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RESUMEN

El aceite esencial (AE) foliar de la especie Eucalyptus camal-
dulensis, recolectada en el departamento de Norte de San-
tander (Colombia), fue estudiado con el fin de caracterizar su
composicién quimica y determinar su actividad antioxidante.
La extraccién del AE, se realizé por arrastre con vapor y la
identificacién de los componentes mayoritarios, se hizo por
Cromatografia de Gases de Alta Resolucién acoplada a es-
pectrometria de masas, para establecer su variabilidad en la
composicién quimica, dada las condiciones climéticas que
presenta la region. El AE posee mezclas de mono y de ses-
quiterpenos, siendo el 1,8-cineol, el componente con mayor
concentracion, con un 81,0%, seguido del a-pineno, con un
5,26%. Para precisar la actividad antioxidante de los AE, se
usaron dos métodos: capacidad de atrapamiento del catién
radical ABTS" y del radical DPPH. El porcentaje de inhibicién
(%Inh), con la metodologia del radical DPPH, no super6 el
10% y, en los ensayos frente al radical ABTS", se observé
que soélo alcanza valores suficientes a muy altas concentra-
ciones (>250ppm).

Palabras clave: ABTS" radical, componentes aromaticos,
DPPH, eucalipto rojo, propiedades antioxidantes, terpenos,
terpenoides.

SUMMARY

The essential leaf oil (AE) of the species Eucalyptus
camaldulensis collected in the department of Norte de

Santander (Colombia), was studied in order to characterize
its chemical composition and determine their antioxidant
activity. The extraction of AE was performed by steam,
and the identification of the main components are made
by Gas Chromatography High Resolution coupled to mass
spectrometry to determine the chemical composition
variability in climatic conditions given that the region presents.
The AE has mixtures of mono-and sesquiterpenes, being
1,8-cineole the component with the highest concentration
with 81.0%, followed by a-pinene with 5.26%. Entrapment
capacity ABTS radical cation and radical DPPH" to determine
the antioxidant activity of the AE two methods were used.
Percent inhibition (% Inh) with DPPH radical methodology did
not exceed 10% in trials against radical ABTS" was observed
that only reaches sufficient values to very high concentrations
(>250ppm)

Key words: Radical ABTS", aromatics, DPPH, red eucalyptus,
antioxidant, terpenes, terpenoids.

INTRODUCCION

Para Ali et al. (2011), el eucalipto es un arbol de la familia
Myrtaceae, que incluye 140 géneros y unas 3.800 especies y
subespecies, distribuidas en las regiones tropicales y subtro-
picales. El eucalipto es uno de los géneros mas importantes
y ampliamente plantados en el mundo. Se trata de un gran
arbol de hoja perenne, nativo de Australia y Tasmania e in-
troducido, con éxito, en todo el mundo (Bachir & Benali,
2012; Tyagi & Malik, 2011; Elaissi et al. 2012; Shahwar et al.
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2012). En Colombia, se han experimentado varias especies
de eucaliptos, siendo las principales E. camaldulensis, E.
teresticornis, E. citriodora, E. globulus y E. grandis (Ospina
et al. 2006)

Las especies de eucaliptos son bien conocidas como una
fuente rica en aceites esenciales (AE) que, por lo general, se
obtienen por medio de vapor o de hidrodestilacién (Singh
et al. 2012; Marzough et al. 2011). De acuerdo con Tyagi &
Malik, (2011), la composicién quimica y los efectos bioldgi-
cos de los AE, incluyendo sus propiedades antimicrobianas y
potenciales aplicaciones en productos alimenticios, han sido
revisadas por diferentes autores (Bakkali et al. 2008).

Los AE son compuestos volatiles, naturales y complejos, ca-
racterizados por un fuerte olor y son formados por las plantas
aromaticas, como metabolitos secundarios. Pueden ser sin-
tetizados por todos los érganos de la planta, es decir, brotes,
flores, hojas, tallos, ramas, semillas, frutas, raices, madera o
corteza, siendo almacenados en las células secretoras, cavi-
dades, canales, células epidérmicas o tricomas glandulares
(Bakkali et al. 2008).

La composicién quimica de los AE volatiles aislados, a partir
de plantas aromaticas depende, en gran medida, del tipo
de planta, de la ubicacién geogréfica, de la temporada de
recoleccién y del método de extraccion, entre otras varia-
bles (Esen et al. 2007). Para Zeng et al. (2012), los AE se
componen, principalmente, de terpenos, de terpenoides y
de algunos otros componentes aromaticos y alifaticos, que
suelen tener un fuerte olor y bajo peso molecular.

El presente estudio evalud la capacidad antioxidante del AE
foliar del eucalipto E. camaldulensis, mediante la utilizacion
de los ensayos ABTS" y de DPPH (2, 2-difenil-1picrilhidra-
cilo).

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de la materia prima vegetal. La especie cono-
cida cominmente como eucalipto rojo (E. camaldulensis)
fue recolectada en el municipio de Pamplona, vereda Los
Animes, en la carretera que conduce a Bucaramanga km 3.
Las muestras tomadas pertenecen al material foliar de arbo-
les adultos, de preferencia hojas enteras y verdes. Las ho-
jas fueron recolectadas en la tltima semana de junio, época
normalmente de invierno.

Extraccion del AE. Para la extraccién del AE, se aplicé la
técnica modificada empleada por Stashenko et al. (2004).
La obtencién del AE, se realizé por destilaciéon con arrastre
de vapor, utilizando, para ello, un equipo de hidrodestilacién,
equipado con manto de calentamiento para balén de 5L y
trampa de destilacién tipo DeanStark. Se tomaron 400g del

material vegetal, previamente identificado, seleccionado y
pesado, que fueron introducidos en el balén y se le adicion6
1L de agua; el tiempo de extraccién fue de dos horas. El
AE colectado en la trampa de destilacién, se separé por de-
cantacién y se midié con jeringa de 2mL, para establecer el
rendimiento obtenido, que se calculé mediante la Ecuacién
1. El aceite fue deshidratado con Na:SO4 anhidro y alma-
cenado en viales sellados a 4°C hasta su anélisis, como lo
sugiri6 Elaissi et al (2011).

L (mL de aceite esencial)
% Rendimiento = - * 100 (1)
Peso en gramos del material vegetal

Determinacion de las propiedades fisicas. Al AE obtenido,
se le determiné la densidad relativa a 20°C, con picnémetro
de 2mL; rotacién optica, en polarimetro; indice de refrac-
cién, en refractémetro ABBE; punto de ebullicién, en tubo
de Thiele y solubilidad, en etanol. Para este ultimo, se em-
plearon soluciones etandlicas de 20, 40, 60 y 80% v/v. De
cada una de estas soluciones, se tomaron 100uL y, a cada
una, se le agregaron, lentamente, volimenes de 2uL del AE,
hasta que la solucién se torné turbia (punto de saturacién).

Andlisis de los componentes mayoritarios del AE. Se rea-
liz6 por cromatografia de gases de alta resolucién (CGAR).
El equipo utilizado fue un cromatégrafo HP6890A serie I,
en interfase, con un detector selectivo de masas HP5973
Network, conectado en linea con un sistema HP-MS Chem-
Station y la base de datos NIST-2005. Se tomaron 30uL de
cada AE y se disolvieron en 1mL de diclorometano; de esta
solucién, se toma 1,0uL y se inyecta a modo split (10:1).
Los espectros de masas (EM), se obtuvieron por ionizacion
electrénica con barrido automatico. De acuerdo con Adams
(2005), cada EM fue comparado con los estandares de la
base de datos y los reportados en la literatura, para obtener
los indices de Kovats (IK), relativos a los patrones de alcanos
Cs-Cs2, se realiz6 el andlisis en un cromatégrafo HP 6890A
serie II, con detector FID, a 250°C. Para la identificacion y la
cuantificacién de los componentes de cada AE, se empled
el criterio cromatogréfico (IK experimental y tedrico) y el cri-
terio espectral (EM). La composicién porcentual por CG-FID
de cada componente, se analizé por el método de normali-
zacién de areas (Stashenko et al. 2010).

Evaluacion de la actividad antioxidante del AE. Se apli-
caron dos métodos: capacidad de atrapamiento del catién
radical ABTS" y del radical DPPH. De forma exploratoria, se
realizaron ensayos preliminares, a una concentracién entre
1y 100ppm para cada muestra de AE y, de acuerdo con los
resultados obtenidos, se evalué la capacidad antioxidante,
a concentraciones entre 100 y 300ppm. Para ambos méto-
dos (ABTS y DPPH), se usaron como estandar Trolox y acido
ascorbico, cuya capacidad antioxidante se calcul6 a las mis-
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mas condiciones de trabajo de las muestras. Los resultados,
se expresaron como capacidad antioxidante equivalente al
Trolox (TEAC; umol de Trolox/gramos de sustancia evalua-
da) y capacidad antioxidante equivalente al acido ascérbico
(AAEAC; umol de acido ascérbico/gramos de sustancia eva-
luada).

Método del radical DPPH. Se sigui6 la metodologia descrita
por Goupy et al. (1999), con modificaciones segun Prior et
al. (2005). El radical DPPH se disolvié en metanol, para pre-
parar una solucién saturada de éste (80mg en 5mL), la cual,
se almacend por 24 horas, resguardada de la luz. Transcurri-
do este tiempo y, a partir de esta solucion inicial, se prepard
una solucién diluida con metanol, hasta una absorbancia de
0,300 + 0,05 a 517nm.

La absorbancia se midi6 empleando un espectrofotémetro
Génesis 20 Thermospectronic modelo 4001/4 y se calculé el
porcentaje de inhibicién (%Inh), usando la Ecuacion 2.

%inh = |1 — AMuestra - ABlancD %100 (2)

AReferencia

Método del radical ABTS™. Se utiliz6 el método desarrolla-
do por Re et al. (1999), seglin modificaciones de Prior et al.
(2005), mediante espectroscopia VIS a 734nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento del aceite esencial y propiedades fisicas: En
la tabla 1, se muestra el rendimiento obtenido en la extraccion
del aceite esencial (AE) foliar y las propiedades fisicas, medi-
das para el eucalipto rojo analizado. Alli se puede observar que
el rendimiento del AE foliar del E. camaldulensis obtenido en
esta investigacién es menor al reportado por Yéanez Rueda &
Cuadro Mogollén (2012), para el E. globulus de 4%, a partir
de hojas secas. Gilles et al. (2010) reportan rendimientos entre
2,13 y 3,12% (w/w), para diferentes especies de Eucalyptus.
Barra et al. (2010) obtuvieron rendimientos entre 0,2-0,5%
de AE del E. camaldulensis Dehnh, valores menores a los
aqui obtenidos. Granados et al. (2012) reportan rendimientos
entre 1,2 y 0,6%, para el M. molis y C. moritzianus, respec-
tivamente, mientras que Siramon & Ohtani (2007) reportan
rendimientos entre 0,83 y 1,63 para el E. camaldulensis. Lo
anterior, confirma lo manifestado por algunos autores (Gilles
et al. 2010; Siramon & Ohtani, 2007), quienes afirman que
el clima, el genotipo, el origen geogréfico del crecimiento, las
precipitaciones, el régimen de la cosecha y el procedimiento
de extraccion afectan significativamente el contenido de aceite
esencial total de las plantas.

Componentes volatiles mayoritarios del AE. Del perfil cro-
matogréfico del AE del eucalipto E. camaldulensis, obtenido
por CGAR-FID, se obtuvieron tres componentes mayoritarios

Tabla 1. Rendimiento y propiedades fisicas del AE de Eucaliptus camaldulensis.

Andlisis Resultado
Rendimiento del AE 0,8%
Densidad especifica 20°C 0,91 g/ml
indice de refraccién 20°C 1,464
Rotacién éptica a 20°C 0°a +10°
Solubilidad en etanol Positiva

comunes a los monoterpenos: 1,8-cineol, limoneno y pine-
no. El promedio de los andlisis de los AE de las muestras
foliares mostré que el AE posee mezclas de mono y de ses-
quiterpenos, siendo el 1,8-cineol, el componente con mayor
concentraciéon, seguido del a-pineno, limoneno, a-copaeno
y Guaiol. Segun Ben et al. (2012), los monoterpenos son los
principales componentes de los AE de eucalipto. Otros estu-
dios realizados a diferentes especies de eucalipto ratifican lo
encontrado en esta investigacion (Tabla 2).

Singh et al. (2012), en sus estudios con E. citriodora, ha-
llaron que el aceite, en general, era de naturaleza mono-
terpenoide, con monoterpenos que constituian un 94,35%

del aceite. Este AE contenia hidrocarburos monoterpenos
(4,49%), monoterpenoides oxigenados (89,86%), hidrocar-
buros de sesquiterpeno (3,58%), sesquiterpenos oxigena-
dos (0,86%) y otros compuestos no terpenoides (0,41%). El
principal constituyente del aceite era citronelal (60,66%), se-
guido de p-citronelol (12,58%) y el isopulegol (8,19%). Ade-
mas, también estaban presentes cantidades significativas de
[-cariofileno (2,91%), p-mentano-3, 8-diol (2,87%), acetato
de citronelilo (2,38%) y 1,8-cineol (1,83%)

Elaissi et al. (2012), luego de trabajar con ocho especies de
eucalipto, obtuvieron que el contenido de 1-8 cineol variaba
entre 45-70%, el limoneno entre 0,4+ 0,2 - 4,40+0,3% y
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Tabla 2. Componentes mayoritarios y concentracién (%) del AE de E. camaldulensis.

No. tr Compuesto IK Tesrico IK Exp, Concentracién (%)
1 19,04 a-pineno 939 936 5,26
2 22,93 B-mirceno 990 992 0,50
3 23,92 o-felandreno 1002 1004 0,52
4 25,10 a-terpineno 1018 1021 1,17
5 25,55 limoneno 1029 1031 2,28
6 26,21 eucaliptol o 1,8-cineol 1031 1035 81,43
7 31,56 linalol 1096 1098 0,32
8 33,87 terpinen-4-ol 1177 1180 1,15
9 35,89 a-terpineol 1188 1190 0,51
10 36,66 a-copaeno 1376 1378 2,03
11 47,70 B-selineno 1490 1498 0,59

12 52,10 guaiol 1616 1621 2,21

el a-pineno entre 1,0+0,7 — 17,6+7,5%; pero no reportan
presencia de limoneno ni guaiol.

Barra et al. (2010), en su estudio con el E. camaldulensis
Dehnh, reportan haber encontrado 37 compuestos, los cua-
les, representan, al menos, el 97%, siendo los principales:
p-cimeno (27,8 - 42,7%); 1,8-cineol (4,1 a 39,5%); beta-fe-
landreno (3,9- 23,8%); espatulenol (2,1 a 15,5%) y criptone
(3,2 a10,2%).

Sefidkon et al. (2008) estudiaron el efecto del método y el
tiempo de destilacién en el rendimiento del aceite esencial y
la composicién de los glébulos del E. dealbata. Ellos repor-
taron que con el tiempo, la destilacion da lugar a un aumen-
to en el rendimiento y una reduccién del contenido de cineol.

Todo lo anterior confirma lo expresado por Fadel et al. (1999),
quienes expresaron que el éter monoterpenoide 1,8-cineol,
componente tipico del aceite de eucalipto, sobre todo en el
E. globulus, varfa ampliamente. Las variaciones en los in-
gredientes quimicos del AE de E. camaldulensis produce
aceites con propiedades quimicas diferentes, por lo tanto,
los resultados aqui reportados de densidad especifica, indice
de refraccion a 20°C y rotacion optica a 20°C, se presentan
s6lo a manera de informacién.

El [Krerico y €l IKexp corresponden a los datos calculados por
CGAR-FID en columna HP-5 y, al final, se muestra la con-
centracion relativa, promedio de extracciones realizadas por
triplicado.

El aceite posee una moderada cantidad de dos aldehidos no
conocidos, cuminal y phellandral (1,4-4,7%). El aceite esen-
cial fue evaluado en su actividad antifungica presentando ac-
tividad a bajas dosis. La actividad antioxidante ensayada por
el test DPPH fue positiva

Evaluacion de la actividad antioxidante del AE: Resulta-
dos frente al radical DPPH. En la tabla 3, se observa el por-
centaje de inhibicion (%Inh), con la metodologia del radical
DPPH, en ningun caso superé el 10% y se consideran altos
los valores superiores al 30% (Granados et al. 2012). Se po-
dria decir que en las muestras evaluadas no se encuentran
presentes compuestos que puedan estabilizar al DPPH, lo
cual, puede explicar la baja actividad mostrada frente a este
radical (Granados et al. 2012). Resultados similares obtuvie-
ron Granados et al. (2012), en su estudio con Calycolpus
moritzianus y Minthostachys mollis, del Norte de Santan-
der, donde el %Inh con el método del radical DPPH, en nin-
gun caso superd el 15%.

Tabla 3. Capacidad antioxidante (%Inh)) frente al radical DPPH de los AE.

100ppm 150ppm

200ppm 250ppm 300ppm

%Inh 3,20 4,01

6,16 8,14 9,02
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Trabajos anteriores han estudiado la composicién quimica y
la actividad antioxidante del AE de algunas especies de eu-
calipto. Barra et al. (2010), en sus investigaciones con AE de
partes aéreas de E. camaldulensis, hallaron que la actividad
antioxidante, evaluada por DPPH, mostré valores entre 0,5 y
5,8mmol/L. Estos valores son diferentes a los encontrados
en esta investigacion, porque las composiciones quimicas
de los eucaliptos son diferentes y varian en funcién de los
diversos origenes y muestran una fuerte fluctuacién durante
la fase vegetativa, lo cual, puede explicar que, en especies de
eucalipto de otras regiones, si se presenta una buena capa-
cidad antioxidante frente al radical DPPH.

Evaluacion de la actividad antioxidante del AE: Resulta-
dos frente al radical catiénico ABTS". Al realizar el ensayo
frente al radical ABTS", se observé que el %Inh a 100ppm es-
tuvo muy bajo y solamente alcanza valores suficientes a muy
altas concentraciones. En la tabla 4, se puede observar que
en ninguno de los casos supera el 40%. Lo anterior confirma
que las actividades antioxidantes del p-cimeno, a-terpineno y
1,8-cineol son muy pobres (Siramon & Ohtani, 2007).

Se puede concluir que el AE del Eucalyptus camaldulensis
posee mezclas de mono y sesquiterpenos, siendo el 1,8-ci-
neol, el componente con mayor concentracion, con un 81%,

Tabla 4. Capacidad antioxidante (% Inhibicién) frente al ABTS" del AE de Eucalyptus camaldulensis.

100ppm 150ppm

200ppm 250ppm 300ppm

%Inh 19,95 21,57

38,46 38,61 38,96

seguido del a-pineno, con un 5,26%. La actividad antioxi-
dante, se obtiene a muy altas concentraciones (>300ppm).

Conflicto de intereses: El manuscrito fue preparado y revi-
sado con la participacién de todos los autores, quienes de-
claramos que no existe ningtn conflicto de intereses, que
ponga en riesgo la validez de los resultados presentados.
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