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Resumen

Se determino la composicion quimica del aceite esencial (AE) del Ocimum basilicum, por medio
de Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (CG-EM), y se evalud su actividad antibacteriana.
Para ecllo, se trabajo con el AE provenientes de las hojas de O. basilicum. El AE se obtuvo por
hidrodestilacion, posteriormente se efectud un analisis por CG-EM. La actividad antibacteriana se
evalud utilizando cepas de Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteritidis y Staphylococcus aureus. La accion antibacteriana se cuantifico midiendo el diametro
del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor de discos Whatman N° 5 impregnados
con el AE (50 mg/mL). La concentracion inhibitoria minima (CIM), fue determinada por dilucion
del AE en el intérvalo comprendido entre 50 y 200 pg/mL. Fueron identificados 14 constituyentes,
representando el 77,22% del aceite. El isoestragol (58,33%), humuleno (5,71%), eucaliptol (4,09%),
B-linalol (2,71%), cis-p-ocimeno (2,00%) y alcanfor (1,63%) fueron los mayores compuestos
volatiles. El aceite mostro actividad bacteriostatica leve contra todos los microorganismos ensayados,
presentando halos de inhibicion entre 8 a 12 mm de didametro, mientras que la CIM estuvo entre 100
—200 pg/mL. Las bacterias gran positivas (B. subtilis y S. aureus), fueron las mas susceptibles al AE.

Palabras clave: aceite esencial; actividad antibacteriana; CG-EM y Ocimum basilicum; compuestos
volatiles.
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Chemical composition and antimicrobial activity of the essential oil of
basil (ocimum basilicum L.)

Abstract

The chemical composition of the essential oil (EO) of Ocimum basilicum was determined by Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS), and its antibacterial activity was evaluated. To do this,
we worked with the EO from the leaves of O. basilicum. The EO is obtained by hydrodistillation, and
after be conducted an analysis by GC-MS. The antibacterial activity was evaluated using strains of
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Salmonella
enteritidis. The antibacterial action was quantified by measuring the diameter of the halo of inhibition of
bacterial growth around disks Whatman No 5 impregnated with EO (50 mg / mL). Minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined by dilution of the EO in the range between 50 and 200 mg/mL.
It was identified 14 constituents, representing 77.22% of the oil. The isoestragol (58.33%), humulene
(5.71%), eucalyptol (4.09%), B-linalool (2.71%), cis-B-ocimene (2.00%) and camphor (1.63%) were the
major volatile compounds. The oil showed mild bacteriostatic activity against all microorganisms tested,
showing inhibition zones 8 to 12 mm in diameter, while the MIC was between 100-200 pg/mL. Gram-
positive bacteria (B. subtilis and S. aureus) were the most susceptible to the EO, which was evidenced

by its larger and smaller inhibition halos MIC.

Keywords: essential oil; antibacterial activity; GC-MS; Ocimum basilicum; volatile compounds.

Introduccion

Los aceites esenciales estan formados por
metabolitos secundarios de plantas altamente volatiles
y lipofilicos. Aproximadamente, se conocen 3000
tipos de aceites esenciales de los cuales 300 han
sido comercializados por las industrias cosmeéticas,
farmacéuticas y de perfumes [3].

Los aceites esenciales son ampliamente utilizados
como saborizantes en la industria alimenticia, debido
a que son considerados una alternativa “verde” en el
campo nutricional y adicionalmente se ha demostrado
que presentan propiedades antioxidantes, antimicrobial,
antiviral y antifingica. Actualmente la demanda de los
aceites esenciales ha ganado gran popularidad por la
tendencia que han desarrollado los consumidores por
el uso de los ingredientes naturales, especialmente en
comidas y productos de limpieza del hogar [19].

Las especies del género Ocimum, conocidas
comunmente como albahaca, son plantas aromaticas que
tienen importancia econdmica y cuyos aceites esenciales
son utilizados en la industria de cosméticos, alimentos
y productos farmacéuticos. La composicion quimica
del aceite esencial de la albahaca ha sido sometida a
un numero considerable de estudios. Hay una extensa
diversidad en los constituyentes de este aceite, sin
embargo, para los diferentes quimiotipos de O. basilicum
L. se han informado como constituyentes mayoritarios

el estragol, linalol, cinamato de metilo, metil eugenol,
eugenol, isoestragol (anetol), mirceno y geraniol [2, 14,
31,33, 40], entre otros. Suaccion farmacologica se define
como antiinflamatoria, antiséptica, antiespasmodica y
analgésica. Es utilizado en medicina tradicional para
tratar afecciones respiratorias y gastrointestinales
[7]. El objetivo de la investigacion fue determinar la
composicion quimica del aceite esencial del Ocimum
basilicum (albahaca blanca) por medio de Cromatografia
de Gases-Espectrometria de Masas (CG-EM), y evaluar
su actividad antibacteriana.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las muestras de plantas de albahaca fueron
adquiridas en el Mercado Municipal de la ciudad de
Maturin (Monagas, Venezuela) y transportadas al
Laboratorio de Quimica Ambiental del Nucleo Monagas
de la Universidad de Oriente. Previa seleccion, se
desecharon todas aquellas con dafios o sintomas de
plagas o enfermedades y se almacenaron por un periodo
corto de tiempo (1 h maximo) a temperatura de 4°C.

Extraccion del Aceite

Se trabajo con el aceite esencial de las partes aéreas
(hojas) de O. basilicum (Albahaca blanca). El aceite
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esencial se obtuvo por hidrodestilacion empleando la
trampa de Clevenger, colocando 200 gramos de las hojas
frescas de la planta O. basilicum en 600 mL de agua
destilada, durante 6 horas. Posteriormente se realizod
una extraccion con hexano (grado HPLC) y se seco con
sulfato de sodio anhidro. El aceite obtenido se colocd en
un frasco de color ambar y se guardo6 en oscuridad bajo
refrigeracion a 4°C.

Analisis Cromatografico

El andlisis por CG-EM se realizo en un
cromatografo de gases HP 6890 acoplado a un detector
de masas HP 5973 (Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, CA, USA) (EIL, 70 eV). Se incorporé una columna
capilar DB-5 de 30 m x 0,25 mm. (d.i.) x 0,25 pm de
espesor de capa (d). Se us6 un volumen de inyeccion
de 1 pL, tiempo de Split 0,50 min. Condiciones de
operacion: temperatura inyector 250°C; temperatura del
detector 250°C; gas de arrastre Helio a 1 mL/ min., el
voltaje de ionizacion 70 eV. Programa de temperatura:
inicial de 50°C mantenida por 5 minutos, luego se
programo un incremento de 4°C/min., hasta 250°C. Los
datos se procesaron con el software MSD ChemStation,
version E.01.00.237 (Agilent Technologies, Inc., USA).
Los espectros se analizaron utilizando la base de datos
NIST 02 (NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library) y
los indices de retencion de Kovats (IK). Los indices de
Kovats se calcularon utilizando una serie homologa de
alcanos lineales saturados (C,-C,,).

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se evalu6 utilizando
cepas certificadas, pertenecientes al Centro Venezolano
de Colecciéon de Microorganismos, de Bacillus
subtilis (CVCMA438), Escherichia coli (CVCM39),
Pseudomonas aeruginosa (CVCMG625), Salmonella
enteritidis (CVCMA497) vy Staphylococcus aureus
(CVCM48) sembradas en agar Miiller-Hinton a partir
de suspensiones microbianas de concentracion conocida
(108 células/mL) e incubadas a 37°C durante 48 horas.
La accion antibacteriana se cuantifico utilizando la
metodologia de Bauer et al. [4], la cual consistid en
medir el didmetro del halo de inhibicion (dhi, mm) del
crecimiento bacteriano alrededor de discos Whatman
Ne 5 impregnados con el aceite esencial (50 mg/mL).
Se emplearon los antibioticos; Eritromicina® (15 pg),
Amikacina® (30 pg) y Ampicilina® (10 pg), como
controles positivos para medir la sensibilidad de
los microorganismos con respecto a los antibidticos
comerciales. La actividad del aceite se clasifico como
marcada (dhi >16 mm), moderada (12 mm <dhi <16
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mm), ligera (8§ mm < dhi < 12 mm) o sin actividad (dhi <
8 mm), segun los rangos de la escala utilizada por Toda
et al. [38].

La concentracion inhibitoria minima (CIM) fue
determinadapordiluciondelaceite esencial enelintérvalo
comprendido entre 50 y 200 pg/mL en dimetilsulfoxido
(DMSO), colocando 10 pL de cada dilucién en un disco
de papel. Se uso un disco impregnado con DMSO como
control negativo para descartar la posible actividad del
disolvente contra las bacterias ensayadas.

Resultados y discusion

Composicion del aceite esencial de hojas de
Ocimum basilicum L.

El rendimiento del aceite esencial del Ocimum
basilicum L. (Albahaca blanca) fue de 1,45%. Los
compuestos volatiles del aceite esencial del O. basilicum
L. Se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de area, indices de retencion y
posibles compuestos para los picos mas abundantes del
aceite esencial de Ocimum basilicum L. Utilizando CG/
EM.

Posibles compuestos (£ . ) % Area Indice de Kovats
B-Pineno (990) 0,20 990
B-Mirceno (990) 0,33 990
Eucaliptol (1029) 4,09 1029
cis-p-Ocimeno (1040) 2,00 1040
B-Linalol (1100) 2,71 1100
Alcanfor (1158) 1,63 1166
Isoestragol (1264) 58,33 1255
cis-Citral (1294) 0,10 1303
Formiato de geranilo (1322) 0,28 1317
Elemeno (1434) 0,78 1439
B-Bisaboleno (1501) 0,48 1499
d-Cadineno (1554) 0,50 1565
Humuleno (1579) 5,71 1584
Farnesol (1775) 0,08 1770

IReferencia: indice de Kovats obtenido de la base de datos NIST 02

cuando se realizo la identificacion de cada compuesto.
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Fueron identificados 14 constituyentes, los
cuales representan el 77,22% del aceite. El isoestragol
(58,33%), humuleno (5,71%), eucaliptol (4,09%),
B-linalol (2,71%), cis-p-ocimeno (2,00%), alcanfor
(1,63%) y elemeno (0,78%) fueron los mayores
compuestos.

En la recuperacion de aceites esenciales empleando
hidrodestilacion, Sajjadi [33] y Ghasemi-Pirbalouti
[13], respectivamente identificaron en la albahaca cv.
Purpura en Iran, al metil chavicol como el componente
mas abundante en el aceite esencial (52,40% y 63,32%)
y adicionalmente discriminaron la presencia del linalol
(20,10% y 7,96%) y alcanfor (0,60% y 0,94%); y en
cv. Verde a humuleno (1,10% y 2,04%). Matasyoh et
al. [23] identificaron en el aceite esencial de hojas de
albahaca “de clavo” o africana (Ocimum gratissimum
L.), los siguientes monoterpenos: cis-ocimeno (7,47%),
alcanfor (0,95%), B-pineno (1,10%). También lograron
asignar la identidad de los picos correspondientes a los
sesquiterpenos B-bisaboleno (0,73%) y germacreno D
(4,25%).

Ozcan y Chalchat [29] identificaron en partes
aéreas de O. basilicum cultivada en Turquia, la
presencia de metil eugenol (78,02%) como componente
mayoritario, aunque también informaron el humuleno
(0,12%), elemeno (0,24%), eucaliptol (0,001%), linalol
(0,003%), cis-p-ocimeno (0,007%), a-pineno (0,002%)
y mirceno (0,006%). Los mismos autores, en hojas de la
misma especie de planta recolectada en el mismo distrito
y 4 anos después, encontraron que los componentes
mayoritarios fueron el estragol (52,60%) y el limoneno
(13,64%). Destacando que también identificaron al
b-pineno, mirceno, cis-f-ocimeno, linalol y el humuleno
[8].

En el mismo pais, Telci et al. [36] recolectaron
semillas de O. basilicum de 18 cultivares de diferentes
regiones que fueron sembradas en las mismas
condiciones medioambientales y del suelo. El analisis
del aceite esencial obtenido de las hojas (cosechadas en
floracion) permitio diferenciar 7 quimiotipos, donde los
principales componentes fueron: linalool (I), cinamato
de metilo (II), cinamato de metilo/linalol (III), metil
eugenol (IV), citral (V), metil chavicol (VI) y metil
chavicol/citral (VII). Estos autores también encontraron
d-Cadineno.

El constituyente volatil mayoritario obtenido
en este trabajo, isoestragol, también conocido como
anetol (CH ,0) (Fig. 1) [25]. Este ha sido identificado
como componente minoritario en hojas con tallos de

O. basilicum cv. ‘Cinnamon’ recolectadas en 2 afios
distintos, en una misma parcela experimental en Polonia
por Wesotowska et al. [40], empleando hidrodestilacion
(0,11% en cosecha 2010 y 0,28% en cosecha 2011) y
también empleando otra técnica de destilacién con vapor
(0,04% en cosechas 2010 y 2011). Con dicha técnica de
destilacién con vapor, también ha sido identificado en
la misma parcela experimental y afios de cosecha, en el
cv. ‘Thai Siam’ (0,40% en 2010 y 0,42% en 2011), pero
no en los cultivares ‘Bolloso Napoletano’y ‘A Foglie di
Lattuga’ [39]. Como componente mayoritario, en Brasil
ha sido identificado en el aceite esencial de O. selloi
Benth. (67,4%), pero no en las especies de albahaca O.
gratissimum y O. micranthum analizadas por Silva et
al. [35]; y también en hojas e inflorescencias de plantas
de O. basilicum cultivadas en las localidades Bassar
(74,64 %) y Adéticopé (32,56 %) en Togo, pero no en la
localidad Sokodé [21].

A

7

Figura 1.- Estructura quimica de isoestragol o anetol
[25].

El segundo componente volatil mayoritario
identificado en este trabajo fue el humuleno, (C H,,)
(Fig. 2) [26], el cual se identifico en el aceite esencial de
O. basilicum L. (UEC 121.408) por Sartoratto et al. [34]
y O. basilicum (6899SRFcam) por Akono-Ntonga et al.
[2], extraido por hidrodestilacion de plantas recolectadas
en una parcela experimental en Brasil y de otra en
Camerun, como componente minoritario (0,77% y
0,18%, respectivamente). También como minoritario, es
informado por Ghasemi-Pirbalouti [13] en O. basilicum
cv. Puarpura (0,72%) de Iran y por Wesotowska et al.
[39] en los cultivares de albahaca ‘Thai Siam’, ‘Bolloso
Napoletano’ y ‘A Foglie di Lattuga’ (0,32 - 060%) de
Polonia.
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Figura 2.- Estructura quimica de humuleno [26].

El tercer constituyente volatil mayoritario obtenido
en este trabajo, eucaliptol, también conocido como
1,8-cineol (C H O) (Fig. 3) [27], ha sido determinado
como tercer constituyente mayoritario, empleando
hidrodestilacion, en hojas y tallos de plantas de O.
basilicum (albahacablanca)y O. basilicum var. Genovese
(albahaca genovesa) cultivadas en Cuba, con abundancia
relativa de 7,68% y 5,26%, respectivamente [30]. En
Colombia, en aceite obtenido por hidrodestilacion,
como segundo componente mayoritario en hojas de O.
micranthum (12,09%) [18].

O

Figura 3.- Estructura quimica de eucaliptol o 1,8 cineol
[27].

Con respecto al cuarto compuesto mayoritario
obtenido, [-linalol, también conocido como linalol
(C,,H,O) (Fig. 4) [28], Acosta et al. [1] encontraron
que fue el componente mas abundante en el aceite
obtenido mediante hidrodestilacion de Ocimum
basilicum L. var. basilicum recolectado en Mérida,
Venezuela (54,28%), seguido del 4-alil anisol (26,50%).
También mayoritariamente, en aceite esencial aislado
por hidrodestilacion, en cultivares de Albania de O.
basilicum de hoja verde estrecha (autoctono) (48,00%)
y verde ancha (45,30%) (de origen italiano) [17]; y
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en partes aéreas (hojas, flores e inflorescencias) de O.
basilicum Linn. var. pilosum (Willd.) Benth. (29,68%)
en China [41].

HO S

Figura 4.- Estructura quimica de B-linalol o linalol [28].

Koba et al. [21], encontraron para el O. basilicum,
proveniente de la Reptblica de Togo, el formiato de
geranilo. El cual presentd una abundancia de 0,44-
0,53%. en el aceite esencial. Wesolowska et al. [40],
determinaron que en los aceites esenciales provenientes
de la hidrodestilacion de las hojas de O. basilicum existe
entre 0,34-0,53% de Farnesol.

En lineas generales, los resultados fueron
diferentes a los de la literatura encontrada con respecto a
la identidad de algunos componentes del aceite esencial
en la especie vegetal. La diferencia observada puede
deberse a distintos factores genéticos y ambientales,
estatus nutricional de las plantas, entre otros factores
que pueden influir en la composicion del aceite [29].

Actividad antibacteriana del aceite esencial
de hojas de Ocimum basilicum L.

En la tabla 2 se presentan los resultados de la
actividad antibacteriana del aceite esencial proveniente
de O. basilicum sobre las bacterias Gram positivas
(B. subtilis y S. aureus) y las Gram negativas (P,
aeruginosa, E. coli, y S. enteriditis). El aceite mostro
una actividad ligera (8-11 mm) contra la mayor parte
de los microorganismos ensayados, a excepcion de B.
subtilis, sobre la cual presentd una actividad moderada
(12 mm). Nakamura et al. [24], reportaron que el aceite
esencial extraido de hojas de la especie relacionada O.
gratissimum, actu6 tanto sobre la bacteria Gram positiva,
S. aureus (17 mm), como sobre las Gram negativas (F.
coli 'y S. enteritidis), ambas con halos de inhibicion de
16 mm.
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Tabla 2. Actividad antibacteriana del aceite esencial del
Ocimum basilicum

Zona de Inhibicion (mm)*

Microorganismo Aceite Control Positivo (mcg]/XL)
Esencial Amp Ami Eri

Bacillus subtilis (CVCM 438) 12 20 18 30 100
Staphylococcus aureus

(CVCM 48) 11 25 22 28 100

Pseudomonas aeruginosa

(CVCM 625) 9 28 24 32 200

Escherichia coli (CVCM 39) 9 26 23 25 200

Salmonella enteritidis 3 21 18 23 200

(CVCM 497)

*Discos de 5 mm de didametro; Amp.: Ampicilina; Ami.: Amikacina.
Eri.: Eritromicina; CIM: Concentracion inhibitoria minima;
Intérvalo de concentracion: 50 — 200 mg/mL [4].

Los microorganismos Gram positivos fueron
los mas susceptibles. El B. subtilus presentd una CIM
de 100 mg/mL con un halo de inhibicion de 12 mm y
el S. aureus mostrd el mismo valor de CIM pero con
un halo de inhibiciéon de 11 mm. Hernandez-Diaz y
Rodriguez-Jorge [15], determinaron para el extracto
etanolico de O. basilicum, que B. subtilis ATCC 7001
present6 el valor mas bajo de CIM (520 mg/mL). En
aceites provenientes de, fundamentalmente hojas de
O. basilicum L. var. basilicum y O. gratissimum L.,
Acosta et al. [1] demostraron actividad inhibitoria sobre
cepas bacterianas de S. aureus que presentaron halos
de inhibicidn producidos de 8 a 13 mm. Cabe destacar
que extractos etanolicos de albahaca fresca y seca
produjeron un efecto antimicrobiano sobre S. aureus
afectando parametros de crecimiento de la bacteria [9].

Las Dbacterias Gram negativas ensayadas,
mostraron una respuesta similar al aceite esencial,
con un CIM de 200 mg/mL, sin embargo, mostraron
diferencias en las zonas de inhibicion, siendo estas de
9,9y 8 mm, para P. aeruginosa, E. coli'y S. enteritidis,
respectivamente. En general, la actividad antibacteriana
del aceite esencial resultd ser menor al compararlo con
los antibidticos comerciales evaluados. Probablemente,
esto puede deberse a los mecanismos de accion de estos
antibidticos son mas especificos, dado que pueden
actuar inhibiendo la sintesis proteica de la bacteria
(eritromicina, amikacina) o inhibiendo la sintesis de la
pared bacteriana (ampicilina) [6]. Sin embargo, hasta
el momento no esta clara la manera en que actiian los
diferentes componentes del aceite esencial sobre las
bacterias.

La baja actividad del extracto contra las bacterias

Gram negativas coincidié con los resultados de otros
autores para especies de O. basilicum y de otras
especies vegetales, tales como, Erythrina speciosa
Andrews (en tallos), Piper regnellii Miq. (en hojas)
[16] y Artemisia echegarayi (en partes aéreas) [22].
La menor susceptibilidad puede ser atribuida a la
membrana externa de las bacterias Gram negativas
que actiia como barrera restringiendo la penetracion de
moléculas de antibidticos y compuestos hidrofobicos a
través de los lipopolisacaridos de la membrana celular,
y adicionalmente, el espacio periplasmatico contiene
enzimas capaces de descomponer moléculas extrafias
introducidas desde el exterior [12, 16, 22].

En este trabajo, la actividad antibacteriana del
extracto de albahaca blanca puede ser atribuida en
parte a la accion del isoestragol (anetol) entre otros
compuestos, sobre algunas de las bacterias. Pino et
al. [10], obtuvieron resultados similares a los nuestros
al reportar que el aceite esencial de anis (Pimpinella
anisum), estd compuesto fundamentalmente por anetol
(97,76%) y el resto de los componentes identificados
fueron monoterpenos y sesquiterpenos. Ademas, mostrod
actividad antibacteriana frente a Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus —aureus,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. El anetol
aislado del aceite esencial de hinojo (Foeniculum
vulgare Miller) present6 actividad antibacteriana frente a
S. aureus de manera similar a la gentamicina; aunque no
sobre E. coli [37]. Por otra parte, De ef al. [11] aislaron
al anetol de un extracto de anis estrellado (//licium
verum Hooker) y evaluaron su actividad antibacteriana
obteniendo valores de CMI en el siguiente orden: S.
aureus > E. coli > B. subtilis, ¢ indicaron que durante
el aislamiento del anetol, otras fracciones también
presentaron componentes secundarios con alguna
actividad antimicrobiana, probablemente no debida al
anetol.

Finalmente, cabe destacar que Jirovetz et al. [20]
evaluaron la actividad antimicrobiana del humuleno,
B-pineno y mirceno (B-mirceno) en contra de algunas
bacterias Gram positivas y negativas, encontrando que el
humuleno posee un efecto antibacteriano medio contra
E.coli, P. aeruginosa y Salmonella sp.; el B-pineno
posee alta actividad antimicrobiana contra S. aureus y
E. coli, como también el mirceno contra E. coli.

Asimismo, entre los compuestos volatiles presentes
en el aceite esencial de O. basilicum, el Eucaliptol y el
Linalol, representaron el 4,09 y 2,71%, respectivamente.
Runyoro ef al. [32] y Beltran et al. [5], reportaron que
el linalol y el eucaliptol se caracterizan por presentar
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actividad antimicotica, antiséptica y antimicrobiana,
especialmente a nivel de las bacterias, Staphylococcus
aureus 'y Escherichia coli.

Conclusiones

El aceite esencial de Ocimum basilicum estudiado
contiene: isoestragol (58,33%), humuleno (5,71%),
eucaliptol (4,09%), PB-linalol (2,71%), cis-p-ocimeno
(2,00%), alcanfor (1,63%) y elemeno (0,78%). El aceite
esencial mostro actividad bacteriostatica leve contra
todos los microorganismos ensayados. Las bacterias
Gram positivas (Bacillus subtilis 'y Staphylococcus
aureus) fueron las mas susceptibles al aceite esencial. El
extracto de O. basilicum mostrd baja actividad sobre las
bacterias Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli 'y Salmonella enteritidis).
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