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RESUMEN

Se estudio la influencia de dos métodos
de extraccion: HIDRODESTILACION
(HD) Y FLUIDO SUPERCRITICO
(EFS). en la composicion quimica del
aceite esencial de tres especies de albaha-
ca: Ocimum americanum, O. basilicum y
Q. minimum. Los extractos fueron anali-
zados por cromatografia de gases-espec-
trometria de masas (CG/EM). Al analizar
comparativamente los constituyentes pre-
sentes, se encuentran diferencias cualita-
tivas v cuantitativas. Los extractos
sitpercriticos eontienen compuestos de
alto peso molecular, entre ellos ésteres de
linalol, presentes solo en O.basilicum y
O.minimum. En estas especies el conteni-
dode linalol en sus hidrodestilados es ma-
yor gue en los extractos supercriticos,
indicando posible hidrélisis de los ésteres
en ¢l proceso de HD. Para las tres espe-
cies s¢ definio como quimiotipo “Cina-
mato de metilo”, por ser el compuesto
miis abundante en todos los extractos. En
O.basilicum y O.mininuan se determind

ademas el subtipo “Cinamato de meti-
lo>linalol™, el cual no ha sido reportado
en extractos de olros origenes.

ABSTRACT

The influence of isolation methods on
the chemical composition of the mixtures of
volatiles in three species of Ocimum (0.
americanun, O. basilicum, y O. minimumn)
was studied by comparing the extracts ab-
tained by HYDRODISTILLATION (HD)
and SUPERCRITICAL FLUID EX-
TRACTION (SFE).

The hydrodistilled oils and the super-
critical CO2 extracts were analysed by
gas chromatography-mass spectrometry
(GC/MS). Their composition revealed
qualitative and quantitative differences.
SFE extracts showed the presence of high
molecular weight compounds. O. basili-
cum and O, minimum contained linalyl
esters, The linalool content of HD oils
was found higher than that of SFE ex-
tracts (which showed linalyl esters ), indi-
cating that a degradation of the latter
compounds, during HD, may have
ocurred. The chemotype defined for all
the three species was the “methyl cinna-
mate” because it was the most abundant
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conslituent in each mixture of volatiles.
Methyl cinnamate compound prevailed
in Q. americanum while “methyl cinna-
mate > linalol™ subtype, was established
for both species O. basilicum and O.
minimum. This subtype has not been pre-
viously reported in extracts of other ori-
gins.

INTRODUCCION

La albahaca pertenece a la familia La-
miacea, cuvas especies se caracterizan
por su riqueza en aceites esenciales, gru-
po diverso de productos naturales volati-
les utilizados como saborizantes en
alimentos v bebidas, ¥ como fragancias
en productos farmacéuticos ¢ industriales
(1). Muchas especies de albahaca (Oci-
mum spp) han sido cultivadas con fines
medicinales, culinarios, como agentes
controladores de moscas y murciélagos y
como atrayenies de abeja.

En el género Ocimum se han realizado
numerosas investigaciones en aspectos
tales como el quimico, fisiologico, agro-
némico, econdmico, taxonomico, farma-
cologico, vy de actividad biologica (2).
Albahacas de diferentes origenes y es-
pecies han sido objeto de estudios sobre
aislamiento y determinacion de la com-
posicion de sus voldtiles, aplicando dife-
rentes métodos de extraccion y de
identificacion de sus constituyentes. Sin
embargo, la exiraccién por fluido super-
critico ha sido de relativa reciente aplica-
cion en matrices herbiceas y existen
pocos estudios comparativos sobre HD y
EFS como métodos de aislamiento de vo-
litiles de Ocimum para determinacion de
su calidad. Se conocen trabajos de la
composicién quimica de aceites obteni-
dos por destilacion al vapor, realizados
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por CG Fleisher (3), Bonnardeaux (4),
Lawrence (5) (6); de aceites esenciales
obtenidos por HD Simon y otros (2); de
extractos vegetales en éter etilico Grayer
(7), y de extractos de CO; supercritico
Reverchon, 1994 (6). Algunos investiga-
dores, tales como Charles y Simon (1),
compararon la influencia de la extraccion
por solventes, de 1a hidrodestilacion y de
la destilacion al vapor, sobre el rendi-
miento y composicion del aceite esencial
obtenido de varias especies de albahaca.
En cuanto a estudios comparativos de HD
y EFS, se conocen los realizados por La-
chowickz v otros (8.9), quienes utilizan-
do CG y CG/EM, caracterizaron los
voldtiles obtenidos por HD y CO; super-
critico, de cinco variedades de albahaca
australiana (Ocimum  basilicum L.):
“Anise, Cinnamon, Dark Opal, Bush y
Reunion”.

En el presente trabajo, se compard la
composicion de los voldtiles obtenidos
por los métodos de HD y EFS de tres es-
pecies de Ocimum. Teniendo en cuenta el
contenido de voldtiles se hallo el quimio-
lipo para estas especies aplicando el siste-
ma de clasificacién propuesto por Grayer
(7), el cual se basa en la combinacion de
los mayores componentes en lugar de uno
solo dominante y definiendo como mayo-
ritario un contenido cercano al 20%.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal. Ocimum basili-
cum, Q. americanum y Q. minimum fue
el material vegetal utilizado en este estu-
dio como fuente de aceite esencial. Las
plantas se cultivaron, utilizando como
abono humus de lombriz, en una granja
experimental de la Universidad del Toli-
ma, ubicada a 1150 m.s.n.m., tempera-
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tura promedio de 27°C, humedad relativa
del 85%, precipitacion pluvial de 1800
mm. Se recolectaron manualmente en flo-
racion, estado de mayor contenido de
aceite esencial (3,4), y se secaron duran-
te una semana (30 - 40°C).

Extraccion de Volitiles. Se aplicaron
dos métodos de extraccion: el de hidro-
destilacion vy el de fluidos supercriticos.
20g de muestra seca (hojas, flores y ra-
millas) se destilaron con agua (1;20) du-
rante una hora utilizando el equipo de
destilacion circulatoria de Clevenger,
modificado por la nueva farmacopea eu-
ropea (10). Al finalizar el proceso se mi-
did el volumen del aceite obtenido y se
procedio a su deshidratacién con Na;SOs.
Los extractos de fluido supercritico se
obtuvieron a partir de muestras secas en-
tre 4-10 g, con un equipo no comercial;
CO; fue el fluido extractor y se utilizé un
restrictor de 10 um d.i. ¥ 5 cm de longi-
tud, un rango de temperaturas entre 45-
47°C, presiones que oscilaron entre
1400-1500 psi y un tiempo de extraccién
de dos horas (11,12,13).

Andlisis de CG/EM. La composicién
de los aceites y la cantidad de cada com-
puesto se verificod a través de un andlisis
de CG/EM con un CG Hewlett Packard
{(HP) 5890A Series II en interfase con un
detector selectivo de masas HP 5972, co-
nectado en linea a una base de datos
NBS75K y Wiley 138 para la identifica-
cion espectromeétrica de masas de los
componentes CG. Se utiliz6 una columna
capilar de silice fundida DB-1 (J & W
Scientific), 30m x 0.25mmd.i.) provista
de una fase estacionaria de espesor
0.25pum, compuesta por 5% fenil-polidi-
metilsiloxano. Las condiciones del He,
utilizado como gas de arrastre, fueron:

presion 78kPa, velocidad lineal 20
cm/min y split 1:30. La temperatura del
puerto de inyeccion split/splitless 250°C,
linea de transferencia 285°C, camara de
ionizacion 180°C, volumen de muestra
de inyeccion 1 pl (solucion al 20% en
CH,Cly). La temperatura del horno se
programé a 50°C (5 min), incrementos
de 4.5°C /min finalmente se mantuvo a
250°C (10 min). La energia de los elec-
trones ionizantes fue de 70eV, los espec-
tros de masas fueron obtenidos por
barrido automdtico dentro de un rango de
masas m/z de 30 a 300. Los datos cuanti-
tativos fueron suministrados por autointe-
gracion del equipo. Los compuestos
fueron identificados por comparacion de
los espectros de masas de cada compo-
nente resultante en la CG/EM con los es-
tandares de las bases de datos v con datos
reportados en la literatura (14). Se uso
como estandar interno el tetradecano.

RESULTADOS Y DISCUSION

La composicién quimica de los aceites
esenciales de Ocimum americanum, O.
basilicum y O. mininmum, estd dada en la
Tabla 1; en ella figuran 62 constituyen-
tes, detectados en las tres especies, dos de
los cuales no fue posible identificar, al
menos parcialmente. Al agrupdrseles por
tipo de compuesto se evidencian como:
monoterpenos (37.1%), sesquiterpenos
(43.5%), fenilpropanoides (8.1%), com-
puestos de alto peso molecular (8.1%,
conformados por hidrocarburos, ésteres
y un compuesto nitrogenado); sin identi-
ficar, dos compuestos que corresponden
al 3.2%.

Se observa que los aceites hidrodesti-
lados de las tres especies poseen mas va-
riedad de hidrocarburos terpénicos que
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terpenos oxigenados y que fenilpropa- Ocimum minimum es laespeciecon la
noides. mayor variedad de componentes siendo
notorio en sus hidrodestilados, la presen-

Tabla 1. Composiciin quimica de voldtiles de tres especies de Ocinmum cultivadas en Thagué y
obtenidos por hidrodestilacion (HD) y fluidos supercriticos (EFS).

0. americanum Q. basilicum | Q. minimum
Sl T "wup [ &rs | up | Ers | mp | EFs
% | % % % % %
u-pin_cno_ - __ | e = || == = ] == 024 | —-
[B-pineno 9.4 — | — - = 032 | —
B-mircenn 10.1 — — —- — 0.19 —
preimeno - 11.4 — —- —_ — | 040 —
|.8-cincal * 15 | 09 | 052 | 37 185 | 220 =
Trans-ocimeno * 124 | 1.07 = 024 | —- 0.85 —
y-terpineno 12.6 —- —_ | — — 0.30 —-
Hidrato de sabineno 13.1 —_ — 0.29 0.39 0.37 —
Fenchona - 137 | 029 | 040 | — = | = =
Linalol * 146 | L7 | 173 | 1695 | 14.52 | 22.04 | 17.5
p-menta-2, 5-dien-7-ol 159 | 0.15 e — 0.20 —-
4eterpineol * 172 | = — | 199 | 104 | 309 | 328
a-terpineol 177 | 031 | 031 | 0% | 050 | 027 —
Metil chavicol * ] 1o ] 381 465 05 | 072 | 177 | 1.26
Hidrocarburo(M+152) 22.0 —= i — 0.15 =
Acetato de exo-2-hidroxicineol 225 — —_ 0.17 — —_ —
| Cinamatode metilo®* | 243 | 8490 | 7695 | 62.70 | 56.67 | 43.18 | 49.79
P-cariofileno * 25.0 0.99 ' 0.79 — — | 0.34 —
Ester (M+204) 350 | — = 0.34 — — —
Zingibereno * 254 | 034 | 058 | 128 | 063 | 027 | —
t-guaienn 25.5 —_ - —- —- (43 0.38
ce-humuleno * 259 | 0.93 = 0.42 = 1.22 | 1.06
Trans-[-farneseno * 26.0 = 110 — — _— —
[-guaieno 26,2 S — —- 0.57 —- -
| Epibiciclo sesquifelandreng | 263 | — | — | 021 | — | 028 | —
p-cubebena * 268 | 060 | 04D | 044 | 050 | 122 | 092
Germacreno -B * 272 0.40 — 0.24 — 1.15 0.66
S-giiaieno * 275 | 0.42 — 040 | 036 | 125 | 125
y-cadineno * 27.8 0.16 0.24 1.48 1.37 2,33 3.38
Amorfano 28.0 = = 0.16 =2 0.26 e
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Continuacion Tabla 1

_ 0. americanum 0. basilicum O. minimum
Compuesto T.
HD EFS HD EFS HD EFS
% % % % %
‘Hidrocarburo (M+204) 285 | 17 [ 135 | 03 | — ==
Nerolidol 29.1 = ] — — 0.57 0.56
Espatulenol 29.6 — | = — —- 0.64 0.78
Oxido de cariofileno * 29.7 0.38 1.00 —- — —- —
Epiglobulal 299 | —- —_ — — | 060 | —
No identificado B 04 | = | 0| — — | 023 | o035
Copaeno * 30.6 —- — 0.78 .42 1.32 0.93
d-cadineno * 313 0.63 0.30 5.04 3.04 8.32 5.05
Jazmouato de metilo 314 | — | 030 — —- —- —-
[-eudestmol s | — [ — — — | 090 | 0.60
Hidrocarburo tipo decalina 31,7 — | = 0.47 —- 0.62 —
Cetona tipo tuyopsano 31.8 = [ =] = — ] w658 [ — |
No identificado 325 — S — 1.01 — | —
Cis-farnesal 33.2 = —- — — 050 | —
Acetato de geranilo 36.1 —- e _ 0.65 | 091
11-dodecen-2-ona 36.2 —- 0.26 —- e —_ | -
Cewona 36.3 — — — — 0.22 | 049
Palmitato de metilo 38.1 — 0.24 — — —- —
CieHa30i 389 | — — — —_ — | 046
Hidrocarburo 39,9 0.24 0.38 0.34 — 0.31 —-
Hidrocarburo 40.4 —- — 0.33 —_ 0.21 —_
Linoleato de metilo 419 — 043 | — — —- —-
Ester de linalol 4.1 — | = == 057 = 0.54
Ester de linalol 42.3 — — —_ 1.22 - 1.10
Ester de linalol 42,8 —- —- — 1.09 — 0.84
Ester de linalol 433 —- = — 1.23 — 0.79
Neofttadieno 44,3 — —- — 0.34 - 0.68
Ester de dcido cinimico 464 | — | 408 | 030 | 353 — | L7
Ester de dcido cindmico 46.7 — 297 —- 3.16 —- 1.19
Ester dedcido cindmico 47.0 — .70 —- 0.75 — —
Compuesto nitrogenado 50.6 — — — 0.63 - —-
Tetracosahexaeno 581 — —- — 3.89 - 3.39
N° Total: 62 19 23 25 25 39 27

* Copmpuestos mayoritarios ( con contenido minimo del 1%. al menos e una de las especies).
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cia de los monoterpenos ¢-pineno, -mi-
rceno, f-pineno, p-cimeno, y-terpineno,
el sesquiterpeno d-guaieno y los sesqui-
terpenos oxigenados farnesol, espatule-
nol, nerolidol, epiglobulol, eudesmol, y
dos cetonas. Los anteriores constituyen-
tes, sugieren la bisqueda de diferentes
clases de actividad biologica en esta espe-
cie, debido a las funciones de importan-
cia ecoldgica atribuidas como atrayentes
de insectos, alelopaticos y feromonas, asi
como también funciones de aplicacién
farmacolégica (5), (15).

Los extractos con CO; supercritico de
nuevo muestran a Q. minimuni como la
especie que presenta diferencias nota-
bles, observandose en ella la mayor varie-
dad de terpenos oxigenados, y la menor
de fenilpropanoides.

Si se confrastan los resultados que
arrojaron los aceites extraidos por los dos
meétodos, se observan diferencias impor-
tantes. Presencia en los extractos super-
criticos de compuestos de alto peso
molecular, de ésteres del dcido cinimi-
co y mayor proporcion de terpenos vo-
latiles en los hidrodestilados, aunque se
esperaria mayor presencia de éstos en
los extractos de fluido supercritico
puesto que se trabaja a bajas temperatu-
ras. Podria haber contribuido a la pérdida
de los voldtiles el hecho de haber introdu-
cido el vial de recoleccién en un beaker
con agua a temperatura media, con el pro-
posito de eliminar ¢l taponamiento inter-
mitente de la salida del restrictor,
provocado por el efecto de expansion del
COz al emerger a una (emperatura por
debajo de los 0°C.

Los mayores componentes encontra-
dos fueron cinamato de metilo y linalol.
Se puede observar que en O. basilicum y
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en O. minimum los hidrodestilados mues-
tran mayor contenido en linalol que los
extractos de COy supercritico. En estas
especies los ésteres de linalol, presentes
linicamente en los extractos de fluido su-
percritico, posiblemente sufrieron hidro-
lisis por las caracteristicas propias del
método HD, afirmaciéon que adquiere
mayor validez al realizar el andlisis en
O.americanum; alli no hay presencia de
ésteres de linalol y el contenido de linalol
en los voldtiles obtenidos por ambos mé-
todos es el mismo.

Para un andlisis mds especifico de los
resultados, que tenga en cuenta no sélo
los contenidos de los constifuyentes ma-
yoritarios como tal sino también como
pertenecientes a una familia de compues-
tos, se elaboraron las figuras 1 y 2.

Encada una de las especies el perfil de

‘composicion del extracto, en cuanto al

tipo de compuesto, no cambid por el mé-
todo de extraccién excepto por la presen-
ciaen el extracto de fluido supereritico de
compuestos de alto peso molecular.

En todos los aceites, la clase de com-
puesto mds abundante corresponde a la
via biogenética de los fenilpropanoides,
representada  por cinamato de metilo,
metil chavicol y ésteres de dcido cinami-
co. Le siguen en orden de abundancia los
terpenos oxigenados (de ellos el com-
puesto mds abundante es el linalol) y los
hidrocarburos terpénicos (fundamental-
mente sesquiterpenos); esta relacion en
0. americanum es inversa, en tanto con-
tiene menos terpenos oxigenados, con
poca abundancia de linalol.

En los extractos de CO;z supercritico
son menos abundantes los hidrocarburos
terpénicos (ausencia de monoterpenos)
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que en los aceites hidrodestilados y, a di-
ferencia de estos ultimos contienen com-
puestos de alto peso molecular, de
conformidad con los resultados de La-

Porcentaje
B
(=]

chowickz en variedades de O.basilicum
(8,9). Sin embargo, Hawthorne y otros
(16), en estudio comparativo de extrac-
cion de aceites por HD y EFS de tres

Fenilpropanoides
T.Oxigenados

H.Terpénicos

Figura 1, Distribucin cuantitativa, por tipo de compuesto, de los constituyentes
mayoritarios del aceite esencial obtenido por hidrodestilacion de O. americanum

(A), O. basilicum (B), O. mininum (C).
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LS |

g 60
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Fenilpropanocides
T.Oxigenados
H.Terpénicos
Comp.de alto M

Figura 2. Distribucion cuantitativa, por tipo de compuesto, de los constituyentes
mayoritarios de los extractos de fluido supercritico de O. americanum (A), O.

basilicum (B), O. minimum (C).
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plamas aromaticas (Satureja hortensis 1.,
Dracocephalum moldavica L., Mentha pi-
perita L.) concluyen que componentes
voldtiles, como monoterpenos, pueden
recuperarse cuantitativamente por EFS al
colectar el extracto sobre cloruro de meti-
leno y ¢l métode asi aplicado, resulta
comparable cuantitativamente al hidro-
destilado. En nuestro trabajo, la pobre re-
cuperacion de los voldtiles puede deberse
a baja eficiencia de la recoleccion y no a
una baja extraccion, en razon de que el
extracto se recibio directamente sobre el
vial sin solvente organico.

Un anilisis comparativo de los dos
métodos de extraccion, permite hacer al-
gunas anotaciones inferesantes:

La hidrodestilacion parece ser un buen
método para extraer el aceite esencial de
albahaca debido a su buen rendimiento
(1.2 %) , se requiere de menor cantidad
de operaciones v de parametros para con-
trolar que en la extraccion por fluido su-
pereritico. En este estudio se observid que
tiempos de 30 a 60 minutos eran suficien-
1es para el agotamiento de la matriz her-
bécea, lo cual concuerda bastante bien
con los conecimientos gue se lienen acer-
ca de las Lamidceas; en estas plantas el
aceite estd atrapado en pelos glandulares
0 Iricomas, depositos que estallan por
ruptura de la cuticula liberando el aceite
el'cual asuvez se volatiliza casi inmedia-
tamente. El estudio reveld que tanto en
HD como en EFS, la velocidad inicial de
extraccion fue alta hasta los 15 minutos;
después de este tiempo no se observaron
cambios apreciables en los volumenes de
aceite extraido a intervalos de tiempo de
15 minutos cada vez (Datos no mosira-
dos). Lo anterior es coincidente con los
experimentos de Ernesto Reverchon(12),

12

quien afirma que la velocidad de extrac-
cion inicial de los aceites esenciales es
alta pero tiende a cero en la medida en que
la concentracion del soluto decrece. La
extraccion de los voldtiles utilizando EFS
se realizo en una sola etapa, observando-
se un extracto de color amarillo mas in-
tenso y de mayor viscosidad que los

hidrodestilados, caracteristico de la coex-

traccion de parafinas y ceras cuticulares.

Quimiotipos

Adoptando ¢l eriterio de Grayer (7),
las tres especies mostraron el mismo qui-
miotipo Cinamato de metilo. El contenido
significativamente alto de este compuesto
en 0. americanum obliga a que no apa-
rezca un subtipo. No obstante, la presen-
cia de linalol como segundo compuesto
mayoritario en O. basilicum y O. mini-
mum, define un sublipo para estas espe-
cies: Cinamato de metilo linalol, aunque
en O. mininwm  se observan menores
contenidos relativos de cinamato de meti-
lo. Es importante anotar que el subtipo re-
portado no se ha encontrado en la
literatura que hace referencia a O.basili-
cum (5, 6,7, 17). La composicion y el
subtipo de Q. basilicum y de O. minimum
podrian sugerir que se trata de variedades
de la misma especie. Sin embargo, por su
diferente perfil quimico en flavonoides de
superficie, Grayer (18) sustenia que de-
ben ser consideradas especies ndepen-
dientes.
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