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RESUMEN

Introduccién: Ocimum micranthum Willd, es una planta herbacea, perteneciente a
la familia de las Lamiaceas, originaria de las regiones tropicales y subtropicales de
América, cultivada con fines medicinales y/o ornamentales. La infusidon de esta
planta es usada para enfermedades de tipo gastrointestinal como Ulceras, gastritis,
fiebre intestinal, inflamacion; disenteria, vémito, dolor de estobmago y vermifugo.
Objetivos: determinar la composicidon quimica volatil del aceite esencial de
Ocimum micranthum Willd y evaluar in vitro las actividades antifiingica, repelente,
insecticida y antioxidante.

Métodos : el aceite esencial (AE) fue obtenido de hojas frescas de O. micranthum
por hidrodestilacidn, la composicidon quimica volatil fue determinada mediante
cromatografia de gases acoplada a detector de espectrometria de masas (GC-MS).
El ensayo de actividad fumigante (insecticida) del AE se realizd sobre Sitophilus
zeamais. La actividad antifingica sobre el hongo fitopatédgeno ( Fusarium
oxysporumf. sp. Dianthi), la actividad repelente contra el Tribolium castaneum
Herbst y la capacidad antioxidante se efectuda través del ensayo de decoloracion
del radical DPPH.

Resultados: el compuesto mayoritario encontrado en el AE de O. micranthum fue
el eugenol (60,37 %), seguido de eucaliptol (12,09 %), cis b-terpineol (4,25 %) y
a-terpineol (4,43 %), a-cadineno (1,27 %). El AE de O. micranthum fue activo
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contra F. oxysporum con un porcentaje de inhibicién micelar de 98,8 % a 176,5 uL
de AE/L aire, leido a las 72 horas; y un porcentaje de mortalidad contra S. zeamais
de 66,7 % a 500 pL de AE/L de aire, después de 24 horas de exposicion. La
actividad repelente fue de 92,5 % y 93,3 % a las 2 y 4 horas de exposicion,
respectivamente. El porcentaje de inhibicion del radical DPPH* fue de 93,92 %.
Conclusiones: El aceite esencial de O. micranthum mostré una significativa
actividad fungicida, repelente y fumigante, por lo cual puede llegar a ser una
alternativa en reemplazo de fungicidas e insecticidas sintéticos.

Palabras clave: Ocimun micranthum, aceite esencial, antifingicos, insecticidas,
antioxidante, cromatografia de gases.

ABSTRACT

Introduction: Ocimum micranthum Willd is a herbaceous plant of the family
Lamiaceae native to tropical and subtropical regions of America and grown for
medicinal and/or ornamental purposes. Infusion of this plant is used for
gastrointestinal conditions such as ulcers, gastritis, intestinal fever, inflammation,
dysentery, vomiting, stomach pain and as vermifuge.

Objectives: determine the volatile chemical composition of essential oil from
Ocimum micranthum Willd and evaluate its in vitro antifungal, repellent, insecticidal
and antioxidant activities.

Methods: essential oil (EQ) from O. micranthum fresh leaves was obtained by
hydrodistillation. Volatile chemical composition was determined by gas
chromatography coupled to a mass spectrometric detector (GC-MS). The fumigant
activity assay (insecticidal) was performed against Sitophilus zeamais . Antifungal
activity was determined against pathogenic fungus Fusarium oxysporum f. sp.
Dianthi, and repellent activity against Tribolium castaneum Herbst. Antioxidant
capacity was analyzed with the DPPH radical decolorization assay.

Results: the most abundant compound found in O. micranthum EO was eugenol
(60.37 %), followed by eucalyptol (12.09 %), cis-terpineol (4.25 %), a-terpineol
(4.43 %), and d-cadinene (1.27 %). O. micranthum EO was active against F.
oxysporum, with a mycelial inhibition of 98.8 % at 176.5 uL EO / L air, read at 72
hours, and a mortality rate of 66.7 % against S. zeamais at 500 uL EO / L air, after
24 hours of exposure. Repellent activity was 92.5 % and 93.3 % at 2 and 4 hours
of exposure, respectively. DPPH radical inhibition was 93.92 %.

Conclusions: Essential oil from O. micranthum showed significant antifungal,
repellent and fumigant activities. Thus it could become an alternative to replace
synthetic fungicides and insecticides.

Key words: Ocimum micranthum, essential oil, antifungal, insecticide, antioxidant,
gas chromatography.

INTRODUCCION

La planta Ocimum micranthum Willd, conocida cominmente como albahaca de
monte, albahaca cimarrona, albahaca de gallina y albahaca silvestre, pertenece a la
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familia Lamiaceae y se encuentra ampliamente distribuida en América tropical, es
nativa y comun en tierras templadas, su altura varia entre los 30 - 60 cm?!. En
medicina popular se utiliza para infecciones catarrales y bronquiales, también es
usada como calmante, estomaquica, diurética y carminativa. Se le han reportado
usos para el dolor de oidos, cabeza, muelas, vientre; calentura, regulador
menstrual, mal de orin, diabetes, dolor de pecho, flujo, vomitos, cdlicos y
lombrices.!? El fruto sirve para curar la nube de los ojos.?

Estudios realizados, han demostrado que el AE de esta planta es repelente de
mosquitos, activo contra patégenos humanos y hongos, insectos, y larvas, y ha
presentado actividad antimicrobiana, antioxidante, antiprotozoaria, anticonceptivo y
antiinflamatoria.*2

Por lo tanto, el propdsito de este estudio fue determinar la composicion quimica
volatil del AE de O. micranthum Willd y evaluar su bioactividad contra el Sitophilus
zeamais, sobre el hongo fitopatégeno (Fusarium oxysporumf. sp. Dianthi), la
actividad repelente usando el gorgojo de la harina Tribolium castaneum Herbst.
También determinar su capacidad antioxidante usando el ensayo de decoloracion
del radical DPPH.

METODOS

Material vegetal

Las hojas frescas de O. micranthum, fueron recolectadas en la ciudad de Cartagena
de Indias, departamento de Bolivar, Colombia. La identificacién taxondmica se llevo
a cabo en el Instituto de Biologia de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, de
la Universidad de Antioquia, los pliegos testigo de cada planta quedaron
depositados como muestra permanente en el Herbario Universidad de Antioquia
(HUA); O. micranthum. (Nombre comun: albahaca de monte) HUA 167359. La
clasificacién de las plantas fue realizada por el Dr. Francisco J. Roldan Palacios.

Hidrodestilacion (HD)

Esta fue realizada en un equipo de destilacion tipo Clevenger, segun los
procedimientos descritos por Jaramillo.®1? Se usaron 500 g de hojas vy tallos
frescos, finamente picados, sumergidos en agua, la duracion de la hidrodestilacion
fue de 2 horas. El AE se separo del agua por decantacion y se le adicioné Na2S04
anhidro. Una alicuota del aceite (30 pL) se diluyé en 1 mL de diclorometano para el
analisis cromatografico.

Analisis cromatografico

El analisis cromatografico de las muestras se realizé en un GC Hewlett-Packard
(HP) 5890A Series II, equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (250 °C,
relacién de split 1:30) y un detector de ionizacién en llama (FID) (250 °C). Los
espectros de masas fueron obtenidos por impacto de electrones con energia de 70
eV, en un cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 6890 Plus acoplado a un
detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973, equipado con un
puerto de inyeccién split/splitless (250 °C, relacidn splitde 1:30), un inyector
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automatico Agilent 7863, un sistema de datos (HP ChemStation 1.05), incluyendo
las bases de datos NBS 75K, WILEY 138K y NIST 98. Se us6 una columna capilar de
silice fundida, HP-5MS de 50 m x 0.25 mm D.I., con fase estacionaria de 5 %-fenil-
poli (metilsiloxano) de 0,25 pym de grosor. El gas de arrastre fue helio (99, 995 %,
Aga Fano, S.A.), con una velocidad lineal de 35 cm.s™. La temperatura del horno
fue programada de 40 °C (15 min) hasta 250 °C (15 min) @ 5 °C min™ de acuerdo
con la metodologia descrita.®1? Para la identificacion de los compuestos se usaron
algunos terpenos estandar, analizados bajo las mismas condiciones instrumentales
que las muestras, espectros de masas e indices de retencion de Kovats de
componentes, que se compararon con los reportados en la literatura.tt.12

Insectos

Para los experimentos se utilizaron adultos de Sitophilus zeamais M. (Coledptera:
Curculionidae), los cuales se mantuvieron sobre un sustrato de granos de maiz. Los
cultivos de insectos se mantuvieron en la oscuridad a 25 £ 1 °Cy 70 £ 5 % de
humedad relativa.

Actividad fumigante volatil
Toxicidad volatil

El AE se aplicé en dosis de 500, 350, 250, 150 y 50 uL de AE/L de aire sobre discos
de papel de filtro de 2 cm de didametro colocados en el interior de un vial de cristal
de 4 mL de volumen, colocado a su vez en el interior de otro vial de mayor tamafio
(15 mL), tapado con tapén de rosca, junto con 10 insectos de S. zeamais. El control
se realizd de la misma manera pero sin la aplicacidon de aceites esenciales.!3 El
ensayo se hizo bajo condiciones controladas de temperatura y humedad (25 £ 1 °C
and 70 £ 5 % r.h.) y se efectud por triplicado.

Con los resultados obtenidos se calculé el porciento de mortalidad para cada
concentracion de acuerdo con la siguiente formula:

. %% Moat. Tratadas — %aMort. Control
Mortalidad = - <100
100 = % Mort. Control

Actividad antifungica in vitro

Se utilizaron placas de PDA (potato dextrosa agar) de acuerdo con la metodologia
descrita por Prieto et al.!3

Montaje del ensayo : se esterilizd el material y el medio gelificado en cajas de Petri.

Se cortaron discos del micelio del hongo con ayuda de pitillos, y se ubicaron en el
centro de las cajas de Petri.

a. Los discos de papel filtro se colocaron a 2 cm del disco de micelio, para esto se
tuvo en cuenta lo siguiente:

-Para la dosis mayor, correspondiente a 15 yL de aceite (176,5 pyL AE/L aire) se
ubicaron 3 papeles de filtro formando un triangulo. Se aplicaron 5 pL en cada disco.
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-Dosis de 10 yL de AE (117,7 yL AE/L aire) y 7 pL de AE (82,4 pL AE/L aire) se
colocaron 2 papeles de filtro.

-Dosis de 2 yL (58,8 puL AE/L aire) y 5 UL de aceite (23,5 pL AE/L aire) se ubico sélo
1 papel de filtro.

b. Se aplicé el AE sobre los papeles de filtro.

c. Para el control se dejé una caja de Petri con el micelio y papeles de filtro pero no
se aplicé ninguna sustancia sobre los papeles.

d. Las cajas se sellaron con Vinipel® y fueron incubadas por un periodo de 72 horas
a 27 = 1 °C. El ensayo se realizd por triplicado.

e. Pasadas las 72 horas se midié el didametro del micelio, haciendo dos medidas:
una de arriba a abajo y otra de izquierda a derecha.

f. Para determinar el porciento de inhibicidon de crecimiento miceliar se compard el
diametro de crecimiento del control con los de los ejemplares tratados, empleando
la siguiente férmula:

% ICM = 100 - ((100 x dT)/dC)
ICM = inhibicidn de crecimiento miceliar
dT = Didmetro del tratamiento

dC = Diametro del control

Actividad repelente

Fue medida la actividad repelente utilizando la técnica de area de preferencia.l#15
Para realizar el ensayo se colocaron un total de 20 insectos adultos de T.
castaneum Herbts en el interior de una caja de Petri con papel filtro cortado a la
mitad, resultando dos areas de trabajo, una tratada con voliumenes iguales de
diferentes concentraciones de AE disuelto en acetona (0,00002, 0,0002, 0,002,
0,02 y 0,2 pL/cm 2), y la otra con acetona Unicamente. Para identificar el area
tratada con el aceite del area no tratada, fue colocado un punto en el centro de una
de las mitades del papel filtro, luego de esto, se contaron los organismos presentes
en cada mitad del papel filtro después de dos y cuatro horas de exposicion.

El porcentaje de repelencia (PR) en los diferentes tiempos de exposicién fue hallado
utilizando la formula PR= [(ANT-AT)/ (AT+ANT)*100], donde ANT Y AT
corresponden al nimero de insectos de las areas no tratadas con el aceite y
tratadas con el mismo, respectivamente. Cada concentracion fue evaluada 5 veces
y el ensayo se realizd por duplicado. Durante el ensayo se tuvo en cuenta que el
diametro del papel filtro coincidiera con el tamafo de las cajas de Petri y hacer las
mediciones en oscuridad absoluta con el fin de obtener resultados veraces.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media + error estandar. La significacién estadistica
fue determinada por los test de Duncan y Tukey. El analisis de varianza determind
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si los resultados obtenidos para los ensayos de actividad antifungica e insecticidas
son estadisticamente diferentes. La significacién estadistica se fijo en p < 0,05.

Evaluacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalué como una medida de la capacidad de atrapar
radicales, al hacer reaccionar el radical DPPH* (1,1-difenil-2-picril- hidracilo) con
vitamina C (sustancia patrén) y los posibles agentes antioxidantes (aceite esencial).
El procedimiento desarrollado se describe a continuacién.!®

Se tomaron alicuotas (0,71, 0,57, 0,43, 0,28 y 0,14 mL) de una solucién
metandlica de DPPH* al 1,37 mM a las cuales se adicion6 metanol, para obtener
concentraciones de 0,25, 0,20, 0,15, 0,10 y 0,05 mM respectivamente. La reaccion
se realizd empleando 3,9 mL de estas soluciones de DPPH* y adicionando 0,1 mL de
aceites esenciales los cuales se sometieron a un periodo de incubacion en la
oscuridad durante 90 minutos, luego se leyo la absorbancia a 517 nm en un
espectrofotémetro UV - VIS. La actividad antioxidante se expresa como porcentaje
de inhibicién lo cual corresponde a la cantidad de radical DPPH* neutralizado por los
aceites esenciales, de acuerdo a la siguiente féormula:

0 IDPPH" = [M] % 100

Absy
RESULTADOS

Composicion quimica voléatil

El rendimiento de AE de obtenido por hidrodestilacién fue de 0,5 %. La tabla 1
muestra los principales componentes hallados en el AE. Fueron identificados 30
metabolitos secundarios en concentraciones superiores al 0,1 %. El compuesto
mayoritario encontrado fue eugenol (60,37 %), identificado por comparacion de su
espectro de masas con el del compuesto patron. Ademas de Eucaliptol (12,09 %),
cis-b-terpineol, (4,25 %) a- terpineol (4,43 %), cis-ocimeno (1,17 %), a-cariofileno
(1,12 %), a-selineno (1,15 %), a-cadineno (1,27 %).

a. Numero del pico en la Fig. 1.
b. Indices de Kovats determinados experimentalmente en Columna HP-5.

c. Promedio de tres extracciones * ts/vn (n = 4, 95 % confidencia).
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Tabla 1. Composicidon quimica del AE de 0. micranthum, obtenido por HD

Mo PICO

W e =] h oL B W R =

A e i I el e e
L« R, B - R S R

18
19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

COMPUESTO
3 - Pineno
(+)- Sabineno
B- Pineno
Mirceno
Canfeno
a — Terpineno
Eucaliptol {1,8-cineol)
cis -o-Ocimeno
cis-f-Terpineol
o-Terpineol
Timol
Eugenol
E-Bourboneno
E-Cubebeno
B-Elemeno
trans-f -Cariofileno

frans-o.-
Bergamoteno

e-Cariofileno
Allo-Aromadendreno

Germacreno D
f-Selineno
o—Selineno
+Bisaboleno

7-epi-o-5Selineno

Acetato de eugenilo
f-Sesquifelandreno
a-Cadineno

{+) — Espatulenol

Oxido de cariofileno

Patchouli alcohol

L«
939
976
980
991
985
1017
1031
1040
1144
1189
1290
1356
1384
1390
1391
1404
1415

1418
1460

1480
1485
1494
1515
1517
1522
1524
1538
1572
1586
1659

AREA RELATIVA (%)
0,59 + 0,025
1,01 + 0,037
0,54 + 0,024
1,07 + 0,008
1,14 + 0,013
0,41 + 0,006
12,09 £ 0,634
1,17 + 0,006
4,25 + 0,058
4,43 £ 0,144
0,43 + 0,001
60,37 £ 0,994
1,18 + 0,003
0,55 * 0,009
0,68 + 0,001
0,76 + 0,003
1,03 £ 0,004

1,12 £ 0,072
1,02 £ 0,006
0,57 £ 0,004
0,64 £ 0,006
1,15+ 0,011
0,25 £ 0,011
0,30 £ 0,003
0,43 £ 0,003
0,53 £ 0,013
1,27 £ 0,026
0,52 £ 0,030
0,30 £ 0,006
0,25 + 0,012

La figura 1 muestra un perfil cromatografico de metabolitos secundarios volatiles y
semivolatiles del AE de O. micranthum.
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Fig. 1. Cromatograma del AE de O. micranthum, obtenido por HRGC-MSD (HP-5, 30

m % 0,25 % 0, 32 pm), Ver identificacion de los picos en la tabla 1.

El AE mostré una mortalidad significativa (100 %) en dosis de 500 uL AE/L aire,
después de 24 horas de exposicion contra el S. zeamais. Por otra parte, inhibio el
crecimiento micelar del F. oxysporum en un 97,3 % en dosis de 117,7 uL AE/L aire,
leido a 72 horas de iniciado el ensayo, como se observa en la tabla 2.

Actividad antioxidante

Se realizd una comparacion con el acido ascérbico (sustancia antioxidante utilizada
como referencia), cuyo porcentaje de inhibicion frente al radical DPPH* fue de
96,5 %, frente a la del AE, el cual fue de 85,0 % (tabla 2).

Actividad repelente

Los resultados de la actividad repelente del AE de O. micranthum son presentados
en la Tabla 3. Este aceite presentd la mejor actividad repelente a una concentracion
de 0,01 yL/cm?a 2 y 4 horas de exposicion (92,5 % y 93,3 %, respectivamente).
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Tabla 2. Actividades fumigante, antifdngica y antioxidante del AE de O. micranthum

Actividad fumigante sobre 5. Zeamais leido a las 24 Horas

Dosis pL AE/L aire Mortalidad, % (5.zeamais)
500 06,7 £ 0,6
350 43,3 £ 0,2
250 36,7 £ 0,6

Actividad fumigante sobre F. oxysporum leido a las 72 horas
Dosis pL AE/L aire %4 Inhibicion de crecimiento miceliar

176,5 98,8 £ 2,0

Actividad antioxidante

Sustancia Inhibicién del radical DPPH, %
Acido ascérbico 96,5 + 1,20
AE Q. micranthum 93,92 + 0,26

Tabla 3. Actividad repelente del AE de 0. micranthum contra el Tribolium castaneum Herbst

Concentracion AE (iL/cm?) | % Repelencia segin tiempo de exposicidn

2 horas 4 horas
0,00001 40,0 £ 12,7 30,0 £ 8,9
0,0001 58,7 £ 5,9 33,3 £ 0,8
0,001 85,0 £ 3,2 76,2t 7,1
0,01 92,5 £ 4,3 93,3 £ 2,6
0,1 65,0 2,6 65,0 £ 2,6

DISCUSION

Los compuestos mayoritarios encontrados al determinar la composicion quimica
volatil del AE de O. micranthum colombiano, recolectado en el departamento de
Bolivar, Colombia, fueron similares a los reportados por otros investigadores, le,
Sachetti y col., reportaron el eugenol como compuesto mayoritario encontrado en
el AE de O. micranthun amazdnico y del noreste de Brasil.#® Mientras que Rosas y
colaboradores encontraron en el AE de O. micranthum recolectado en Para Brasil,
compuestos mayoritarios diferentes como cinamato de metilo-(E) (34,6-56,7 %),
carvona (10,4-16,1 %), limoneno (8,1-10,3 %) y linalol (4,1-9,4 %). Los
resultados respecto la composicion quimica de los aceites esenciales difieren en el
tipo y/o proporcidn de los compuestos encontrados, esto puede ser debido a las
condiciones geobotanicas del medio, al método de cultivo, a la técnica de
extraccidon, estado vegetativo de la especie utilizada, a la época de recoleccidn,
entre otras.!” Un estudio realizado por Rosas y colaboradores en el cual
determinaron la variacién en la composicion quimica de los aceites esenciales
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producidos a partir de O. micranthum obtenido de plantas que crecen en el noreste
de Brasil, en diferentes etapas de desarrollo y durante todo el dia, encontraron una
proporcion mayor de eugenol en las plantas recolectadas en la mafiana (6 a.m),
respecto a las de la tarde (6 p.m).”

Varias especies de plantas pertenecientes al género Ocimum (Lamiaceae), se han
utilizado en la medicina tradicional en tratamientos para convulsiones, sordera, la
diarrea, la epilepsia, la gota, hipo, impotencia, nauseas, dolor de garganta,dolores
de muelas, y la tosferina, en enfermedades bronquiales y gastrointestinales,
diabetes, efectos antimicrobiales y repelente.>7:8:18 E| efecto repelente del AE de O.
micranthum obtenido en el presente trabajo contra T. castaneum fue de 93,3 %
con un tiempo de proteccion de 4h.

Poco se conoce acerca del mecanismo de accion de los repelentes, se cree que
interfieren con los receptores olfatorios de atraccion hacia la fuente de alimento del
insecto. La actividad repelente de una planta se debe principalmente a sus
componentes, tales como los fenoles, terpenos o alcaloides; sin embargo, son
necesarios futuros estudios para identificar su papel y los diversos mecanismos
fisioldgicos del insecto involucrados en la atraccion hacia el hospedador.8

El AE presenté marcada actividad fumigante y antifingica, esto puede ser atribuido
a la presencia de a-terpineno (0,41 %) o la mezcla de este compuesto con otros
metabolitos que son toxicos para el insecto y esta presente en el AE, ya que seguln
varias investigaciones, este compuesto ha mostrado 100 % de mortalidad en
insectos del género Sitophilus después de 12 horas de exposicién.®-2?2 Bravo-Luna
et al., reportaron una total inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium
moniliforme con eugenol, aldehido cinamico, timol y linalol a dosis de 1000 ppm.?3

La actividad antioxidante de los aceites esenciales puede ser atribuida a diversas
razones, como son: la presencia de compuestos fendlicos como el eugenol, timol y
carvacrol que aunque estan en pequeiias proporciones en el AE pueden ejercer una
actividad antioxidante como captadores de radicales.?42>

El AE de O.micranthum puede ser una alternativa atractiva para el control de
enfermedades causadas por Fusarium e insectos.
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