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RESUMEN

El laurel de cera (Morella pubescens) es un arbol que por sus caracteris-
ticas resulta muy apropiado para el control de la erosion y cuyos frutos
son utilizados por comunidades campesinas del sur de Colombia para la
obtencion de una cera que se emplea en el proceso de elaboracion de la
panela. En esta investigacion se estudio el proceso de extraccion del aceite
esencial de las hojas del laurel de cera mediante la técnica de arrastre con
vapor y su efecto sobre la composicion de los metabolitos secundarios
volatiles presentes en dicho aceite. Los factores estudiados en el proceso
de extraccion fueron el tamario de particula y el tiempo de extraccion y las
variables de respuesta consideradas fueron el drea total del cromatograma
(cuentas) como parametro indicador de la concentracion del aceite y el
porcentaje relativo del componente mayoritario. Se determiné que tanto el
tiempo como la interaccion tiempo — tamario de particula tienen efectos
significativos (valor de P < 0,05) sobre la concentracion del aceite esencial
y al incrementar el tiempo de extraccion se observo un aumento significativo
en el area del cromatograma para el componente mayoritario. Se realizo
la identificacion de los metabolitos secundarios volatiles presentes en el
aceite esencial mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
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de masas (GC-MS), encontrando como componentes mayoritarios trans-cariofileno (21,3%), a-selineno (10,7%),
B-selineno (10,0%), oxido de cariofileno (4,8%), selino-3,7(11)-dieno (3,3%) y B-elemenona (2,6%). Las actividades
bioldgicas de estos compuestos permiten pensar que el aceite esencial del laurel de cera podria ser de interés
para las industrias farmacéutica y cosmeética.

ABSTRACT

Because of its characteristics, the “Laurel de Cera” tree (Morella pubescens) proves to be very appropriate for the
erosion control. Its fruits are employed as a means to obtain wax that is used in the process of making Panela by
rural communities seftled in the southern region of Colombia. The extraction process of essential oil from “Laurel de
Cera” tree leaves through steam distillation and its effects over the composition of volatile secondary metabolites
present were considered for the research. Particle size and extraction time were the studied factors. The chro-
matogram total area (counts) taken as the oil concentration indicator parameter and the relative percentage were
the considered response variables. According to the previous information, it was possible to determine that the
time as well as the interaction time — particle size have significant effects (P-value <0,05) over the essential oil’s
concentration. It was also possible to observe a meaningful increment in the chromatogram’s area for the majority
component when the extraction time was increased. The identification of the volatile secondary metabolites present
in the essential oil was carried out through a gas chromatography/mass spectrometry (GC-MS). Such procedure
gave as results trans caryophyllene (23,3%), o-selinene (10,7%), p-selinene (10,0%) caryophyllene oxide (4,8%),
seline-3,7(11)-diene (3,3%) and p-elemene (2,6%) as majority components. These compounds’ biological activi-
ties allow thinking that the essential oil from the “Laurel de Cera” tree leaves could be of great interest for the
pharmabusiness and the cosmetic industries.

INTRODUCCION

El sector de productos naturales esta en crecimiento
a nivel mundial debido a que las preferencias de los
consumidores estan cambiado drasticamente a tal
punto que los nichos de mercado dominados com-
pletamente por productos sintéticos empiezan a tener
competencia de productos naturales [1]. Los aceites
esenciales poseen bioactividades importantes tales
como propiedades antifingicas, antibacteriales y an-
tioxidantes, por lo cual su extraccion surge como una
alternativa productiva viable para el aprovechamiento
de plantas promisorias colombianas como el laurel de
cera (Morella pubescens (Humb. & Bonpl. Ex Willd.)
Wilbur), pero existen limitantes tales como la ausencia
de tecnologias apropiadas y |a falta de conocimientos
para su obtencion [2] [3]. El conocimiento y el control
de las variables determinantes del proceso de extraccion
del aceite esencial, ademas de facilitar el aseguramiento

de la calidad, permiten ajustar la composicion del aceite
a los requerimientos del mercado, de manera que sea
posible el ofrecimiento de diferentes versiones del
mismo aceite esencial [4].

Morella pubescens, conocido por los nombres comu-
nes de laurel, laurel de cera, olivo, olivo de cera, es un
arbol que crece de manera natural cerca de los rios,
quebradas, en zonas erosionadas, taludes de carretera,
pendientes abruptas, orillas de senderos y caminos y
en periferias de los bosques. En algunos sitios alcanza
alturas hasta de doce metros, ademas de Colombia,
crece en Costa Rica, Venezuela, Ecuador, Pert y Bolivia.

Al colonizar sustratos altamente degradados Morella
pubescens se comporta como una especie pionera,
modificando el terreno, contribuyendo al inicio de la su-
cesion vegetal y permitiendo el establecimiento de otras
especies [5]. El sistema radicular extenso, la densidad
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de la copa y la resistencia de las ramas a los fuertes
vientos son las principales caracteristicas morfologicas
que presenta M. pubescens para ser usada con éxito
en el control de la erosion [6].

Las comunidades campesinas de la zona norte del de-
partamento de Narifio (Colombia) han extraido de forma
tradicional y rudimentaria la cera de los frutos de Morella
pubescens la cual se empleaba para la elaboracion de
velas en tiempos de la colonia [7] y en la actualidad se
usa como clarificante y antiadherente en el proceso de
fabricacion de la panela.

Son pocas las investigaciones realizadas con relacion
alaextraccion y composicion de los aceites esenciales
del laurel de cera a pesar del caracter aromatico de sus
hojas. Quijano y Pino analizaron la composicion de
aceite esencial de hojas de Morella pubescens obtenido
por la técnica de destilacion-extraccion simultanea en-
contrando presencia de 1,8-cineol y otros compuestos
terpénicos, asi como distintos ésteres que otorgan la
nota aromdtica de las hojas [8].

Una de las técnicas mas utilizadas para la extraccion de
aceites esenciales es la destilacion por arrastre con vapor,
en la cual factores como el tamaro de particula del material
vegetal, el factor de empaquetamiento o densidad del lecho
y el tiempo de extraccion influyen en la composicion y
rendimiento de los aceites obtenidos. Li et al. estudiaron el
efecto del tamano de particula y el tiempo de extraccion en
el rendimiento del aceite esencial de semillas de Cuminum
cyminum y encontraron los mayores rendimientos cuando
setrabajo con los menores tamanos de particula y tiempos
de extraccion prolongados [9].

Leyva et al. consideraron importante el estudio del
diametro de particula y su efecto en el rendimiento y
composicion quimica del aceite esencial de zingiber offi-
cinale, observando un incremento de los monoterpenos
y un mayor rendimiento de la esencia cuando se uso
el menor diametro de particula (Dp = 1.67 mm) [10].

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto del
tamario de particula y el tiempo de extraccion sobre la

composicion del aceite esencial de las hojas de Morella
pubescens extraido por arrastre con vapor, con miras
a determinar las condiciones mas apropiadas para su
obtencion y posible aprovechamiento comercial.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de realizacion del estudio. La investigacion se
llevd a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales de
la Universidad de Narifio en la ciudad de Pasto, ubicada
a 2527 msnm, con una temperatura ambiente promedio
de 14 °C y humedad relativa de 65%.

Material vegetal. Las hojas y tallos de Morella pubes-
cens, se recolectaron en zona rural del municipio de San
Pablo, norte del departamento de Narifio (Colombia).
La identificacion taxonomica de las muestras se llevo
a cabo en el Herbario de la Universidad de Narifo de
acuerdo con el trabajo de Parra [5].

El material vegetal (solo hojas) se pesd, se separd de
piedras, impurezas y otros elementos extrafos y se dejo
secar a la sombra a temperatura ambiente por espacio
de ocho dias, luego se triturd en un molino de martillos
y se tamizo utilizando tamices de la serie ASTM de 8,
14, 30 y 50 mallas.

Proceso de extraccion. La extraccion de los metabolitos
secundarios volatiles del laurel de cera se realizo me-
diante la técnica de destilacion por arrastre con vapor.
Para ello se utilizd un equipo a escala de laboratorio
especialmente disefiado por los autores para tal efecto.
El equipo consta de un balon de 2000 mL, una columna
portamuestra de 600 mL con anillos raschig y un con-
densador de espiral. Para cada una de las extracciones
se usaron 700 mL de agua destilada en el balon y una
densidad de lecho en la columna portamuestra de 0,167
g/mL, es decir, 100 g de muestra seca. Estos valores
fueron determinados a través de ensayos previos reali-
zados por los investigadores. El aceite esencial se des-
hidraté con Na,S0, anhidro (Mallinckrodt). Una alicuota
del aceite (30 uL) se diluy6 en 1mL de diclorometano
(Merck), para el andlisis cromatografico.
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Analisis cromatografico. El analisis para determinar la
concentracion de los aceites se realizo en un cromato-
grafo de gases Shimadzu GC 17A version 3, equipado
con un inyector split/splitiess a temperatura de 250
°C, relacion split 1:100 y un detector de ionizacion en
llama (FID) (280 °C). Los datos cromatograficos fueron
adquiridos y procesados con un programa Shimadzu
Class VP 4.3. Para la separacion de mezclas se utilizo
una columna apolar DB-5 (J&W) de 30 m x 0,25 mm
D.l.y 0,25 um de unafase estacionaria de 5% fenil-poli
metilsiloxano. La temperatura del horno fue programada
de 40 °C (5 min) hasta 250 °C a 5 °C min-'. El gas de
arrastre y gas auxiliar empleado fue helio (99.9995%,
Aga-Fano S.A) a flujo de 1 ml min, las velocidades de
flujo para gases de combustion en el FID fueron 300
mL min-' para el aire y 30 mL min-' para el hidrogeno,
el volumen inyectado de los extractos fue de 1.0 uL.
Los espectros de masas se obtuvieron en modo SCAN
en un intervalo de masas de 38 a 450 m/z.

Laidentificacion de los compuestos se realizo utilizando
los indices de retencion de kovats [11], usando una
serie de n-alcanos (C,-C,,) y mediante comparacion de
los espectros de masas obtenidos con aquellos de la
libreria de espectros Wiley. La cuantificacion se realizo
mediante el calculo del porcentaje relativo de areas de
cada compuesto.

Diseno de experimentos y andlisis estadistico. La eva-
luacion del proceso de extraccion se realizo utilizando
un diseno factorial de experimentos tipo screening 22
con 2 puntos centrales, cada ensayo se realizo por du-
plicado para un total de 12 experimentos. Los factores
estudiados fueron el tamario de particula y el tiempo
de operacion a dos niveles (inferior y superior). Los
didmetros de particula (Dp) promedio evaluados en
la experimentacion fueron codificados de la siguiente
manera: 1= 0,446 mm, 2= 0,893 mmy 3= 1,785
mm. El factor tiempo se estudio a dos niveles 60 y
180 minutos. Las variables de respuesta consideradas
fueron el area total del cromatograma (cuentas) como
parametro indicador de la concentracion del aceite y
el porcentaje relativo del componente mayoritario. La
matriz de disefio experimental y el analisis de resultados
se elaboraron con el programa estadistico Statgraphics
Plus 5.0 (Statistical Graphics Corp. 1994 — 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion del aceite esencial del laurel de cera. La
matriz del disefo experimental junto con los resultados
obtenidos para las variables de respuesta evaluadas se
presentan en la tabla 1, en la cual se puede observar
el area total del cromatograma y el porcentaje relativo

Tabla 1. Resultados del disefio experimental para la extraccion por arrastre con vapor de hojas de Morella Pubescens con relacion a los cuatro

compuestos mayoritarios

Tiem- .
Exp D, po (Cuen- pi::Js (Cuﬁmas) ca]r-:zllzlse-no ((‘:’5 o A0 (EA,R) carlliEne (EA,R) cg:(iftl;l::o ((‘;’A)R)

(min) tas)
1 3 |60 593167 | 36 257.254 118.859 20,04 | 55454 9,349 | 56712 9,561 26229 4,422
2 2 (120 987553 | 26 526.270 248.567 2517 | 112950 11,44 115331 11,68 | 49422 5,004
3 3 1180 1276046 | 27 640.493 292.431 22,92 | 137820 10,8 148449 11,63 61793 4,843
4 2 (120 959106 |23 469.415 230.991 24,08 | 90900 9,478 100376 10,47 | 47148 4,916
5 1 (180 1830354 | 25 1.012.656 | 473.261 22,22 | 210948 9,902 220240 10,34 108207 5,079
6 1160 361596 |29 144.567 62.991 17,42 | 32965 9,117 | 33943 9,387 14668 4,056
7 3 |60 566610 | 21 285.953 134.185 23,68 | 59104 10,43 | 65429 11,65 | 27235 4,807
8 2 (120 872375 |28 435.630 202.998 23,27 | 92712 10,63 | 97576 11,19 | 42344 4,854
9 3 1180 1330022 | 28 648.502 307.734 23,14 | 129510 9,737 142074 10,68 | 69184 5,202
10 |2 |120 632320 |22 217.546 88.234 13,95 | 43923 6,946 | 56175 8,884 | 29214 4,62
11 |1 1180 1682790 | 24 716.132 315.678 18,76 | 148273 8,811 165427 9,831 86754 5,155
12 |1 160 314881 | 25 193.424 92.941 29,52 | 45225 14,36 | 40120 12,74 15138 4,808
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de los cuatro componentes mayoritarios para cada una
de las condiciones experimentales estudiadas en el
proceso de extraccion por arrastre con vapor.

Dp: diametro de particula, A ;. area total del cromatogra-
ma, A, area de los picos mayoritarios, CR: cantidad
relativa del compuesto

En la figura 1 se muestra un perfil cromatografico tipi-
co de los metabolitos secundarios volatiles extraidos
mediante arrastre con vapor de hojas de laurel de cera,
se encontraron mas 20 sustancias en concentraciones
relativas superiores a 0,05% en el aceite esencial.

Los componentes volatiles mayoritarios identificados en
el aceite esencial del laurel de cera y su concentracion
relativa se observan en la tabla 2, los resultados difie-
ren de los reportados por Quijano y Pino [8], quienes
analizaron la composicion de aceite esencial de hojas
de Morella pubescens recolectadas en el departamen-
to de Narino (Colombia) y extraido por la técnica de
destilacion-extraccion simultanea (DES) con pentano:

éter etilico (1:1 v/v), encontrando como componentes
mayoritarios el 1,8-cineol (20,0 %), linalol (16,4 %) y
acetato de a-terpinilo (11,1 %). Las diferencias en-
contradas pueden ser atribuidas al hecho de que se
utilizaron técnicas de extraccion diferentes.

Hurtado et al. [12], analizaron la composicion de los
compuestos volatiles de la cera de laurel y encontraron
un total de 27 compuestos en las muestras analizadas;
los compuestos mayoritarios encontrados fueron
oa-muuroleno (26,9 %), p-selineno (26,6 %), trans-
cariofileno (24,5 %), p-elemeno (4,8 %), 6-cadineno
(4,2 %) y linalol (2,3 %). Al comparar los metabolitos
secundarios encontrados en el aceite esencial con
los volatiles presentes en la cera se observa que los
compuestos trans-cariofileno, 3-elemeno, y-cadineno
y linanol se encuentran en ambas matrices en propor-
ciones similares.

Enlatabla 3 se presentan algunas actividades bioldgicas
reportadas para los compuestos mayoritarios encon-
trados en el aceite esencial de Morella pubescens, de

Figura 1. Perfil cromatogréfico tipico de aceite esencial de Morella pubescens extraido por arrastre con vapor
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Tabla 2. Compuestos mayoritarios identificados en el aceite esencial de

Morella pubescens
by resrico Cr (%) Posible Compuesto
1097 1,07 Linalool
1319 1,81 B-Elemeno
1409 21,33 trans-Cariofileno
1440 0,83 B-Humuleno
1455 0,61 a-Humuleno
1479 1,51 y-Selineno
1490 9,97 c-Selineno
1498 10,66 a-Selineno
1514 1,17 y-Cadineno
1530 1,61 cis-Calameneno
1547 3,29 Selino-3,7(11)-dieno
1583 4,81 Oxido de cariofileno
1590 2,58 B-Elemenona
1608 0,68 Epoxido de Humuleno I

Tabla 3. Actividad biologica de los compuestos mayoritarios presentes
en el aceite esencial de las hojas de Morella pubescens

Compuesto Actividad bioldgica

Antiflamatorio, antibacterial,
antiacné, antialérgico, fungicida,
irritante.

Trans- Cariofileno

Antimalarico, antiplasmodial,

a-Selineno . )
aromatizante( perfumeria)

Antimalarico, antiplasmodial,

-Selineno aromatizante (perfumeria)

antiedémico, antiinflamatorio,

Oxido de caricfileno antitumoral, fungicida, insecticida

Fuente: tomados de base de datos virtual fitoquimica y etnobotanica
Dr. Duke

donde se puede deducir que este aceite podria ser de
interés para las industrias farmacéutica y cosmética.

Estudio del efecto de las variables del proceso de
extraccion sobre la concentracion y composicion del
aceite esencial. El analisis de varianza de los factores
estudiados en el proceso de extraccion del aceite
esencial para la variable de respuesta concentracion
del aceite (area total del cromatograma) mostré que

tanto el tiempo como la interaccion tiempo — tamano
de particula tuvieron un efecto significativo (valor de P
< 0,05) sobre la concentracion del aceite esencial de
Morella pubescens extraido por la técnica de arrastre
con vapor, mientras que la variable tamario de particula
por si sola no mostro un efecto estadisticamente signi-
ficativo en el rango de diametros evaluados.

El diagrama de efectos principales (figura 2) muestra
por separado la influencia de cada factor con respecto
a la variable de respuesta expresada como area total
del cromatograma. Eltamano de particula en los niveles
empleados en el disefio experimental (1= 0,446 mm,
2= 0,893 mm, 3= 1,785 mm) no mostro un efecto
significativo en las extracciones realizadas, mientras que
el tiempo si tuvo un efecto importante, observandose
que al pasar de 60 a 180 minutos se logra un aumento
significativo sobre la concentracion del aceite.

En el diagrama de Pareto (figura 3) se muestra en orden de
importancia el efecto de cada uno de los factores analiza-
dos con respecto a la concentracion del aceite esencial. Se
observa que el factor tiempo tuvo el mayor efecto sobre
la concentracion del aceite y de manera directamente
proporcional, mientras que el efecto de la interaccion
del tiempo con el tamano de particula fue inversamente
proporcional y en menor medida que el primero.

Con relacion al efecto de las variables del proceso de
extraccion sobre la composicion del aceite esencial,
el andlisis de varianza permiti6 determinar el efecto
significativo (P< 0,05) del factor tiempo sobre el por-
centaje relativo de trans-Cariofileno. Se demostré que
con tiempos de extraccion mas prolongados se logra
una mayor concentracion de este componente en el
aceite esencial.

Enla gréfica de efectos principales (figura 4) se muestra
que la reduccion en el tamano de particula ejerce un
efecto muy pequerio respecto al incremento en el area
del componente mayoritario en el cromatograma, sin
embargo cuando se aumenta el factor tiempo de 60 a
180 minutos se obtiene un incremento aproximado en
dicha area de 90000 a 34000 cuentas.
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Figura 2. Diagrama de efectos principales para rea total del cromatograma
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En términos generales 1as mayores concentraciones
del aceite esencial y sus componentes mayoritarios
se obtuvieron cuando las condiciones del proceso
de extraccion se encontraban en el nivel inferior del
tamano de particula (0.446 mm) y el nivel superior del
tiempo (180 minutos), esto se puede explicar desde
el punto de vista de los fendmenos de difusion y la

transferencia de masa. Un tamafno de particula fino
permite un incremento de la superficie especifica del
material y por tanto una mayor drea de contacto entre
la fase de vapor y el material vegetal, lo que conduce
a que se obtengan mayores concentraciones de aceite
esencial. El aceite esencial contenido en las glandulas
odorificas existentes dentro de las células vegetales se
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acumula en las paredes de las mismas, estas células
secretoras al estar en contacto con el vapor de agua
hinchan sus paredes celulares y posibilitan el paso de
los aceites esenciales al exterior por osmosis [13], en
las primeras horas de extraccion se da una difusion de
los componentes de una fase a otra presentandose entre
ellos una transferencia de masa de los componentes
activos con tendencia al equilibrio [14].

CONCLUSIONES

Los componentes mayoritarios identificados en el aceite
esencial de las hojas de Morella pubencens extraido por
latécnica de arrastre con vapor fueron frans-Cariofileno
(21,3%),o-Selineno (10,7%), p-Selineno (10,0%), Oxi-
do de cariofileno (4,8%), Selino-3,7(11)-dieno (3,3%)
y p-Elemenona (2,6%).

Tanto el tiempo como la interaccion tiempo — tamano
de particula tuvieron efectos significativos (valor de
P < 0,05) sobre la concentracion del aceite esencial
de Morella pubescens medida como area total del
cromatograma, mientras que la variable tamario de
particula por si sola no mostré un efecto estadistica-
mente significativo.

Se determind que, en latécnica de arrastre con vapor, al
incrementar el tiempo de extraccion de 60 a 180 minutos
se logra un incremento significativo en la concentracion
de trans-Cariofileno como componente mayoritario del
aceite esencial de Morella pubencens, mientras que la
variacion en el tamano de particula no ejercio efecto
significativo sobre dicho componente.
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