fue el linalool (8-12%). En la Figura
33, se presenta su espectro de masas. Las rutas de ionizacidn disociativa por
impacto de electrones a 70 eV, se observan en el Esquema 4. El ién molecular
M* (m/z 154), con una intensidad baja (2%), experimenta la pérdida de una
molécula de agua, generando el fragmento en m/z 136 (CioH1™), con una
intensidad media 16%; este fragmento por eliminacién de radicales alquilicos,
CHs y Cs3H7, da origen a los cationes (CoH13"), m/z 121 (42%), y (C7Ho") en

m/z 93 (100%), siendo este ultimo, el i6n pico de base.

El ibn molecular sufre dos rupturas alilicas, a saber: la ruptura 1, da origen al
cation C4H;0" en m/z 71(93%) vy la ruptura 2, genera el catién, CsHg*, en m/z
69 (38%). Estos cationes, por la posterior pérdida de una molécula de C;Ha,
generan los fragmentos C,H3zO" en m/z 43(40%) y CsHs" en m/z 41(36%),
respectivamente.
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Esquema 4. Posibles rutas de fragmentacion del linalool.
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El eucaliptol (1,8-cineol), otro compuesto identificado en el aceite esencial y
extractos de Ocimum sp1, se encontré en un porcentaje considerable (5-8%).
En la Figura 34, se presenta su espectro de masas. Las rutas de ionizacion
disociativa por impacto de electrones a 70 eV, se observan en el Esquema 5.
El ibn molecular del 1,8-cineol en m/z 154 (100%), presenta la pérdida de un
radical alquilico CH3 formando el cation CgHisO" en m/z 139 (85%). Por
reordenamiento del ibn molecular y posterior ruptura, se forman los iones
CoH30" en m/z 43 (66%) y CgH+s5" en m/z 111, con intensidad media (82%).
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Figura 34. Espectro de masas del eucaliptol (1,8-cineol). El, 70 eV.
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Esquema 5. Posibles rutas de fragmentacion del eucaliptol (1,8-cineol).
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El mayor componente del AE de las hojas de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”,
fue el trans-cinamato de metilo (38.4%), seguido del isbmero, cis-cinamato de
metilo (10.8%). Los cinamatos de metilo estan presente como compuestos
mayoritarios en el quimiotipo tropical [175] y en algunas especies de Ocimum,
tales como Ocimum americanum var. Americanum de Brasil [176], Ocimum
canum de S.Tome vy las islas Principe [177] y las especies descritas por Simon
et al. [178], Viera et al. [176] y Ozek et al. [179], que reportaron quimiotipos de
Ocimum basilicum basilicum con alto contenido de cinamato de metilo y

linalool, provenientes de Estados Unidos, Brasil y Turquia, respectivamente.

Las tres técnicas extractivas (MWHD, SDE y SFE) presentaron un alto
contenido de fenilpropanoides (51-57%) y monoterpenos oxigenados (17-25%),
la fraccion de sesquiterpenos presentdé un porcentaje mas alto, cuando se uso6
MWHD (11.94%), en comparacién con lo obtenido por SDE (8.12%) y SFE

(6.77%), respectivamente.

En la Figura 35, se registran perfiles cromatograficos de los metabolitos

secundarios volatiles aislados por las técnicas de headspace.

Las cantidades relativas (%) de los metabolitos en las fracciones volatiles de
Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, obtenidas por las técnicas de headspace (HS-
SPME y S-HS) presentaron una diferencia notoria con respecto a sus
composiciones, obtenidas por MWHD o por las técnicas SDE y SFE. Las
cantidades relativas (%) de los componentes de las fracciones volatiles de

Ocimum, obtenidas por las técnicas de headspace, se muestran en la Tabla 7.
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Figura 35. Cromatogramas tipicos de las fracciones volatiles de Ocimum sp1.,
obtenidas por diferentes métodos de headspace: A. HS-SPME y B. S-HS.
Columna DB-5MS (60 m), split 1:30, FID. La identificacion de los picos aparece

enla Tabla 7.
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Tabla 7. Cantidad relativa (%) e identificacion de los principales compuestos
en las fracciones volatiles obtenidas por HS-SPME y S-HS, de Ocimum sp1.

“Sigueme blanco”.

Cantidad relativa®, % (n=3)

Pico Com
a No puestos
HS-SPME S-HS
1 a-Pineno 1.50+£0.01 2.9+0.2
2  Sabineno 0.179+0.003 0.39+0.02
3 1-Octen-3-ol + 3.78+0.09 6.50.2
B-Pineno
4  B-Mirceno 5.7+0.4 9.3+0.5
5 Limoneno 0.09+0.01 0.36+0.02
6  Eucaliptol (1,8-cineol) 28+1.7 52+3.6
7 trans-p-Ocimeno 1.96+0.08 1.38+0.04
8  y- Terpineno 0.11+0.01 0.47+0.02
9  trans-4-Tujanol 0.22+0.02 0.29+0.02
10 Fenchona 2.1£0.2 0.167+0.004
11 Linalool 11.11£0.9 14.9+0.2
12 Alcanfor 0.29+0.02 1.67%0.03
13 §-Terpineol 0.10+0.01 0.49+0.05
14  Terpinen-4-ol 0.3040.03 0.19+0.03
15 a-Terpineol + 1.50+0.06 2104
Estragol
16  Acetato de fenchilo 0.27+0.01 0.57+0.04
17 cis-Cinamato de metilo 3.2+0.1 0.51+0.09
18 Acetato de exo-2-hidroxicineoico 0.37+0.03 0.15+0.02
19 Eugenol 0.29+0.02 0.07+0.01
20 a-Copaeno 0.72+0.07 0.19+0.08
21 trans-Cinamato de metilo 10£1.0 0.5+0.1
22  cis-o-Bergamoteno 1.5+0.2 0.07+0.02
23  trans-p-Cariofileno 1.0£0.2 0.17+0.02
24 trans-o-Bergamoteno 7+1.2 0.59+0.03
25 a-Guaieno 0.19+0.02 -
26 a-Humuleno 2.4+0.4 0.13+0.03
27  trans-p-Farneseno 1.84+0.05 0.18+0.03
28 cis-Muurola-4(14),5-dieno 1.1£0.2 0.12+0.02
29 Germacreno D 4.510.6 0.27+0.05
30 Biciclogermacreno 1.7+0.2 0.151£0.04
31 o-Bulneseno 0.66+0.09 0.08+0.01
32 y-Cadineno 3.1+0.5 0.22+0.03
33 B-Sesquifelandreno 0.35+0.02 0.040+0.003
34  10-epi-Cubebol 0.08+0.01 -
35 trans- Nerolidol 0.01310.003 -
36 1,10-di-epi-Cubenol 0.10£0.01 -
37 t-Cadinol 0.40+0.05 -
M: Hidrocarburos monoterpénicos 13.34 21.32
S: Hidrocarburos sesquiterpénicos 26.37 2.20
MO: Monoterpenos oxigenados® 42.91 71.92
SO: Sesquiterpenos oxigenadosd 0.59 0.00
FP: Fenilpropanoides 13.98 2.12
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a. Numero del pico en la Figura 35.

b. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados en la columna
DB-5; promedio de tres extracciones para cada técnica (n= 3).
c. Oxidos, aldehidos, alcoholes y acetatos.

d. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr: Trazas.

Mediante las técnicas de headspace fueron detectados e identificados 37
componentes en concentraciones superiores a 0.1%, el numero mas bajo en
comparacion con los compuestos detectados en extractos obtenidos por las
tres técnicas extractivas, i.e. MWHD, SDE y SFE, de acuerdo con lo que se

observa en las Tablas 6y 7.

Los componentes mayoritarios aislados por las técnicas de headspace (S-HS y
HS-SPME) fueron eucaliptol (52 y 27%) en la fraccion volatil obtenida por S-HS
y en la obtenida por HS-SPME, respectivamente, seguido del linalool (14.9 y
11.1%).

En el caso de las fracciones volatiles, aislados por las técnicas de headspace,
cabe destacar la baja cantidad relativa de frans-cinamato de metilo (0.5-10%)
en comparacion con la obtenida por las técnicas extractivas (MWHD, SDE y
SFE) (38-42%), lo cual puede ser atribuido a su punto de ebullicién
relativamente alto (261 °C), el cual lo hace menos susceptible a ser extraido

mediante el uso de las técnicas de headspace.

La Figura 36, muestra la comparacion de la composicidon quimica de los
metabolitos secundarios volatiles de Ocimum sp1., aislados por las cinco (5)
técnicas de extraccidn, agrupandolos en siete familias de compuestos:
Fenilpropanoides (FP), hidrocarburos monoterpénicos (M), monoterpenos
oxigenados (MO), hidrocarburos sesquiterpénicos (S), sesquiterpenos

oxigenados (SO), hidrocarburos (H) y otros compuestos oxigenados (OCO).
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Cantidad relativa, %

HS-SPME

S-HS
H: Hidrocarburos B OCO: Otros compuestos oxigenados
B SO: Sesquiterpenos oxigenados = M: Hidrocarburos monoterpénicos
B S: Hidrocarburos sesquiterpénicos B FP: Fenilpropanoides

= MO: Monoterpenos oxigenados

Figura 36. Distribucion de las principales familias de los compuestos en el
aceite esencial, extractos y fracciones volatiles de Ocimum sp1. “Sigueme

blanco”.

Las técnicas extractivas (MWHD, SDE y SFE) permiten una mayor
recuperacion de fenilporpanoides (51-54%), las técnicas de headspace aislan
en mayor grado la fraccion volatil, i.e. para S-HS, las cantidades relativas de
hidrocarburos monoterpénicos fueron de 21.32% y de sus analogos
oxigenados, 71.92%, seguidos de HS-SPME, con cantidades relativas de 13,34
y 4291%, respectivamente. Para estas familias de compuestos,
adicionalmente, la técnica HS-SPME permitié aislar y concentrar una mayor

cantidad de hidrocarburos sesquiterpénicos, en comparacion con S-HS.
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Para apreciar mejor la influencia del método de extraccidbn sobre la
composicion final de las fracciones volatiles obtenidas, se aplicd el analisis
cluster, utilizando distancias euclidianas completas (Software STATISTICA,
Version 6.0, StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EE.UU.).

Para el “Sigueme blanco” (Ocimum sp1.) (Figura 37), el dendograma de
clusters muestra similitud en la composicion quimica obtenida mediante las
técnicas MWHD, SDE y SFE, las cuales se caracterizaron por la obtencién de
un alto contenido de fenilpropanoides (FP, 52-55%) y monoterpenos
oxigenados (MO, 17-25%), y se observan diferencias notorias respecto a las
técnicas de headspace, en las cuales se obtuvo un alto contenido de MO (43-
72%), hidrocarburos sesquiterpénicos (S, 26%) para HS-SPME y hidrocarburos
monoterpénicos (M, 21%) para S-HS.

"SIGUEME BLANCO" (Ocimum sp1.)
Distancias Euclidianas de enlazamiento completo

MWHD

FP-MO

SDE

SFE

HS-SPME MO

S-HS

0 20 40 60 80 100 120
(Dlink/Dmax)*100
Figura 37. Dendograma de clusters para metabolitos secundarios de Ocimum

sp1., obtenidos por diferentes técnicas de extraccion.

Para apreciar mejor el efecto del método de extraccidén sobre la composicion
final obtenida, las composiciones relativas (%) de AE, extractos y fracciones
volatiles, obtenidos por diferentes técnicas extractivas (MWHD, SDE y SFE) y
de headspace (S-HS y HS-SPME), se compararon por medio del analisis
estadistico de Componentes Principales (PCA, STATISTICA, Version 6.0,
StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EE.UU.). La matriz utilizada para el estudio
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estaba formada por 5 casos, que corresponden al numero de técnicas
extractivas utilizadas y por 7 variables, que representan los grupos de familias

de compuestos obtenidos mediante cada técnica.

El resultado del andlisis estadistico, sefiala que el 97% de la informacién de las
Tablas 6 y 7, puede ser representada por un subespacio de dos coordenadas
(las componentes principales), construido con base en las combinaciones
lineales de las cantidades relativas de los componentes presentes en el AE,
extractos y fracciones volatiles. Como se observa en la Figura 38, el factor 1,
representa el 88.66% de la informacién y se encuentra conformado por los
fenilpropanoides (53%), monoterpenos oxigenados (40%), e hidrocarburos
monoterpénicos (5%). El factor 2, constituye el 8.7% y esta constituido por
hidrocarburos sesquiterpénicos (73%), monoterpenos oxigenados (14%) y

fenilpropanoides (10%) (Véase Anexo 2-Tabla 1).

20

I SHS
10 | °
SDE I
o SFE @ |
® MWHD |
e e i

Factor2: 8,70%

HS-SPME
[}
-20

-25

-30

60 -50 -4'0 -3'0 -éo -1'0 o 16 26 36 46 56 6I0 70
Factor1: 88,66%

Figura 38. Analisis de componentes principales (PCA) de las cantidades

relativas (%) de las mezclas de compuestos volatiles y semivolatiles, aisladas

de las plantas de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, por diferentes métodos de

extraccion.
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De acuerdo con la Figura 38, se observa un grupo muy definido, compuesto
por las técnicas extractivas MWHD, SDE y SFE, las cuales se encuentran
ubicadas en el segundo cuadrante por encima del eje de las abscisas. El
desplazamiento hacia la izquierda en la grafica corresponde a las técnicas que
extraen mayor cantidad de fenilpropanoides (MWHD, SDE y SFE), mientras
que desplazamientos hacia la derecha indican un mayor porcentaje de
recuperaciéon de hidrocarburos monoterpénicos por parte de las técnicas de
extraccion (S-HS, HS-SPME). En el caso de las técnicas de headspace, la
separacion observada en la grafica entre estas dos técnicas, esta dada por la
diferencia en la cantidad de hidrocarburos sesquiterpénicos extraidos pora
cada una de ellas, S-HS (2,2%), la cual es muy baja en comparaciéon con el
26,37%, obtenida mediante HS-SPME.

La proximidad de los puntos correspondientes a los extractos, obtenidos por
MWHD, SDE y SFE, confirma su similitud (Tabla 6), asi como sus diferencias

con las fracciones aisladas por las técnicas de headspace (Tabla 7).

5.2 ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
VOLATILES OBTENIDOS POR SDE, DE FLORES, HOJAS Y TALLOS DE
OCIMUM sp1l.

En la Figura 39, se muestran los perfiles cromatograficos tipicos, obtenidos por
CG-MS de los metabolitos secundarios volatiles, aislados por destilacion-
extraccion simultanea con solvente (SDE) de flores, hojas y tallos de Ocimum
sp1. “Sigueme blanco”. En la Tabla 8, se registra la composicion quimica de

los extractos SDE de flores, hojas y tallos de Ocimum sp1.
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Figura 39. Cromatogramas tipicos de metabolitos secundarios volatiles
aislados por SDE de diferentes partes de Ocimum sp1.: A. FLORES; B. HOJAS
y C. TALLOS. Columna DB-5MS (60 m), split 1:30, MSD. La identificacion de

los picos cromatograficos aparece en la Tabla 8.

110



Tabla 8.

“Sigueme blanco”, obtenidos de diferentes partes de la planta.

Composicion quimica de los extractos SDE de Ocimum sp1.

b
I

Cantidad relativa®, % (n=3)

Pico®
NC Compuestos
DB-5 DB-WAX FLORES HOJAS TALLOS

1 trans-2-Hexenal + 844 1215

trans-3-Hexen-1-ol 846 13g2  0-13%0.01 r -
2 a-Pineno 932 1019 0.1240.02 0.23+0.07 -
3 Sabineno 975 1118 0.11+0.02 0.2110.06 -
4 1-Octen-3-ol + 981 1450

B-Pineno 983 1104 0.35+0.05 0.6+0.2 -
5 B-Mirceno 990 1164 0.24+0.04 0.740.3 -
6 Limoneno 1034 1197 0.11£0.01 0.30£0.08 -
7 Eucaliptol (1,8-cineol) 1040 1212 2.710.1 5.36+£1.39 6.7+0.7
8 trans-p-Ocimeno 1048 1251 0.352+0.003 0.5+.0.1 -
9 trans-4-Tujanol 1076 1555 0.14+0.01 - -
10  «-Terpinoleno + 1090 1282

cis-Oxido de linalol (furanoide) 1091 1446  O-14£0.02 r -
11 Fenchona 1096 1400 0.073+0.004  0.50£0.05 -
12 Linalool 1108 1550 22+1.6 13.1£0.7 24+1.6
13 cis-Miroxido 1145 1469 0.22+0.03 - -
14 Alcanfor 1157 1525 0.23+0.02 0.26+0.03 -
15 §-Terpineol 1177 1678 0.15£0.03 0.24+0.01 -
16  Terpinen-4-ol 1188 1608 0.106+0.001 0.3110.02 -
17  o-Terpineol + 1202 1703

Estragol 1204 1675 2.8+0.3 3.53+0.03 -
18  Acetato de fenchilo 1223 1474 0.26+0.01 0.171+0.005 tr
19  Acetato de bornilo + 1290 1591

trans-Anetol 1292 1883 0.36+0.01 0.16+0.01 tr
20 cis-Cinamato de metilo 1312 1966 9.710.2 15.2+0.4 12.8+0.4
21 Eugenol 1360 2175 0.14£0.02  0.208+0.002 -
22  o-Copaeno 1386 1500 0.3040.02 0.12+0.01 -
23  trans-Cinamato de metilo 1404 2098 41+1.4 511£1.6 3416.0
24 cis-a-Bergamoteno 1422 1528 tr tr -
25  B-Ylangeno* 1433 - 0.196+0.002  0.13%0.02 -
26  trans-B-Cariofileno 1436 1610 0.1840.02 0.1240.03 -
27  trans-o-Bergamoteno + 1442 1577

B-Copaeno 1444 i 0.25+0.03 0.97+0.09 -
28  a-Guaieno 1447 1603 1.28+0.03 0.29+0.03 -
29  trans-B-Farneseno 1456 1667 0.410.1 0.49+0.01 -
30 cis-Muurola-3,5-dieno* 1459 1651 0.215+0.005  0.13%0.01 -
31  a-Humuleno 1472 1684 0.74+0.02 0.50£0.03 tr
32  cis-Muurola-4(14),5-dieno 1477 - 0.453+0.002  0.31+0.03 -
33 Germacreno D 1496 1723 3.7£0.2 1.1210.05 tr
34  B-Selineno 1498 - 0.113+0.005 - -
35 o-Zingiberene + 1501 -

Valenceno 1502 - 0.13:0.01 r )
36  Biciclogermacreno 1510 1748 0.82+0.04 0.57+0.04 -
37  o-Bulneseno 1514 1728 2.0£0.1 0.35+0.01 tr
38  y-Cadineno + 1527 1774

3-Cadineno 1529 1769  2:00£0.09 1.6£0.1 -
39  B-Sesquifelandreno + 1532 1778

trans-Calameneno + 1534 1780 0.102+0.004  0.16%0.02 3.8+0.1

Eudesma-3,7(11)-dieno* 1536 1846
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Continuacion, Tabla 8.

40  trans- Nerolidol 1566 2042 0.13+0.01 - -
41 1,10-di-epi-Cubenol 1631 2082 0.35+0.04 0.3240.04 tr
42  1-Cadinol 1659 2188 3.8+0.2 3.4+0.3 15+£1.7
43  a-Cadinol* 1671 2249 0.26+0.03 0.20+0.01 tr
44  B-Eudesmol 1675 2252 0.72+0.07 0.33+0.03 tr
M: Hidrocarburos monoterpénicos 1.47 2.86 0.00
S: Hidrocarburos sesquiterpénicos 13.20 7.08 10.87
MO: Monoterpenos oxigenados® 28.28 21.59 35.94
SO: Sesquiterpenos oxigenados® 5.26 4.26 16.8
FP: Fenilpropanoides 52.06 67.84 46.97
OCO: Otros compuestos oxigenados 0.19 0.36 0,00

a. Numero del pico en la Figura 39.

b. indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.
c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados en columna
DB-5; promedio de tres extracciones para cada técnica (n= 3).

d. Oxidos, aldehidos, alcoholes y acetatos.

e. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr Trazas (< 0,1 %)

* ldentificado tentativamente.

La composicién quimica de los extractos SDE de las flores y hojas descubrio
gran similitud, pero existen algunas diferencias en las cantidades relativas,
mientras que el extracto SDE de los tallos presentdé un menor numero de

componentes.

El componente mayoritario fue el trans-cinamato de metilo, presente en los tres
extractos, pero en mayor proporcion, obtenido de las hojas (51%), comparado

con su cantidad en los extractos de flores (41%) y tallos (34%).

El segundo compuesto mas abundante en los extractos SDE de flores y tallos
fue el alcohol monoterpénico, linalool, (22 y 24%, respectivamente), mientras
que en el extracto SDE de las hojas, el segundo compuesto mayoritario fue el
cis-cinamato de metilo (15.2%). El contenido de linalool en este mismo extracto
fue menor respecto a lo observado en los extractos de flores y tallos (13.1%).

Otros compuestos importantes presentes en todos los extractos fueron
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eucaliptol (1,8-cineol) (2-7%) y t-cadinol en el extracto SDE de tallos (15%), en
comparacién con su menor cantidad en los extractos de flores y hojas, i.e. 3.8 y

3.4%, respectivamente.

La comparacion de la composiciéon quimica de los extractos SDE de flores,
hojas y tallos se muestra en la Figura 40, donde se destaca el alto contenido
de fenilpropanoides (47-68%), en los tres extractos, en el siguiente orden: hojas
> flores > tallos. Los monoterpenos oxigenados también se encuentran en
cantidades altas (22-36%), presentandose la mayor cantidad de estos
compuestos en el extracto SDE de tallos (35.94%), seguido de las flores
(28.28%) y hojas (21.59%).

70
60
50
40

30

Cantidad relativa, %

20

10

FLORES

HOJAS

® OCO: Otros compuestos oxigenados M: Hidrocarburos monoterpénicos
B 50: Sesquiterpenos oxigenados ® S: Hidrocarburos sesquiterpénicos

MO: Monoterpenos oxigenados ® FP: Fenilpropanoides

Figura 40. Distribucién de las principales familias de los compuestos en los
extractos SDE, obtenidos de las flores, hojas y tallos de Ocimum sp1. “Sigueme
blanco”. M: Hidrocarburos monoterpénicos; S: Hidrocarburos sesquiterpénicos;
MO: Monoterpenos oxigenados; SO: Sesquiterpenos oxigenados; FP:

Fenilpropanoides; OCO: Otros compuestos oxigenados.
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La Tabla 9, muestra la relacion de las areas cromatograficas del compuesto y
del estandar interno “istd” (hexadecano), de los compuestos mayoritarios de los
extractos SDE, obtenidos de las flores, hojas y tallos de Ocimum sp1. “Sigueme
blanco”. Puede observarse en la Tabla 9, que la relacién de areas de trans-
cinamato de metilo e istd es mayor en los extractos SDE obtenido de las hojas

(11) y flores (10.8), con respecto a la de las areas en el extracto de tallos (0.16).

Tabla 9. Relacion de las areas cromatograficas del compuesto y del estandar
interno (hexadecano) “istd”, de los compuestos mayoritarios de los extractos

SDE de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, obtenidos de diferentes partes de la

planta.
Compuestos mayoritarios Area compuesto/Area istd
FLORES HOJAS TALLOS
Eucaliptol (1,8-cineol) 0.7+0.1 1.320.5 0.011£0.01
Linalool 5.910.4 2.4+0.1 0.0610.02
cis-Cinamato de metilo 2.7+0.3 3.30+£0.03  0.03£0.01
trans-Cinamato de metilo 10.8+0.9 11£1.4 0.16+0.06

De igual forma, se observa que la relacidon de areas de cis-cinamato de metilo es
mayor en el extracto de las hojas (3.30), en comparacion con la de las areas en

extractos de flores (2.7) y tallos (0.03).

Por el contrario, la relacién de areas del linalool es mayor en el extracto de las
flores (5.9), con respecto a la de las areas en los extractos de hojas (2.4) y tallos
(0.01).

Las diferencias en la relacion de las areas del compuesto y del hexadecano
(istd), se muestran en la Figura 41, de los compuestos mayoritarios en los
extractos SDE, obtenidos de las flores, hojas y tallos de Ocimum sp1. “Sigueme

blanco”.
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Figura 41. Relacion de las areas cromatograficas del compuesto y del
estandar interno (hexadecano) “istd”, de los compuestos mayoritarios en los
extractos SDE, obtenidos de diferentes partes de la planta de Ocimum sp1.

“Sigueme blanco”.

5.3 ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
VOLATILES, OBTENIDOS POR SDE, DE HOJAS DE OCIMUM spl.,
RECOLECTADAS EN TRES EPOCAS DE CULTIVO (ANTES, DURANTE Y
DESPUES DE FLORACION).

La Tabla 10, muestra la composicién quimica de los extractos SDE de las
hojas de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, recolectadas en tres épocas
diferentes de crecimiento de la planta, a saber: antes, durante y después de su

floracion.
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Tabla 10. Composicion quimica de los extractos SDE de hojas de Ocimum

sp1. “Sigueme blanco”, obtenidos en tres diferentes épocas de cultivo.

a
le

Cantidad relativa®, % (n=3)

Pr"l‘f,o Compuestos FLORACION
DB-5 DB-WAX
ANTES DURANTE DESPUES

1 trans-2-Hexenal + 844 1215

trans-3-Hexen-1-ol 846 1382 0.510.01 r 0.870.07
2 a-Pineno 932 1019 0.55+0.04 0.23+0.07 0.53+0.02
3 Sabineno 975 1118 0.53+0.04 0.21£0.06 0.49+0.01
4 1-Octen-3-ol + 981 1450

B-Pineno 983 1104 1.231£0.04 0.6+0.2 1.19+0.07
5 B-Mirceno 990 1164 1.50+0.09 0.7+0.3 1.56£0.03
6 Limoneno 1034 1197 0.613+0.002  0.30+0.08 0.57+0.03
7 Eucaliptol (1,8-cineol) 1040 1212 7.5£0.3 5+1.4 7.910.3
8 trans-B-Ocimeno 1048 1251 0.76+0.04 0.5+.0.1 0.76+0.04
9  y-Terpineno 1062 1250 0.13+0.01 tr 0.110+0.001
10  trans-4-Tujanol 1076 1555 0.19+0.04 - 0.31+£0.04
11 o-Terpinoleno + 1090 1282

ois-Oxido de finalol (furanoide) 1091 144  0:194%0.005 r 0.18£0.02
12 Fenchona 1096 1400 0.86+0.06 0.5040.05 0.94+0.05
13 Linalool 1108 1550 12.240.9 13.120.7 12.010.2
14 Alcanfor 1157 1525 0.40+0.03 0.2610.03 0.31+0.02
15  §-Terpineol 1177 1678 0.34+0.01 0.24+0.01 0.284+0.001
16  Terpinen-4-ol 1188 1608 0.27+0.02 0.31£0.02 0.233+0.002
17  o-Terpineol + 1202 1703

Estragol 1204 1675 4.3+0.3 3.53+0.03 4.5+0.2
18 Acetato de fenchilo 1223 1474 0.25+0.02 0.171+0.005 0.17+0.03
19 Acetald de bornilo * 1o09  1opa  0.30£002  0.16:0.01  0.21620.003
20 cis-Cinamato de metilo 1312 1966 11.5+0.4 15.240.4 11.0£0.4
21  Acetato de exo-2-hidroxicineoico 1344 1735 0.16£0.03 tr tr
22  Eugenol 1360 2175 0.23+0.01  0.208+0.002 0.126+0.004
23  o-Copaeno 1386 1500 0.16+0.01 0.12+0.01 0.16+0.01
24 trans-Cinamato de metilo 1404 2098 41+3.0 511£1.6 45.4+0.9
25  cis-a-Bergamoteno 1422 1528 tr tr 0.169+0.005
26  B-Ylangeno* 1433 - tr 0.13+0.02 tr
27  trans-B-Cariofileno 1436 1610 0.13+0.01 0.1240.03 0.165+0.004
28  trans-o-Bergamoteno + 1442 1577

B-Copaeno 1444 i 1.3+0.1 0.97+0.09 1.2+0.1
29  «-Guaieno 1447 1603 0.22+0.01 0.29+0.03 0.17+0.02
30  trans-B-Farneseno 1456 1667 0.58+0.01 0.49+0.01 0.42+0.01
31  cis-Muurola-3,5-dieno* 1459 1651 0.12+0.01 0.13£0.01  0.11602+0.00002
32  a-Humuleno 1472 1684 0.76+0.07 0.50£0.03 0.86+0.04
33  cis-Muurola-4(14),5-dieno 1477 - 0.29+0.04 0.3110.03 0.26+0.01
34  Germacreno D 1496 1723 1.27+0.09 1.1240.05 1.36+0.07
35  Biciclogermacreno 1510 1748 0.64+0.02 0.571+0.04 0.74+0.05
36  o-Bulneseno 1514 1728 0.33+0.03 0.35+0.01 0.27+0.02
37  y-Cadineno + 1527 1774

5-Cadineno 1529 1769 1.4+0.2 1.6+0.1 1.35+0.05
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Continuacion, Tabla 10.

38  B-Sesquifelandreno + 1532 1778
trans-Calameneno + 1534 1780 0.22+0.03 0.1610.02 0.17+0.01
Eudesma-3,7(11)-dieno* 1536 1846
39  1,10-di-epi-Cubenol 1631 2082 0.48+0.09 0.32+0.04 0.32+0.01
40  1-Cadinol 1659 2188 4.3+0.4 3.4+0.3 2.8+0.2
41  a-Cadinol* 1671 2249 0.25+0.04 0.20+0.01 0.158+0.004
42  B-Eudesmol 1675 2252 0.60+0.08 0.33+0.03 0.36+0.01
43  Sesquiterpeno, CqsHoq 1686 - 0.20+0.02 - -
M: Hidrocarburos monoterpénicos 5.61 2.86 5.50
S: Hidrocarburos sesquiterpénicos 8.12 7.08 7.46
MO: Monoterpenos oxigenados® 2517 21.59 24.86
SO: Sesquiterpenos oxigenadosd 6.27 4.26 3.62
FP: Fenilpropanoides 54.97 67.84 58.73
OCO: Otros compuestos oxigenados 0.75 0.36 0.87

a. indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.
b. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos cromatograficos
determinados en columna DB-5, promedio de tres extracciones para cada técnica (n= 3).
c. Oxidos, aldehidos, alcoholes y acetatos.

d. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr: Trazas (< 0,1 %)

* ldentificado tentativamente.

Mas de 40 componentes en cantidades relativas > 0.1%, fueron identificados,
el componente mayoritario en los extractos SDE fue el frans-cinamato de metilo
(41-50%).

En la Tabla 10, puede observarse que la cantidad relativa (%) de trans-
cinamato de metilo fue mayor en el extracto SDE obtenido de las hojas durante
la época de floracion (51%), con respecto a su contenido en extractos aislados
de hojas, recolectadas en las épocas antes (41%) y después de floracion
(45.4%).
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De igual forma, se observa que la cantidad relativa del cis-cinamato de metilo
fue mayor durante la floracion (15.2%), en comparacion con su contenido en la

planta recolectada antes (11.5%) y después de floracion (11.0%).

Para los extractos SDE obtenidos antes y después de floracién, el segundo
compuesto mayoritario presente fue el linalool (12%), mientras que en el
extracto SDE de hojas recolectadas durante la floracion, el contenido de linalool
fue de 13%, siendo éste el tercer compuesto mayoritario en este caso, pues el
cis-cinamato de metilo fue el segundo compuesto mayoritario en el extracto

obtenido de plantas en floracion (15.2%).

Las diferencias en la composicién quimica de los extractos SDE de las hojas
del Ocimum sp1. obtenidos en diferentes estados fenoldgicos, se muestran en
la Figura 42, donde los resultados de la Tabla 10, se agruparon segun las
familias de compuestos identificados. Puede observarse, que no existen
diferencias significativas en cuanto a la composicién quimica; sobresale sin
embargo, el aumento de la cantidad de fenilpropanoides durante la época de
floracion: se registra la mayor cantidad relativa (%) de cis- y trans-cinamatos de
metilo, asi como la disminucion en un 50% de la cantidad relativa (%) de

hidrocarburos monoterpénicos.

118



-
[}

60

=S
il
> 50
=
A
@ 40
-
L=
@ 230
©
=
P 20
o

10

0
ANTES
DURANTE z
DESPUES
FLORACION

B OCO: Otros compuestos oxigenados B S0 Sesquiterpenos oxigenados

= Hidrocarburos monoterpenicos =S Hidrocarburos sesquiterpenicos

= MO Monoterpenos oxigenados uFP: Fenilpropanoides

Figura 42. Distribucién de las principales familias de los compuestos en los
extractos SDE, obtenidos de las hojas de Ocimum sp1. “Sigueme blanco” antes,
durante y después de floracion. M: Hidrocarburos monoterpénicos; S:
Hidrocarburos sesquiterpénicos; MO: Monoterpenos oxigenados; SO:

Sesquiterpenos oxigenados; FP: Fenilpropanoides; OCO: Otros compuestos
oxigenados.

La Tabla 11, muestra la relacién de las areas cromatograficas del compuesto y
del estandar interno “istd” (hexadecano), de los compuestos mayoritarios en los
extractos SDE, obtenidos de las hojas de Ocimum sp1. “Sigueme blanco” antes,
durante y después de floracion.
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Tabla 11. Relacién de las areas cromatograficas del compuesto y del estandar
interno (hexadecano) “istd”, de los compuestos mayoritarios en los extractos
SDE de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, obtenidos en tres diferentes épocas

de cultivo.

Area compuesto/Area istd

Compuestos mayoritarios FLORACION

ANTES DURANTE DESPUES

Eucaliptol (1,8-cineol) 2.0+0.1 1.310.5 1.82+0.06
Linalool 3.310.2 2.410.1 2.610.1

cis-Cinamato de metilo 3.1£0.2 3.3040.03 2.39+0.06
trans-Cinamato de metilo 11+1.0 11+1.4 10.34+0.07

Como puede observarse en la Tabla 11, la relacién de areas del trans-cinamato
de metilo e istd es levemente mayor en los extractos SDE obtenido en las etapas
antes y durante la floracion (11), con respecto a la presentada en el extracto,

obtenida de plantas recolectadas después de floracion (10.34).

De igual forma, se observa que la relacion de areas de cis-cinamato de metilo e
istd es mayor en los extractos antes (3.1) y durante la floracion (3.30), en
comparacion con la de las areas en el extracto obtenido después de floracion
(2.39).

Por el contrario, la relacién de areas del linalool e istd es mayor en el extracto
obtenido de plantas antes de floracién (3.3), con respecto a la de las areas en los

extractos durante (2.4) y después de floracion (2.6).

En la Figura 43 se muestran las diferencias de las relaciones de areas
cromatograficas del compuesto y del hexadecano (istd), para los componentes
mayoritarios en los extractos SDE, obtenidos de las hojas de Ocimum sp1.

“Sigueme blanco” antes, durante y después de floracion.
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Figura 43. Relacion de las areas cromatograficas del compuesto y del
estandar interno (hexadecano) “istd”, para los compuestos mayoritarios en los
extractos SDE, obtenidos de las hojas de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”

recolectadas en tres diferentes épocas de cultivo.
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5.4. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
VOLATILES DE OCIMUM sp2. “Sigueme morado”, OBTENIDOS POR
DIFERENTES METODOS DE EXTRACCION.

En la Figura 44, aparece la planta cultivada de Ocimum sp2, utilizada en el

presente estudio.

Figura 44. Planta cultivada de Ocimum sp2. “Sigueme morado”, utilizada en
presente estudio.

En la Figura 45, aparecen los perfiles cromatograficos tipicos, obtenidos por
CG-MS, de los metabolitos secundarios volatiles aislados por MWHD, SDE,
SFE de hojas de Ocimum sp2. “Sigueme morado”, recolectados antes de
floracién. En la Tabla 12, se registran la composicion quimica y las cantidades
relativas (%) de los compuestos identificados en el AE y extractos SDE, SFE de

hojas recolectadas antes de floracion.
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Figura 45. Cromatogramas tipicos de extractos aislados de hojas de Ocimum
sp2., antes de su floracion, por diferentes técnicas, a saber: A. MWHD; B. SDE
y C. SFE. Columna DB-5MS (60 m), split 1:30, MSD. La identificacién de los
picos se aparece en la Tabla 12.
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Tabla 12. Composicion quimica de los extractos, obtenidos por diferentes

técnicas de extraccién, de hojas de Ocimum sp2. “Sigueme morado”, antes de

su floracion.
1> Cantidad relativa®, % (n=3)
Pico
a No Compuestos
DB-5 DB-WAX MWHD SDE SFE

1 trans-2-Hexenal + 846 1215

trans-3-Hexen-1-ol gag 1386  0-12¢0.05  1.02£0.06 r
2  o-Pineno 934 1018 0.42+0.02 0.55+0.03 tr
3 Sabineno 976 1118 0.46+0.02 0.40+0.04 tr
4  1-Octen-3-ol + 981 1450

B-Pineno 083 1104 0.81+0.02 1.06+0.05 tr
5  B-Mirceno 991 1163 0.88+0.06 0.91+0.06 tr
6 Limoneno 1035 1197 0.93+0.07 0.73+0.05 tr
7  Eucaliptol (1,8-cineol) 1038 1252 6.910.4 7.6£0.4 1.25+0.07
8  trans-p-Ocimeno 1051 1245 2.840.2 2.310.2 0.04£0.09
9  y-Terpineno 1064 1250 tr 0.154+0.002 -
10 trans-4-Tujanol 1077 1555 0.37+0.03 0.20+0.03 0.31+0.1
11 a-Terpinoleno 1091 1282 0.27+0.01 0.24+0.02 tr
12 Fenchona 1098 1401 2.240.2 2.1+0.2 0.610.1
13 Linalool 1109 1550 11.8+£0.4 12.1£0.1 9.9370+0.0004
14 Alcanfor 1161 1525 0.16+0.01 0.14+0.01 tr
15 §-Terpineol 1178 1678 0.279+0.005  0.28+0.02 0.1853+0.0002
16 Terpinen-4-ol 1193 1608 0.20+0.01 0.33+0.01 -
17 Estragol 1222 1680 49.7+0.3 57.5+0.4 54.7+0.4
18 Acetato de fenchilo 1231 1474 0.26+0.03 0.22+0.01 0.18+0.01
19 Chavicol 1257 2341 0.22+0.02 0.40+0.05 0.7+0.2
20 p-Anisaldehido 1266 2039 tr 0.16+0.01 0.25+0.06
21 Acetato de bornilo + 1292 1591

trans-Anetol 1204 1883 013001 tr -
22 Acetato de exo-2-hidroxicineoico 1345 1636 0.14+0.01 tr 0.14+0.03
23  Eugenol 1359 2175 0.28+0.03 0.29+0.01 0.310.3
24  g-Copaeno 1387 1503 0.132+0.005 0.079+0.002 0.13+0.02
25 |somero de B-Elemeno + 1391 -

trans-CinamEato de metilo 1393 2089 0.1540.02 r r
26 [(-Bourboneno + 1397 -

B-Elemeno 1399 1591 0.82+0.02 0.47+0.04 0.68+0.05
27 Metil eugenol + 1400 2015

B-Cubebeno* 1403 ; 0.43+0.04 0.30+0.03 0.41+0.06
28  trans-p-Cariofileno 1435 1612 0.22+0.01 tr 0.17+0.02
29 trans-o-Bergamoteno 1444 1596 24101 1.6£0.1 2.810.2
30 a-Guaieno 1447 1603 0.413£0.001 0.206+0.004 0.25+0.01
31 trans-B-Farneseno + 1457 1669

rars Eurola-B, e 1150 1ee7 163:0.06  0.98+0.07 1.4+0.1
32  a-Humuleno 1472 1688 1.02+0.05 0.55+0.03 0.80+0.07
33  cis-Muurola-4(14),5-dieno 1477 - 0.45+0.02  0.204+0.004 0.30+0.01
34 Sesquiterpeno CqsHo,* 1489 - 0.114+0.004 - -
35 Germacreno D 1496 1723 2.40+0.05 1.23+0.06 1.9+0.2
36 Valenceno + 1502 -

B-Selineno* 1504 - 0.15£0.01 ) )
37 Biciclogermacreno 1510 1744 1.24+0.03 0.69+0.03 0.90+0.09
38 a-Bulneseno 1514 1727 0.57+0.03 0.30+0.01 tr

124



Continuacion, Tabla 12.

39 y-Cadineno + 1527 1773
5-Cadineno 1529 1768 1.81+£0.04 1.11+0.08 1.7+£0.2
40 B-Sesquifelandreno + 1533 1776
trans-Calameneno + 1534 1780 0.33+0.01 0.226+0.003 0.31+0.02
7-epi-a-Selineno 1536 1845
41  10-epi-Cubebol 1544 - 0.12+0.01 - 0.12+£0.05
42  trans-Nerolidol 1566 2042 0.12+0.01 - -
43  cis-a-Muurol-5-en-4-ol* 1573 - tr - 0.17+0.07
44 1,10-di-epi-Cubenol 1630 2076 0.43+0.02 0.41+£0.02 0.472+0.002
45 t-Cadinol 1659 2187 3.1£0.1 2.4+0.1 3.0+0.4
46  o-Cadinol 1670 2249 0.23+0.01 0.12+0.01 0.16+0.08
47  B-Eudesmol 1673 2251 0.50+0.01 0.19+0.02 0.17+0.08
48 Compuesto Oxigenado C45H,:0* 1686 - 0.24+0.01 tr -
49 o-Bisabolol 1698 2224 0.29+0.01 - -
50 Hidrocarburo 2320 - - - 2.8+0.7
51 Hidrocarburo ramificado > C31Hgs* 2550 - - - 1.91+0.7
52 Hidrocarburo ramificado > C31Hgs* 2719 - - - 1.310.7
53 Heptacosano 2737 - - - 0.38+0.02
54  Escualeno 2915 - - - 0.99+0.03
55 Nonacosano 3078 - - - 0.6+0.3
M: Hidrocarburos monoterpénicos 6.9 6.6 2.2
S: Hidrocarburos sesquiterpénicos 14.4 7.9 11.7
MO: Monoterpenos oxigenados"| 22.9 23.1 12.7
SO: Sesquiterpenos oxigenados® 54 3.4 4.1
FP: Fenilpropanoides 50.7 58.5 56.1
OCO: Otros compuestos oxigenados 0.4 1.2 2.5
H: Hidrocarburos 0.0 0.0 11.6

a. Numero del pico cromatografico en la Figura 45.

b. indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.

c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados en columna

DB-5; promedio de tres extracciones para cada técnica (n= 3).

d. Oxidos, aldehidos, alcoholes y acetatos.

e. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr: Trazas (< 0,1 %)

*

Identificado tentativamente.

Se identificaron mas de 50 componentes en concentraciones relativas > 0.1%,

en el AE y extractos de Ocimum sp2. Las composiciones quimicas del AE de

Ocimum sp2., obtenido por MWHD, y de los extractos SDE y SFE, presentaron

una gran similitud, se caracterizaron por su alto contenido de fenilpropanoides

(50-59%), seguidos de monoterpenos oxigenados (12-23%) e hidrocarburos

sesquiterpénicos (8-15%).
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El metil chavicol (estragol), fue el componente mayoritario en el AE y extractos
(50-58%), seguido del linalool (Véase, Figura 33 y Esquema 4) (10-12%),
eucaliptol (1,8-cineol) (1-8%) (Véase, Figura 34 y Esquema 5) y t-cadinol (2-
3%).

En la Figura 46, se presenta el espectro de masas del estragol. Las rutas de
ionizacion disociativa por impacto de electrones a 70 eV, se observan en el
Esquema 6. En m/z 148 se observa el idn molecular el cual, a su vez, es el idon
pico de base con una intensidad maxima (100%). La pérdida de hidrogeno (H')
origina el cation CyoH11O" en m/z 147 (56%), la posterior eliminacion de una
molécula de CH,O genera el cation CO9H9" en m/z 117 (31%). La pérdida del
radical alquilico CH3 por parte del idn molecular da como resultado el cation
CoHgO" en m/z 133 (21%), el cual, por la eliminacién de una molécula de CO,

produce el fragmento CgHg" en m/z 105 (17%).

El catién CgHgO" en m/z 121 (34%), es el producto de la eliminacién del radical
CoHs del i6n molecular, el cual, por eliminacion de una molécula de CH,O,
conduce a la formacién del fragmento C;H;" en m/z 91(16%), que posee la
estructura del ién tropilio, y se disocia eliminando una molécula de C;H,, a
CsHs" en m/z 65(4%).
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Figura 46. Espectro de masas del estragol. El, 70 eV.
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Esquema 6. Posibles rutas de fragmentacion del estragol.

O-CH,
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De acuerdo con el sistema de clasificacion de quimiotipos de Grayer [180], el
Ocimum sp2., puede clasificarse como quimiotipo: Metil chavicol (Estragol). El
estragol es un compuesto comunmente encontrado en diversas variedades de
albahacas [181]. El Ocimum sp2. “Sigueme morado” colombiano presenta gran
similitud con los quimiotipos de Ocimum de Egipto, los cuales presentan un alto
contenido de estragol y linalool [175]. También se han reportado quimiotipos
con alto contenido de estragol en Yemen, Estados Unidos, Tailandia, Ucrania
[180] y Brasil [176].

Durante la extraccion mediante las técnicas MWHD, SDE y SFE, la
composicion quimica de los extractos puede alterarse debido a la formacion de
artefactos a través de la hidrdlisis y/o termo-descomposicion, por esta razoén,
para el estudio de la fragancia natural de la planta se emplearon técnicas de
headspace (HS) estatico (S-HS) y HS-SPME, las cuales reflejan mejor el olor
propio del vegetal tal como se percibe por la nariz [182]. La técnica HS-SPME
incluye una etapa de extraccion-concentracion, por lo tanto, la composicion de
las fracciones volatiles obtenidas dependen del tiempo de exposicion de la
fibra, de su tipo y de la temperatura, entre otros parametros, que fueron

seleccionados de acuerdo con experimentos realizados previamente.

Mas de 30 componentes en concentraciones relativas > 0.1 %, se encontraron
en las fracciones volatiles de las hojas de Ocimum spZ2., obtenidas por S-HS y
HS-SPME.

En la Figura 47, se muestran los perfiles cromatograficos tipicos, de las
fracciones volatiles aislados por técnicas de headspace (S-HS y HS-SPME) de
hojas de Ocimum sp2. “Sigueme morado”, recolectadas antes de floracion. En
la Tabla 13, se registran los componentes identificados y sus cantidades

relativas (%).
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Figura 47. Cromatogramas tipicos de las fracciones volatiles de Ocimum sp2.,
obtenidas por diferentes métodos de headspace: A. S-HS y B. HS-SPME.
Columna DB-5MS (60 m); split 1:30, FID. La identificacion de los compuestos

aparece en la Tabla 13.
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Tabla 13. Cantidad relativa (%) e identificacién de los principales compuestos

encontrados en las fracciones volatiles de Ocimum sp2. “Sigueme morado”,

obtenidas por HS-SPME y S-HS.

Cantidad relativa®, % (n=3)

Pico® c ¢
N° ompuestos HS-SPME S-HS
1 o-Pineno 0.4040.06 1.46+0.04
2 Sabineno tr 0.231+£0.002
3 1-Octen -3-ol + B-Pineno 1.0£0.2 2.710.2
4 B-Mirceno 0.89+0.01 1.8+£0.2
5 Limoneno tr 0.17+0.03
6 Eucaliptol (1,8-cineol) 8.41+0.2 19+2.0
7 trans-p-Ocimeno 0.8+0.3 1.5£0.1
8  y-Terpineno tr 0.31+0.03
9 trans-4-Tujanol 0.124+0.02 0.13+0.01
10  Fenchona 1.31£0.2 0.15+0.01
11 Linalool 8.810.7 6.7+0.6
12 Alcanfor tr 0.67+0.03
13 §-Terpineol tr 0.21+0.01
14  Terpinen-4-ol tr 0.20+0.02
15  Estragol 63+1.2 58+2.8
16  Acetato de fenchilo 0.47+0.06 1.6910.03
17  Acetato de exo-2-hidroxicineoico 0.10+£0.01 -
18  Eugenol 0.12+0.01 tr
19  a-Copaeno 0.26+0.05 tr
20  B-Elemeno 0.8+0.3 -
21 cis-a-Bergamoteno 0.12+0.02 tr
22 trans-B-Cariofileno 0.42+0.06 tr
23  trans-a-Bergamoteno 3.710.6 -
24 g-Guaieno 0.13+0.03 0.71+0.08
25  o-Humuleno 1.02+0.01 -
26  trans—B-Farneseno 1.32+0.08 -
27  cis-Muurola-4(14),5-dieno 0.32+0.06 0.14+0.01
28 Germacreno D 1.45+0.09 0.13+0.01
29  Biciclogermacreno 0.50+0.07 tr
30  o-Bulneseno 0.34+0.07 0.1414+0.0001
31  y-Cadineno 1.2+0.4 tr
32  B-Sesquifelandreno 0.18+0.05 0.15+0.01
33 t-Cadinol 0.12+0.03 -
M: Hidrocarburos monoterpénicos 3.3 8.2
S: Hidrocarburos sesquiterpénicos 11.8 1.5
MO: Monoterpenos oxigenados® 19.3 28.7
SO: Sesquiterpenos oxigenados® 0.2 0.0
FP: Fenilpropanoides 62.7 58.4
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a. Numero del pico en la Figura 47.

b. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados en la columna
DB-5; promedio de tres extracciones para cada técnica (n=3).
c. Oxidos, aldehidos, alcoholes y acetatos.

d. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr: Trazas.

Como se puede observar en la Tabla 13, el numero de componentes aislados
por los métodos de headspace es menor que el obtenido por las técnicas
extractivas (Tabla 12). En las fracciones volatiles de las hojas de Ocimum sp2.,

el estragol (58-63%), fue el compuesto que se extrajo en mayor proporcion.

Con la técnica S-HS se aislaron predominantemente, excluyendo el
componente mayoritario, los compuestos mas volatiles: hidrocarburos
monoterpénicos y sus analogos oxigenados, y mediante la técnica HS-SPME
se obtuvieron, en mayor proporcion, los hidrocarburos sesquiterpénicos. Para
el S-HS, los componentes mayoritarios fueron el estragol (58%), eucaliptol (1,8-
cineol) (19%) y linalool (6.7%); para HS-SPME los compuestos mayoritarios

fueron los mismos en cantidades relativas de 63, 8.8 y 8.4%, respectivamente.

En la Figura 48, se ilustran las diferencias en la composicion quimica del AE,
extractos (SDE y SFE) y las fracciones volatiles (S-HS y HS-SPME), de
acuerdo con las familias de compuestos aislados mediante las cinco (5)
técnicas de extraccion (Tablas 12 y 13). Los fenilpropanoides (particularmente,
estragol), predominaron como familia de compuestos para todas las técnicas
de extraccion; la mejor recuperacion de hidrocarburos monoterpénicos y sus
analogos oxigenados se obtuvo usando técnicas S-HS, seguida de las de
MWHD y SDE; mediante SFE se pudo aislar también un porcentaje importante

de hidrocarburos sesquiterpénicos (S) e hidrocarburos (H).
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Figura 48. Distribucion de las principales familias de los compuestos en el
aceite esencial, extractos y fracciones volatiles de Ocimum sp2. “Sigueme
morado”, obtenidos por diferentes técnicas de extraccion, a saber:
fenilpropanoides (FP), hidrocarburos monoterpénicos (M), monoterpenos
oxigenados (MO), hidrocarburos sesquiterpénicos (S), sesquiterpenos

oxigenados (SO), hidrocarburos (H) y otros compuestos oxigenados (OCO).

La composicion de los metabolitos secundarios volatiles y semivolatiles del
Ocimum sp2., se estudié mediante la técnica de analisis de clusters, utilizando
distancias euclidianas completas (Software STATISTICA, Version 6.0, StatSoft,
Inc., Tulsa, Oklahoma, EE.UU.), con el fin de apreciar el efecto de la técnica de

extraccién sobre la composicion final del extracto.
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Para el “Sigueme morado” (Ocimum sp.2) (Figura 49), el dendograma de
clusters muestra una relacion entre las técnicas MWHD, SDE y HS-SPME, mas
cercana que las demas técnicas, i.e. SFE y S-HS. Todas las técnicas de
extraccidn se caracterizaron por el aislamiento de un alto contenido de
fenilpropanos (FP) y monoterpenos oxigenados (MO), mostrando, sin embargo,

las diferencias en cuanto a la relacion entre ellos.

"SIGUEME MORADO" (Ocimum sp2.)

Didancias Euclidianas de enlazamiento com pleto

MWHD
FP-MO

SDE

HS-SPME

S-HS FP:MO

SFE

20 40 60 80 100 120
(Dlink/Dmax)100

Figura 49. Dendograma de clusters para metabolitos secundarios de Ocimum

sp2., obtenidos por diferentes técnicas de extraccion.

Para apreciar mejor el efecto del método de extraccidon sobre la composicion
final obtenida, las composiciones relativas de fracciones volatiles, obtenidas por
diferentes técnicas extractivas (MWHD, SDE y SFE) y de headspace (S-HS,
HS-SPME), se compararon por medio del analisis estadistico de Componentes
Principales (PCA, STATISTICA, Version 6.0, StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma,
EE.UU.). La matriz utilizada para el estudio estaba formada por 5 casos, que
correspondian al numero de técnicas extractivas utilizadas y por 7 variables,
que representaban los grupos de familias de compuestos obtenidos mediante

cada técnica.
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El resultado del analisis estadistico, sefiala que el 85% de la informacién de las
Tablas 12 y 13, puede ser representada por un subespacio de dos
coordenadas (los componentes principales), construido con base en las
combinaciones lineales de las cantidades relativas de los componentes
presentes en el AE, extractos y fracciones volatiles. Como se observa en la
Figura 50, el Factor 1, representa el 61% de la informaciéon y se encuentra
conformado por los monoterpenos oxigenados (45%), hidrocarburos (25%), e
hidrocarburos sesquiterpénicos (18%). El Factor 2, constituye el 24% y esta
constituido por fenilpropanoides (52%), hidrocarburos sesquiterpénicos (21%)

y sesquiterpenos oxigenados (11%) (Véase Anexo 2-Tabla 2).

14

12 ¢

10 | MWHD
[ )

Factor 2: 23,69%

SDE
®

HS-SRME
®

-25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20
Factor 1: 61,34%

Figura 50. Analisis de componentes principales (PCA) de las cantidades

relativas (%) de las mezclas de compuestos volatiles y semivolatiles, aisladas

de las plantas de Ocimum sp2. “Sigueme morado”, por diferentes métodos de

extraccion.
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En la Figura 50, se registra la representacién grafica de las composiciones
relativas (%) de las fracciones volatiles y semivolatiles, aisladas de las plantas
de Ocimum sp2. “Sigueme morado”, por diferentes métodos de extraccion.
Debido a la dispersion presentada por los puntos, no pueden identificarse
grupos de técnicas que posean una relacion clara entre ellos, asi como se
observd para el caso del “Sigueme blanco” (Véase Figura 38). El
desplazamiento hacia la derecha en la grafica, muestra un aumento en la

cantidad relativa (%) de monoterpenos oxigenados extraidos por cada técnica.

Se observa, que los puntos ubicados cerca al eje de las ordenadas (HS-SPME,
SDE y MWHD), se encuentran relacionados por la cantidad relativa de
monoterpenos oxigenados e hidrocarburos sesquiterpénicos, pero las
distancias euclidianas son grandes como consecuencia del mayor contenido de
fenilpropanoides (63%), extraidos mediante la técnica de headspace,
comparado con la técnica destilativa (51%). Esto como consecuencia, ya que
para el “Sigueme morado”, su compuesto mayoritario estragol es mas volatil
(Temperatura de ebullicion 214°C), en comparacion con el cinamato de metilo
(Temperatura de ebullicion 261°C) presente en el “Sigueme blanco”, lo cual, lo
hace mucho mas susceptible a ser recuperado mediante técnicas de
headspace”, a diferencia de la recuperacion deficiente presentada por el
cinamato de metilo mediante el uso de estas técnicas. Los desplazamientos
hacia arriba en el Factor 2 estan relacionados con una disminucion del

contenido de fenilpropanoides en la mezcla.

5.5 ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
VOLATILES OBTENIDOS POR SDE, DE FLORES, HOJAS Y TALLOS DE
OCIMUM sp2.

En la Tabla 14, se registran los componentes extraidos e identificados por
SDE/GC-MS de las flores, hojas y tallos de Ocimum sp2. En la Figura 51,
aparecen los perfiles cromatograficos de los metabolitos secundarios volatiles

aislados por SDE.
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Figura 51. Cromatogramas tipicos de metabolitos secundarios volatiles
obtenidos por SDE, de diferentes partes de planta de Ocimum sp2: A.
FLORES; B. HOJAS y C. TALLOS. Columna DB-5MS (60 m), split 1:30, MSD.

La identificacion de los componentes aparece en la Tabla 14.
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diferentes partes de la planta de Ocimum sp2. “Sigueme morado”.

Tabla 14. Composicion quimica de los extractos obtenidos por SDE, de

b
I

Cantidad relativa®, % (n= 3)

Pico
a No Compuestos
DB-5 DB-WAX FLORES HOJAS TALLOS

1  trans-2-Hexenal + 845 1212

trans-3-Hexen-1-ol 847 1385 0.1518+0.0005 0.54+0.02 -
2 o-Pineno 933 1017 0.14+0.01 0.56+0.08 -
3  Sabineno 975 1118 0.13+0.01 0.44+0.06 -
4 1-Octen-3-ol + 980 1448

8-Pineno 982 1102 0.32+0.03 0.9+0.1 -
5  B-Mirceno 990 1161 0.28+0.01 0.84+0.01 -
6 Limoneno 1034 1197 0.14+0.02 0.8+0.1 -
7  Eucaliptol (1,8-cineol) 1038 1207 2.2+0.2 7.5+0.6 5.6+0.2
8  trans-B-Ocimeno 1048 1249 1.17+0.08 1.8+0.3 -
9 trans-4-Tujanol 1075 1555 0.13+0.01 0.2310.01 -
10 «-Terpinoleno 1090 1282 0.24+0.01 0.272+0.001 -
11 Fenchona 1095 1397 0.13+0.01 1.94£0.3 -
12 Linalool 1112 1545 35.6+0.5 14.3£0.9 1446.3
13 trans-Mirdxido 1142 - 0.33+0.03 - -
14 Alcanfor 1157 1525 - 0.15+0.01 -
15 §-Terpineol 1177 1678 tr 0.28+0.02 -
16 Terpinen-4-ol 1189 1608 tr 0.26+0.02 -
17 Estragol 1210 1676 25.34+0.03 55.3+0.5 56+4.3
18 Acetato de fenchilo 1225 1474 0.15+0.01 0.18+0.01 tr
19 Acetato de linalilo + 1250 1559

Geraniol 1252 i 0.63+0.07 - -
20 Chavicol 1255 2341 0.42+0.02 0.36+0.04 -
21 §-Elemeno + 1341 1488

Acetato de epoxi-a-terpenilo* 1342 - 0.1110.001
22 Eugenol 1358 2175 0.124+0.003 0.27+0.06 8%1.5
23 Compuesto oxigenado, C4,H2003* 1360 - 0.12+0.01 - -
24 o-Copaeno 1386 1503 0.29+0.01 0.112+0.001 -
25 a-Elemeno 1390 - 0.24+0.01 - -
26 B-Bourboneno + 1395 -

B-Elemeno 1401 1501 24x0.3 0.6+0.1 -
27  Metil eugenol 1402 2015 1.240.3 0.26+0.01 -
28 B-Ylangeno* 1431 - 0.11+0.02 - -
29 trans-B-Cariofileno 1440 1612 0.23+0.01 0.105+0.003 -
30 trans-a-Bergamoteno + 1441 1596

B-Gurjuneno 1443 i 0.27+0.02 1.5+0.2
31 a-Guaieno 1446 1590 1.62+0.05 0.22+0.02 -
32 trans-B-Farneseno + 1453 1667

cis-Muurola-3,5-dieno* 1455 1651 0.57£0.04 1.07£0.09 -
33 Sesquiterpeno, CisHo4* 1458 - 0.58+0.04 - -
34  a-Humuleno 1470 1685 0.67+0.04 0.55+0.04 -
35 cis-Muurola-4(14),5-dieno 1475 - 0.66+0.05 0.346+0.004 -
36 Sesquiterpeno, CisHo4* 1485 - 0.20+0.01 - -
37 Sesquiterpeno, CysHo4* 1487 - 0.16£0.02 - -
38 Germacreno D 1495 1720 4.5+0.3 1.7+£0.2 -
39 Sesquiterpeno, CisHo4* 1501 - 0.19+0.01 - -
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Continuacion, Tabla 14.

40 B-Selineno* 1503 - 0.15+0.01 - -
41 Biciclogermacreno 1508 1746 1.8£0.1 0.910.2 -
42  a-Bulneseno 1514 1727 2.5+0.2 0.44+0.09 -
43 y-Cadineno + 1526 1771

5-Cadineno 1528 1766 2.4+0.2 1.71+£0.04 tr
44  B-Sesquifelandreno + 1532 1776

trans-Calameneno* 1534 1780 0.12£0.01 0.27£0.04 )
45 trans-Nerolidol 1565 2042 0.43+0.04 - -
46 Compuesto oxigenado, C15H,;0* 1586 - 0.165+0.003 - -
47  1,10-di-epi-Cubenol 1630 2076 0.95+0.07 0.56+0.08 -
48 1-Cadinol 1658 2187 6.6+£0.4 4.1+0.2 1411.4
49  @-Cadinol 1670 2249 0.45+0.02 0.24+0.01 -
50 B-Eudesmol 1673 2251 0.43+0.01 0.45+0.08 -
51 Compuesto oxigenado, C45H2c0* 1676 - 0.5+0.1 - -
52  a-Bisabolol* 1697 2224 0.14+0.01 - -
M: Hidrocarburos monoterpénicos 2.50 6.01 0.00
S: Hidrocarburos sesquiterpénicos 20.24 9.66 1.46
MO: Monoterpenos oxigenadosd 39.66 25.06 21.03
SO: Sesquiterpenos oxigenados® 10.10 5.60 13.57
FP: Fenilpropanoides 27.08 56.19 63.94
OCO: Otros compuestos oxigenados 0.24 0.73 0.00

a. Numero del pico en la Figura 51.

b. indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.
c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados en columna
DB-5; promedio de tres extracciones para cada técnica (n= 3).

d. Oxidos, aldehidos, alcoholes y acetatos.

e. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr Trazas (< 0,1 %)

* ldentificado tentativamente.

Como se puede observar en la Tabla 14 y en la Figura 51, el numero de
componentes aislados por SDE de Ocimum sp2., aumentan en el siguiente
orden: 51 (flores) > 37 (hojas) > 7 (tallos).

Las flores de Ocimum sp2. “Sigueme morado” se caracterizan por poseer como
compuesto mayoritario el linalool (35.6%), seguido del estragol (25.34%). En
las hojas, el componente mayoritario fue el estragol (55.3%), seguido del
linalool (14.3%) y eucaliptol (1,8-cineol) (7.5%). Los tallos contienen
compuestos mayoritarios el estragol (56%), linalool (14%), t-cadinol (14%),

eugenol (8%) y eucaliptol (1,8-cineol) (5.6%).
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En la Figura 52, se muestran las diferencias de la composicion quimica de los
extractos SDE, obtenidos de flores, hojas y tallos de Ocimum sp2., de acuerdo

con las familias de compuestos, registradas en la Tabla 14.

60

50
40
30

20

Cantidad relativa, %

10

FLORES

®m OCO: Otros compuestosoxigenados  ®M: Hidrocarburos monoterpénicos
= S0O: Sesquiterpenos oxigenados ® S: Hidrocarburos sesquiterpénicos
= MO: Monoterpenos oxigenacos B FP:Fenilpropanoides

Figura 52. Distribucién de las principales familias de los compuestos en los
extractos SDE, obtenidos de las flores, hojas y tallos de Ocimum sp2. “Sigueme
morado”. M: Hidrocarburos monoterpénicos; S: Hidrocarburos sesquiterpénicos;
MO: Monoterpenos oxigenados; SO: Sesquiterpenos oxigenados; FP:

Fenilpropanoides; OCO: Otros compuestos oxigenados.

Los fenilpropanoides (compuesto mayoritario, estragol), representan entre 56 y
60% de los compuestos obtenidos por SDE, de hojas y tallos, respectivamente;
mientras que en las flores sodlo representan un 27%, pero se observa una mayor
proporcion de monoterpenos oxigenados e hidrocarburos sesquiterpénicos, i.e.
39.66 y 20.24%, respectivamente; en comparacién con su contenido en los
extractos obtenidos por SDE de hojas (25.06 y 9.66%) y tallos (21.03 y 1.46%),

respectivamente.
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La Tabla 15, muestra la relacion de las areas cromatograficas del compuesto y
del estandar interno “istd” (hexadecano), de los compuestos mayoritarios en los
extractos SDE, obtenidos de las flores, hojas y tallos de Ocimum sp2. “Sigueme
morado”. La relacion de areas de estragol e istd es mayor en el extracto SDE,
obtenido de las hojas (10), con respecto a la de las areas en extractos de flores
(7.7) y tallos (0.3).

Tabla 15. Relacién de las areas cromatograficas del compuesto y del estandar
interno (hexadecano) “istd”, de los compuestos mayoritarios en los extractos

SDE de Ocimum sp2. “Sigueme morado”, obtenidos de diferentes partes de la

planta.
Compuestos mayoritarios Area compuesto/Area istd
FLORES HOJAS TALLOS
Eucaliptol (1,8-cineol) 0.7510.01 1.4+0.3 0.0310.02
Linalool 10.3£0.9 2.6+0.2 0.081£0.08
Estragol 7.7+0.4 10+1.7 0.3+0.2

Para el linalool, se presenta un aumento en la relacidon de las areas del extracto
SDE de las flores (10.3), con respecto a la de las areas de los extractos de hojas
(2.6) y tallos (0.08).

La relacion de areas del eucaliptol (1,8-cineol) es mayor en el extracto SDE
obtenido de las hojas (1.4), con respecto a la de las areas en los extractos de
flores (0.75) y tallos (0.03).

Las diferencias en la relacién del area cromatografica del compuesto y del
hexadecano (istd), se muestran en la Figura 53, de los compuestos mayoritarios
en los extractos SDE, obtenidos de las flores, hojas y tallos de Ocimum sp2.

“Sigueme morado”.
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Figura 53. Relacion de las areas cromatograficas del compuesto y del
estandar interno (hexadecano) “istd”, de los compuestos mayoritarios en los
extractos SDE, obtenidos de diferentes partes de la planta de Ocimum sp2.
“Sigueme morado”.

5.6 ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
VOLATILES, OBTENIDOS POR SDE, DE HOJAS DE OCIMUM sp2.,
RECOLECTADAS EN TRES EPOCAS DE CULTIVO (ANTES, DURANTE Y
DESPUES DE FLORACION).

En la Tabla 16, se registra la composicién quimica de los extractos SDE,
obtenidos de hojas de Ocimum spZ2., recolectadas antes, durante y después
de su floracion.
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Tabla 16. Composicion quimica de los extractos SDE de hojas de Ocimum

sp2., obtenidos de plantas recolectadas en tres diferentes épocas de

crecimiento.
2 Cantidad relativa®, % (n=3)
Prlqc°° Compuestos FLORACION
DB-5 DB-WAX
ANTES DURANTE DESPUES

1 trans-2-Hexenal + 844 1212

trans-3-Hexen-1-ol 846 1385 1.02+0.06 0.54+0.02 2.240.1
2  a-Pineno 932 1017 0.55+0.03 0.56+0.08 0.51+0.04
3  Sabineno 974 1118 0.40+0.04 0.44+0.06 0.374+0.002
4 1-Octen-3-ol + 979 1448

B-Pineno 981 1102 1.06+0.05 0.940.1 0.99+0.09
5  B-Mirceno 989 1161 0.91+0.06 0.84+0.01 0.64+0.04
6 Limoneno 1033 1197 0.73+0.05 0.81£0.1 0.7910.05
7 Eucaliptol (1,8-cineol) 1038 1207 7.610.4 7.5+0.6 7.6+0.2
8  trans-B-Ocimeno 1048 1249 2.3+0.2 1.8+0.3 2.3+0.2
9 - Terpineno 1061 1250 0.154+0.002 0.13+0.01 tr
10  trans-4-Tujanol 1075 1555 0.20+0.03 0.23+0.01 0.23+0.02
11 «-Terpinoleno 1089 1282 0.24+0.02 0.272+0.001 0.27+0.02
12 Fenchona 1095 1397 2.1+0.2 1.9+0.3 2.7+0.08
13 Linalool 1104 1545 12.110.1 14.3£0.9 6.5+0.7
14 Alcanfor 1156 1525 0.14+0.01 0.15+0.01 0.15+0.01
15  5-Terpineol 1176 1678 0.28+0.02 0.28+0.02 0.24+0.02
16  Terpinen-4-ol 1187 1608 0.33+0.01 0.26+0.02 0.237+0.005
17  Estragol 1209 1676 57.5+0.4 55.3+0.5 65.84+0.2
18  Acetato de fenchilo 1223 1474 0.22+0.01 0.18+0.01 0.34+0.03
19  Chavicol 1253 2341 0.40+0.05 0.36+0.04 -
20  p-Anisaldehido 1262 2039 0.16+0.01 0.1940+0.0004 -
21 Eugenol 1359 2175 0.29+0.01 0.27+0.06 -
22  o-Copaeno 1385 1503 tr 0.112+0.001 -
23  B-Bourboneno + 1395 -

B-Elemeno 1397 1591 0.47+0.04 0.6+0.1 0.38+0.07
24  Metil eugenol + 1400 2015

B-Cubebeno® 1403 } 0.30£0.03 0.26+0.01 0.33+0.04
25  trans-B-Cariofileno 1433 1612 tr 0.105+0.003 -
26  trans-a-Bergamoteno 1440 1590 1.6+0.1 1.5+0.2 1.5+0.2
27  o-Guaieno 1446 1603 0.206+0.004 0.22+0.02 -
28  trans-B-Farneseno + 1455 1667

cis-Muurola-3 5-dieno* 1460 1651 0.98+0.07 1.0710.09 0.95+0.09
29  a-Humuleno 1469 1685 0.55+0.03 0.55+0.04 0.59+0.06
30 cis-Muurola-4(14),5-dieno 1474 - 0.204+0.004  0.346+0.004 tr
31  Germacreno D 1493 1720 1.23+0.06 1.71£0.2 1.2101
32  Biciclogermacreno 1509 1746 0.69+0.03 0.9+0.2 0.52+0.03
33  o-Bulneseno 1513 1727 0.30+0.01 0.44+0.09 tr
34  y-Cadineno + 1525 1771

5-Cadineno 1528 1766 1.11+0.08 1.711£0.04 0.80+0.03
35  B-Sesquifelandreno + 1531 1776

trans-Calameneno + 1533 1780 0.226+0.003 0.27+0.04 tr

7-epi-a-Selineno 1536 1845
36  1,10-di~epi-Cubenol 1629 2076 0.41+0.02 0.56+0.08 0.30+0.01
37  Cadinol 1655 2184 2.4+0.1 4.1£0.2 1.03+0.05
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38  a-Cadinol 1669 2249 0.12+0.01 0.24+0.01 -
39  B-Eudesmol 1673 2251 0.19+0.02 0.45+0.08 -
M: Hidrocarburos monoterpénicos 6.55 6.01 6.05
S: Hidrocarburos sesquiterpénicos 7.89 9.66 6.57
MO: Monoterpenos oxigenados® 23.15 25.06 18.16
SO: Sesquiterpenos oxigenadosd 3.44 5,60 1.34
FP: Fenilpropanoides 58.45 56.19 66.11
OCO: Otros compuestos oxigenados 1.18 0.73 2.2

a. Indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.
b. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados en columna
DB-5; promedio de tres extracciones para cada técnica (n= 3).

c. Oxidos, aldehidos, alcoholes y acetatos.

d. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr Trazas (< 0,1 %)

* ldentificado tentativamente.

En la Tabla 16, puede observarse, que la cantidad relativa (%) del estragol es
mayor en el extracto SDE obtenido de las hojas, recolectadas después de
floraciéon de la planta (65.8%), con respecto a su cantidad en extractos,

aislados de hojas, antes (57.5%) y durante la floracion (55.3%).

De igual forma, se observa, que la cantidad relativa (%) del linalool es mayor en
la época durante la floracion (14.3%), en comparacion con la obtenida antes
(12.1%) y después de floracién (6.5%).

Las diferencias en la composicion quimica de los extractos SDE, obtenidos de
las hojas del Ocimum sp2., en diferentes etapas fenoldgicas, se muestran en la
Figura 54, donde los datos de la Tabla 16, se agruparon segun las familias de
compuestos identificados. Puede observarse, que sobresale, el aumento de la
cantidad de fenilpropanoides después de floracion, se registra la mayor
cantidad relativa del estragol, lo cual contrasta con una disminucion en la

cantidad relativa de linalool, ca. en 50 %.
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Figura 54. Distribucién de las principales familias de los compuestos en los
extractos SDE, obtenidos de las hojas de Ocimum sp2. “Sigueme morado”,
recolectadas antes, durante y después de floracion. M: Hidrocarburos
monoterpénicos; S: Hidrocarburos sesquiterpénicos; MO: Monoterpenos
oxigenados; SO: Sesquiterpenos oxigenados; FP: Fenilpropanoides; OCO: Otros

compuestos oxigenados.

La Tabla 17, muestra la relacion de las areas cromatograficas del compuesto y
del estandar interno “istd” (hexadecano), de los compuestos mayoritarios de los
extractos SDE, obtenidos de las hojas de Ocimum sp2. “Sigueme morado” antes,

durante y después de floracion.
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Tabla 17. Relacién de las areas cromatograficas del compuesto y del estandar
interno (hexadecano) “istd”, de los compuestos mayoritarios de los extractos
SDE de Ocimum sp2. “Sigueme morado”, obtenidos en tres diferentes épocas

de cultivo.

Area compuesto/Area istd

Compuestos mayoritarios FLORACION

ANTES DURANTE DESPUES

Eucaliptol (1,8-cineol) 1.02+0.06 1.4+0.3 0.64+0.02
Linalool 1.83+0.05 2.6+0.2 0.4+0.1
Estragol 8.7+0.3 10+1.7 5.45+0.07

En la tabla 17 puede observarse, que la relacion de areas de estragol es mayor
en los extractos SDE aislado de plantas antes (8.7) y durante la floracion (10),
con respecto a la de areas en el extracto obtenido de plantas después de
floracién (5.45).

Durante la etapa de floracion se observd un aumento en la relacion de areas del
linalool (2.6), en comparacion con la de areas en extractos antes (1.83) y

después de floracion (0.4).

La relacién de areas del eucaliptol (1,8-cineol) es mayor en el extracto, obtenido
de plantas durante la floracion (1.4), con respecto a la de las areas en los

extractos antes (1.02) y después de su floracion (0.64).

Las diferencias en la relacion de las areas cromatograficas del compuesto y del
hexadecano (istd), se muestran en la Figura 55, de los compuestos mayoritarios
en los extractos SDE, obtenidos de las hojas de Ocimum sp2. “Sigueme morado”

antes, durante y después de floracion.
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Figura 55. Relacion de las areas cromatograficas del compuesto y del
estandar interno (hexadecano) “istd”, de los compuestos mayoritarios en los
extractos SDE, obtenidos de las hojas de Ocimum sp2. “Sigueme morado”,

recolectadas en tres diferentes épocas de cultivo.

5.7. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE ATRAPAMIENTO DE
RADICALES DE LOS COMPONENTES DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
OCIMUM spp., USANDO EL RADICAL DPPH Y EL CATION-RADICAL
ABTS™

La evaluacion de la actividad antioxidante en sistemas de prueba a través de
fuentes generadoras de radicales, estda basada en la suposicién, que la
oxidacion se inhibe en un alto grado por el atrapamiento de radicales; por tanto,
se enfoca en monitorear la capacidad de sustancias con posible capacidad
para capturar de radicales o inhibir su formacién. Este es el principio de los
métodos de ensayo con DPPH- (radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo) y de ABTS™
[acido 2,2-azinobis-(3-etiltiazolina bencenosulfénico-6] [129,133,135-137].
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5.7.1. METODO DE DECOLORACION DEL RADICAL DPPH

Entre los métodos que emplean modelos de radicales en la evaluacién de la
actividad antioxidante, el ensayo con el radical DPPH se considera
representativo debido a su estabilidad quimica, en virtud de la deslocalizacion

de su electrén desapareado.

La reduccion del radical DPPH-, por accion de una sustancia antioxidante,
donador de hidrogeno, se determina con base en la disminucién de su
absorbancia del medida a una longitud de onda de 514 nm. El resultado es un
cambio en la coloracidon, de violeta a amarillo, como consecuencia de la
disminucién de la concentracion del DPPH', cuando éste es atrapado por un
antioxidante, capas de donar el hidrégeno, para formar una molécula estable
de DPPH (Figura 56). La cantidad de DPPH' remanente después de un tiempo
determinado es inversamente proporcional al poder antirradicalario (ARP) de la
sustancia utilizada como antioxidante. La cantidad de antioxidante presente en
la muestra necesaria para disminuir la concentracion inicial del DPPH  en un
50% se llama ECso [129,135].

O\E/O O\'O .

- + RH —=

=X MO, MOz MO

MO, MO,

DPFH DFFHH

Figura 56. Reaccion de reduccion de DPPH' (Radical a,a-difenil-B-
picrilhidracilo). RH = antioxidante.
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Los valores ECsy de los AE y compuestos de referencia fueron calculados
graficamente, de acuerdo con el valor de R? para cada sustancia utilizada
como antioxidante. Un valor bajo de ECsq indica la actividad antioxidante mas
alta, porque se requiere una cantidad mucho menor de sustancia antioxidante

para disminuir en 50% la absorbancia de la solucién de DPPH" (Tabla 18).

La eficiencia de la capacidad antioxidante de una sustancia se mide en
términos de su poder antirradicalario (ARP) que corresponde al inverso de la
concentracion necesaria para reducir el 50% de la concentracién de DPPH
(ARP=1/EC 50). Los valores de ARP de las sustancias y AE utilizados como

antioxidantes se registran en la Tabla 18.

Tabla 18. Capacidad de atrapamiento de radicales del Trolox®, vitamina E,
BHT, BHA y AE de Ocimum spp., medida por los métodos de decoloracion del
radical DPPH' y el catién-radical ABTS™.

TAA (mmol ECso (Mg Valor
Sustancia  Trolox/kg de sustancia/mg estequiométrico ARP (1/ ECs)
sustancia) DPPH) (mg sustancia
/mg DPPH")

Trolox® - 0.25+0.02 0.50 4.0+0.3
Vitamina E 2600+33 0.242+0.009 0.48 4.1+0.2
Sigueme 7.740.4 29.6+0.4 59.2 0.0338+0.0005
blanco
Sigueme 5.140.2 35415 70.6 0.028+0.001
morado
BHT 920 + 71 0.240+0.09 0.48 4.2+0.2
BHA 6400+487 0.23+0.02 0.46 4.5+0.4

En la Figura 57, se presenta la concentracion efectiva ECs de la vitamina E
(0.242 mg vitamina E/ mg DPPH"), valor que fue concordante con los resultados

reportados por Brand-Williams et al. [129].
La velocidad de la reaccion es relativamente alta, debido a que el estado

estacionario se alcanza a los 15 min después que inicia la reaccion, resultado

que también concuerda con lo reportado por Brand-William et al. [129], quien
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define su comportamiento como una cinética de reaccion intermedia, por
presentar el estado estacionario en un intervalo de tiempo comprendido entre

los 5y 30 min.

La estequiometria de la reaccion, es el resultado de multiplicar el ECsg por dos,
y representa la concentracion tedrica necesaria de un antioxidante para reducir
el 100% de DPPH'. En la Tabla 18, se reportan los valores estequiometricos

para las sustancias de referencia y AE.

En el caso de la vitamina E, la estequiometria de reaccion es de 0.5 (mg
sustancia /mg DPPH’), lo cual indica que una molécula de la vitamina E reduce

dos moléculas de radical DPPH-.

Figura 57. Desaparicion del DPPH: en funcién de la cantidad de la vitamina E

(mg) por mg del radical.
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El Trolox®, analogo hidrosoluble de la vitamina E, fue usado también como
sustancia de referencia para determinar su actividad antirradicalaria. En la
Figura 58, se presenta la concentracion efectiva media ECsy del Trolox®. El

valor obtenido fue de 0.25 mg de Trolox® / mg de DPPH-.
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La cinética de reaccion del Trolox® fue similar a la presentada por la vitamina E,
alcanzo el estado estacionario a los 15 min, después de iniciada la reaccion y
su valor estequiométrico con respecto al DPPH" fue de 0.5 (mg sustancia /mg
DPPH).

Figura 58. Desaparicion de DPPH:' en funcién de la cantidad de Trolox® (mg)

por mg del radical.
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Los valores de ARP de los compuestos sintéticos BHT (4.2) y BHA (4.5) (Véase
Tabla 18 ), fueron muy similares a los presentados por la vitamina E (4.1) y el
Trolox® (4.0), pero a diferencia de estos, los compuestos sintéticos presentaron
cinéticas de reaccion muy lentas, debido a que alcanzaron el estado
estacionario (variacion de la absorbancia = 2*10™ min™") a tiempos muy largos,
que van desde 180 min para concentraciones bajas, hasta tiempos superiores

a 600 min para soluciones de mayor concentracion (Véase Anexo 3).

El estado estacionario para los AE se determin6 experimentalmente cuando la
variacién de la absorbancia fue de 2*10™* min™. Los AE de Ocimum spp.
presentaron una cinética de reaccion lenta, los tiempos necesarios para
alcanzar el estado estacionario variaron en un intervalo entre 150 y 480 min, de
acuerdo con la concentraciéon de AE utilizado, como posible antioxidante, tal

como se ilustra en las Figuras 59 y 60.
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Figura 59. Cinética de la reaccién del AE de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”,
con el radical DPPH'.
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Figura 60. Cinética de la reaccidon del AE de Ocimum sp2. “Sigueme morado”,

con el radical DPPH-.
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La actividad antirradicalaria presentada por los AE evaluados fue baja
comparada con la de las sustancias utilizadas como antioxidantes de referencia
(Trolox®, Vitamina E, BHT y BHA), como se observa en la Figura 61. Pudo
observarse también (Tabla 18), que no hay una diferencia significativa en
cuanto al poder antirradicalario de los AE estudiados. De acuerdo con las
curvas de desaparicion del DPPH' en funciéon de la cantidad de AE (Véase
Anexo 4), el EC 5o para el Ocimum sp1. “Sigueme blanco” fue de 29.6 mg de
AE por mg de DPPH'y para el Ocimum sp2. “Sigueme morado” fue de 35 mg
de AE por mg de DPPH-.

“Sigueme morado” { *100] | | 2.8
“Sigueme blanco” { * 100) - | 3.4
o BHA | 45
N
g
c .
3 BHT | 4.2
%]
2
¥
Vitamina E | 41
Trolox® | K
0 ! # 3 4 5
ARP {1/ EC50)

Figura 61. Comparacion del poder antirradicalario (ARP) de Ocimum sp1.
“‘Sigueme blanco”, Ocimum sp2. “Sigueme morado”, y sustancias de

referencia.

La baja actividad presentada por los AE se puede atribuir a la composicion
quimica de los mismos, debido a la ausencia de compuestos fendlicos capaces
de donar facilmente hidrégenos para reducir el radical DPPH'. Los compuestos
como el eugenol y metil eugenol, presentan una buena actividad
antirradicalaria, incluso comparable o mayor a la de los compuestos sintéticos,
BHT y BHA [25-26].
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De acuerdo con las cinéticas lentas de reaccidon de los AE y debido a su bajo
poder antirradicalario, se puede concluir, que su aplicacion en productos
propensos al deterioro oxidativo, eventualmente, no es muy atractivo desde el

punto de vista comercial.

5.7.2. ENSAYO DE DECOLORACION DEL CATION-RADICAL ABTS™

Entre los métodos utilizados para determinar la capacidad de un antioxidante
para capturar radicales, figura la prueba con el cation-radical ABTS™, que es
uno de los agentes mas aplicados, por ser altamente sensible, practico y
versatil [133], que mide la capacidad que poseen sustancias antioxidantes para
decolorar la solucion de ABTS™. Esto refleja la capacidad de sustancias para
donar electrones o atomos de hidroégeno para inactivar el cation-radical, que se

mide como el porcentaje de inhibicion del cation-radical a 734 nm.

A pesar de las ventajas presentadas por el método, los valores de actividad
antioxidante pueden depender del tiempo escogido para efectuar la medida.
Los resultados mostrados por algunos investigadores indican que la reaccion
del cation-radical ABTS™ no se completa hasta pasado un minuto y segin Re
et al. [132], el tiempo de 4 min es el mas apropiado, no obstante, Sellappan et
al. [183], sugieren tiempos de medida de 6 min, para los patrones de referencia

y de 7 min, para los compuestos puros, extractos de plantas o alimentos.

La disminucion de la absorbancia fue medida entre los minutos uno (1) y seis
(6), después de iniciada la reaccion. En la Figura 62, se ilustra la actividad
antioxidante del Trolox® usado como patron de referencia, con el ABTS". Se
observa una disminucién lineal de la absorbancia con respecto a la
concentracion de Trolox® utilizado. La capacidad antioxidante de las sustancias
antioxidantes AE, vitamina E, BHA y BHT, fue determinada como la actividad
antioxidante total (TAA) y expresada como mmol Trolox® por kg de sustancia

utilizada.
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Figura 62. Porcentaje de inhibicion del catién-radical ABTS™, en funcion de la

concentracion de Trolox®.

En Tabla 18, se registra la actividad antioxidante de las sustancias
antioxidantes. Los AE presentaron baja capacidad secuestradora de los
radicales ABTS™ en comparacion con los compuestos utilizados como
referentes (Vitamina E, BHA, BHT), lo que puede ser atribuido a la ausencia de
compuestos capaces de donar facilmente hidrogeno. Entre los dos AE, el AE
de Ocimum sp1. “Sigueme blanco” mostré una actividad mas alta frente al
ABTS™ (Figura 63), que el del AE de Ocimum sp2. “Sigueme morado”,
comprobando, de esta manera su mayor capacidad antirradicalaria de acuerdo

con lo observado también en el método de DPPH-.
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Figura 63. Comparacion de las actividades antioxidantes totales (TAA), de
Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, Ocimum sp2. “Sigueme morado”, y

sustancias de referencia.

5.8. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Especies de los géneros Candida y Aspergillus, causan la mayoria de las
enfermedades asociadas a infecciones fungicas. Aunque especies de Candida
sp., son comunes en la flora digestiva de seres humanos sanos, éstas han
estado relacionadas con enfermedades que comprometen el sistema
inmunologico. Las infecciones fungicas son una causa importante de
mortalidad en pacientes inmuno-comprometidos, que presentan tasas de
mortalidad superiores al 40 %, en infecciones del torrente sanguineo causadas

por Candida sp. y mayores del 50 % en Aspergillus sp. [184].

El desarrollo de terapias efectivas contra infecciones fungicas serias, ha
presentado grandes complicaciones por el limitado numero de agentes
antifangicos. Algunas drogas usadas en el tratamiento de enfermedades
causadas por hongos como la anfotericina B, son muy toxicas, y otros como el
fluconazol, son limitados por su amplio rango de accién, debido a que pueden
presentar mutaciones espontaneas, como consecuencia de la resistencia de

especies de hongos a este tipo de drogas [185].
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5.8.1. Actividad anti-Candida

La actividad antifungica se evalu6, mediante la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) (concentracion minima de un aceite,
extracto o molécula que inhibe el crecimiento del hongo), de los aceites
esenciales obtenidos mediante hidrodestilacion asistida por la radiacion de
microondas (MWHD), de hojas de Ocimum sp1. “Sigueme blanco” y Ocimum

sp2. “Sigueme morado”, recolectadas durante la época antes de floracién.

Los resultados alcanzados por el Laboratorio de Infeccion y Cancer de la
Universidad de Antioquia, en la evaluacion de la efectividad de los AE, para
inhibir el desarrollo de levaduras del género Candida, se registran en la Tabla
19.

Para el control de las pruebas se utilizO como sustancia de referencia el
itraconazol, un antifungico perteneciente a la familia de los triazoles, empleado

ampliamente para inhibir el desarrollo de hongos infecciosos.

Tabla 19. Concentracion minima inhibitoria, CMI, de los aceites esenciales de
Ocimum sp1. “Sigueme blanco” y Ocimum sp2. “Sigueme morado”, en Candida
parapsilosis y Candida krusei (%v de AE/ v de DMSO).

. Candida parapsilosis Candida krusei
Especies
(ng/ mL) (ng/ mL)

Ocimum sp1.

>500 >500
“Sigueme blanco”
Ocimum sp2.

>500 >500
“Sigueme morado”
Itraconazol 0.107 0.125
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Los aceites esenciales de Ocimum sp1. “Sigueme blanco” y Ocimum sp2.
“Sigueme morado”, mostraron poca efectividad como antifUngicos comparado
con la sustancia utilizada como referencia (itraconazol), debido, posiblemente,
a la ausencia de compuestos antifungicos, presentes en los aceites analizados,
como en el caso de fenoles y citral, los cuales han demostrado una buena
actividad anti-Candida [21].

5.8.2. Actividad anti-Aspergillus

La actividad antifungica también fue evaluada contra dos diferentes especies
de Aspergillus, A. flavus y A. fumigatus. Los resultados obtenidos en el
laboratorio de Infeccién y Cancer de la Universidad de Antioquia, en la
evaluacion de la efectividad de los AE para inhibir el desarrollo de Aspergillus

sp., se registran en la Tabla 20.

Tabla 20. Concentracién minima inhibitoria, CMI, de los AE de Ocimum sp1.
“Sigueme blanco” y Ocimum sp2. “Sigueme morado”, estudiados en Aspergillus

flavus y Aspergillus fumigatus (%v de AE/v de DMSO).

Aspergillus flavus  Aspergillus fumigatus

Especies
(ng/ mL) (ng/ mL)

Ocimum sp1.

>500 >500
“Sigueme blanco”
Ocimum sp2.

>500 >500
“Sigueme morado”
ltraconazol 0.25 0.125

Los aceites esenciales de Ocimum sp1. “Sigueme blanco” y Ocimum sp2.
“Sigueme morado”, mostraron poca efectividad como antifungicos, comparado

con el jitraconazol utilizado como control positivo.
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La baja actividad antifungica presentada por los aceites esenciales de Ocimum
sp1. “Sigueme blanco” y Ocimum sp2. “Sigueme morado”, puede ser atribuida
a la poca actividad presentada por los compuestos mayoritarios de dichos
aceites contra especies de Candida y Aspergillus [21]. Para el caso de
compuestos como el linalool y cinamato de etilo (sustancias presentes en otros
AE del género Ocimum), estudios realizados han mostrado su baja efectividad
contra Candida sp. y Aspergillus sp, en comparacion con compuestos como

timol, citral y, en algunos, casos eugenol [21].

Otros estudios han mostrado la posible utilizacion de cinamatos (e.g. cinamato
de etilo) en dermatologia y cosmetologia, debido a la dulce fragancia de estos
productos naturales y a la actividad presentada contra dermatofitos,
Scopulariopsis brevicaulis, causantes de micosis en la piel, Cryptococcus
neoformans, implicados en enfermedades de VIH [186] y contra Malassezia

pachydermatis, encontrados en otitis externa de los perros [187].

5.9. ACTIVIDAD CITOTOXICA

Las investigaciones sobre productos naturales estan basadas a menudo en la
informacion etnobotanica y muchas de las drogas usadas hoy dia han sido
obtenidas de plantas medicinales, empleadas tradicionalmente por muchas
comunidades indigenas. El estudio de estos extractos de plantas, esta siendo
sometido a investigaciones etnofarmacoldgicas para validar y garantizar sus

efectos terapéuticos [188].

Una parte importante de las investigaciones etnofarmacéuticas en los ultimos
afnos, han estado dirigidas hacia una mejor comprension de los efectos
farmacoldgicos de plantas medicinales individuales. Los estudios fitoquimicos
sobre las plantas medicinales son relativamente abundantes. Sin embargo, son
menos frecuentes los estudios detallados de un enfoque tanto fitoquimico como

farmacoldgico, acerca de los efectos sobre la salud humana [189].
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La toxicidad aguda (CLsy) de los aceites esenciales, frente a Artemia
franciscana, fue determinada en el grupo de Quimica Ambiental y
Computacional de la Universidad de Cartagena. En la Tabla 21, se observan
los resultados obtenidos sobre la toxicidad aguda (CLsp) del aceite esencial de

Ocimum sp1. “Sigueme blanco”.

Tabla 21. Toxicidad aguda (CLsg) de aceites esenciales de Ocimum sp1.

“Sigueme blanco”.

Aceite Tiempo de
. . CLso (ng/mL) CLs0(24h)/CLso(48h)
esencial exposicion (h)
Ocimum spf. 24 20.41  (19.17-21.73)
“Sigueme 1.90
blanco” 48 10.75 (9.48-12.19)

El aceite esencial de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, evaluado presenté un
valor de CLsy después de 24 horas de exposicion de 20.41 ug/mL, lo cual lo
clasifica como un aceite de baja toxicidad. Para el AE de Ocimum sp2.
“Sigueme morado”, el resultado de la actividad citotoxica no fue reproducible

mediante la metodologia utilizada.
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6. CONCLUSIONES

Se obtuvieron los metabolitos secundarios volatiles y semivolatiles de
Ocimum spp, usando cinco técnicas de extraccion (MWHD, SDE, SFE,
S-HS, HS-SPME), la identificacion se llevo a cabo utilizando criterios
cromatografico (tiempos de retencion, indices de Kovats) vy
espectroscopico, espectros de masas (El, 70 eV) y empleando

sustancias patron.

Las dos especies de Ocimum sp. se caracterizan por su alto contenido
de fenilpropanoides en cantidades relativas (%) superiores al 50%,
representados por sus compuestos mayoritarios: Ocimum sp1.
(cinamato de metilo) y Ocimum sp2. (estragol), y por la presencia de
monoterpenos oxigenados (> 20%), principalmente, por el linalool (8-
12%) y eucaliptol (1,8-cineol) (2-8%).

De acuerdo con la composicion quimica presentada por las dos plantas
de Ocimum spp., éstas pueden clasificarse como dos quimiotipos, asi:

Ocimum sp1. N° registro COL 512283 “Sigueme blanco”: Quimiotipo
“‘Cinamato de metilo”, Ocimum sp2. N° registro COL 512280 “Sigueme

morado”: Quimiotipo “Metil chavicol (estragol)”.

Las flores de las especies de Ocimum sp. se caracterizaron por su alto
contenido de linalool, siendo éste el componente mayoritario de las
flores de Ocimum sp2. “Sigueme morado” (36%), mayor que el de
estragol (25%).

La composicién quimica de los extractos SDE de hojas de Ocimum spp.,
cosechadas antes, durante y después de floracién, no mostré6 cambios
significativos de los compuestos mayoritarios, y dada la similitud en la

composicién obtenida por MWHD y SDE, se puede concluir, que durante
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las épocas de antes y durante la floracion podra obtenerse ligeramente
mayor cantidad de estragol (Ocimum sp2.) y cinamato de metilo

(Ocimum sp1.).

El analisis de clusters, utilizando distancias euclidianas completas vy
analisis de componentes principales (PCA), permitié apreciar el efecto
de la técnica de extraccidon sobre la composicion quimica de extractos.
De las cinco técnicas utilizadas como métodos de extraccion (MWHD,
SDE, SFE, S-HS y HS-SPME), la MWHD y SDE permiten obtener una
composicién quimica muy similar en cuanto a componentes y a

cantidades relativas (%) de éstos se refiere.

Los AE de Ocimum spp. presentaron una baja capacidad de
atrapamiento del cation-radical ABTS™ y del radical DPPH-, en
comparacidon con las sustancias antioxidantes evaluadas como
referencia (Trolox®, vitamina E, BHT y BHA), ésto, posiblemente, a los
pocos compuestos fendlicos y a posibles antagonismos quimicos como
consecuencia de la composicion de los AE, por tratarse de mezclas
complejas. De los dos, el AE de “Sigueme blanco” (Ocimum sp1.)
presentd6 mayor actividad antirradicalaria, por los dos métodos

evaluados.

El rendimiento del aceite esencial de hojas de Ocimum sp1. “Sigueme
blanco”, fue mas alto (0.36%), obtenido por MWHD, en época antes de
floracién, en comparacién con el obtenido de Ocimum sp2. “Sigueme

morado” (0.2%), bajo las mismas condiciones.

La actividad antifungica de los aceites esenciales de Ocimum sp. no es

comparable con la actividad de la sustancia de referencia, itraconazol.
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e El aceite esencial de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, present6 valor de
CLs020.41 pg/mL después de 24 horas de exposicion, lo cual lo clasifica

como un aceite de toxicidad baja.

e Los datos de la composicion quimica de los metabolitos secundarios y
actividades bioldgicas evaluadas de los aceites esenciales de Ocimum

spp, se reportan en la Tabla 22.

Tabla 22. Resultados generales de los ensayos y determinaciones realizadas a
los aceites esenciales de Ocimum sp1. “Sigueme blanco” y Ocimum sp2.
“Sigueme morado”.

No.voucher, COL (UN, Bogota) 512283 512280
Rendimiento AE, % 0.366+0.003 0.22+0.03
Compuestos mayoritarios, Cantidad relativa, %
Eucaliptol (1,8-cineol) 7.63+0.05 6.9+0.4
trans-B-Ocimeno tr 2.840.2
Fenchona tr 2.240.2
Linalool 10.445+0.004 11.8£0.4
Estragol 2.3+0.2 49.7+0.3
cis-Cinamato de metilo 10.8+0.4 -
trans-Cinamato de metilo 38.4+0.6 tr
trans-o-Bergamoteno tr 2.4+0.1
Germacreno D 2.04+£0.05 2.40%£0.05
t-Cadinol 4.201£0.03 3.1£0.1
ACTIVIDADES BIOLOGICAS
Antioxidante
ABTS™ X X X X X X X172
DPPH X X X X X X X
Antifungica baja efectividad baja efectividad
Citotoxico baja toxicidad No es reproducible

tr: Trazas(< 0,2%)
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer un estudio de la influencia de variables de cultivo
(luz, fertilizante, pH del suelo, riego, etc) sobre la composicién vy
sobretodo, el rendimiento de los aceites esenciales obtenidos de las

especies estudiadas en el presente Proyecto.

Se recomienda realizar experimentos que midan la capacidad
antioxidante de los AE por métodos diferentes al atrapamiento de
radicales, que permitan tener una visibn mas amplia de su
comportamiento como antioxidantes, en diferentes sistemas, e.g.

lipidicas.

Se recomienda evaluar otro tipo de actividades bioldgicas, tales como:
antibacterial y antiparasitaria, que permitan ampliar el perfil de actividad

biolégica de los AE estudiados.

Debido a que los AE son mezclas complejas, se sugiere desarrollar
ensayos de actividad biolégica para sustancias de referencia de los
metabolitos mayoritarios de cada uno de los aceites, a saber: estragol,
cinamato de metilo, linalool y eucaliptol (1,8-cineol), con el fin identificar el

impacto de éstos sobre la actividad de los AE estudiados.
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ANEXO 1

Determinacion de las condiciones de extraccidon (fibra, tiempo y

temperatura) para la técnica de extraccion HS-SPME
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Anexo 1-Figura 1. Determinacién del tipo de recubrimiento para la técnica de
extraccion HS-SPME

Determinacion de recubrimiento (T: 40°C, t: 30 min)
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Anexo 1-Figura 2. Determinacién de la temperatura de extraccién para la

técnica de extraccion HS-SPME
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Anexo 1-Figura 3. Determinacion del tiempo de extraccion para la técnica de
extraccion HS-SPME
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ANEXO 2

Contribuciones de cada familia de compuestos de Ocimum
spp. a los componentes principales, usados para clasificar las
fracciones volatiles y semivolatiles obtenidas por las diferentes

técnicas de extraccion.
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Anexo 2-Tabla 1. Contribuciones a los componentes principales de cada
uno de las familias de compuestos de las fracciones volatiles y semivolatiles
de Ocimum sp1. “Sigueme blanco”, obtenidas por diferentes técnicas de

extraccion.

Familias de compuestos Factor 1 factor 2
Hidrocarburos 0,000136 0,000118
Otros compuestos oxigenados 0,006687 0,006238
Sesquiterpenos oxigenados 0,009509 0,005756

Hidrocarburos monoterpénicos 0,050715 0,002946
Hidrocarburos sesquiterpénicos 0,000110 0,738641
Fenilpropanoides 0,526613 0,101785
Monoterpenos oxigenados 0,406228 0,144516

Anexo 2-Tabla 2. Contribuciones a los componentes principales de cada
uno de las familias de compuestos de las fracciones volatiles y semivolatiles
de Ocimum sp2. “Sigueme morado”, obtenidas por diferentes técnicas de

extraccion.

Familias de compuestos Factor 1 Factor 2
Hidrocarburos 0,257586 0,064489
Sesquiterpenos oxigenados 0,023191 0,114039

Otros compuestos oxigenados 0,009344 0,000570
Hidrocarburos monoterpénicos 0,067111 0,038930
Hidrocarburos sesquiterpénicos 0,180571 0,212164
Monoterpenos oxigenados 0,450861 0,044725
Fenilpropanoides 0,011336 0,525083
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ANEXO 3

Cinéticas de reaccion (estados estacionarios) de la vitamina E,

Trolox® y compuestos sintéticos en la reaccién con el radical DPPH-.
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Anexo 3-Figura 1.

Cinética de la reaccion de la vitamina E con el radical DPPH:
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Anexo 3-Figura 2.
Cinética de la reaccion del Trolox® con el radical DPPH:
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Anexo 3-Figura 3.

Absorbancia 514 nm

Cinética de la reaccion del BHT con el radical DPPH
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Anexo 3-Figura 4.
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ANEXO 4

Curvas de desaparicién del DPPH en funcion de la cantidad de AE

y compuestos sintéticos.
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Anexo 4-Figura 1.

Desaparicion del DPPH- en funciéon de la cantidad
de la BHA (mg) por mg del radical
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Anexo 4-Figura 2.

Desaparicion del DPPH: en funcién de la cantidad
de la BHT (mg) por mg del radical
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Anexo 4-Figura 3.
Desaparicion del DPPH: en funcion de la cantidad
de AE de “Sigueme morado" (mg) por mg del radical
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Anexo 4-Figura 4.

Desaparicion del DPPH: en funcion de la cantidad

de AE de “Sigueme blanco" (mg) por mg del radical
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