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AISLAMIENTO Y
CARACTERIZACION DEL ACEITE
ESENCIAL DE ALBAHACA,

Ocimum basilicum L.

Cristina Mena P.!

PALABRAS CLAVES: Albahaca, Ocimum basilicum L. aceite esencial, CG-EM
KEY WORDS: Basil, Ocimum basilicum L. essential oil, GC-MS

RESUMEN

En esta investigacion se caracte-
rizé quimicamente el aceite esencial de
Ocimum basilicum L., y se determind
mediante la técnica de Bauery Kirby la
actividad antimicrobiana contra cepas
de Escherichia coli, Klebsiella pneumo-
niae, Salmonella tiphy, Staphylococcus
aureus y Candida albicans.

El aceite esencial se extrajo me-
diante destilacion por arrastre de vapor,
obteniéndose un rendimiento del 1.39
%. Se determinaron las caracteristicas fi-
sico-quimicas y correspondieron con
las cuales se reportan para esta especie.
Elanalisis quimico y la identificacion se

realizaron por cromatografia de gases
acoplada a un espectrémetro de masas
(CG-EM). El componente mayoritario de
Ocimum basilicum L., fue el eugenol
(59.87%), seguido de cariofileno
(12.03%), eucaliptol (4.40%), linalol
(2.46%), B elemeno (3.69%), o cariofi-
leno (2.21%), ademas se realizé el tami-
zaje fitoquimico donde se evidencio la
presencia de alcaloides, flavonoides, re-
sinas, azdcares reductores, fenoles y ta-
ninos, lactonas, triterpenos y esteroides.

Los resultados de las pruebas
antimicrobianas mostraron que el
aceite esencial de albahaca posee una
gran actividad inhibitoria contra las
cepas gram negativas de Klebsiellu

1 Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Quito, Ecuador,

(cemena@puce.edu.ec).
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pneumoniae, Salmonella tiphy y menor
efectividad sobre organismos gram po-
sitivos como  Staphylococcus aureus.
Para Candida albicans presentd un gran
poder antimicético.

En este estudio se demostrd que
en el aceite esencial de Ocimum basili-
cum L., podrian encontrarse principios
activos Utiles como alternativas tera-
péuticas futuras.

ABSTRACT

In this investigation it was char-
acterized the essential oil of Ocimum
basilicum chemically L. and it was de-
termined by means of the technique of
Bauer and Kirby the activity antimicro-
biana against stumps of Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella tiphy,
Staphylococcus aureus and Candida al-
bicans.

The essential oil was extracted
by means of distillation by haulage of
vapor, being obtained a yield of 1.39%.
The physical characteristics were deter-
mined-chemical and they correspon-
ded with those that are reported for this

s —

species. The chemical analysis and the
identification were carried out for cro-
matografia of gases coupled to a spec-
trometer of masses (CG-EM). The
mayority component of Ocimum basi-
licum L was the eugenol (59.87%), fol-
lowed by cariofileno (12.03%), eu-
caliptol (4.40%), linalol (2.46%), B ele-
meno (3.69%) and a cariofileno (2.21%),
was also carried out the tamizaje fito-
quimico where it was evidenced the
presence of alkaloids, flavonoides, resins,
sugars reducers, fenoles and tannins,
lactonas, triterpenos and steroids.

The antimicrobial test results
showed that the essential oil of basil has
a high inhibitory activity against gram
negative strains of Klebsiella pneumo-
niae, Salmonella tiphy, and less effective
on gram positive organisms such as
Staphylococcus aureus. For Candida albi-
cans antifungal presented a great
power.

In this study it was demostrated
that in the essential oil of Ocimum
basilicum L. could be useful active prin-
ciples as future therapeutic alternatives.
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INTRODUCCION

El Ecuador es un palfs con una
geografia muy particular, que determina
la existencia de una gran variedad de
pisos climaticos, por lo cual se encuen-
tra aproximadamente el 10% de todas
las especies de plantas del mundo. Es
poseedor ademas de una gran riqueza
ancestral en la utilizacién de plantas
como medicamentos. Pese a esto, la
flora medicinal ecuatoriana ha sido muy
poco estudiada en el pais ya que no
existen investigaciones dirigidas a eva-
luar en forma sistematica el potencial
bioldgico, principios activos y toxicidad
que permitirian su real validacién e in-
corporacion de estos recursos fitotera-
péuticos a la farmacopea nacional,
(Naranjo & Escaleras, 1995).

Por esta razon, las plantas re-
quieren un redescubrimiento cientifico,
siendo imperativo realizar estudios con-
ducentes a un mejor aprovechamiento,
conservacion y busqueda de substan-
Cias con accion terapéutica, (Harborne
& Baxter, 1993).

Las especies del género Oci-
mum, conocidas comunmente como
albahacas son plantas aromaticas que
tienen importancia econdmica y cuyos
aceites esenciales son usados en la in-
dustria de cosméticos, alimentos y pro-
ductos farmacéuticos, (Wagner, 1997).

Ademds, a los aceites esenciales
presentes en miembros de la familia La-
miaceae se les atribuyen propiedades
antigripales, antipiréticas, antiespasmo-
dicas, antidiarreicas, antifingicas y anti-
bacterianas, entre otras, (Janssen &
Baerheim, 1987).

Varios investigadores han repor-
tado la actividad inhibitoria de los aceites
esenciales provenientes de Ocimum ba-
silicum sobre bacterias mesdfilas, levadu-
ras y hongos filamentosos; sin embargo,
no existen los reportes en los cuales se
determina el poder inhibitorio de los
aceites esenciales de las especies del gé-
nero Ocimum, contra bacterias que han
generado mecanismos de resistencia a
la terapia antibidtica convencional.

Es por ello que en este estudio se
realizé la extraccién y caracterizacion del
aceite esencial de Ocimum basilicum L.,
a través de la determinacién de sus pro-
piedades fisicas como olor, color, densi-
dad relativa, indice de refraccion y
residuo de vaporacion. El analisis de la
composicién quimica se realizo en un
cromatégrafo de gases acoplado a un
espectrometro de masas.

La actividad inhibitoria del acei-
te esencial se analizd mediante la me-
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dicién de los halos de inhibicion frente
a cinco microorganismos multirresis-
tentes como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella tiphy, Staphylo-
coccus aureus y Candida albicans, com-
parados con los controles gentamicina
y clotrimazol.

La investigacion se comple-
menta con el tamizaje fitoquimico que
muestra los metabolitos secundarios
presentes en la planta.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

La albahaca fue colectada en la
Reserva ForestalJATUN SACHA" ubicada
en Misahualli, Tena, Ecuador, bosque hui-
medo tropical (1°04'S; 77° 36'W), altitud
450 msnm. Luego de la recoleccién se
examinaron y separaron manualmente
las partes deterioradas, manchadas y
con senales de ataques por insectos. A
continuacion se lavé el material vegetal
con una solucién de hipoclorito de
sodio al 1% para reducir la carga bacte-
rianay se dio paso al proceso de secado
a temperatura ambiente por 5 dias. La
identificacion taxondmica se realizd en
el Herbario de la PUCE.

Valoracién de Ocimum basilicum L.
Para el estudio macromorfolo-
gico de las hojas se tomd un tamano de

muestra (n = 50) y con la ayuda de una
regla milimetrada se establecid el

mls ——

anchoy largo de las mismas para luego
realizar un histograma de cada pardme-
tro. Para su evaluacion fisicoquimica se
determinaron cenizas totales, solubles
en agua e insolubles en acido.

Estudio Quimico Cualitativo

Se realizé tamizaje fitoquimico
en extractos acuosos, etéreos y alcoho-
licos de la planta a los cuales mediante
diferentes reacciones de coloracién evi-
denciaron la presencia o ausencia de
varios constituyentes como: alcaloides,
lactonas y coumarinas, triterpenos, ca-
tequinas, resinas, saponinas, etc.

Extraccion y Caracterizacion del
Aceite Esencial

El aceite esencial se obtuvo me-
diante destilacion por arrastre de vapor,
para lo cual se troced la plantay se trans-
firid a un balén de destilacion de 2 L a
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través del cual se hizo pasar vapor de
agua por el lapso de 2 horas. Los volati-
les condensados se recibieron sobre
agua saturada con cloruro de sodio. Fi-
nalizada la destilacién se colocd el des-
tilado en un embudo de separacion, se
anadié una porcién de éter dietilico, se
agité y dejo decantar la fase acuosa.

El extracto etéreo se colocd en
un frasco dmbary se anadieron 0.5 g de
sulfato de sodio anhidro. Se evaporé el
solvente cuidadosamente a tempera-
tura ambiente.

Para caracterizar el aceite esen-
cial se realizaron una serie de ensayos o
controles: caracteres organolépticos y
especificaciones de tipo fisico y qui-
mico como densidad relativa, indice de
refraccion, residuo de vaporacion.

Para comprobar las propiedades
biologicas del aceite esencial de alba-
haca, se llevé una muestra al Centro de
Investigacion y Valoracion de la Biodi-
versidad CIVABI y se aplicé el método
descrito por Bauer y Kirby, en el cual se
establecié la actividad antibacteriana,
mediante la utilizacion de 5 microorga-
nismos seleccionados: Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Candida albicans
con el empleo de la técnica de difusion
en agar Muller Hinton en diferentes
concentraciones de aceite: 10, 20 y 30
uL, con la utilizacion del control genta-
micina para las bacterias y clotrimazol
para las levaduras y la medicién de los
halos de inhibicion luego de un peri-
odo de incubacién de 24 horas.

Los componentes quimicos del
aceite esencial de albahaca obtenido,
fueron separados e identificados me-
diante un cromatografo de gases Varian
3900 acoplado a un espectrometro de
masas Varian Saturn 2100D GC/MS,
equipado con una columna capilar de
silica fundida de 30 metros de largo y
0.25 mm., de didmetro y helio como
gas de arrastre (1.2 mL min-1). La ener-
gia de los electrones ionizantes fue de
70 eV. Se empled un programa de tem-
peratura en el equipo, inicidndose el
proceso a 50°C durante 2 minutos,
luego se incrementd la temperatura a
razén de 20°C/min hasta 100°C y de in-
mediato hasta 220°C a razén de
5°C/min. La temperatura del inyector se
mantuvo a 250°C. La relacion de reparto
fue de 1:200. Para la identificacion de los
componentes del aceite se uso la base
de datos Nist 2001.

— 7l
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IT RESULTADOS

Valoracion de Ocimum basilicum L.

El material vegetal constituido
por las partes aéreas de la albahaca es
de color verde, olor intenso y sabor pi-
cante. Los tallos son cuadrangulares y
presentan hojas pecioladas, opuestas,
de forma aovado-elipticas, de 5.1 cm,,
de largoy 2.4 cm., de ancho y algo ve-
llosas en los nervios, dpice agudo y la
base redondeada. Las flores en largos ra-
milletes terminales son de color blanco.

En la Tabla 1 se muestran los re-
sultados de los parametros fisicoquimi-
cos conocidos en la especie vegetal
estudiada.

Tabla 1: Resultados de parametros
fisicoquimicos de Ocimum basilicum L.

i

Cenizas totales

171
Cenizas solubles en agua 3.70
Cenizas insolubles en
acido clorhidrico 0.84

Estudio Quimico Cualitativo

Los resultados del tamizaje fito-
quimico realizados en los extractos eté-
reo, alcohdlicoy acuoso de la planta de
albahaca, se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Resultado del tamizaje fitoquimico de Ocimum basilicum L., en diferentes extractos

Aceites y grasas

Alcaloides

Lactonas y coumarinas

Triterpenos y esteroides

Catequinas

Saponinas

Resinas

Azucares reductores

Fenoles y taninos

Aminoécidos

Flavonoides

Cardenolidos

Antocianidinas

Quinonas

= (+) presencia,

Taninos

(-)ausencia
No aplica en

Mucilagos

¢l extracto

s —
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Extraccion y Caracterizacion del Aceite Esencial

Tabla 3: Caracteristicas fisico-quimicas de Ocimum basilicum L.

39 %
Dulce, agradable
Transparente

Densidad relativa 098
Indice de refraccién 1.52
Residuo de evaporaciéon 21%

Tabla 4: Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Ocimum basilicum L.

Salmonella typhi 12 15 18 13:*
Staphylococcus aureus 10 2 39 {7
Escherichia coli 10 15 21 14*
Klebsiella pneumoniae 14 22 33 14*
Candida albicans 12 30 41 52

* Gentamicina
** Clotrimazol

Analisis e Identificacion Quimica del  de los 6 componentes mayoritarios: eu-
Aceite Esencial genol (59.87 %), cariofileno (12.03 %),
eucaliptol (4.40 %), linalol (2.46 %), § ele-
En laTabla 5 se indican los com-  meno (3.69%) y a cariofileno (2.21 %).
puestos identificados, con senalamiento

— o |l
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Tabla 5: Compuestos identificados en aceite esencial de albahaca, caracterizado
por cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas

7.138 a pineno 1.920

1

2 7.233 eucaliptol * 4.395

3 8.259 linalol * 2460
4 9.631 Benzofurano 0.352
5 9.873 Borneol 0.112
6 10.277 a terpineol 0.842
7 13324 Elemeno 0.773
8 13,752 Eugenol * 59.868
9 14.601 B elemeno * 3.694
10 15415 Cariofileno * 12.030
1 16.246 o cariofileno * 2211

12 16.356 Aromandreno 0.583

13 16.819 B cubebeno 0.386
14 17.031 B seileno 0.966
15 17.450 Eremofileno 0.673

16 19.213 oxido de cariofileno  0.460

* Componentes mayoritarios

Ml 10 —
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Enla Figura 1 se observa el espectro de
masas de Eugenol que es el compo-

nente mayoritario de dicho aceite.
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Figura 1: Espectro de masas de Eugenol componente mayoritario del aceite esencial

de albahaca

111 DISCUSION

El contenido de cenizas totales
en Ocimum basilicum L, fue de 7.71%,
valor que se encuentra dentro de los ran-
gos establecidos, por Sénchez en el es-
tudio farmacogndstico de Ocimum
basilicum L., realizado en Habana, Cuba
enel 2000,y de este valor el 50 % son ce-
nizas solubles en agua, lo cual indica que
se trata de metales de baja toxicidad.

Ademés, el porcentaje de ceni-
zas insolubles en acido fue de 0.84 %, lo
cual senala que la presencia de silice, es-
pecialmente de arena y tierra silicea es
baja y se encuentra dentro del rango
establecido para especies vegetales.
(Miranda & Cuellar, 2001)

—— 1 [l
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El screening fitoquimico eviden-
Cio la presencia de alcaloides, lactonas
y coumarinas, triterpenos y esteroides,
fenoles y taninos, resinas, azdcares re-
ductores y flavonoides. Los taninos tie-
nen la propiedad de precipitar las
proteinas, por lo cual presentan accién
antimicrobiana e informa que para la
especie Ocimum basilicum L., el compo-
nente quimico mayoritario son los tani-
nos. (Fuentes, 1997)

El porcentaje de rendimiento
del aceite esencial de albahaca fue de
1.39%, después de 2 horas de destila-
cion, con el empleo de la planta seca
troceada. Este valor se asemeja al obte-
nido mediante hidrodestilacion, (Muri-
llo & Vina, 1999).

El aceite esencial de albahaca a la
misma concentracion del antibidtico
Gentamicina produjo halos de inhibicién
de tamanos muy parecidos en las cepas
bacterianas gram negativas Klebsiella
pneumoniaey Salmonella typhi, mientras
gue con bacterias gram positivas como
Staphylococcus aureus los halos de inhi-
bicion fueron de menor tamano.

Estos resultados avalan lo repor-
tado por Acosta-Gonzales en su investi-
gacion sobre la composicion quimica de
los aceites esenciales de Ocimum basili-
cum L, Ocimum gratissimum Ly Ocimum
tenuiflorum Ly su efecto antimicrobiano
sobre bacterias multirresistentes de ori-
gen nosocomial, (Jawetz, 2005).

También se obtuvo una buena
actividad inhibitoria contra Candida al-
bicans, al comparar los halos de inhibi-
cion del aceite esencial con los del
antimicotico estandar clotrimazol.

El andlisis por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de
masas, permitio conocer la composi-
cién quimica y la abundancia relativa de
los principales componentes que con-
forman el aceite esencial de albahaca.
Estos resultados concuerdan con los ci-
tados en la investigacion de extraccidn
del aceite esencial de albahaca me-
diante diéxido de carbono supercritico,
donde el eugenol es el compuesto qui-
mico mas abundante. (Romero, 2000)

IV CONCLUSIONES

Los bajos valores obtenidos en
la determinacion de cenizas totales nos
permitieron concluir que la albahaca re-

il 12 —

colectada para el anélisis no estuvo ex-
puesta a productos quimicos ni conta-
minada con metales pesados.
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El rendimiento del aceite esen-
cial de albahaca obtenido mediante
destilacion por arrastre de vapor fue de
1.39 % lo cual indica que es un método
eficiente y econdmico para extraccion
de aceites esenciales, frente al rendi-
miento obtenido por fluidos supercriti-
cos con un valor de 1.89 %, diferencia
gue no es muy significativa si se toma
en cuenta, que este Ultimo es un mé-
todo de mayor complejidad y costo.

Los metabolitos secundarios en-
contrados en los extractos etéreo,
acuoso y alcohdlico como alcaloides,
triterpenos y esteroides, resinas, azlca-
res reductores, fenoles y taninos, lacto-
nas y flavonoides tienen un gran valor
medicinal.

El tamizaje fitoguimico mostrod
una marcada presencia de taninos lo
cual justifica que a la albahaca se le atri-
buyan propiedades antibacterianas.

Se demostrd que el aceite esen-
cial de albahaca posee principios activos
importantes que pueden ser alternati-
vas terapéuticas efectivas contra las in-
fecciones producidas por microorga-
nismos resistentes a los antibioticos.
Razon por la cual seria interesante inten-
sificar las investigaciones para elaborar
fitofarmacos a partir de este aceite.

Mediante al andlisis cromatogra-
fico y de espectrometria de masas del
aceite esencial de albahaca se identifi-
caron 16 compuestos quimicos, donde
el eucaliptol, linalol, eugenol, cariofi-
leno, o cariofileno y 3 elemeno fueron
los componentes mayoritarios.

Se encontraron en menor pol-
centaje el a pineno (1.920%), B seileno
(0.966%), o terpineol (0.842%), eremofi-
leno (0.673%), aromandreno (0.583%),
oxido de cariofileno (0.460%), f cube-
beno (0.386%), benzofurano (0.352 %) y
borneol (0.112%).

El aceite esencial de albahaca
mostrd buena actividad inhibitoria,
equiparable al antibidtico gentamicina,
sobre las cepas bacterianas gram nega-
tivas Klebsiella pneumoniae (98%) y Sal-
monella typhi (93%), probablemente
debido a que en su constitucion esta
presente el eugenol que es un com-
puesto fendlico al cual se le atribuye ac-
cion antibacteriana. Frente a gérmenes
gram positivos como Staphylococcus
aureus se obtuvo una actividad inbihi-
toria moderada (62%).

Ademas se obtuvo una buena
actividad inhibitoria (80%) para Candida
albicans respecto al antimicotico clotri-
mazol.
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