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Microextraccion en fase solida de compuestos
volatiles en albahaca (Ocimum basilicum L.)

Juan Antonio Gonzélez-Zufiiga®, Héctor Manuel Gonzalez-Sanchez™, Salvador Gonzalez-
Palomares™, Tabata Rosales-Reyes™, e Isaac Andrade-Gonzalez***

RESUMEN

Los compuestos volatiles de la albahaca (Ocimum basilicum L.) fueron extraidos mediante
la microextraccion en fase sélida (SPME) y analizados con cromatografia de gases-espec-
trometria de masas (GC-MS). Se evaluaron dos fibras, Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno
(PDMS/DVB, 65 um) y Carbowax/Divinilbenceno (CW/DVB, 65 um), para comparar la
extraccion de componentes. Entre los 25 compuestos volatiles recuperados en la albaha-
ca, se identificaron fenilpropanoides, monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres, y aldehidos.
Hubieron diferencias significativas (P < 0,05) entre las fibras analizadas. La comparacion
de las dos fibras mostré que la extraccion con la fibra CW/DVB es aparentemente mejor
tanto en el numero de componentes aislados como en la concentracion total de los com-
puestos. Cuantitativamente, el componente mas importante fue el cinamato de metilo,
seguido por el linalol.

ABSTRACT

Volatile compounds of basil (Ocimum basilicum L.) were extracted with solid phase microex-
traction (SPME) and analyzed with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Two
SPME fiber coatings, Polydimethylsiloxane /Divinylbenzene (PDMS/DVB, 65 um) and Carbo-
wax/Divinylbenzene (CW/DVB, 65 um) were evaluated in order to compare the extraction of
components. Among the 25 volatile compounds detected were phenylpropanoids, monoter-
penes, sesquiterpenes, esters, and aldehydes. There were significant (P < 0,05) differences
between the two analyzed fibers: with CW/DVB fiber is apparently superior with respect to

Recibido: 13 de septiembre de 2010 the number of components isolated as well as the total concentration of compounds. Quan-
Aceptado: 12 de noviembre de 2010 titatively, the most important component was methyl cinnamate, followed by linalool.
INTRODUCCION

La albahaca (Ocimum basilicum L., Lamiaceae) es una hierba anual, tiene gran aprecio por los consumidores
debido a sus propiedades medicinales, asi como también por su aroma y sabor caracteristico (Koba et al.,
2009). En México, el cultivo de esta planta se distribuye en casi todo el pais y es ampliamente usada en desor-
denes digestivos, problemas inflamatorios y enfermedades respiratorias (Argueta y Cano, 1994; Salazar, 2003).
Actualmente se le reconoce al aceite esencial de la planta entera una cierta accién sobre el sistema digestivo
y el sistema neurovegetativo (Arvy y Gallouin, 2007). La albahaca también tiene una diversidad de usos en
alimentos, cosméticos, perfumes, productos orales y dentales, licores, pesticidas y medicinas (Lachowicz et al.,
1997; Murillo et al., 2004; Arvy y Gallouin, 2007; Koba et al., 2009).

Palabras clave: El género Ocimum, colectivamente llamado albahaca, crece en varias re-
SPME; volatiles; albahaca; cinamato de metilo. giones del mundo (Simon et al., 1999) e incluye un gran ntimero de especies,
subespecies y variedades que son producto de una abundante polinizacién
Keywords: cruzada (Lawrence, 1988). Por estas razones, se ha investigado extensa-
SPME; volatile; basil; methyl cinnamate. mente la composicion quimica del aceite esencial de la albahaca en diferen-
tes paises (Fleisher, 1981; Lachowicz et al., 1996; Viia y Murillo, 2003; Lee
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et al., 2005; Koba et al., 2009), encontrandose que ésta
varia mucho segun el origen geografico de la planta
(Arvy y Gallouin, 2007), el estado de desarrollo vegeta-
tivo (Fleisher, 1981), las condiciones agronémicas en
su produccién (Miele et al., 2001), y las variedades cul-
tivadas (Lachowicz et al., 1997; Vina y Murillo, 2003).
Sin embargo, hay pocos datos disponibles acerca de
la caracterizaciéon quimica de las especies del género
Ocimum cultivadas en México.

Los aceites esenciales contienen compuestos aro-
maticos muy volatiles, los cuales son responsables
de los olores y sabores caracteristicos de las plan-
tas (Padrini y Lucheroni, 1997; Gonzalez-Palomares
y Vazquez-Garcia, 2008). En la albahaca, el caracter
aromatico de cada variedad se origina principalmente
por una mezcla compleja de monoterpenos, sesqui-
terpenos, fenilpropanoides (Fleisher, 1981; Lachowicz
et al., 1997; Miele et al., 2001; Wossa et al., 2008;
Koba et al., 2009), acidos organicos (Argueta y Cano,
1994), alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres (Lee et
al., 2005). Varios compuestos aromaticos, tales como
metil-chavicol (estragol), cinamato de metilo, metil-
eugenol, eugenol, linalol y geraniol, han sido reporta-
dos como los mayores componentes de los aceites de
O. basilicum (Sajjadi, 2006; Wossa et al., 2008). Estas
diferencias en la composicion quimica, permitieron la
clasificacién de la albahaca en quimiotipos [conocidos
por los nombres seglin el origen geografico (Simon et
al., 1999)] con base en los componentes predominan-
tes (Lawrence, 1988) o a los compuestos detectados
en una cantidad superior al 20 % (Miele et al., 2001;
Wossa et al., 2008). Actualmente se han anadido nue-
vos quimiotipos y subtipos a la clasificacion estableci-
da por Lawrence en 1988 (Wossa et al., 2008).

El analisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) ha permitido cono-
cer la composicion quimica y la abundancia relativa
de los principales componentes de los aceites de O.
basilicum (Acosta et al., 2003). Para lo cual, previa-
mente se realiza la extraccion de los compuestos vola-
tiles a través de métodos como la microextraccion en
fase sé6lida (SPME), que es muy popular en la actua-
lidad (Fan y Sokorai, 2002; Marin y Céspedes, 2007;
Reineccius, 2007; Gonzalez-Palomares et al., 2009,
Gonzalez-Palomares et al., 2010a).

Las virtudes de la SPME son ampliamente acla-
madas e incluyen que es relativamente econémica,
rapida, no utiliza disolventes en la preparacion de la
muestra y es razonablemente sensible a la recupera-
cién de compuestos volatiles (Pawliszyn, 1997; Beau-
lieu y Lea, 2006; Marin y Céspedes, 2007; Reineccius,
2007). En esta técnica, una fibra revestida con uno o
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mas polimeros de extraccion remueve por adsorciéon
los analitos de la muestra (e.g. los compuestos aro-
maticos), y luego es insertada directamente dentro del
sistema GC-MS para la desorciéon térmica y el analisis
(Marin y Céspedes, 2007; Reineccius, 2007; Gonzalez-
Palomares et al.,, 2009). La combinacién de SPME y
GC-MS ha sido exitosamente aplicada en la extraccion
de compuestos organicos volatiles y semi-volatiles de
diversas muestras (Vas y Vékey, 2004; Gonzalez-Palo-
mares et al., 2010a).

La escasez de informacion cientifica acerca de la
composicién quimica de la albahaca cultivada en Ja-
lisco, México, gener6 como objetivo del trabajo: deter-
minar los componentes aromaticos mas abundantes
de la albahaca (Ocimum basilicum L.) procedente de La
Huerta, Jalisco, mediante la evaluacion de dos fibras
de extraccion de compuestos volatiles por microex-
traccion en fase solida y cromatografia de gases- es-
pectrometria de masas. La informacién generada ser-
vira como antecedente basico para trabajos futuros
dirigidos a la busqueda de los compuestos volatiles de
plantas popularmente empleadas en Jalisco, México,
como es el caso de la albahaca.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de albahaca: Las hojas y tallos frescos de
albahaca (Ocimum basilicum L.), con 80 % de hume-
dad, se colectaron de un campo de produccion de La
Huerta, Jalisco, México. El material vegetal cosechado
provino de plantas en época de floracion. En esta eta-
pa fenoldgica es cuando la albahaca tiene un mayor
contenido de aceite esencial (Fleisher, 1981).

Microextraccion en fase sodlida (SPME): Se em-
plearon dos fibras de extraccién, polidimetilsiloxa-
no/divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 pm) y carbowax/
divinilbenceno (CW/DVB, 65 um). Las fibras se acon-
dicionaron considerando las instrucciones provistas
por el fabricante: 30 min a 260 °C para PDMS/DVB y
30 min a 250 °C para CW/DVB. Después del acondi-
cionamiento, se corrieron las fibras blanco para con-
firmar la limpieza del sistema GC-MS. La jeringa, fi-
bras y viales para SPME se obtuvieron de la Compania
Supelco (Bellefonte, PA, USA).

Las muestras de albahaca se homogeneizaron
a temperatura ambiente durante 20 segundos. Los
compuestos volatiles de las muestras homogeniza-
das fueron extraidos por el método de SPME (Cue-
vas-Glory et al., 2008), con modificaciones (Gonza-
lez-Palomares et al.,, 2009; Gonzalez-Palomares et
al., 2010a). Se transfirieron 8 g del homogenizado de
albahaca, 1 g de NaCl y 8 mL de agua desioinizada



Universidad de Guanajuato

- Universitaria

(Barnsted E-pure) a un vial de 40 mL, el cual se sell6
herméticamente por medio de una septa PTFE-silicon.
El vial se incubé a 70 °C en un termobano con agita-
cion durante 30 min. Transcurrido este tiempo, la fibra
para SPME se insert6 en el espacio de cabeza del vial,
manteniéndose la temperatura y la agitacion durante
40 min. La incubacién con temperatura y agitacion
sirvié para promover el equilibrio entre los analitos en
el espacio de cabeza del vial, la muestra y el polimero
de la fibra, y asi obtener una mayor concentracion de
compuestos volatiles en la fibra. Al terminar el tiempo
de extraccion, se retiré del vial la fibra con los com-
puestos volatiles adsorbidos y se insert6 en el puer-
to de inyeccién de un cromatografo de gases con un
tiempo de desorcién de 5 min. Este proceso se realizo
con cinco repeticiones en las mismas condiciones.

Cromatografia de gases-espectrometria de ma-
sas (GC-MS): Los compuestos volatiles aislados de
la albahaca por SPME, se analizaron en un GC-MS
Hewlett-Packard 6890/5973 (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA), equipado con una columna ca-
pilar polar Supelcowax-10 (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) de 30 m de largo x 0,25 um de diametro interno
y con fase estacionaria de polietilenglicol. Las condi-
ciones empleadas durante el analisis de las muestras
fueron: temperatura del inyector y del detector de
190 °C y 240 °C, respectivamente. Se establecié una
temperatura inicial del horno de 40 °C, mantenida por
S min hasta llegar a una temperatura final de 250 °C
con incrementos de 5 °C por minuto. El gas acarrea-
dor fue helio grado cromatografico (INFRA S.A.), con
un flujo de 0,8 mL/min (Gonzalez-Palomares et al.,
2009; Gonzalez-Palomares et al., 2010b).

Identificacion y cuantificacion de compuestos
volatiles: Los compuestos volatiles de albahaca se
identificaron por comparaciéon espectral de los picos
del cromatograma de iones totales de las muestras
con los compuestos de referencia de la biblioteca Wiley
275L instalada en el GC-MS. La cuantificaciéon se rea-
liz6 con base en el porcentaje de area de cada pico del
cromatograma correspondiente a cada compuesto vo-
latil de la albahaca (Gonzalez-Palomares et al., 2009;
Gonzalez-Palomares et al., 2010b).

Analisis estadistico: Se evaluaron las fibras de ex-
traccion utilizadas durante la SPME, con base en el
numero y concentraciéon de compuestos volatiles ais-
lados. Las concentraciones totales de compuestos vo-
latiles de la albahaca se obtuvieron del promedio de
las cinco repeticiones (n = 5) realizadas en la micro-
extraccién con las fibras PDMS/DVB y CW/DVB. Los
datos generados fueron sujetos a analisis estadistico
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a través de la prueba de “t de Student’ y considera-
dos significativos con P < 0,05 (Gonzalez-Palomares
et al., 2010b).

RESULTADOS Y DISCUSION

En albahaca (Ocimum basilicum L.) procedente de La
Huerta, Jalisco, México, se identificaron y cuantifi-
caron 25 compuestos volatiles via GC-MS. En el ais-
lamiento de los componentes aromaticos mediante
SPME, se emplearon dos fibras: PDMS/DVB y CW/
DVB. Del total de los compuestos extraidos, 18 fueron
comunes para ambas fibras (tabla 1).

Tabla 1.
Compuestos volatiles de albahaca identificados mediante dos fibras de extraccion
a través de SPME/GC-MS.

Concentracion (% de area)

Compuesto
PDMS/DVB: CW/DVB:
Fenilpropanoides
Cinamato de etilo 3,11 4,11
Cinamato de metilo 8,50 15,00
Monoterpenos
Linalol 6,00 10,50
Neral - 0,90
a-Pineno = 0,63
B-Pineno -- 0,44
B-Mirceno -- 0,32
p-Cimeno - 0,45
o-Terpineno 1,60 2,00
Sesquiterpenos
B-Cariofileno 0,93 1,70
a-Cadineno - 0,51
Esteres
Acetato de isoamilo 0,23 1,10
Acetato de hexilo 0,92 2,15
Acetato de etilo 1,10 1,41
Acetato de octilo 1,17 2,05
Acetato de bencilo 1,19 1,85
2-metilbutirato de etilo 1,25 2,21
Miristato de etilo 1,21 1,35
Benzoato de etilo 0,97 0,99
Hexanoato de etilo - 1,95
Aldehidos

Nonanal 0,94 0,81
Hexanal 0,91 0,90
Decanal 0,45 1,54
(E)-2-Octenal 0,47 0,70
(E)-2-Nonenal 0,59 1,89
Total de compuestos: 18 25

Los valores representan el promedio de cinco repeticiones (n=>5).
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Se encontraron diferencias significativas (P < 0,05)
al comparar entre si las fibras de extraccion, tanto en
el namero de componentes identificados (18 con la fi-
bra PDMS/DVB y 25 con la fibra CW/DVB) como en
la concentracion total: 31,54 % con la fibra PDMS/
DVB y 57,46 % con la fibora CW/DVB. Ademas, con
la fibra PDMS/DVB se aislaron menos terpenos que
con la fibra CW/DVB. Estas discrepancias pueden de-
berse a la composicién de cada fibra y a la afinidad de
los compuestos de la muestra a la matriz adsorbente.
En el tequila, la fibra PDMS/DVB permitié6 muy baja
cuantificacién de terpenos, la cual mejor6 al adicionar
100 % de NaCl, con temperatura y tiempo de extrac-
cién de 25 °C y 30 min, respectivamente (Pefia-Alvarez
et al., 2006). En el aislamiento de los componentes de
la miel, la fibra PDMS/DVB tuvo mayor eficiencia que
la CW/DVB (Cuevas-Glory et al., 2008). Para Costa et
al., (2001) la fibra CW/DVB permitié la clasificacion
de los compuestos volatiles del café con base en el ori-
gen geografico. Klimankova et al., (2008) obtuvieron
perfiles de compuestos volatiles de albahaca bastante
similares entre las fibras PDMS/DVB y CW/DVB.

En el actual estudio, los componentes extraidos de
la albahaca se agruparon con base en sus caracteristi-
cas estructurales en fenilpropanoides, monoterpenos,
sesquiterpenos, ésteres y aldehidos. Los compuestos
volatiles pertenecientes a los tres primeros grupos co-
incidieron con los reportados en otros trabajos de in-
vestigacion (Lachowicz et al., 1996; Ozcan y Chalchat,
2002; Vina y Murillo, 2003; Lee et al., 2005; Chang et
al., 2009). Estos autores han tabulado en la albahaca
mas compuestos, sin embargo, debido a que fueron
aislados por hidrodestilacion o por destilacion con va-
por, posibles artefactos o productos de degradacion
estan en algunas de estas listas. De otros estudios,
que utilizaron SPME, correspondieron los compuestos
mas abundantes (Reyes et al., 2007) y algunos mono
y sesquiterpenos (Klimankova et al., 2008).

Con las dos fibras de extraccion utilizadas, el cina-
mato de metilo (fenilpropanoide), el linalol (monoter-
peno), y el cinamato de etilo (fenilpropanoide) fueron
los compuestos de mayor concentracién. El cinamato
de metilo y el linalol, han sido reportados por otros
autores como los mayores componentes (Lachowicz et
al., 1997; Acosta et al,, 2003; Vina y Murillo, 2003;
Reyes et al., 2007), o dentro de los mayores constitu-
yentes del aroma (Lee et al., 2005; Munoz et al., 2007;
Politeo et al., 2007; Klimankova et al., 2008) en dife-
rentes variedades de O. basilicum. Lee et al., (2005)
también detectaron al cinamato de etilo aunque en
baja concentracion. De acuerdo con Lawrence (1988),
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el componente predominante es el que determina el
quimiotipo de la albahaca. En la presente investiga-
cion, el cinamato de metilo fue el principal compo-
nente, seguido por el linalol (razén 1,5:1). En algunas
variedades de O. basilicum se han encontrado pro-
porciones iguales o similares entre estos compuestos
(Lachowicz et al., 1997; Vifia y Murillo, 2003) y se es-
tableci6 que eran del quimiotipo “cinamato de metilo”,
subtipo “cinamato de metilo> linalol” (Viha y Murillo,
2003). Posiblemente dicho quimiotipo y subtipo sean
también los que corresponden a la albahaca utilizada
en este trabajo. No obstante, se requieren investiga-
ciones posteriores para confirmar tal informacion.

En las hojas de la albahaca se encuentran gran-
des cantidades de fenilpropanoides, monoterpenos y
sesquiterpenos, asi como metabolitos derivados de los
acidos grasos. Estos grupos de compuestos, indivi-
dualmente y en combinaciéon, imparten un distintivo
aroma y sabor (Gang et al., 2001). Los acidos grasos
insaturados y poliinsaturados son precursores de un
gran numero de compuestos volatiles que son impor-
tantes para definir el caracter aromatico, entre ellos,
los ésteres y los aldehidos (Christensen et al., 2007).
Los ésteres y los aldehidos han sido escasamente re-
portados en albahaca, sin embargo, en este estudio
el mayor numero de los compuestos extraidos corres-
ponden a estos dos grupos. En la albahaca se han
registrado un amplio rango de aromas: a limén, rosa,
alcanfor, licor, amaderado y afrutado (Simon et al.,
1999). Los compuestos encontrados en esta investi-
gacion proporcionan diversas notas: los fenilpropano-
ides y los ésteres, aromas afrutados (Christensen et
al., 2007); los monoterpenos y sesquiterpenos proveen
olores frescos, florales, a limoén, dulces, herbaceos,
afrutados y amaderados (Tamura et al.,, 2001), y los
aldehidos, notas frescas, verdes, citricas, florales, ja-
bonosas y oleosas (Rouseff y Perez-Cacho, 2007). Los
compuestos volatiles se forman de los constituyentes
mayores de las plantas a través de varias rutas bioqui-
micas (Christensen et al., 2007). Los fenilpropanoides
se biosintetizan a partir del acido cinamico a través de
la ruta del siquimato. Los monoterpenos y sesquiter-
penos tienen su origen biosintético en la via del acido
mevalonico, también conocida como ruta del mevalo-
nato (Vifia y Murillo, 2003; Wossa et al., 2008). Los
ésteres y aldehidos resultan de la degradacion de los
acidos grasos insaturados y poliinsaturados (Chris-
tensen et al., 2007).

La composicion quimica de la albahaca puede ver-
se influenciada por la variedad, las condiciones agro-
climatolégicas (Lachowicz et al., 1997; Viia y Murillo,
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2003), el estatus nutricional de las plantas (Ozcan y
Chalchat, 2002; Sajjadi, 2006), el estado de desarrollo
vegetativo (Fleisher, 1981), y la parte de la planta ana-
lizada (Mufnioz et al.,, 2007; Klimankova et al., 2008).
Las variedades de Ocimum basilicum L., exhiben dis-
tinto caracter aromatico, caracteristicas morfolégicas,
composicién quimica en los aceites esenciales, y qui-
miotipos (Simon et al., 1999). Varios métodos analiti-
cos han sido desarrollados para determinar los cons-
tituyentes volatiles de los aceites esenciales, aunque
algunos de ellos pueden ocasionar cambios quimicos
en los compuestos o pérdida de la mayoria de los vola-
tiles (Klimankova et al., 2008). Atin cuando la extrac-
cion de los compuestos volatiles se realice mediante
el mismo método, hay factores que pueden variar los
resultados. Particularmente, en la SPME, el tipo y es-
pesor del recubrimiento de la fibra usada, la adicion
de un electrolito (e.g. una sal), las condiciones de ex-
traccion (tiempo y temperatura), y la temperatura del
puerto de inyeccion para la desorcion de los analitos
de la fibra (Vas y Vékey, 2004). Las variaciones encon-
tradas en el aislamiento de compuestos volatiles de la
albahaca, entre este proyecto y otras investigaciones
pueden deberse a la variedad de las plantas, al méto-
do y las condiciones de extraccion utilizadas.

Es importante recordar que ningin método para
aislar el aroma de una planta da una identificacion
completa de los compuestos aromaticos presentes en
ella (Reineccius, 2007; Gonzalez-Palomares y Vaz-
quez-Garcia, 2008). La composicién del aroma es una
mezcla compleja de sustancias que aunque lleva en
si misma la huella del vegetal del que procede, cada
planta tiene su esencia particular, la cual es Unica e
irreproducible (Padrini y Lucheroni, 1997; Gonzalez-
Palomares et al., 2009).

La sensibilidad de la SPME usada en este trabajo
fue comparable con métodos convencionales como la
hidrodestilacién o la destilacion con vapor en cuan-
to a la extraccion de los fenilpropanoides, monoter-
penos y sesquiterpenos. Segun la literatura citada en
los resultados, dentro de estos grupos de compuestos
se encuentran los mayores constituyentes del aroma.
En la SPME, las variaciones en la composicion qui-
mica de la albahaca con respecto a reportes previos,
principalmente estuvieron dadas por la variedad, el
recubrimiento de la fibra, la adicién de sal, el tiempo y
la temperatura de extraccion. Con el fin de ampliar y
complementar la informacién obtenida de la albahaca,
se justifican investigaciones posteriores de los com-
puestos volatiles y asi dirigir la informacién obtenida
hacia posibles aplicaciones.

DIRECCION DF APOYO ALA INVESTIGACION ¥ Al POSGRADC

CONCLUSIONES

El perfil quimico de Ocimum basilicum L., procedente
de La Huerta, Jalisco, México esta constituido princi-
palmente por fenilpropanoides y monoterpenos, cuyos
principales compuestos representantes son el cina-
mato de metilo y el linalol, respectivamente.

La técnica de SPME/GC-MS representa un método
apropiado para la extraccion de compuestos volatiles
de la albahaca. En las condiciones analiticas emplea-
das, la fibora CW/DVB present6é una mejor eficiencia
de adsorcion de compuestos volatiles.
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