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El cultivo de los citricos en la cuenca del Mediterraneo tiene
su principal exponente en las naranjas y los limones, cuya
produccion adquiere especial importancia en Espana e Italia
fundamentalmente, como principales suministradores de frutos
frescos a los paises comunitarios de la UE. A su vez la
industrializacion de los frutos citricos tiene una amplia tradicion
en estos paises y constituye la unica via interesante de

aprovechamiento y regulacion de excedentes.

En nuestro pais y mas concretamente en la Region de Murcia
la transformacion industrial del limon se realiza desde hace
tiempo, constituyendo desde el principio el aceite esencial de

limén, por sus aplicaciones y extraordinario valor, el primer



producto derivado, en contraste con la naranja para la que siempre

el aceite esencial ha sido considerado un subproducto.

Existen estudios anteriores sobre los aceites esenciales de
limoéon elaborados en Espana, pero hasta el momento no se habia
desarrollado ninguna norma de las caracteristicas y composicion
del aceite esencial de limon espanol, que sirviese de referencia de
su genuinidad y calidad con respecto al procedente de otros

origenes.

Dado el aumento de su comercializacion y las variaciones
producidas en las dos ultimas décadas, tanto por la diversidad de
las condiciones agrobiologicas de desarrollo de los limones como
por los cambios tecnologicos en la elaboracion del propio aceite
esencial, la actualizacion de los datos relativos a las caracteristicas
y composicion del aceite esencial de limén elaborado en Espana

resultan de incalculable valor.

Los objetivos del trabajo que se presenta en esta memoria se
orientan hacia la puesta al dia del conocimiento de este aceite
esencial y la consiguiente aportacion de datos a una posible
propuesta de normalizacion del aceite esencial de limon Citrus

limon (Linneo) N.L. Burman producido en Espana.

Hasta ahora, se vienen normalizando por parte de los
organismos oficiales -AENOR (Asociacion Espanola de
Normalizacion y Certificacion), ISO (International Standard
Organization)-, los distintos meétodos de trabajo con vistas a
facilitar las determinaciones a realizar, que garanticen la

autenticidad y pureza de los productos existentes en el mercado.



Logicamente alcanzar estas certificaciones supone un incremento

del valor anadido de los productos incluidos en ellas.

De aqui deriva la importancia de la realizacion de ésta
memoria de Tesis Doctoral en la que se pretende colaborar con la
caracterizacion del aceite esencial de limon producido en Espana.
Para ello se llevan a cabo estudios de la composicion fisico-
quimica, asi como de su perfil cromatografico representativo de la
fraccion volatil responsable de la calidad organoléptica y de su

valor comercial.

Los objetivos establecidos para el desarrollo de este trabajo
son:
1.- Estudio de las caracteristicas organolépticas de muestras

de aceites esenciales de limon espanol.

2.- Estudio de las caracteristicas fisico-quimicas del aceite
esencial de limon producido en Espana. Para ello se consideran los
siguientes parametros: Indice de refraccion, rotacién optica, peso

especifico, indice de carbonilo, solubilidad en etanol y residuo seco.

3.- Analisis mediante espectrofotometria de ultravioleta, para

la obtencion del espectro caracteristico y el valor del indice CD.

4.- Analisis por cromatografia de gases y espectrometria de
masas, para la identificacion del mayor numero posible de

componentes de la fraccion volatil del aceite esencial.

5.- Consideracion de datos para elaboracion de una
monografia de las caracteristicas del aceite esencial de limon

producido en Espana.



I- INTRODUCCION






El género Citrus parece que proviene de la zona este del
Himalaya, Pakistan y Birmania. En Europa Teofrasto describe una
especie de Citrus introducida en el S.III por los bizantinos; a
continuacion aparecen el naranjo amargo, el limonero y el naranjo
dulce (Drouet, 1982). A principios del s. XII el cultivo del limonero
en Iran y Palestina, es descrito por IBOR JAMI, fisico de la corte de

Saladino (1171-1193).

Los arabes lo introducen por el norte de Africa en Espafa e
Italia hacia el 1150, de ello tenemos noticia a través de los tratados
de dos autores andaluces de la segunda mitad del siglo doce, Ibn-

al-Awam en su “Libro de Agricultura” describe de forma detallada



los procedimientos de multiplicacion y cultivo del limonero; Ibn-el-
Beithar refleja las propiedades terapéuticas del zumo de limon del
que ofrece distintas formulas de aplicacion (Laencina, 1970).
Cristobal Colon tras su segundo viaje lo introduce en América en
1493, e ingleses y holandeses en Africa del Sur. El proceso de
extraccion se resena en el 1700, en dos escritos del abad Domenico
Sestini publicados en Florencia en 1780 (Di Giacomo y Mincione

1994).

Dentro de la tribu botanica de las Aurantoideas, en la familia
de las Rutaceas, se encuentra el género Citrus, al que pertenece el
limonero, que tras el acuerdo tomado en 1964 en Edimburgo en el
X Congreso Internacional de Botanica con vistas a unificar la
nomenclatura recibe el nombre de: Citrus limon (Linneo) N.L.

Burman (Drouet, 1982).

En la Tabla 1.1, se describen las principales especies del
género Citrus utilizadas en la obtencion de aceites esenciales. Si
bien el fruto, en general, es la principal fuente de obtencion del
aceite esencial de los citricos, en algunos casos se elaboran
esencias procedentes de otras partes vegetales especialmente de
hojas, flores y tallos jovenes. La destilacion por arrastre con vapor
de agua constituye el método de extraccion mas generalizado en
estos casos, junto con la extraccion por disolventes organicos. El
extraordinario valor econéomico de algunas de éstas esencias junto
a sus peculiaridades propicia las actuales investigaciones de
aplicacion de nuevos meétodos de extraccion como el empleo de

gases en condiciones supercriticas.
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TABLA I. 1- PRINCIPALES ESPECIES DEL GENERO CITRUS
UTILIZADAS EN LA INDUSTRIA DE ACEITES ESENCIALES

ESPECIE ORIGEN CARACTERISTICAS CULTIVARES
BOTANICAS
Limonero Birmania Arbol de talla media o Feminello: comun, sfusato,
Citrus limon, (L) Burman. | septentrional grande, ramas con espinas Continella, flor de naranjo,
fuertes. Hojas de color verde
palido. Flores de color rosa - | Sta. Teresa , Monachello ,
violaceo. Frutos alargados o .
) Lunario e Interdonato
mas o menos redondeados
de corteza  ligeramente
rugosa. Pulpa de tono
amarillo rica en zumo de
sabor acido. Presenta
semillas.
Naranjo amargo Sureste Arbol de mediana talla, con | Bouquetier
Citrus aurantium, L. asiatico ramas  espinosas, hOJaS
medianas, ovales y provistas
de peciolo alado.
Flores grandes blancas,
hermafroditas y muy
perfumadas. Frutos de piel
espesa rugosa de intenso
color naranja en la madurez
con numerosas semillas y
pulpa acida y amarga.
Naranjo dulce Indochina Arbol de altura media cima | Pigmentadas: Moro, Taroco,
. . . redondeada, ramas con . .
Citrus sinensis, L.Osbeck. espinas delgadas, flexibles Sanguinela, Sangrina.
Rubias: Comun, Belladona,
Navelina, Oval, Valencia late,
Salustiana y Navelate.
Naranjo clementina Argelia Comun, Monreal y Oroval.
Citrus clementine, Hort.
Mandarino Asia Avana y Tardio
Citrus reticulata, Blanco.
Pomelo Duncan, Ruby, Thompson y
Citrus paradisi, McFayden Marsh seedless
Lima dulce Dulce romana y Palestina
Citrus limetta, Risso.
Cidra India Cedro de diamante

Citrus medica, L.

Bergamoto

Citrus bergamia, Risso.

Canarias ?

Fantastico, Femminello,

Castagnaro.

(Di Giacomo y Mincione, 1994)
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I.1- PRODUCCION E INDUSTRIALIZACION.

A nivel mundial se cultivan mas de 1,5 millones de hectareas
de limonero. Los mayores productores del mundo son Estados
Unidos, Argentina, Italia, Espana, Grecia, Israel, Costa de Marfil,
... En nuestro entorno proximo del area de la cuenca mediterranea
destaca en primer lugar Italia cuyo limoén proviene sobre todo de la
zona de Sicilia, donde se cultivan muchas variedades. La mas
importante es la de feminello sfusato con frutos parecidos a los de
variedad lisboa. Otra variedad mas resistente al “mal secco” es la
monachello, aunque es mas pobre en aceite esencial (Di Giacomo y

Mincione, 1994).

La superficie dedicada al cultivo de citricos en Espana
supera en el ano 1994 las 250.000Ha, de las que el 20% se
destinan al limo6n, lo que supone una produccion que supera las
500.000Tm; actualmente se considera que esta cifra puede rebasar
las 700.000Tm. En el Levante y en concreto en Murcia se procesa
limon durante casi todo el ano, casi el 40% del total de limon

recogido en toda Espana. (CMAAARM, 1998).

La variedad “Verna” constituye el 70% del cultivo de limo6n y
el resto corresponde casi enteramente a la variedad conocida como
“Fino” o “mesero”. Se llama limon de invierno el que procede de la
variedad Fino, que permite obtener frutos desde
septiembre/octubre hasta casi febrero, siendo éstos los mas
interesantes para la obtencion del aceite esencial de limon ademas
de por su riqueza en acido citrico. Los del tipo verdelli se recolectan
durante el verano, dando un aceite esencial con ligeras variaciones

respecto al de invierno.
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Asi encontramos que en la campana 1994/95 se producen
562.715Tm de limon en Espana llegando a 742.032Tm, en la
campana 1997/98 (MAPA, 1999).

La distribucion por comunidades autonomas se muestra en
la Tabla I.1.1. Como se puede observar, es en la Region de Murcia
donde se produce la mayor parte, seguida de la Comunidad
Valenciana, representada por Alicante sobre todo en la zona de

Orihuela.

La exportacion para el consumo en fresco, constituye el principal
destino de la produccion, aun asi no resulta suficiente como para
asumir el total de la produccion de la que se destinan a
exportacion 380.103Tm (Tabla I.1.2). En la campana 1994/95 de
una produccion de limones de 662.800Tm, se destinan a
exportacion 335.600Tm, 180.000Tm a transformacion industrial,
115.000Tm al mercado interior, con unas pérdidas estimadas de

11.400Tm (INTERCITRUS, 1999).

La saturacion de los mercados Comunitarios, la complicacion
que el mercado de U.S.A. ofrece a la importacion, la dificultad de
acceso al mercado Japonés y los limitados mercados de los paises
del Este propician como mejor salida posible la transformacion
industrial del limén, en una amplia gama de elaborados de alto
valor anadido que permitan el aprovechamiento integral de los

frutos (Laencina y Carpena, 1974; Coll, 1992).
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TABLA 1.1.1- DISTRIBUCION POR COMUNIDADES AUTONOMAS DE LA PRODUCCION DE LIMON EN LAS ULTIMAS

CAMPANAS
94/95 (Tm) 95/96 (Tm) 96/97 (Tm) 97/98 (Tm)
Murcia 229.140 214.970 239.410 396.651
Valencia 203.475 120.133 152.578 231.479
Andalucia 114.000 88.375 73.524 97.202
Catalufia 1.400 1.200 900 1.200
Baleares 2.700 3.500 3.200 3.400
Otras 12.000 8.736 13.000 12.100
Total 562.715 436.914 482.612 742.032

INTERCITRUS, 1999
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TABLA 1.1.2- EXPORTACION DE CITRICOS A PAISES DE LA

UNION EUROPEA

Pais Limones (Tm)

Francia 89.744
Bélgica-Luxemburgo 16.010
Paises Bajos 06.747
Alemania 109.375
[talia 41.885
Reino Unido 32.275
Irlanda 1.048
Dinamarca 3.868
Grecia 4.559
Portugal 2.509
Suecia 5.317
Finlandia 1.986
Austria 4.780
Total 97/98 380.103
Total 96/ 97 296.790
Incremento 28 %

INTERCITRUS, 1999
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1.2- TRANSFORMACION INDUSTRIAL DEL LIMON EN LA
OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL.

Para comprender mejor el proceso al que se va a someter el
limén para su transformacion industrial vamos a continuacion a

detallar de forma somera las caracteristicas principales del fruto.

I.2.1- Limo6n, materia prima para la industria citrica.

La estructura del fruto citrico se constituye de tres partes
bien diferenciadas, como aparecen en la Figura 1.2. 1. El epicarpio o
flavedo, el mesocarpio o albedo y el endocarpio constituido por
varios segmentos o gajos que contienen las vesiculas repletas de
zumo y donde estan también las semillas El tamano de los frutos
es de mediano diametro (54mm) y una altura media de 69mm; la
corteza es muy adherente, delgada -espesor medio de 3.9mm- y

representa el 30% del peso del fruto (Coll, 1992).

La floracion principal o de primavera que da lugar a los
limones llamados de “cosecha”, se extiende desde marzo a mayo,
dependiendo de la climatologia del ano, edad, localizacion y estado
fisiologico de los arboles. Los limones que se cosechan de esta
floracion se recolectan de febrero hasta casi el mes de julio-agosto,
aunque los frutos de verano tienen menor consistencia, son muy
irregulares y por lo tanto la calidad disminuye. Hacia septiembre
tiene lugar una segunda floracion cuyos frutos llamados “rodrejos”
se recolectan a finales del verano siguiente. Estos limones poseen
una piel mas fina y se cosechan cuando el color de los frutos es de
un verde claro. El tamano de los frutos es variable, el espesor de la

corteza oscila entre los 3 y 11mm.
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POLO PEDUNCULAR

Flavedo

Glandulas esenciale

Albedo
Eje central

docarpio

FIG.I.2.1.1- ESTRUCTURA DEL FRUTO CITRICO
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El limonero Verna es la variedad mas extendida en la region de
Murcia. En zonas de buena climatologia no deja de florecer
durante todo el ano, por lo que se puede disponer de frutos a lo
largo del mismo, si bien es una variedad tipica de primavera-
verano. La floracion que se produce entre la de primavera y verano
da lugar a los frutos conocidos como limones “segundos” o
“Sanjuaneros” mas rugosos y menos consistentes, por lo que son

poco estimados en el mercado.

El limon Fino se recolecta de octubre a enero; su ciclo es mas
corto que el de limén Verna, y procede de la floracion de marzo,
que es muy regular. A finales de verano se produce otra floracion,
no tan intensa como la del Verna, que dara lugar a los “rodrejos”

del verano siguiente.

I.2.2- Tratamiento del fruto.

La recoleccion de los frutos debe ser sumamente cuidadosa
ya que la integridad del pericarpio va a influir en el rendimiento y
la calidad del aceite esencial obtenido. Tras la recoleccion, el fruto
es transportado a las industrias transformadoras; alli se recibe
generalmente en balsas de agua y a continuacion se eliminan las
partes sobrantes -restos de hojas y peciolos- y se procede al lavado

de los frutos que a continuacion pasaran a ser procesados.

La seleccion de los frutos es especialmente importante ya que
el coste de la materia prima corresponde a mas del 80% del coste
industrial, y la calidad del producto final esta intimamente ligada
con la calidad de la fruta. Por tanto se debe adquirir la variedad,

calidad y cantidad necesarias de frutos, con un estado de

19



maduracion adecuado. Las empresas acostumbran a mantener un
registro del rendimiento y calidad obtenidos con los frutos de
distintos origenes y distintas condiciones, que les sirve de
orientacion para la adquisicion de las frutas en las nuevas

temporadas (Viegas, 1990).

Los limones destinados a industria deben estar limpios,
sanos, con buen aspecto externo, de madurez y tamano uniforme.
La falta de uniformidad en el tamano y la maduracion causa serios
problemas en el rendimiento y en la calidad de los productos
obtenidos (FMC, 1981). El aspecto exterior de la fruta es un buen
indicador de los cuidados que el agricultor brinda a la plantacion.
Los frutos bien cultivados soportan mejor la manipulacion a que
son sometidos en las diversas fases del proceso, permitiendo que la
fabrica trabaje con mayor eficiencia al presentar mayor
rendimiento, menores pérdidas, menos mano de obra para separar
frutos de mala calidad en las cintas transportadoras, y permiten la

obtencion de mayor cantidad de subproductos.

La manipulacion de la fruta desde su recoleccion ha de
efectuarse con el maximo cuidado, ya que los golpes pueden, al
romper las células, producir transformaciones fisico-quimicas
indeseables o favorecer el desarrollo de hongos que contaminen el
producto y por supuesto pérdidas de aceite esencial. Si hubieran
de almacenarse se haria en un lugar ventilado a la sombra,
manteniendo la fruta seca y procurando procesarla lo antes

posible.
El transporte por el mismo motivo se hara procurando evitar

el dano del pericarpio ya que se pueden lacerar los utriculos. Las

condiciones ideales de transporte estan mas o menos lejos de la
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realidad, ya que es imposible eliminar totalmente las magulladuras
en los frutos cuando estamos hablando en términos de toneladas
meétricas. Se descarga el limon sobre lechos acuosos para

minimizar los golpes.

El tratamiento preliminar pasa por la inspeccion de los frutos
por parte de personal cualificado. La seleccion se realiza en una
cinta transportadora de rodillos que hace girar a la fruta durante el
transporte permitiendo inspeccionar visualmente toda la superficie
de la misma, se retiran los frutos no aptos, con golpes en la
corteza, cortes o picaduras de insectos y acaros, o aquellos que

presenten claros sintomas de envejecimiento.

Los restos de tierra y hojas y la suciedad adherida a la
corteza se eliminan mediante lavadoras con cepillos rotativos. Si se
observan evidentes imperfecciones se debera proceder a la retirada
de la cinta de la fruta no adecuada para ser procesada. La
humedad se elimina posteriormente mediante ventilacion, ya que el

fruto debe estar seco para su procesado.

1.2.3- Obtencion del aceite esencial.

Para la extraccion de aceites esenciales la tecnologia opta por
uno de los ciclos descritos en las siguientes Figuras [.2.3.1, ciclo
de elaboracion por el método de raspadura y 1.2.3.2 ciclo de

elaboracion por el método de esfumadura o espumadora.
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Fruta

\J
Seleccion
\J
Raspadura
|
| l
Fraccion liquida Fruto raspado
\J 2
Refinado Extraccion de zumo
\J
Estocaje
2

Centrifugacion primaria

Fraccion acuosa Fraccion oleosa
Recirculacion Centrifugacion secundaria
,
l l » Emulsion

Aceite esencial Fraccion acuosa

|
}

Destilacion

Aceite esencial destilado

FIGURA 1.2.3.1- CICLO LLEVADO A CABO EN LA TECNICA DE
RASPADURA. (Di Giacomo y Mincione, 1994)
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Fruta

|

Seleccion

Extraccion de zumo
\

l l

Cortezas Zumo
Esfum\adura

Cortelza esfumada Fase lliquida
Filtr‘aci()n
l |

Detritos Fase liquida

Prens; en continuo Centrifugacion primaria
Cortezla agotada Emllllsi()n Fase olleosa Fase alcuosa

Centrifugacion secundaria Recirculacion

Fase acuosa Aceite esencial
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FIGURA 1.2.3.2- CICLO LLEVADO A CABO EN LA TECNICA DE
“ESFUMADURA”. (Di Giacomo y Mincione, 1994)
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La tecnologia utilizada, se encuentra ligada de una forma u
otra a la de extraccion de zumo. El tratamiento del fruto completo
se considera idoneo, segiun Di Giacomo y Mincione (1994), para la
transformacion en continuo de grandes cantidades de fruto,
mientras el proceso de “sfumatura” se prefiere en empresas de tipo
medio o artesanales especializadas en producir aceites esenciales

de calidad “exquisita”.

En el primero los frutos se someten a raspado liberandose el
aceite esencial de los utriculos, junto con restos de corteza, bajo la
accion de una fina lluvia de agua que arrastra al aceite y los
“detritus” hacia una refinadora que filtra y separa la emulsion
oleosa de las particulas en suspension, obteniéndose mediante la
centrifugacion de dicha emulsion una fase acuosa que se somete a
recirculacion, otra emulsion que se somete a destilacion y una fase
oleosa que tras una nueva centrifugacion produce un efluente

acuoso que es enviado a destilacion, y el aceite esencial.

En el método de “sfumatura” se actua sobre la corteza una
vez se ha extraido el zumo, presionandola y comprimiéndola
repetidamente para lograr la salida del aceite esencial de los
utriculos que es arrastrado por una fina lluvia de agua, dispuesta
oportunamente en el interior de la maquina. La fase liquida se
filtra para separarla de los restos de corteza y se somete a una
primera centrifugacion en la que se obtiene una emulsion
enriquecida en aceite esencial -cerca de un 80%- y una fase acuosa

que se recircula tras decantacion.
La fase oleosa sometida a una segunda centrifugacion

permite obtener el aceite esencial y una fraccion acuosa con un

elevado contenido en ceras. Los restos de corteza se prensan
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anadiendo agua -siempre en forma de fina lluvia- liquido que a
continuacion se somete a destilacion en corriente de vapor y bajo

condiciones de vacio.

En cuanto a maquinaria se refiere, se pueden mencionar las
siguientes: Pickin Roll, Screw press, Fraser-Brace excoriator, AMC
scarifier, Brown peel shaver, etc. que recuperan el aceite del fruto
en un paso previo a la extraccion de zumo (Holbrook y Bushman,

1981).

En la patente para la Brown International Corporation, se
describe el sistema como una cama de rodillos con superficies
punzantes o abrasivas. Los frutos avanzan en una sola capa y se
van rompiendo las glandulas oleiferas del pericarpio, quedando el
aceite recogido en el agua de arrastre formando una emulsion que
se descarga sobre una prensa y pasa posteriormente a través de un
separador de particulas y centrifugacion para separar el aceite
esencial. Los aceites asi obtenidos cumplen las especificaciones de
la USP, excepto lo referente a los residuos de evaporacion

(Kesterson et al., 1979).

En este tipo de maquinaria se opera sobre el fruto entero por
abrasion como en los primeros sistemas manuales (Di Giacomo y
Mincione, 1994) siguen también éste sistema las maquinas
“Pelatrice” (peladora) que producen el raspado del fruto completo
mediante varios pares de rodillos -entre tres y seis- de superficie
punzante dispuestos trapezoidalmente con el eje longitudinal
paralelo al sentido de avance de los frutos, los que rotan hacia el
exterior impiden que los frutos sean aplastados, haciendo que
resbalen sobre si, cambiando continuamente su posicion

ofreciendo toda la superficie a la accion abrasiva de las puntas de
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los rodillos, al mismo tiempo que el aceite es arrastrado mediante

agua fuera de la maquina.

La velocidad de carga y la de rotacion de los rodillos depende
del citrico que se trate, de su estado de maduracion; la forma del
fruto condiciona el tiempo de procesado de los mismos, siendo
necesarios tiempos mas prolongados en el caso del limon que en la
naranja y frutas no ovaladas por ejemplo el modelo de seis pares
de rodillos, procesa entre doce y catorce toneladas de naranja en

una hora (Di Giacomo y Mincione, 1994).

Otros tipos de maquinaria como “Torchio” (prensa) y
“Sfumatrice” (esfumadora) -“Speciale” e “Indelicato” obtienen el
aceite esencial de un fruto al cual ya se ha extraido el zumo. El
tipo “Torchio” produce el prensado de la corteza mediante dos
hélices que giran en sentidos opuestos, hélices situadas en jaulas
que hacen de filtro y abrasivo al estar surcadas por fresas
longitudinalmente y talladas con fisuras calibradas para permitir la
salida de la esencia. El primer prensado se realiza a presiéon no
muy elevada y el liquido obtenido atraviesa, con ayuda de agua a
presion, un cedazo giratorio del que se recupera el aceite tras
centrifugacion. Los restos de corteza se someten a un segundo
prensado de mayor intensidad consiguiendo una pasta densa que
diluida con la fase acuosa procedente de la centrifuga atraviesa el

filtro y se destina a la destilacion.
En la figura 1.2.3.3 se muestran los esquemas de los dos

modelos mas usuales “Indelicato” y “Speciale” (Di Giacomo y

Mincione, 1994).
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B: Modelo “Speciale”

FIGURA 1.2.3.3- MAQUINAS TIPO SFUMATRICE. A) MODELO
“INDELICATO”, B) MODELO “SPECIALE” (Di Giacomo y
Mincione, 1994).
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El tipo de maquinas -de implantacion casi exclusiva en
Sicilia- denominadas “sfumatrice”, poseen una cinta sin fin,
modelada a propoésito con salientes orientados hacia una superficie
fija, provista a su vez de protuberancias. La distancia entre éstas y
las de la cinta sin fin se regula de modo que se consigue la
escarificacion de la corteza, procurando que no se rompa la corteza

totalmente y sea rentable la proporcion de aceite esencial obtenida.

Por ultimo nos encontramos con maquinaria que realiza
simultaneamente la separacion de zumo y aceite esencial. Entre
éstos se puede citar la “Unidad mondadora-esfumadora”
(Indelicato), el extractor FMC “In-Line” (Food Machine Corporation)
y el extractor “pelatrice” Speciale que es capaz de procesar entre
5.000 y 15.000Kg de limon por hora y que junto con el anterior son
los sistemas mas utilizados en la cuenca Mediterranea. De éstas
ultimas se muestran los esquemas en las Figuras 1.2.3.4 y 5

respectivamente.

La FMC “In line”, consiste fundamentalmente en dos copas
dentadas que intercalan sus dientes cuando se cierran a presion.
Se clasifican los frutos por tamanos, a continuacion se colocan en
el centro de la copa inferior, la presion generada por la bajada
progresiva de la copa superior produce la ruptura de las glandulas
oleiferas, el diseno de los perfiles de las copas impiden que la
corteza se rompa. Un potente chorro de agua micronizada arrastra
el aceite, se consigue asi una primera emulsion con cuatro
componentes: agua, aceite, restos de corteza y solidos en

suspension.
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FIGURA 1.2.3.4- MAQUINAS “FMC IN-LINE”
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Al mismo tiempo que se ejerce la presion sobre el fruto, se fuerza la
introduccion del tubo pre-refinador (prefinishing strainer tube) a
través de la apertura efectuada por la cortadora inferior. Cuando
las copas estan totalmente cerradas, las cortadoras superior e
inferior se engranan, cerrandose asi la apertura superior del tubo
pre-refinador, construido de malla perforada que retiene parte de la
pulpa y demas fracciones sélidas, impidiendo que se mezclen con
el jugo. Un tubo (orifice tube) comienza a subir por el interior,
ejerce presion sobre la masa del fruto expulsando el jugo a través
de las perforaciones hacia el recipiente que lo recoge (juice
manifold). La corteza es expulsada a través de la apertura anular
existente entre el diametro exterior de la cortadora superior y el

final de los dedos de la copa superior.

Cualquier resto de zumo en el pre-refinador es extraido por
la presion ejercida por el tubo de orificio cuando completa el golpe.
Los desperdicios son expulsados a través de la apertura disenada

en la parte inferior del tubo de orificio.

La seleccion del tamano de las copas se realiza en funcion
del rango de tamanos de la fruta a procesar. Las extractoras “In
line” presentan muy buena eficiencia para los rangos de tamanos
de frutos recomendados. Sin embargo pueden ocurrir pérdidas en
los rendimientos de zumo y aceite esencial debido a la rotura de los
frutos cuando piezas demasiado grandes o pequenas alimentan
una determinada copa. Este problema se reduce mediante la
seleccion por calibrado del tamano de fruto adecuado antes de la

extraccion (FMC, 1980).

En la extraccion del aceite esencial, la direccion del chorro

micronizado producido por el aro atomizador “spray ring”

32



representa un factor critico. Por lo tanto los aros, asi como el resto
de la linea, deben ser limpiados peridodicamente para evitar el
taponamiento que impida el correcto flujo del chorro de agua. La
forma de los agujeros es fundamental para asegurar un flujo de

agua uniforme y lineal desde los aros atomizadores.

La cantidad de agua también es muy importante en el
proceso de recuperacion del aceite, pudiéndose obtener las
cantidades necesarias de agua por tonelada de fruto para un
optimo de recuperacion, de forma que cantidades menores de agua
produciran pérdidas, mientras que cantidades superiores no

mejoran el rendimiento.

FMC recomienda determinados consumos de agua
dependiendo del tipo de aro atomizador, tamano de copa y modelo
del extractor; asi mismo recomienda el uso de aros de 0,063
pulgadas en las aplicaciones de mayor velocidad, y el de 0,049” en
las de menor velocidad. El uso de agujeros mayores en los anillos
de las maquinas de alta velocidad se debe a que es necesaria mas
agua en éstas maquinas, ya que esta siendo procesada mas fruta
por minuto, y para poder mantener el chorro micronizado de agua
con la direccion y presion adecuadas es necesario incrementar el

tamano de los agujeros.

La presion del agua también es importante. Si es demasiado
alta, parte del agua que ha arrastrado aceite podria escapar
produciendo pérdidas. Por el contrario una presion baja indica
falta de agua en el sistema, y no conseguiria arrastrar

correctamente el aceite de la corteza.
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La eficacia en la alimentacion del fruto a las extractoras es
también un factor importante en su correcto funcionamiento. Si
ésta no es continua el porcentaje de aceite en la emulsion puede

disminuir de forma significativa.

Cotroneo et al.(1986) realizan un estudio comparativo de las
caracteristicas de los aceites obtenidos de limones originarios de
Sicilia con distintos tipos de maquinas extractoras, concluyendo
que el contenido en hidrocarburos totales, monoterpenos vy
compuestos oxigenados de los aceites esenciales obtenidos por los
sistemas “Pelatrice” e “In line” son muy similares. El meétodo
“Sfumatrice” produce aceites con mayor contenido en
hidrocarburos y menor contenido en compuestos oxigenados,
aldehidos y alcoholes que mediante “In line”. El contenido en
ésteres apenas presenta diferencias entre los tres sistemas. Los
valores CD eran similares para “In line” y “Pelatrice” siendo

siempre menores para “Sfumatrice”.

El siguiente paso en el proceso corresponde a la separacion
de las particulas grandes de pulpa y raspaduras de la piel que
acompanan a la emulsion aceite-agua generada por las
extractoras. Para ello se hace pasar la mezcla a través de un
sistema separador de particulas, que consiste en un tambor
tamizador “finisher” con un diametro comprendido entre 0,20 y
0,27 pulgadas. Las particulas de la corteza (raspaduras o “frit”),
son separadas resultando una emulsion aceitosa, con tres
componentes: agua, gotas de aceite esencial y solidos finos que

han atravesado el “finisher”.

Para que éste funcione correctamente se deben tener en

cuenta el caudal de alimentacion y el grado de funcionalidad; se
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debe asegurar que el “finisher” empleado tenga capacidad para
procesar la mezcla con que es alimentado y retenga los soélidos
particulados. La presion del mismo sera cuidadosamente
controlada, de forma que se consiga una presion intermedia, ya
que si es alta muchos soélidos y pectinas pueden ser forzados a
pasar a la emulsion, con lo que aumentaria la viscosidad y
dificultaria la separacion en las centrifugas, y si es muy baja se
perderia gran cantidad de agua y aceite esencial expulsados fuera

del sistema a través de la corriente de raspaduras.

Usando cabezas de aire o mecanicas se consigue una presion
media que permite que la emulsion que va a la primera centrifuga
tenga en torno a un 2-4% de solidos que se pueden separar

mediante centrifugacion a 4500rpm.

Acoplando dos centrifugas se recupera la practica totalidad
del aceite esencial contenida en la emulsion “ligera” procedente del
“finisher” como aceite esencial puro. El paso por la primera
centrifuga se conoce como concentracion o deslodado o

“desludging” y el paso por la segunda como refinado o “polishing”.

La capacidad de separacion de una centrifuga (Vs) viene

dada por la siguiente expresion:

K x D2 x (81-52)

Vs = xRxw2
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Siendo:
D - diametro de la particula.
(01-82) - Diferencia de densidad de los medios a separar.
Vv - Viscosidad de la emulsion.
R - Radio efectivo de la centrifuga.
@ - Velocidad angular de rotacion.

K - Constante que depende de la centrifuga empleada.

Los parametros que determinan la capacidad de separacion
de una centrifuga son Ry @. Asi el funcionamiento de la centrifuga
depende del disenio de la carga permisible del bolo (“bowl”) cuando
esta girando y la capacidad del bolo depende de la presion debida a

la rotacion de su propia masa, y la debida a la presion del liquido.

En los bolos pequenos la presion debida a la rotacion supone
aproximadamente la mitad de la presion total, pero se incrementa
significativamente con el aumento del tamano. La presion del
liquido depende del radio del bolo, que puede alcanzar presiones de
100bar en las centrifugas actuales. Por lo tanto, la forma y
diametro de la cubeta, la velocidad de rotacion y eleccion del
material del bolo son parametros fundamentales en el diseno

(Dickenson, 1987).

Cuando una mezcla de liquidos y particulas con distintas
densidades se introduce en el bolo de una centrifuga, la mezcla
entra en una serie de discos empaquetados “disc stack”, que
reducen la velocidad de flujo, facilitando de esa forma la
separacion. La capacidad de separacion de la centrifuga puede ser
expresada como funcion de la velocidad angular w y de las

dimensiones de los discos apilados.
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La fase liquida pesada y las particulas de mayor densidad se
sitian en la periferia, y pueden ser descargadas de forma rapida y
automatica a través de un dispositivo de piston corredizo “sliding
piston”, que cuando se desplaza hacia abajo abre un orificio en la
pared exterior del rotor; los sé6lidos acumulados se expulsan por el
efecto de la fuerza centrifuga. El piston regresa a su posicion de
cerrado en una fraccion de segundo, mientras la maquina sigue
girando a gran velocidad. Este sistema esta automatizado y puede
ser iniciado por un sensor hidraulico del nivel de soélidos en el

rotor.

La fase oleosa acumulada en el centro fluye hacia su salida
por la parte superior, y segun los tipos de centrifuga la fase acuosa
puede ser expulsada bajo presion de una bomba centripeta o por

gravedad.

En la etapa del deslodado, la emulsion procedente del
“finisher”, es sometida a una centrifugacion de alta intensidad, (@
entre 800-1000rpm), provocando la separacion en tres fases de la

emulsion (Kesterson et al., 1971):
- fase acuosa: con muy bajo contenido en aceite.
- fangos: contienen la mayoria de particulas solidas.

- crema: emulsion con el 70-80% de aceite esencial.

En esta fase pues, se consigue obtener de la primera

centrifuga una emulsion con un alto porcentaje de aceite esencial.

Utilizando un tanque de alimentacién, se asegura que la

entrada de emulsion a esta primera centrifuga mantenga
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condiciones de presion y flujo correctos, y se eliminan los

volumenes de aire que pudieran incorporarse desde el “finisher”.

El ultimo paso del proceso de recuperacion del aceite en
frutos citricos es el refinado “polisher”. Consiste en pasar la
emulsion enriquecida a través de una centrifuga de alta velocidad,
que opera entre las 16000 y las 18000rpm, con lo que consigue
separar el aceite esencial del agua sobrenadante, decantando al

mismo tiempo las particulas soélidas presentes en la emulsion.

La centrifuga refinadora, se alimenta directamente de la
primera centrifuga, y pueden utilizar sistemas de control
automatico, que expulsan los solidos del bolo, cuando el contenido
en el espacio para retirar los sedimentos, alcanza un nivel 6ptimo

(Bott y Schuttler, 1989).

Segun FMC (1980) la instalacion de sistemas de
centrifugacion bajodimensionados, contribuye a pérdidas entre el
50-60% de aceite esencial en el sistema, por ello es fundamental
instalar sistemas con capacidad suficiente para procesar
eficazmente toda la emulsion procedente del “finisher” y evitar asi
pérdidas importantes de aceite. Tras la centrifugacion el aceite
esencial de limo6n, es recogido en un tanque de acero inoxidable,

donde floculan las ceras (Kimball, 1991).

Como bpf se considera la centrifugacion en centrifugas

hermeéticas (Di Giacomo y Mincione, 1994).
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I1.2.4- Almacenamiento y conservacion del Aceite

Esencial.

Los tanques de acero inoxidable que contienen el aceite
esencial, se mantienen a temperaturas comprendidas entre -5°C y
-25°C durante veinte dias en el proceso denominado de
“winterizacion”, para lograr la separacion de las ceras,
traspasandolo a continuacion a bidones de 200L de capacidad

revestidos de resinas fenolicas.

Asi envasado, se almacena en atmosfera inerte (de nitréogeno
o carbonico) y +10°C de temperatura. Se ha sugerido, para lograr
la maxima estabilidad del aceite esencial, el uso de antioxidantes
(siempre subordinado a la legislacion vigente), para evitar el
enranciamiento de las grasas (Di Giacomo y Mincione, 1994). Esto
ultimo, en el caso del lim6n, no suele ser necesario ya que las
propias cumarinas presentes en su composicion poseen de forma

natural esta actividad antioxidante.

El aceite esencial de limén obtenido durante el procesado del
fruto, se considera como material aromatico de la primera
generacion. A partir de este material se han creado un bloque de
nuevos materiales aromaticos, mediante el uso de distintos
procesos fisicoquimicos, que constituyen las sucesivas

generaciones dentro de los productos aromaticos y que son:
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Productos de segunda generacion: Concentrados o “Folded oils”.

Productos de tercera generacion: Aceites esenciales deterpenados y

desesquiterpenados.

Productos de cuarta generacion: “Top notes”, acetaldehido, linalol,
valenceno, nootkatonas, fracciones carbonilicas, etc. (Fleisher et al

1987; Pino et al. 1993; Kern, 1996).

I.3- DETERPENADOS

La eliminacion total o parcial de los aceites esenciales
naturales de los hidrocarburos monoterpénicos y de mono y
sesquiterpénicos, se denominan respectivamente, deterpenacion y
desesquiterpenacion, se efectian principalmente con los siguientes

fines:

- Aumentar la concentracion de los componentes que

contribuyen en mayor medida al aroma.

- Incrementar la solubilidad del aceite esencial de limén en
etanol, incluso de baja graduacion, y asi mismo en disolventes
aptos para tecnologia alimentaria, ademas los deterpenados son
practicamente solubles en agua a las dosis usadas en la
aromatizacion de las bebidas refrescantes y se elimina el
antiestético collarin provocado por los terpenos en la parte alta de

la botella.
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- Eliminar la aparicion de olores desagradables procedentes
de procesos como la resinificacion y enranciamiento provocados

por los hidrocarburos terpénicos.

Los sistemas de deterpenacion utilizados son los siguientes:

1- Destilacion fraccionada a vacio.
2- Extraccion con disolvente
3- Cromatografia de adsorcion

4- Nuevas tecnologias

I.3.1- Destilacion fraccionada a vacio

Consiste en aislar la fraccion con mayor proporcion en
componentes oxigenados. Esto se realiza mediante las siguientes

fases:

a) Preparacion del décimo, en la que se elimina una notable
alicuota de terpenos, mientras la esencia se concentra en una
proporcion de 10:1 en peso. Se usa para ello un balon de
destilacion de acero inoxidable calentado por un lecho de vapor,
una columna de rectificacion con anillos Raschig, un dispositivo de
refrigeracion a reflujo mediante el paso de agua, que termina en
dos colectores para recoger alternativamente las fracciones
terpénicas destiladas, debiendo mantener el sistema durante la
operacion a presiones muy bajas -inferiores a 15mm- (Red, 1976;

Di Giacomo et al., 1992).
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b) Eliminacion del residuo no volatil por arrastre en corriente

de vapor, la mezcla de agua y esencia se separa por decantacion.

c) Concentracion final que se realiza tras una nueva
destilacion a vacio mas bajo que en la primera fase, reuniendo
aquellas fracciones que permitan obtener las caracteristicas

deseadas de solubilidad en alcohol, densidad y rotacion optica.

Los rendimientos que se obtienen varian mucho de unos
frutos citricos a otros siendo los mas bajos los que corresponden a
mandarina (1%), naranja dulce (3%), limoén (6%), y muy superiores
en el caso de la bergamota (40%) (Di Giacomo, 1974; Calvarano y

Di Giacomo, 1984).

1.3.2- Extraccion con disolvente

Se lleva a cabo mediante extraccion en contracorriente con
dos disolventes inmiscibles entre si, como el pentano y el alcohol
metilico diluido. Cada uno de ellos al atravesar el aceite va
solubilizando los compuestos solubles -hidrocarburos terpénicos
en el pentano, y los compuestos oxigenados en el alcohol metilico-
y a continuacion se eliminan los disolventes; el pentano se evapora
a presion atmosférica, mientras que el alcohol metilico se evapora

bajo vacio a temperatura inferior o igual a 55°C.
Cuando se recupera un 80% del alcohol, el liquido residual

se diluye en cinco volumenes de solucion salina y la esencia se

separa por decantacion (Di Giacomo, 1974, Moyler et al., 1992).
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Si el aceite esencial deterpenado se ha de destinar a

consumo de boca se utiliza alcohol etilico de diferente graduacion.

I.3.3- Cromatografia de adsorcion

Por éste método se pueden eliminar completamente
hidrocarburos  monoterpénicos y  sesquiterpénicos, como
adsorbente se usa desde acido silicico, aliumina, etc. hasta
bentonita, tierra de diatomeas, etc.; se hace una primera elucion
con hexano para arrastrar monoterpenos y sesquiterpenos; como
eluyente para arrastrar los compuestos oxigenados que quedan
adsorbidos en la columna, se utiliza acetona, éter etilico, acetato de

etilo o etanol (Di Giacomo, 1974).

I.3.4- Nuevas tecnologias

La innovacion tecnologica se ha orientado a la obtencion de
mayores rendimientos de aceite esencial asi como a la obtencion de
productos peculiares o de mayor calidad. A nivel industrial los que

ya tienen aplicacion son:

[.3.4.1- Procesos de membrana (Ultrafiltracion -UF-, y la
Osmosis inversa -OR-) que se utilizan para separar y concentrar la
fraccion terpénica sobre todo limoneno. Las membranas operando
con UF retienen del 78 al 97% de limoneno presente en el efluente
de la centrifuga en una concentracion del 0,04% al 0,6%(v/v), la
membrana en OR retiene del 87 al 99% del limoneno que esta
presente en cantidades comprendidas entre 0,06% y 0,23%. El

contacto con el limoneno produce una progresiva disminucion del
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flujo, mas o menos drastica segiun el tipo de membrana,
respondiendo mejor las de teflon que las de acetato de celulosa y
éstas mejor que las de polisulfonas (Paulson et al., 1985; Di

Giacomo et al., 1992).

[.3.4.2- Tratamiento enzimadtico de la emulsion obtenida
durante el proceso de extraccion en frio de aceites esenciales, que
contiene cantidades considerables de sustancias pécticas
provocando un aumento de la viscosidad que implica menores
rendimientos en la centrifugacion, y ademas éstas sustancias
pécticas son responsables de posibles enturbiamientos del aceite
esencial; el uso de enzimas pectoliticos, reduce la viscosidad y

facilita la separacion del aceite esencial y se obtiene mas limpido.

El enzima, que se puede anadir en dos puntos del ciclo -en
las aguas de recirculacion de la primera centrifuga tratadas
durante unos treinta minutos con el enzima en ciclo cerrado y en
la emulsion de alto contenido en aceite esencial obtenida en la
primera centrifuga-, ademas de aumentar el rendimiento global de
la extraccion, disminuye el consumo de agua y reduce los
volumenes de efluentes finales, con lo que se producen mayores

beneficios econémicos (Coll, 1992; Coll et al., 1995).

[.3.4.3- Empleo de la extracciéon con fluidos supercriticos como
el anhidrido carbdénico que a temperaturas superiores a 31°C y
presiones mayores de 74bar, es un fluido capaz de actuar como
disolvente en funciéon de su densidad, que es directamente
proporcional a la presion e inversamente a la temperatura a que se
encuentra; a valores altos de densidad el poder disolvente es
mayor, haciéndose mas selectivo conforme disminuye (McHugh y

Krukonis, 1986; Reverchon et al., 1995; Medina y Martinez, 1997).
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Las ventajas de carbonico supercritico son: la facil
eliminacion del mismo en condiciones de presion atmosférica, la
baja viscosidad y su gran difusion que permite una buena
penetracion en el material a extraer, no es toxico, no es inflamable
y su coste es bajo. La matriz a extraer se dispone en cestillos con
las superficies superior e inferior de metal sinterizado. El cestillo va
inserto en un autoclave termostatado a la temperatura adecuada,
el solvente ingresa por un orificio situado en la parte inferior y por

un orificio situado en la parte superior sale la disolucion.

El CO2 se introduce a la presion de trabajo mediante una
bomba de pistones o de membrana, y se pasa a través de un
intercambiador de calor que lo lleva a la temperatura adecuada,
asi, como fluido supercritico atraviesa la matriz y en el separador
se produce la precipitacion de los compuestos extraidos. El
carbonico se lleva de nuevo al estado liquido por refrigeracion, y se
reutiliza. La posibilidad de realizar extracciones en serie, variando
las condiciones de densidad del fluido supercritico, permite

fraccionar las distintas clases de componentes del aceite esencial.

Esto se ha realizado sobre corteza de citricos para extraer
aceite esencial utilizando CO2 a densidad de 0,300Kg/L
(temperaturas de 45-50°C y presiones inferiores a 90bar); en el
extracto obtenido el residuo no volatil es insignificante. La
auténtica innovacion no es tanto la extraccion de aceite esencial
que no resulta competitiva econémicamente frente a los métodos
tradicionales, sino como uso para la deterpenacion de los aceites
esenciales por separacion en contracorriente y se piensa en su uso

en la extraccion de la esencia de flores y hojas (Temelli, 1987;
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Yamauchi y Saito, 1990; Mincione et al., 1991 y 1992; Poiana et al.,
1992 y 1993).

I.4- ALCOHOLATOS

Los extractos alcohodlicos de los aceites esenciales se conocen
comunmente como alcoholatos o aromas solubles, y revisten
particular interés en los sectores industriales de bebidas y
perfumeria, ya que al ser solubles en fase acuosa, permiten la
aromatizacion de bebidas y siropes, ademas poseen mayor
resistencia a fenomenos de oxidacion, y mayor proporcion de los
componentes que mas contribuyen al aroma, que en el aceite

esencial de partida.

Se obtienen por extraccion con alcohol de baja graduacion -
entre 60 y 80°- durante quince a veinte minutos, repitiendo la
operacion varias veces. Los extractos de mayor graduacion, poseen
mayor concentracion aromatica y recuerdan mucho al del aceite
esencial de partida, los de baja graduacion tienen un contenido
elevado en componentes oxigenados y terpenos y permiten obtener
distintas tonalidades como aromatizantes (Di Giacomo y Mincione,

1994).

También se preparan alcoholatos por maceracion directa de
fracciones de corteza o de residuos con todo el aceite esencial en
disoluciones etandlicas que posteriormente se separan y se
someten a destilacion con columnas de rectificacion hasta

diferentes grados de concentracion.
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I.5- AROMAS EN POLVO

La produccion de las llamadas esencias en polvo, se basa en
la ya conocida técnica de microencapsulacion por “spray drying”
(secado por pulverizacion). Se forma una microemulsion estable de
la sustancia aromatica y el componente que va a servir de
revestimiento y a continuacion se pulveriza para obtener el
producto microencapsulado. Los materiales empleados para el
revestimiento son polimeros organicos, gomas Yy gelatinas
modificadas. La eleccion dependera del tipo de maquinaria
disponible, de las condiciones necesarias para la formacion de la
emulsion estable, con una viscosidad aceptable y a baja
concentracion, y si su destino es el uso alimentario debe estar

permitido como aditivo con este fin.

La proporcion de materia seca en la emulsion varia entre un
25 y un 50%, y el producto obtenido es en la mayoria de los casos
soluble en agua; si se quiere obtener microcapsulas hidréfobas, se
puede usar como material de revestimiento amidas oportunamente

modificadas.

Las ventajas que los aromas microencapsulados ofrecen se
pueden resumir en la proteccion de la fuerza y calidad del aroma
de la evaporacion y la oxidacion incluso a temperaturas elevadas y
durante periodos superiores a un ano; el producto
microencapsulado se puede anadir directamente a mezclas soélidas

(en polvo), obteniendo facilmente mezclas homogéneas.

Por su escaso contenido en humedad no sufren

contaminacion bacteriana y se mezclan facilmente con productos
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alimentarios desecados; al no ser higroscopicos se mantiene el
polvo suelto sin aglomerarse largo tiempo (Kopeland et al., 1977;
Crocker y Protchett, 1985; Bangs y Reinecius, 1990; Huet, 1991,
Di Giacomo y Mincione, 1994).

1.6- ACEITE ESENCIAL OBTENIDO POR DESTILACION

Poco antes de la I Guerra Mundial, aparece en Palermo la
primera aplicacion de la destilacion para recuperacion de aceite
esencial de limon. Este método conocido con el nombre de su autor
-Peratoner- consiste en el triturado y prensado de los frutos,
seguido de la destilacion en corriente de vapor del liquido obtenido,
separando la esencia por decantacion. La esencia de caracteristico
olor empireumatico y escasa calidad respecto a las obtenidas por
expresion en frio, presentaba fenomenos de hidratacion de
monoterpenos y otros hidroliticos, formando alcoholes como a-
terpineol, terpinenol-4 , linalol y nerol, asi como la formacion de
metil-heptenona procedente del citral (Calvarano y Di Giacomo,

1984).

El método Peratoner se limita en la actualidad al tratamiento
de las cortezas, ya privadas de la mayor parte de la esencia, y que
prensadas a intensidades cada vez mayores y con la ayuda de
pequenas cantidades de agua, producen un liquido que se destina
a destiladores fabricados en acero inoxidable que operan con
bombas de vacio, en corriente de vapor y una temperatura no
superior a 60°C (Di Giacomo, 1987).

Los aceites obtenidos por arrastre en corriente de vapor
“Stripper oils” de los efluentes de las centrifugas de obtencion del
aceite esencial prensado en frio, son los que se recuperan al hacer

pasar una corriente de vapor de temperatura comprendida entre
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110°C y 132°C, que arrastra de 0,1 a 1,2% de aceite a una zona
donde tiene lugar la evaporacion a muy baja presion. Los vapores
condensados se separan mediante decantacion. Estos aceites
destilados en condiciones de vacio tienen mayor calidad aromatica
que los obtenidos por destilacion a presion atmosférica (Kesterson

y Braddock, 1976).

Practicamente es un método el de destilacion por arrastre
con vapor de agua que se emplea para recuperar el aceite esencial
residual de los desperdicios del proceso general de elaboracion del
limén y aunque la esencia obtenida es de una calidad claramente
inferior a la obtenida por extraccion en frio tiene una demanda que
justifica su elaboracion. Ademas constituye el método aplicado
para la recuperacion de los constituyentes volatiles de otras partes
del vegetal como hojas (neroli de limoén) y de tallos y brotes (petit

grain de limon).

I.7-ESENCIAS DEL ZUMO.

Durante el procesado de los zumos pasteurizados y en la
obtencion de concentrados de zumos, se ve necesaria la
eliminacion en los mismos, de pequenas cantidades de
constituyentes volatiles presentes, derivados del tratamiento del
fruto completo en dicho procesado. En zumo final no debe existir
una cantidad superior a 0,015-0,02% en volumen de aceite
esencial, sin embargo el zumo procedente del extractor, puede
contener mas del 0,05%, especialmente cuando el fruto es
sobreextraido o dependiendo del tipo de tratamiento seguido en la

extraccion del zumo. El exceso de aceite puede eliminarse (deoiling)
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por desaireacion en caliente y a vacio e incluso por destilacion en

corriente de vapor, y ser recuperado (Hendrix y Redd, 1990).

El inconveniente del arrastre del aceite presente en el zumo,
es que éste no se encuentra libre como gotas, sino absorbido en las
particulas de pulpa (Scott et al,, 1965). La cantidad de aceite que
se elimina se controla por el “flash” a través de la temperatura y el
vacio que se provoca en el separador de vapor. La eliminacion del
aceite es especialmente importante en el procesado del zumo
pasteurizado en una sola etapa o zumo enlatado, siendo
desarrollada como parte integrante de dicho proceso (Rebeck,

1990).

Los volatiles recuperados durante la obtencion de
concentrados de zumo se conocen como esencias. En citricos estas
esencias se dividen en dos fases -hidrosoluble y liposoluble-. La
porcion hidrosoluble se conoce como aroma o esencia de fase
acuosa, y la fraccion liposoluble como esencia oleosa o esencia de
fase lipidica del citrico correspondiente. Ambas fases tienen las
notas del aroma caracteristicas del zumo fresco del que provienen
y se utilizan en la industria para realzar el aroma de los
concentrados, poseyendo la ventaja de que la legislacion los
contempla como parte integrante del fruto completo del que
derivan y no se precisa declararlos como anadidos (USFDA, 1982,

1984 y 1988; Red et al., 1986, 1992 y 1996).
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1.8- SISTEMAS INDUSTRIALES DE CONCENTRACION DEL
AROMA

Morris (1970) define evaporar como “convertir o pasar a
vapor, extraer en forma de vapor, extraer de una mezcla, etc.”.
Webster (1967) lo define como “transformar en vapor o en
particulas diminutas invisibles”. Bennett (1974) dice que es el
“cambio del estado de liquido a gaseoso a temperatura, cercana al

punto de ebullicion”.

Otras definiciones relacionadas que podemos encontrarnos
son las siguientes: “rango de evaporacion” volumen evaporado en
un instante dado, por unidad de area y tiempo; “evaporador
multiple-effect” series de cuerpos evaporadores tan conectados,

que el vapor de uno es el medio de calentar el siguiente.

Redd y Hendrix (1993) comentan como Bristow en los
principios de la industria de concentrados citricos, cuando aun se
producia el concentrado de naranja con evaporadores a vacio, a
escala de laboratorio, colaborando con Skinner, fabrica el primer
evaporador a escala industrial, logrando que sea operativo

industrialmente en 1937.

Chen (1982), describe varios tipos de evaporadores usados
en la industria citrica de Florida, desde sus comienzos. Los
evaporadores a baja temperatura usados en los anos cincuenta,
son del tipo “single effect single pass” un sé6lo paso un sélo efecto,
“single effect” con recirculacion, recirculacion con un solo efecto y
“multiple effect” con recirculacion los de recirculacion y efecto

multiple. Estos evaporadores operaban en un rango de
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temperatura comprendido entre los 18°C y los 50°C. (Kelly y
Schwarz, 1955).

El evaporador de la “Citrus Commision” de Florida (Atkins et

al., 1950), es un ejemplo temprano de disenno de baja temperatura.

Los tipos de evaporadores de vacio a baja temperatura segun
Ashrae (1971), son:

1- Tipo Mojonnier - la evaporacion se induce bajo vacio,
mientras el zumo se calienta, por la condensacion con refrigerante
(nitrogeno). Esto recibe el nombre de contacto directo con el

refrigerante.

2- Tipo Kelly- el zumo se calienta por circulacion de agua
caliente y el vapor del zumo se condensa evaporando al
refrigerante; a esto se le llama, contacto indirecto con el

refrigerante.

3- Sistema de recompresion de vapor- el vapor se comprime a

mas alta temperatura y presion, y se usa para evaporar mas zumo.

4- TASTE- Los evaporadores que operan segun el principio de
altas temperaturas durante poco tiempo, tienen unidades con
superficies tubulares o planas. “Thermally accelerated short time
evaporators” (TASTE), operan en rangos de temperaturas
comprendidas entre 95 y 105°C, a causa del corto tiempo de
exposicion al calor, el evaporador TASTE se situa definitivamente
como la mejor tecnologia de recuperacion en cuanto al aroma en

zumos concentrados (Welch, 1989 Ay B).
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La transferencia de calor a un producto que pasa a
velocidades extremadamente altas en un medio no confinado, da
como resultado un tiempo muy bajo de permanencia, y elimina los
problemas de calentamiento localizado. Ademas la exposicion al
calor se reduce por el hecho de que estos evaporadores son
generalmente de un solo paso. El producto concentrado asi
obtenido presenta un aroma superior y otros factores de calidad

(Cook, 1963).

El “boom” de la tecnologia de aromas citricos, se produce
cuando se comprueba que el TASTE, es excelente para recuperar la
fragancia de los constituyentes volatiles que generalmente se
pierden en la atmoésfera y/o con la eliminacion del agua a través de
las unidades de recuperacion de esencias (Jones, 1968; Redd,
1988). El evaporador TASTE con recuperacion de esencias, es un
medio excelente para recuperar y reincorporar el aroma fresco a los

productos procesados.

La configuracion del flujo de zumo es esencial para la
recuperacion de una buena esencia, ya que determina a que
temperatura es susceptible el zumo de ser separado de su esencia.
El rango de recuperacion y la calidad de la esencia se ven afectados

por esta configuracion.

Una contribucion definitiva se debe a Gumaco (Odio y Tope,

1989; Odio, 1995), que mejora el proceso de la siguiente forma:
- un sistema de decantacion muy eficiente y una unidad de

esencia redisenada para evitar el paso del aceite a la columna de

separacion. Se recupera asi todo el aceite esencial.
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- una columna de rectificacion nueva disenada usando la
tecnologia de la industria petroquimica, que descarga los finales de
la columna que permanecen virtualmente libres de compuestos

aromaticos.

- un sistema muy eficiente de arrastre, para atrapar el mayor
numero posible de compuestos de bajo punto de ebullicion- la
nueva columna de rectificacion permite concentrar los aromas
hasta un nivel tan elevado como un 40% de alcohol, esto hace los
aromas mas estables y menos costoso el almacén y transporte-, la
nueva legislacion permite estas elevadas concentraciones, con lo

que la opcion es bastante interesante.

Es necesario evaluar la calidad y fuerza de la esencia
recuperada para asegurar la uniformidad de la mezcla cuando se
produce la restauracion (Johnson y Vora, 1983), como la mayoria
de las pequenas empresas con evaporadores no tienen a su alcance
técnicas sofisticadas de analisis como la cromatografia de gases,
tienen que recurrir a métodos de determinacion rapida como los
que Attaway et al. (1966) proponen de la estacion experimental de
“Lake Alfred” y descritos en el “Quality Control Manual for Citrus

Processing Plants” Vol.III (1996).
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II- CARACTERISTICAS DEL ACEITE ESENCIAL
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El aceite esencial de limon es, segin la USP XX, un aceite
volatil obtenido de exprimir, con o sin ayuda de calor, la corteza
en fresco del fruto del limonero Citrus limon (Linneo) N.L.
Burmann, con o sin separacion previa de pulpa y corteza. En la
norma ISO 855 (1981), se define como el aceite extraido sin
calentar, mediante el tratamiento mecanico, del pericarpio fresco
del fruto de Citrus Ilimon (Linneo) N.L. Burmann. Sus
caracteristicas estan intimamente relacionadas con su

composicion quimica.
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II.1- FLAVOR

Para la valoracion de un aceite esencial, el examen
organoléptico constituye un test de fundamental importancia,
una primera observacion del aspecto, color, turbidez, olor,
permite poner en evidencia posibles alteraciones, presencia de

sustancias extranas, grado de envejecimiento, etc.

El grado de aceptacion depende sobre todo del olor, ya que
de una u otra forma, es el aspecto primordial para su
comercializacion y por otra parte resulta el mas complejo de
definir, por ello debe ser examinado por un grupo de expertos
que controlan el aroma que se desarrolla en el tiempo en una
tira de papel absorbente empapada con el aceite esencial que se
examina. Este, en nuestro caso, es el caracteristico del

pericarpio fresco de limon (Di Giacomo, 1974; ISO 855, 1981).

Fellers (1980) describe cuantiosos problemas en la
investigacion de la evaluacion sensorial en Citrus, tales como la
cantidad y calidad de los materiales de potenciacion utilizados
(aceites de expresion en frio y esencias), evitando los inmaduros,
los de bajos Brix en acidez y los no amargos. Técnicas que
utilizan la rueda de aroma y patrones de reconocimiento
describen también los atributos “off-flavor/off-odor” que se

deben evitar.

En zumos citricos se han desarrollado modelos e
investigacion sobre zumo estandar, para consultar la opinion del
consumidor. A veces, por ejemplo, probando zumo de pomelo no
amargo, surgen problemas de solubilidad en la dispersion de la

limonina, insoluble en agua, en mezclas acuosas y también en la
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adicion de naringina. Algunas veces, a causa de la cantidad de
variables en el procesado de los zumos de Citrus, el uso de un
zumo estandar como guia de la evaluacion sensorial no resulta

practico.

Las primeras variables son las diferencias de variedad,
madurez y estacion, extraccion y/o presion final, potenciadores
como zumo “cut-back” y/o esencias y aceites de presion en frio,
etc. incluso el uso de un lavado en linea de los sélidos de la
pulpa puede que, en algunas ocasiones, conduzca a problemas
con el aroma. Por supuesto la higiene y el uso de materia prima

sana, minimiza la variable microbiolégica de degradacion.

Los aceites de expresion en frio pueden oxidarse, lo que se
atribuye a la autooxidacion del d-limoneno, constituyente
mayoritario (Braddock et al, 1986). Otros autores como
Buckholz y Daun (1978) describen el esquema de esta oxidacion
como:

d-limoneno — carvona + carveol.

El zumo y el aceite esencial pueden ser evaluados y
controlados sensorialmente y mediante analisis instrumentales
(Gonzalez et al., 1986). Como el tiempo y temperatura de
almacenaje y otras variables son tan importantes en los procesos
oxidativos mencionados es fundamental establecer y mantener
un buen sistema para la materia prima. Los productos
instaurados y, especialmente, los productos en fase de
investigacion y desarrollo, se replantean continuamente su
composicion y procesos de produccion para permanecer

competitivos en el mercado.
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El coste del material, repuestos, las cosechas y otros
problemas forzaran estos cambios. La Division Sensorial del IFT

sugiere algunas opciones (Dethmers et al., 1981), como son:

Mejoras en el producto: La mejora real de un producto se
puede medir de muchos modos. La siguiente es una secuencia
loégica de prueba. 1°. Test diferenciales para determinar hasta
que punto el producto experimental es diferente del control (si
no es diferente, no puede ser mejor). 2°. Test de aceptacion, para
establecer hasta que punto el producto difiere y gusta lo mismo

o mas que el producto control.

Proceso de cambio: Un proceso de cambio debiera
mantener o mejorar el producto. La secuencia es similar a la de
la mejora del producto. 1°. Test diferenciales para determinar
hasta que punto el producto experimental es diferente del
control (si no difiere, no puede ser peor). 2°. Test de aceptacion,

igual que en la mejora del producto.

Desarrollo del nuevo producto: En el desarrollo de un
nuevo producto Koster (1990) prefiere wuna descripcion
cuantitativa como mejor modo de evitar errores. Aunque el coste

es alto, se realiza con un numero de consumidores cercano a 60.

II.1.1- Factores que afectan al aroma de frutos citricos

y sus productos.

Los componentes volatiles del zumo de limén han sido

ampliamente estudiados entre otros por Dougherty (1968); Huet

(1969 y 1981) y Mussinan et al. (1981). Estos ultimos extraen a
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mano cuidadosamente el zumo para minimizar la incorporacion
del aceite de la corteza. Tratando el zumo con etanol para
prevenir las reacciones enzimaticas, extraen la mezcla con freon
11, concentran el extracto y usan analistas entrenados para
evaluar el extracto y asegurar la presencia de un aroma y
“flavor” de zumo fresco, identificando trescientos componentes,
entre los que aparecian éteres, uno de ellos es el p-cimen-8-il,etil
éter de aroma semejante al zumo de limon. Sélo detectan un
compuesto sulfurado, dimetil sulfito, empleando fotometria de

llama sensible a compuestos sulfurados.

El componente mas importante del aroma de limon es el
citral, mezcla de geranial y neral. En la corteza de limoén la
proporcion es aproximadamente 40% neral y 60% geranial,
mientras que en el zumo el citral contiene 5% neral y 95% de

geranial.

II.1.2- Componentes volatiles importantes para el

aroma de productos citricos

Aunque el limon no se consume de igual forma que la
mayoria de citricos, probablemente tiene mayor variedad de
usos: culinarios, bebidas, aplicaciones medicinales e
industriales, que ninguna otra fruta; es probablemente el tercer
condimento mas ampliamente utilizado tras el azucar y la sal,
para ensalzar los aromas inherentes a la comida (Swisher y
Swisher, 1980). El aceite de limon extraido en frio tiene tantas
aplicaciones como el zumo por su uso generalizado en alimentos,

refrescos, cosméticos, farmacos y productos de uso domeéstico
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(ambientadores, limpiadores, etc) (Safina, 1971 y 1984,
Laencina, 1983; Carter, 1993).

Los actuales métodos de procesamiento para obtener,
aceite esencial exprimido en frio, zumo, y zumos concentrados

congelados y aditivos, han sido revisados por Carter en 1993.

La composicion del “cold-pressed lemon peel 0il” se ha
estudiado a lo largo de los anos en un esfuerzo para determinar
la mezcla de constituyentes basica para un aceite de limon de
alta calidad. Los constituyentes del impacto del aroma en su
mayoria se deben, como ya hemos dicho anteriormente, al citral,
su contenido en el aceite esencial se usa como indice de
intensidad de aroma. El Food Chemical Codex especifica un
rango entre 22-3’8 % total de aldehidos expresados como citral

para el aceite esencial de limon de California.

Gunther (1968) estudid la composicion de diecinueve
aceites comerciales con cantidades de componentes especificos
variables y concluy6 que el aceite de mayor calidad era uno de
California con una cantidad de citral relativamente baja (2%), y
porcentajes relativamente altos de [-pineno, y-terpineno,
bergamoteno, cariofileno, geraniol y acetatos de geranilo y
nerilo. Por otra parte segiin Maarse y Visscher (1989) el rango de
valores de citral en aceite esencial de limén puede variar entre
un 2-13%, aunque este ultimo valor es dificil pensar que

corresponda a un producto genuino.
En un estudio mas reciente de 85 muestras de aceite de

siciliano, se compara la calidad y composicion de los aceites

procedentes de varios métodos de extraccion Cotroneo et al
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(1986). Los aceites de mejor calidad aromatica poseian también
elevados niveles de constituyentes oxigenados como linalol, nerol
y citronelol, a-terpineol y terpinen-4-ol, y especialmente,

aldehidos como geranial y neral.

Un programa llevado a cabo por un grupo de investigacion
de “International Flavour and Fragances”, determina varios
constituyentes traza del zumo de limoén que poseian aromas y
flavor caracteristicos de citricos y/o limén fresco (Mussinan et
al., 1981). Aproximadamente el 14% de los compuestos no
cuantificados fueron posteriormente caracterizados. Cerca de la
mitad (7,1%) eran una mezcla de alcohol fenchilico, terpinenol-4,
a-terpiniletiléter, carveol y acetato de a-terpenilo. E1 7% restante
contenia constituyentes traza, que incluian dieciocho derivados

de dimetil y etiléteres de monoterpenos.

Una fraccion neutra de estos (16,1g), se divide en una
fraccion hidrocarbonada (8,96g) con un ligero aroma a limon, y
una fraccion oxigenada (5,79g) con el aroma caracteristico del
zumo de limoén; las notas mas fuertes descritas tanto de aroma
de liméon como de citricos las poseen los cuatro éteres
monoterpénicos: 8-p-cimeniletiléter (zumo de limon),
linaliletiléter (corteza de citrico), mircenilmetiléter (terpenos de

citricos) y fenchiletiléter (citrico).

También poseen un aroma de limon los isomeros
epijasmonato de metilo y jasmonato de metilo, siendo este
ultimo el mas estable, excepto cuando la proporcion es de 95:5
que se favorece la estabilidad del primero. El epijasmonato de

metilo ha sido determinado en lim6n y en un insecto en el que
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fue aislado previamente (Nishida y Acree, 1984 y Acree et al.

1985).

Los niveles umbrales de epijasmonato de metilo en agua
son de 3ppb. En una aproximacion, segun datos de Nishida y
Acree, la cantidad presente en los volatiles de limén es cien
veces mayor que la umbral del aroma. Por tanto este compuesto

contribuye al aroma de limén.

El aceite esencial de limén es el aceite citrico mas
ampliamente usado e histéricamente es uno de los mas
valorados junto al de lima. Hasta hace poco, tras la extraccion
del aceite, los restos del fruto incluido el zumo se consideraban
deshechos del procesado de obtencion del aceite. (Carter, 1993).
La estabilidad del aceite de limon durante el almacenaje y como
agente aromatizante en bebidas acidas, se ha estudiado
extensamente. El neral y el geranial presentes en el aceite de
limén se degradan a varios intermedios de dos compuestos “off-
flavour”: p-cimeno, y a-p-dimetilestireno. (Kimura et al., 1983,

Laencina et al., 1988).

Otros constituyentes del aceite de limoén se muestran como
precursores de compuestos “off-flavour”, como y-terpineno
precursor del p-cimeno (Ikeda et al.,, 1961). Schieverle y Grosch
(1988) determinan que linalol, neral y geranial se degradan a p-
cimeno y otros que incluyen p-cresol y p-metilacetofenona.
Peacock y Kuneman (1985) muestran que el citral es inestable
en bebidas carbonatadas en cantidades de 3ppm, degradandose
a p-cimenil-8-ol y a-p-dimetilestireno, dos compuestos que dan
mal aroma al zumo de limén. Esto se podria retardar

aumentando el pH, reduciendo la temperatura de almacén o
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anadiendo acido isoascorbico. El uso de antioxidantes para

retardar esta degradacion no ha tenido éxito.

El aroma y el aceite esencial natural del limon son
productos comerciales que parecen tener una aplicacion
comercial limitada. Moshonas y Shaw (1972) identificaron
veintisiete componentes del aroma de limon, algunos de los
cuales se conocen por contribuir al aroma fresco de los zumos
citricos: acetaldehido, acetato de etilo, Z3-hexenol, con la
presencia de neral y geranial. El aroma comercial de limoéon se
vende concentrado 500 veces. Una muestra tipica tiene un

contenido minimo de alcohol de un 4% (Tastemaker, 1994).

II.1.3- Alteraciones del aroma durante el

almacenamiento

En el estudio del efecto de las condiciones de
almacenamiento sobre la fraccion aromatica del zumo de citricos
se han de considerar tanto las condiciones de almacenaje del
fruto como del zumo ya que ambos, en condiciones usuales de
trabajo, son almacenados previamente a su utilizacion (Lund et

al., 1981; Graumlich et al., 19806).

Los frutos citricos una vez cosechados sufren pérdidas de
peso por respiracion y progresivas deterioraciones, como
consecuencia de acciones bacterianas y fungicas y segun las
condiciones de temperatura y humedad del ambiente. Tales
efectos perjudican enormemente al sabor, aroma y apariencia
del producto y son responsables a veces de cuantiosas pérdidas

economicas.
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Diferentes técnicas han sido disenadas para prevenir estos
cambios y deterioros, tales como almacenamiento frigorifico en
atmosfera controlada y almacenamiento hipobarico (Grierson y
Ben-Yeshohua, 1986), aunque estos métodos resultan muy
costosos. Un sistema alternativo o complementario es la
aplicacion de ceras y otras capas protectoras y contenedores

(Kester y Fennema, 1986).

Durante el procesado el zumo de limén sufre importantes
pérdidas de componentes volatiles pasando de 612mg/Kg en el
zumo procedente directamente de la extraccion a 268mg/Kg en
el concentrado, referidos a jugo simple. Ello no supone una
pérdida proporcional de todos los componentes sino que
depende de sus distintas volatilidades y estabilidades -
formandose unos compuestos a partir de la degradacion de

otros- y del reparto de los mismos entre el zumo y la pulpa.

Si se emplea como marcador el limoneno se observa una
pérdida total del 53%, la mayor parte en el proceso de
concentracion (23%) y en menor medida en la desaireacion y
centrifugacion (14% y 10% respectivamente), por tanto se
constata que los componentes volatiles se pierden en su mayoria

debido a los tratamientos a vacio.

En los sistemas evaporadores con recuperacion de aromas
se obtiene la llamada esencia que en el caso del limon esta
compuesta en su mayoria por limoneno, mirceno y y-terpineno

(Moshonas y Shaw, 1972)

Segun Radford et al.(1974) la distribucion de componentes

volatiles entre pulpa y suero del zumo es mayoritariamente de
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hidrocarburos terpénicos y sesquiterpénicos en pulpa, mientras
que los compuestos oxigenados se encuentran en su mayoria

disueltos en el suero.

Es bien conocido que el citral en medio acido, como ocurre
en concentrados o bebidas alcohoélicas de limon, se deteriora
este componente de gran importancia en aceite esencial de limoéon
se cicla rapidamente a p-cimeno y p-dimetilestireno,
responsables del “off-odor” producido (Iwata et al.,, 1978). El
deterioro no se produce por accion del oxigeno, (Kimura et al.
1983) realizan el estudio, en presencia y ausencia de oxigeno,
del deterioro del citral en disolucion acuosa de acido citrico,
comprobando que no hay diferencia en la produccion de p-
cimeno, p-cimenol-8 y a-p-dimetilestireno, asi mismo no son
efectivos los antioxidantes como a-tocoferol, BHT o BHA, en
hacer que disminuyan las concentraciones de dichos productos

de oxidacion.

En la elaboracion del concentrado de zumo de limén se
degradan casi totalmente pasando hasta Unicamente un 3% y
1% de neral y geranial respectivamente, observando que es el
geranial -el de mayor contenido inicial- el que sufre pérdidas de
mayor cuantia, quizas mas por su degradacion en el
calentamiento que por su volatilizacion. Asi mismo los ésteres y
los hidrocarburos sesquiterpénicos se conservan mejor que el
resto y se observa también aumento de o-terpineol (Nunez,

1988).
Newmann et al. (1992) comprueban los mecanismos de

deterioro (autooxidacion) inducidos por la luz en aceites

esenciales y productos alimenticios, en los que actian como
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aromatizantes, que provocan transformaciones irreversibles por
fotolisis de sus componentes cuando no son almacenados en

condiciones adecuadas y se exponen a la luz ambiental.

Una vez el zumo de liméon ha sido procesado las
modificaciones quimicas acaecidas durante el almacenamiento
son la desaparicion total de geranial y neral, probablemente a
consecuencia de las reacciones de ciclacion y oxidacion
catalizadas por el pH bajo; los hidrocarburos sesquiterpénicos
parecen presentar relativa estabilidad, sobre todo bisaboleno,
aunque disminuyen todos al cabo de 12 dias almacenados a

45°C.

Los ésteres se comportan de forma semejante y su
degradacion puede ocurrir pos saponificacion en medio acido
con liberacion de alcohol. El limoneno presenta una velocidad de
degradacion seis veces superior a 45°C que a 30°C y ademas
aparecen dos componentes que no estan presentes en el zumo
de partida que son fenchol y carveol que aparecen en los

primeros dias de almacenamiento (Nunez, 1988)

Asi mismo se detecta la presencia de derivados furanicos,
acidos hidroxicinamicos y otros productos derivados por
transformaciones de los componentes del aceite esencial

incorporados durante el procesado industrial.

Los derivados de los furanos han sido identificados como
productos de degradacion asociados con el pardeamiento en
productos citricos; desde el punto de vista sensorial contribuyen
al aroma y estan principalmente asociados con el olor dulce,

frutal, acaramelado... Aparentemente determinan el
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pardeamiento desarrollado durante el almacenamiento, siendo
furfural e hidroximetilfurfural los dos derivados mas abundantes

en los zumos citricos.

El furfural es el componente mas utilizado como indicador
de la calidad del zumo, ya que su contenido en el zumo fresco y
procesado puede ser considerado nulo frente a las cantidades
detectadas en los zumos con un almacenamiento prolongado
(Nagy y Randall, 1973). Este componente proviene de la
degradacion anaerobica del acido ascorbico, no estando
relacionado con el desarrollo del olor de los zumos envejecidos,
sino como indicador de wun tratamiento térmico excesivo
(Maraulja, et al.,, 1973), ya que el valor umbral de deteccion del
furfural en zumo es aproximadamente de 80 ppm y este valor es
bastante mas elevado que el que puede ser detectado en un
zumo envejecido; legislativamente su contenido es mucho mas

bajo, del orden de 30 ppm.

El hidroximetilfurfural, es un aldehido ciclico formado por
la deshidratacion en medio acido de hexosas cuando son
sometidas a elevadas temperaturas. Siempre en condiciones de
fabricacion higiénicas un elevado contenido en este compuesto
indica un excesivo tratamiento térmico durante la concentracion
o la pasteurizacion (Nunez, 1988; Lee y Nagy, 1996). Este
componente es considerado como un precursor del
pardeamiento en los zumos citricos y esta relacionado con la

pérdida del color de los mismos.
En los zumos de frutas la concentracion y tipo de azucares,

la cantidad y estructura de los aminoacidos, pH, asi como

empaquetado, almacenamiento y las reacciones con otros
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compuestos pueden llegar a afectar a la produccion de
hidroximetilfurfural = durante el  procesamiento y el

almacenamiento de los zumos de frutas.

Lee y Nagy en 1988 detectan en el zumo de pomelo
envasado en botes de cristal y enlatado un aumento
considerable del contenido en hidroximetilfurfural, siendo
funcion de la temperatura y el tiempo de almacenamiento. Asi
mismo, estos autores, en 1996, estudian el crecimiento gradual
de la concentracion de este componente sobre zumo de naranja
concentrado y almacenado a temperaturas de S y 24°C. El
contenido inicial de hidroximetilfurfural es de 0,03 ppm,
detectandose en el zumo almacenado durante 22 semanas a
24°C un aumento de la concentracion alcanzando 3 ppm, frente

a 0,2 ppm detectadas en el zumo almacenado a 5°C.

Durante el procesamiento y almacenaje de los zumos
citricos, la descarboxilacion catalitica en medio acido de los
acidos hidroxicinamicos conducen a la formacion de vinil-
fenoles; asi la descarboxilacion del acido p-cumarico produce p-
vinil-fenol la del acido ferulico y p-vinil-guayacol, dos derivados
que han sido detectados por Lee y Nagy (1996) en los zumos
citricos procesados. Los vinil-fenoles son compuestos de olor
desagradable con un umbral de deteccion bastante pequeno,
llegando su presencia a afectar a la aceptabilidad del zumo

citrico.

El 4-vinil-guayacol, imparte al zumo enlatado de naranja
olor a envejecido o podrido a niveles de 0,075 ppm (Tatum et al.,
1975). Estos autores estudian la degradacion durante el

almacenamiento de los productos formados en zumo de naranja
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enlatado, detectando compuestos de degradacion como o-
terpineol,  2,5-dimetil-4-hidroxy-3-(2H)-furanona y  4-vinil
guayacol, formados durante doce semanas de almacenamiento a
35°C, cuya contribucion sensorial resulta negativa El 4-vinil
guayacol cuando es adicionado al zumo control imparte una
caracteristica de zumo envejecido que resulta mas desagradable

que los otros dos componentes.

No obstante, la eficacia de este componente como indicador
de la degradacion cualitativa de los zumos no es adecuada ya
que, segun lo expresado por Naim et al en 1988, solamente
trazas de este componente son detectadas en el zumo de naranja
por la degradacion del acido ferulico, cuando el pardeamiento no
enzimatico en el zumo ya es evidente. Estos autores también
aseguran que se degrada de forma significativa durante el

almacenaje prolongado a elevadas temperaturas.

Lee y Nagy en 1990, estudian la formacion y degradacion de
este componente destacando que aumenta su concentracion en
el tiempo a elevadas temperaturas de almacenamiento, seguido
de una disminucion cuando la temperatura alcanza los 50°C.
Esto es debido a que el 4-vinil-guayacol actiia como substrato de
conversion en otros derivados fendlicos o bien este componente

se polimeriza dando lugar a la formacion de oligomeros.

La presencia de aceites esenciales en los zumos citricos
contribuye a mejorar los aromas y el sabor de estos productos,
no obstante, bajo condiciones inadecuadas de procesamiento,
almacenaje y empaquetado algunos de sus componentes se
degradan dando lugar a la aparicion de sustancias que aportan

un aroma no deseado (Lee y Nagy 1996).
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Estas reacciones de degradacion en su mayoria son
catalisis acidas en medio, acuoso en las que tienen lugar
reacciones de hidratacion, deshidratacion, ciclaciones e
hidroélisis (Clark y Chamblee, 1992). Los compuestos oxigenados
asi formados proceden de reacciones de adicion quimica de
moléculas de agua, no por reacciones de oxidacion debidas al

oxigeno disuelto en el medio de reaccion.

En la Tabla 1II.1.3.1, quedan esquematizados los
compuestos degradados térmicamente derivados de los
constituyentes del aceite esencial segun lo expresado por Lee y
Nagy en 1996. El o-terpineol es un compuesto derivado de la
degradacion de algunos componentes presentes en el aceite
esencial, caracterizado por impartir aroma desagradable descrito

como tipo terpénico, alcanforado, rancio y picante.

Durante el almacenamiento del zumo limén se produce la
disminucion progresiva del contenido en hidrocarburos
terpénicos, octanal y nonanal, neral, geranial y sus ésteres, y el
aumento de componentes con olor desagradable, el a-terpineol y
terpinen-4-ol (Nunez, 1988). La adicion de wuna pequena
cantidad (2,5 ppm) de oa-terpineol al zumo fresco recién
exprimido causa el desarrollo de un “flavor” rancio y envejecido

(Tatum et al., 1975).

El desarrollo de aroma desagradable en los zumos es
atribuido a las pérdidas de los ésteres de mayor volatilidad (Blair
et al, 1952) y a la aparicion del o-terpineol durante el
almacenamiento, quedando el contenido de este componente
mas afectado por la temperatura de almacenamiento que por el

contenido inicial de limoneno en el zumo (Durr et al., 1981).
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TABLA 1I1.1.3.1-

COMPONENTES DERIVADOS POR DEGRADACION

TERMICA DE LOS CONSTITUYENTES DEL ACEITE ESENCIAL DE

CITRICOS
PRECURSOR DERIVADO AROMA
Limoneno a-Terpineol Rancio, envejecido, pino
o-Terpineol Rancio, envejecido, pino
Linalol Nerol Dulce, rosa, frutal
Geraniol Dulce, rosa floral

o-Terpineol

cis-1,8-mentanodiol

Dulce, alcanfor

Cis-1,8-p-mentanodiol

1,8-cineol

1,4-cineol

Pungente, alcanfor

Citral

p-menta-1,5-dien-8-ol
p-menta-1(7), 2-dien-8-ol
cis-p-menta-2,8-dien-1-ol

trans-p-menta-2,8-dien-1-ol

no caracterizado

no caracterizado

no caracterizado

no caracterizado

p-menta-1,5-dien-8-ol

p-cimen-8-ol

desagradable no

especificado

p-menta-1(7), 2-dien-8-ol

p-cimeno

o,p-dimetilestireno

desagradable terpénico

desagradable terpénico

y-Terpineno

p-cimeno

desagradable terpénico

(Lee y Nagy, 1996)
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En la Tabla II.1.3.2, se detalla una lista de la descripcion del
flavor de algunos azucares degradados detectados en zumos citricos
segun lo expresado por Rousell et al. (1992). Estos autores destacan
que furanonas y piranonas (compuestos heterociclicos oxigenados)

estan asociadas con la nota de flavor caramelizado del zumo citrico.

El acido ascorbico es uno de los principales nutrientes en
zumos citricos, no obstante bajo condiciones adversas de
procesamiento y de almacenamiento, esta vitamina se degrada
dando lugar a la aparicion de flavor desagradable y compuestos

caracteristicos del pardeamiento (Tatum et al., 1969).

La velocidad de degradacion de este acido se relaciona con el
contenido en soélidos solubles (°Brix) del zumo y la temperatura de
almacenamiento. Otros factores de menor influencia, tales como el
pH, presencia de iones metalicos y oxigeno libre (en el espacio de
cabeza del contenedor y el disuelto en el zumo) son también
considerados (Kanner y Shapira, 1989). La degradacion del acido
ascorbico tiene lugar en los zumos citricos por mecanismos
oxidativos y no oxidativos. La velocidad de degradacion mediante
mecanismo no oxidativo es diez veces inferior a la degradacion en

condiciones aerobicas (Kefford et al., 1959).
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TABLA 11.1.3.2- DESCRIPCCION DEL FLAVOR DE PRODUCTOS DE
DEGRADACION DE AZUCARES ASOCIADOS CON EL PARDEAMIENTO.

CONSTITUYENTE

DESCRIPCION DEL FLAVOR

FURANOS

2-Hidroxiacetil-1-furano
Furfural

5-hidroximetil furfural
2-Acetil furano
2-Acetil-3-hidroxifurano
Acido 2-furéico

5-Metil-2 furfural

Quemado, dulzon
Pan dulce, acaramelado
Dulce, herbaceo
Quemado, dulzén, cetonico
Dulce, frutal-acaramelado
Ligeramente acaramelado

Nota de uva acida

FURANONAS

2,5-dimetil-4-hydroxi-(2h)-furanona
Dihidro-2(3h)-furanona
5-Metil-2(5H)-furanona

PIRANONAS

Dulce, quemado, olor a pina/fresa
Dulce, ligeramente sabor caramelizado
Intensamente dulce-herbaceo,

también proximo a tabaco

2,3-dihidro-3,5-dihidroxy-6-metil-4H-

piran-4-ona

Nota caramelizada

Rousell et al. (1992)
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II.2- ACEITE ESENCIAL DE LIMON

La compleja mezcla de componentes del aceite esencial de
limén esta representada mayoritariamente por estructuras
derivadas del isopreno, de naturaleza terpénica (Guenther, 1949;
Pinder, 1960), entre las que el hidrocarburo limoneno es el mas
abundante como en el resto de los aceites esenciales de citricos.
Los derivados oxigenados de dichos terpenos no son
mayoritarios, sin embargo tienen gran importancia en el
caracteristico aroma del aceite esencial (Laencina et al., 1980;

Prager y Miskiewicz, 1982; Sattar et al., 1986).

Incluye, por tanto, mezclas de hidrocarburos terpénicos,
sesquiterpénicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres, acidos,
residuos no volatiles, incluido alcanfor (Hunter y Brogden, 1965;
Keffor y Chandler, 1970; Sinclair, 1984; Lawrence, 1989). Di
Giacomo en 1973 propone para el aceite esencial de limon la

composicion cualitativa recogida en la Tabla I1.2. 1.

El uso de técnicas como HPLC y GC, hace que el estudio
de los componentes se realice en base a los que pueden ser
identificados con cada una. Asi mediante HPLC se lleva a cabo el
estudio de los componentes de la fraccion no volatil,
identificandose cada vez mayor numero de éstos, como se vera
mas adelante. Lo mismo ocurre con la cromatografia de gases
que refleja la compleja composicion de los componentes mas
volatiles del aceite esencial logrando cada vez mayor numero de
componentes identificados, como sucede en la presente

memoria.
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TABLA II1.2.1- COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE

LIMON
Terpenos Aldehidos y cetonas Alcoholes
mirceno hexanal hexanol
ocimeno heptanal octanol
limoneno octanal nonanol
terpinoleno nonanal decanol
o-terpineno decanal hexen-3-ol
y-terpineno undecanal citronelol
o-felandreno dodecanal linalol
o-tuyeno tridecanal geraniol
o-pineno pentadecanal nerol
B-felandreno hexadecanal terpinenol
B-pineno citronelal a-terpineol
sabineno neral terpinen-4-ol
A-3-careno geranial tetrahidrogeraniol
canfeno metilheptenona trans-carveol( ?)
p-cimeno carvona 1,8-p-mentadien-9-ol
a-dimetilestireno nootkatona
Sesquiterpenos Acidos Esteres
B-bisaboleno acético acetato de octilo
a-humuleno caprilico caprilato de nonilo
a-bergamoteno caprico acetato de nonilo
cariofileno laurico acetato de decilo
B-humuleno miristico acetato de citronelilo
g-cadineno palmitico pelargonato de decilo
oleico acetato de geranilo
linoleico acetato de nerilo
linolénico acetato de terpenilo
Carotenoides Varios Cumarinas
troleina tetradecano 7-metoxi-5-geranoxicumarina
neoxantina pentadecano 5-isopentoxi-7-metoxicumarina
violaxantina 1,8-cineol 8-geranoxipsoraleno
fitoflueno octileno 7-metoxi-5(y-dimetil)psoraleno
p-caroteno antranilato de metilo isoimperatorina
g-caroteno byakangelicina

hidroxi-e-caroteno
hidroxi-a-caroteno
criptoxantina
luteina
zeaxantina
luteoxantina
auroxantina

hidroxi-a-caroteno-5,8-epéxido
criptoxantina-5,6,5',6'-diep6xido

bergamotina
citropteno
5,8-psoraleno
bergaptol

Di Giacomo (1973)

79



I1.2.1- Componentes caracteristicos del aceite esencial

de limoén.

La composicion cuantitativa de los constituyentes
individuales de aceites esenciales de citricos naranja,
mandarina, lima, limoén, etc. ha sido progresivamente estudiada
por diversos autores. Shaw (1979), recoge la composicion de
varios aceites esenciales de citricos determinada mediante GLC,
y los tabula de forma que se puedan comparar entre ellos. Para
el limon ademas de los terpenos mayoritarios, aldehidos y
ésteres, determina la presencia de alcoholes entre un 0,1 y 0,5%,

y una fraccion no volatil que supone el 2% del total.

Mussinan et al (1979) identifican algunos de los
componentes volatiles del zumo fresco de limon, en el que
encuentran compuestos caracteristicos de la corteza. Staroscik y
Wilson (1982) determinan la composicion cuantitativa del aceite

esencial de frutos procedentes de California y de Arizona.

Melendreras et al. (1985) comparan, mediante técnicas
cromatograficas, la composicion quimica del aceite esencial de
limén espanol obtenido de diferentes cultivares mediante
destilacion por arrastre con vapor; Sugiyama y Saito (1988)
analizan la composicion quimica de varios aceites esenciales de
limo6n extraidos en diversas condiciones de temperatura; Boelens
y Jiménez (1989) comparan la composicion de una muestra
procedente de Andalucia con otra procedente de Sicilia, y
Chamblee et al (1991) hacen lo mismo entre las procedentes de

Sicilia y las de California, como muestra la Tabla II.2.1. 1.
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TABLA I1.2.1.1- COMPARACION DE LA COMPOSICION
PORCENTUAL DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMON DE SICILIA Y
CALIFORNIA

Componente Sicilia California
a-tuyeno 0.420 0.380
o-pineno 1.840 1.750
canfeno 0.050 0.060
sabineno 1.790 1.850
B-pineno 10.520 11.130
B-mirceno 1.610 1.580
a-felandreno 0.040 0.040
a-terpineno 0.200 0.160
p-cimeno 0.070 0.140
limoneno +cis-B-ocimeno+1-8-cineol 65.160 65.650
trans-f-ocimeno 0.110 0.090
y-terpineno 8.860 8.320
tepinoleno 0.390 0.340
octanol + trans-hidrato de sabineno 0.050 0.010
linalol + cis-hidrato de sabineno 0.180 0.130
borneol 0.009 0.010
terpinenol-4 0.050 0.110
a-terpineol 0.190 0.160
citronelol + nerol 0.030 0.060
geraniol 0.020 0.030
aldehido C8 0.100 0.080
aldehido C9 0.120 0.120
aldehido C10 0.050 0.050
citronelal 0.130 0.080
neral 1.260 0.740
geranial 2.050 1.180
perillilaldehido 0.030 0.030
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Tabla I1.2.1.1. Continuacion

Componente Sicilia California
aldehido C11 0.030 0.030
aldehido C12 + acetato de decilo 0.008 0.010
cis-a- bergamoteno 0.030 0.030
pB-cariofileno 0.190 0.620
trans-a-bergamoteno+propionato de citronelilo 0.360 0.380
cis-B-farneseno 0.030 0.030
a-humuleno 0.020 0.020
B-santaleno 0.010 0.010
B-bisaboleno 0.520 0.550
geranoato de metilo 0.005 0.007
acetato de citronelilo 0.030 0.030
acetato de nerilo 0.520 0.600
acetato de geranilo 0.380 0.520
propionato de nerilo 0.007 0.007
propionato de geranilo 0.009 0.010
acetato undecilico 0.006 0.009
trans-1,2-6xido de limoneno 0.005 0.007
cis-1,2-6xido de limoneno 0.004 0.006
alcanfor 0.010 0.008
exo-cis-4,7-dimetilbiciclo(3.2.1)octa-3-en-6-ona 0.008 0.010
piperitona 0.004 0.004
nerolidol 0.004 0.004
2,3-dimetil-3(4-metil-3-pentenil)2-norbonanol 0.020 0.030
canferenol 0.030 0.030
a-bisabolol 0.040 0.040

Chamblee et al., 1991
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I1.2.2- Métodos analiticos utilizados en la caracterizacion del

aceite esencial de limon.

El control analitico de aceites esenciales permite
determinar la calidad y el grado de pureza ademas de ofrecer
informacion sobre la tecnologia de produccion y el area
geografica de procedencia. El desarrollo de estos métodos esta
estrechamente ligado al progreso del conocimiento de la
composicion de los aceites esenciales para lo cual ha sido
determinante el desarrollo de las técnicas de analisis
instrumental (Comm. Norm. Grasse, 1959; Gruyter, 1985;

Hanneguelle et al., 1992).

En varios paises existen normas que definen las
caracteristicas fisico-quimicas y los métodos de analisis de
determinados aceites esenciales. Tales normas, se definen
mediante comisiones de expertos, que proponen regularmente
nuevas normas, mejoras de los métodos de analisis, o normas

para nuevos productos.

Cabe destacar los Organismos de Normalizacion de
diferentes paises AENOR (en Espana), AFNOR (Francia), DIN
(Alemania), etc. integradas en la International Standard
Organization (ISO).También publicaciones como el FCC, USFDA,
o las distintas farmacopeas que recogen las caracteristicas
principales de productos de aplicacion industrial, alimentaria

etc.
No es facil determinar unos valores limites, ya que ademas

de las limitaciones de los propios métodos analiticos, existen

numerosos factores que influyen en el contenido de aceite
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esencial en los frutos citricos, asi como en la composicion del
mismo Bartholomew y Sinclair (1945 y 1951) comparan la
cantidad de aceite esencial obtenidas del polo estilar y el polo
peduncular del limén y en distintos grados de maduracion,
comprobando que obtenian mas cantidad de aceite esencial en el
polo estilar que en el peduncular, asimismo obtenian mas

rendimiento en los frutos no excesivamente maduros.

Influyen ademas otros factores: la época del ano, el
portainjerto utilizado, la cantidad de agua y sol recibida y el
método de extraccion (Attaway et al.,, 1967; Melendreras et al.,
1986 y 1988 a y b). Por otro lado, la cantidad de aceite esencial
obtenida es importante desde el punto de vista econémico para
las empresas del sector pero, como ya se ha visto anteriormente,
no lo es menos el flavor que se obtiene, en el que ademas tiene
gran importancia el proceso de extraccion y almacenamiento del
aceite, y que se encuentra muy relacionado con la composicion
quimica que presenta el aceite esencial obtenido, como ejemplo
mencionar el indice de carbonilo que resulta mas elevado
cuando procede de maquinas tipo “pelatrice” frente al que
procede de maquinas “sfumatrice” (Di Giacomo y Mincione,

1994).

Las determinaciones, tanto de caracter fisico-quimico
como espectrofotométrico, presentan margenes de valores mas o
menos amplios y esto implica la necesidad de utilizar otras
técnicas complementarias en el control real de la genuinidad y
estado de conservacion de un determinado aceite esencial
(Liberti et al.,, 1973; Braddock y Kesterson, 1976; Braddock,
1986; Dugo et al., 1983 notas I, II y III; Dugo et al., 1984).
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Tratando de completar los datos obtenidos por las técnicas
tradicionales de analisis con la aplicaciéon de diversas técnicas
instrumentales, como la espectroscopia UV, e IR, cromatografia
en fase de vapor, se pueden obtener una serie de datos previos al

tratar de definir unos criterios de calidad.

11.2.2.1- ANALISIS FISICO-QUIMICOS.

Para el control analitico de aceites esenciales de citricos se
utilizan entre otras las siguientes determinaciones: Peso
especifico, Indice de refraccion, Rotacion, Residuo de
evaporacion, Solubilidad en etanol, Indice de Carbonilo. Por
ejemplo, el peso especifico nos indica la fraccion no volatil que
vamos a encontrar en el aceite esencial y que suele estar
directamente relacionada con el método wutilizado en la

extraccion.

Del indice de refraccion del aceite esencial de limon se han
dado determinados valores, desde la norma ISO 855 (1981) para
limo6n italiano, que da valores semejantes al que el FCC (1981)
determina para la esencia destilada de limén, o los valores que
Kesterson et al. (1971) encuentran en limén procedente de
California y para destilados, y que no cumplen Ilas
especificaciones del FCC. Estos mismos autores encuentran
para aceites esencial de limon procedente de California e Italia el

mismo rango de valores limites.
Asi mismo otros autores como Di Giacomo y Mincione

(1994) determinan los valores para aceite esencial de limon

producido en Italia, y para destilados y deterpenados, y Liberti et
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al. (1973) lo determinan en aceite esencial de limén producido en

la Region de Murcia.

Las diferencias entre los distintos autores, salvo las del
FCC, no se consideran significativas ya que segun Sinclair
(1984) es normal que existan diferencias con el minimo y el
maximo de aproximadamente 0,0007 unidades. El indice de
refraccion ademas disminuye cuando aumenta la temperatura y

es directamente proporcional a la densidad.

La rotacion oOptica en el aceite esencial de limon se
produce por la relacion de las proporciones entre sus dos
componentes mayoritarios (limoneno de naturaleza dextrogira y
B-pineno de naturaleza levogira). Autores como Stanley et al
(1961) observan que las rotaciones opticas de los aceites
esenciales procedentes del interior de USA, son mas altos que
los producidos en la zona de costa; otros (Lodge et al., 1977),
encuentran diferencia de valores de rotacion o6ptica en frutos de
madurez similar y de similares propiedades fisico-quimicas pero

de distinta procedencia -Italia y USA-.

Otros autores (Di Giacomo y Mincione, 1994, entre ellos)
realizan las determinaciones a temperatura de 15°C, para limoén
italiano asi como para el destilado, deterpenados y
desesquiterpenados. El FCC (1981) determina que para la
esencia de limon destilada el poder rotatorio oscila entre +55° y
+75°. Los valores de rotacion oOptica a lo largo de una campana
varian de forma que al inicio -noviembre/diciembre- son mas

elevados que al final -mayo- (Calvarano et al. 1988).
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La solubilidad en alcohol de los aceites esenciales de
citricos sera tanto mayor cuanto mayor sea la riqueza en
componentes oxigenados. Esto permite observar la posible
adicion de sustancias poco solubles en alcohol que disminuyen
de forma notable su solubilidad, u observar el proceso de
envejecimiento, por la produccion de polimerizaciones debidas a

los hidrocarburos terpénicos (Di Giacomo et al., 1994).

La determinacion del indice de carbonilo permite conocer
el contenido en aldehidos expresados como citral. Se usan para
ello varios meétodos, Yokohama et al (1961), comparan los
resultados obtenidos con distintas técnicas analiticas y observan
que los métodos que utilizan fenilhidrazina e hidroxilamina
conducen a resultados similares, mientras las cantidades
obtenidas mediante la condensacion con acido barbiturico y el
método de vainillina-piperidina son menores que los anteriores,
y ninguno de ellos incluye la determinacion de aldehidos
alifaticos saturados o cetonas. Estos dos ultimos métodos son
altamente especificos y de gran reproducibilidad. Otro método
descrito -Hiltner modificado- aporta valores netamente inferiores

al resto.

Stanley et al. (1958) utilizando el método de vainillina-
piperidina, determinan la influencia de los efectos del medio
ambiente, cultivo y procesado, sobre el contenido de citral en
aceite esencial de limon y en el propio fruto. Asi confirman la
observacion de Poore (1932), sobre el mayor contenido en citral
de los frutos producidos en las zonas costeras respecto a los

producidos en regiones interiores.
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La variacion en el contenido en aldehidos del aceite
esencial en relacion con la cantidad de agua utilizada en el
proceso de extraccion fue estudiada por Kesterson et al. (1958)
observando que el contenido disminuia conforme aumentaba la

cantidad de agua utilizada en el procesado.

Otras determinaciones pueden llevarse a cabo, como el
indice de acidez, indice de peroxidos, ésteres, alcoholes,

compuestos carotenoides, residuos de pesticidas, cloroparafinas

A continuacion se muestran los valores maximos y
minimos de los parametros fisico-quimicos que proponen varios
autores para aceite esencial de limon obtenido por expresion en

frio (Tablall.1.2.1).

La ampliacion de los cultivos de limonero a nuevas zonas
de produccion y la introduccion de procedimientos de cultivo
diferentes a los tradicionales, tal como sucede en nuestro pais
donde el volumen de limon producido se ha mas que
quintuplicado en las ultimas décadas, plantea la existencia de
posibles variaciones en las caracteristicas del aceite esencial

obtenido en la actualidad.
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TABLA II1.2.2.1- PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS EN ACEITE
ESENCIAL DE LIMON OBTENIDOS POR DIFERENTES AUTORES

PARAMETRO minimo maximo
Peso especifico (25°C) 0,848 0,850
Indice de refraccion 1,4738 1,4745
Rotacion optica +57,82° +68,98°
Aldehidos % 1,99 3,45
Residuo de evaporacion % 1,6 3,0
Kesterson et al. (1971)
PARAMETRO minimo maximo
Densidad relativa 20/20°C 0,8462 0,8575
Indice de refraccion a 20°C 1,4720 1,4753
Poder rotatorio 20°C +57,60° +66,9°
Residuo de evaporacion % 2,14 3,77
Citral % 2,27 4,71
Liberti et al. (1973)

Maquina Sfumatrice Pelatrice

PARAMETRO minimo maximo minimo maximo

Densidad relatival5/15°C 0.8572 0.8566 0.8590
Poder rotatorio 15°C +67,06°  +59,37°  +67,26°
Indice de refraccion15°C 1,4760 1,4735 1,4765
Citral % 3,55 4,57
Residuo de evaporacién % 2,82 3,77

Di Giacomo et al. (1994)
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11.2.2.2- ESPECTROFOTOMETRIA DE ULTRAVIOLETA

En cuanto al indice CD es un parametro util para
determinar la fraccion no volatil de aceite esencial que
generalmente esta constituida por ceras, parafinas, cumarinas,
furocumarinas y componentes de elevado peso molecular. Parece
estar relacionado con el tiempo que esta el aceite en contacto
con la corteza durante la expresion, ya que a mayor tiempo
aumentan los materiales de deshecho (Sinclair 1984). Los
valores anormalmente altos podrian indicar una contaminacion
con aceites de diverso origen, por el contrario valores muy bajos

determinarian una mayor presencia de terpenos.

Por tanto la presencia en los aceites esenciales de citricos
de constituyentes como cumarinas, furocumarinas, y el citral,
determina el comportamiento caracteristico en la zona de
absorcion del ultravioleta y ha sido utilizado para la puesta a
punto de métodos de valoracion de la calidad y para contribuir a
determinar el origen geografico, la tecnologia empleada, la época
de produccion e incluso, a desvelar las sofisticaciones que
escapan al analisis tradicional (Riganensis, 1955; Sergi et al,

1968; Di Giacomo et al., 1994).

El método Cultrera et al. (1954), comunmente conocido
como “método Palermo”, consiste en la medida del porcentaje de
la transmitancia entre longitudes de onda comprendidas entre
270 y 340nm, en intervalos de 10nm, de una disolucion de
aceite esencial al 0,05%(v/v) en alcohol etilico de 95°. Para los
aceites esenciales puros, los valores de transmision a diferentes
longitudes de onda poseen valores comprendidos entre limites

bien definidos.
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El método Sale (1953), o “método americano”, mide la
curva de absorbancia de una disolucion en etanol de 95°, de
aceite esencial al 0,25%, en un intervalo de longitud de onda
comprendido entre 270 y 390nm. En el caso de la bergamota, la
disolucion se hace al 0,1%, debido al alto contenido en

cumarinas y furocumarinas de su aceite esencial.

El valor CD, como ya se ha dicho anteriormente, esta
influenciado por la accion, mas o menos drastica, que se ejerce
sobre la corteza durante el procesamiento, y obviamente de la
adicion de terpenos, sobre todo de naranja que se pueden
encontrar con facilidad. Es posible anadir sustancias, que
presentan un espectro de absorcion semejante al de los aceites
esenciales, pero esto puede considerarse superado, desde la
aplicacion en el estudio el aceite esencial de las técnicas de
cromatografia -siempre mas sofisticadas-, que permiten la
individuacion de las sustancias extranas al propio aceite

esencial (Di Giacomo et al., 1994).

11.2.2.3- ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJO

Se obtiene el espectro infrarrojo en un intervalo de
longitudes de onda comprendido entre 4.000 y 626cm!
utilizando una celda optica de cloruro de sodio de 0,025mm de
espesor. El aceite esencial de limon ha sido estudiado por este
método por Pennisi y Di Giacomo (1965) en limon italiano,
Navarro (1962), aplica esta técnica junto a la determinacion en
UV, para desenmascarar adulteraciones, Bellanato et al. (1971)
determinan las diferencias entre los procedentes de Italia, USA y

Espana, y por ultimo Carmona et al. (1974) estudian los
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espectros infrarrojos de las distintas fracciones del aceite
esencial, para observar mejor los componentes minoritarios, ya
que en el espectro total, la mayoria de las bandas corresponden

al limoneno.

El envejecimiento en aceites esenciales ha sido estudiado
por Roger (1963), Rispoli et al. (1965), Gunther (1968),
evidenciando la oxidacion de algunos componentes y la
formacion de p-cimeno. Carmona et al (1974) estudian el
envejecimiento de cuarenta y dos muestras de aceite esencial de
limo6n, envejecidas la mitad de ellas naturalmente y la otra mitad
artificialmente. Obtienen primero el espectro total del aceite
envejecido y a continuacion lo fraccionan por cromatografia en
columna estudiando posteriormente los espectros de las

distintas fracciones.

Comprueban asi mismo que los espectros obtenidos del
envejecimiento natural y artificial son semejantes y en el estudio
de las fracciones observan la disminucion del y-terpineno y el
aumento del p-cimeno y una concentracion relativa menor de
mirceno/limoneno. Asi mismo disminuye el contenido en citral y
aumentan las bandas debidas a productos de oxidacion: cis y
trans-carveol, cis y trans-2,8-p-mentadienol-1, carvona, 6xido de
limoneno, limonenol-10. También indican la accién antioxidante

que ejercen las cumarinas.
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11.2.2.4- DETERMINACION DE LA FRACCION VOLATIL POR
CROMATOGRAFIA DE GASES

Las técnicas de cromatografia gaseosa son las que se
utilizan preferentemente para el estudio y determinacion de
componentes de naturaleza volatil presentes en alimentos y
otros productos a veces en cantidades realmente dificiles de
discriminar por otros meétodos analiticos menos sofisticados
(Masada, 1973; Parliment y Spencer, 1981; Moshonas y Shaw,
1984, 1987, 1989, 1990 y 1997; McDaniel et al., 1990; Marsili,
1997; Mosandl y Juchelka, 1997).

[1.2.2.4.1- Andlisis de componentes voldtiles

Analogamente a lo expresado por Parliment (1986) respecto
a la recuperacion de constituyentes volatiles en alimentos se
puede resaltar que la eleccion del método cromatografico
apropiado depende de las caracteristicas fisico-quimicas de los
componentes volatiles de interés -rango de punto de ebullicion y
polaridad, especialmente-, de cual sea su concentracion en el
producto y que existen diferentes factores que hacen complicada

la preparacion de la muestra como son:

1.- Nivel de concentracion de los compuestos aromaticos
que es generalmente baja del orden de ppm, ppb y ppt, por lo
que no es solamente necesario aislar los componentes sino que
han de concentrarse en un alto nivel si quieren determinarse a

fondo los constituyentes minoritarios.
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2.- Los componentes aromaticos en los alimentos, en su
mayoria se encuentran a nivel celular, asociados con
componentes no volatiles que complican el proceso de
aislamiento, o pueden crear problemas por la formacion de
espumas y emulsiones y dan lugar a la aparicion de
contaminantes a nivel del sistema de inyeccion en cromatografia

de gases.

3.- En general la composicion aromatica de los alimentos
resulta bastante compleja; a esto se le suma el hecho de que
cada componente tiene caracteristicas fisico-quimicas diferentes

tales como polaridad, solubilidad.......

4.- Los componentes aromaticos poseen diferente
volatilidad, variando desde aquellos que tienen un punto de
ebullicion por debajo de la temperatura ambiente a los que se

encuentran en estado solido en las mismas condiciones.

5.- Inestabilidad. Muchos componentes aromaticos son
inestables y pueden ser facilmente oxidados por el aire, o

degradados por el calor, etc.

[1.2.2.4.1.1- Inyeccidén directa de la muestra en cromatografia

de gases

La inyeccion directa resulta la técnica de eleccion en el
analisis de aceites esenciales y es por lo tanto la que
generalmente se utiliza con el aceite esencial de limoén, asi
mismo es adecuado en el caso de que las muestras hayan de ser

diluidas con un disolvente para obtener respuestas dentro de los
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limites del detector. También puede utilizarse en el analisis de

muestras acuosas concentradas.

En la industria alimentaria a menudo durante el
procesamiento la materia prima esta disponible en estado
acuoso; en este caso la muestra puede ser inyectada
directamente si se encuentra suficientemente concentrada, ya
que el problema se plantea con la vaporizacion del agua en el
interior del sistema de inyeccion (1ul de agua se transforma en
aproximadamente 1000 pl en estado vapor), el volumen final
resulta mucho mayor que el volumen del sistema de inyeccion.
Ademas, a nivel de columna, las fases estacionarias liquidas
polares, como es el caso de las de Carbowax, pueden llegar a
degradarse en presencia del vapor de agua, sobre todo si no son

fases fijas ligadas.

Por inyeccion directa en cromatografia de gases del aceite
esencial de limon diversos autores han determinado cada vez un
mayor numero de componentes (Cotroneo et al., 1983 y 1985).
Esta técnica se utiliza tanto con el aceite esencial directamente,
como con las distintas fracciones que se obtienen, tras hacerle
atravesar una columna de cromatografia preparativa de silice de
100-200um de actividad III (Chamblee et al., 1991) que permite
la obtencion de los componentes separados seguin sus grupos
funcionales, facilitando la identificacion de aquellos que eluyen
juntos por posterior cromatografia de gases de las distintas

fracciones obtenidas.
Algunos autores determinan el orden de elucion de algun

componente en orden inverso utilizando columnas de igual

polaridad. Chamblee et al. (1991) sittian primero al trans-oxido
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de limoneno y a continuacion, cis-6xido de limoneno, mientras
que para Di Giacomo et al. (1994) el cis-6xido de limoneno, eluye

por delante del trans-6xido de limoneno.

Los resultados anteriormente citados corresponden a
trabajos realizados con columnas de tipo apolar. Con columnas
polares Baaliouamer y Meklati (1980) determinan el orden de
elucion de los componentes del aceite esencial y de “petit grain”
de limones de la variedad “Eureka” cultivados en Argelia. Asi
mismo hacen una comparacion entre los resultados obtenidos
por diferentes autores sobre columnas polares, comparando a su

vez una columna tipo Carbowax 20M y una tipo SE-30.

De esta forma obtiene, para aceite esencial de limoén
procedente de la corteza 118 picos en Carbowax 20M de los que
identifica 98 mediante inyeccion de sustancias patron,
comparando tiempos de retencion, y en la columna SE-30
obtiene 155 picos de los que identifica por el mismo meétodo
anterior un total de 88 picos. En la columna SE-30 obtiene un
mayor numero de picos debido a que esta puede trabajar a
temperatura de 250°C, mientras que con Carbowax 20M, so6lo

alcanza los 180°C.

Posteriormente somete las muestras a derivatizacion, que
permite adjudicar los grupos funcionales propios a determinados
picos no bien diferenciados, y algunos de ellos sometidos a
identificacion mediante gas cromatografia usando como detector

un espectrometro de masas.

Sebastiani et al. (1983), ofrecen la comparacion entre dos

perfiles de elucion de aceite esencial de lim6n en OV-101 y
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Carbowax 20M, pero esta ultima no parece ser dicha columna ya
que el perfil cromatografico difiere del obtenido en la misma, se
podria tratar de wuna columna de polaridad intermedia
probablemente OV-330; otros autores como Mazza (1987)
aportan una relacion de componentes presentes en aceite

esencial agrupandolos por grupos funcionales.

En cuanto a los datos cuantitativos Boelens et al. (1989)
comparan los porcentajes obtenidos con aceite esencial de limon
procedente de Sicilia y otro procedente de Andalucia pero no
comentan de que época de produccion se trata. Chamblee et al.
(1991) comparan un aceite producido en Sicilia y uno producido
en California, tampoco hacen referencia a la fecha de
produccion, aunque en este ultimo los porcentajes se aproximan
mas que en el primero y concluyen que el procedente de Sicilia
tiene mayor contenido en citral, aldehidos y compuestos
oxigenados, mientras el de California posee mayor proporcion de
ésteres y de residuo no volatil y a continuacion ofrecen otros
porcentajes de area para limoén siciliano con los que calculan el
factor de respuesta frente a soluciones estandar que difieren
ligeramente de los anteriores pero no hace referencia a si son de

la misma fecha o no que los anteriores.

Staroscik et al. (1982) comparan los porcentajes de area de
California y Arizona en tres momentos de la produccion; el de
California se toma en mayo, julio y octubre y el de Arizona en
septiembre, diciembre y marzo. Otros autores (Cotroneo et al.,
1986; Calvarano et al., 1988), observan la variacion de los
porcentajes de una treintena de componentes a lo largo de una

campana desde octubre a mayo, e incluso las variaciones que
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produce el utilizar distintas técnicas de extraccion (“sfumatrice”,

“pelatrice” o FMC).

La fraccion terpénica va disminuyendo ligeramente a lo
largo de la campana, esta disminucion es mas suave en los
casos de “pelatrice” que de “sfumatrice” y en FMC se produce
una disminucion semejante a “pelatrice” salvo en el mes de
enero, que es mas acentuada. Los sesquiterpenos poseen un
variado comportamiento segun la forma de extraccion

presentando los valores mas proximos entre enero y marzo.

Los compuestos oxigenados en el caso de FMC y “pelatrice”
aumentan hasta diciembre -siendo ligeramente superiores los de
FMC-, bajan en enero, se mantienen mas o menos entre febrero
y marzo -algo mayores los de “pelatrice” para descender hacia
abril y mayo; los procedentes de “sfumatrice” van aumentando -
aunque siempre con porcentajes mas bajos que los anteriores-

hasta febrero para disminuir a partir de entonces.

En cuanto a los compuestos carbonilicos son también
inferiores los porcentajes de “sfumatrice” a las otras dos
tecnologias, pero los tres presentan un aumento de los mismos
hasta el mes de enero para ir posteriormente disminuyendo. Por
ultimo los ésteres aumentan a lo largo de la campana, y los
alcoholes van disminuyen muy ligeramente durante la misma,
siendo inferiores los porcentajes -como en los casos anteriores-

los obtenidos de maquinas “sfumatrice”.
Estos mismos autores (Cotroneo et al., 1986) comparan la

evolucion de varios de los componentes entre si; asi por ejemplo,

B-pineno y sabineno aumentan progresivamente y al mismo
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tiempo el limoneno va disminuyendo. Llama también la atencion
que los menores porcentajes de limoneno son producidos por la
maquina tipo FMC, que a su vez presenta mayores porcentajes

de los otros dos hidrocarburos terpénicos.

En cuanto a los aldehidos se observa el aumento a lo largo
de la campana de citronelal, nonanal y decanal, mientras
geranial y neral aumentan ligeramente de noviembre a enero,
para ir disminuyendo progresivamente. Los porcentajes de
geranial y neral son inferiores en maquinas “sfumatrice” que en
las otras consideradas, y no se observan diferencias entre los
porcentajes de citronelal, nonanal y decanal. Los alcoholes o-
terpineol y linalol van disminuyendo progresivamente, sin
embargo, terpinenol-4 y la suma de nerol y citronelol (por eluir
conjuntamente), se mantienen o disminuyen ligeramente al
inicio de la campana, para aumentar ligeramente a partir de
febrero, siendo siempre inferiores los porcentajes de
“sfumatrice”. Los ésteres acetato de nerilo y geranilo aumentan

paulatinamente en el transcurso de la campana.

[1.2.2.4.2- Elucién en columnas de diferente polaridad

Se recogen en este apartado algunas tablas que permiten
observar los datos bibliograficos referentes tanto a orden de
elucion en columnas apolares (Tablas 11.2.2.4.2.1 y 2) y polares
(Tabla 1I.2.2.4.2.3) como una recopilacion de todos los
componentes del aceite esencial por grupos funcionales descritos
en bibliografia y recogida por Maarse et al. en 1989 (Tabla
11.2.2.4.2.4).

99



TABLA I1.2.2.4.2.1- ORDEN DE ELUCION EN UNA COLUMNA J&W
DB-5

Componente Componente
1 a-tuyeno 37 geranial
2 o-pineno 38 perialdehido
3 canfeno 39 undecanal
4 sabineno 40 geranoato de metilo
5 B-pineno 41 acetato de citronelilo
6 mirceno 42 acetato de nerilo
7 octanal 43 acetato de geranilo
8 a-felandreno 44 tetradecano
9 o-terpineno 45 dodecanal
10 p-cimeno 46 acetato de decilo
11 limoneno+(*y”) 47 cis-o-bergamoteno
12 cineol-1,8(*) 48 B-cariofileno
13 cis-p-ocimeno(?) 49 trans-o-bergamoteno
14 trans-f-ocimeno 50 propionato de citronelilo
15 y-terpineno 51 propionato de nerilo
16 trans-sabineno-hidrato 52 trans-B-farneseno
17 octanol 353 o-humuleno
18 terpinoleno 54 trans-B-santaleno
19 linalol S5 propionato de geranilo
20 cis-sabineno-hidrato 56 acetato de undecilo
21 nonanal S7 B-bisaboleno
22 trans-limoneno-oxido 58 nerolidol
23 cis-limoneno-oxido 59 2,3dimetil-3(4metil-3-pentenil)

2norbornanol

24 alcanfor 60 canferenol
25 citronelal 61 a-bisabolol
26 borneol 62 desconocido
27 terpinen-4-ol
28 o-terpineol
29 4 7dimetilbicicloocta-3-en-6-ona
30 decanal
31 acetato de octilo
32 citronelol
33 nerol
34 neral
35 geraniol
36 piperitona

Chamblee et al., 1991
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TABLA 11.2.2.4.2.2- ORDEN DE ELUCION EN UNA COLUMNA SE-52

Componente Componente
1 tricicleno 37 geraniol
2 a-tuyeno 38 geranial
3 o-pineno 39 perillilaldehido
4 canfeno 40 acetato de bornilo
S sabineno 41 undecanal
6 B-pineno 42 acetato de nonilo
7 metilheptenona 43 geranoato de metilo
8 mirceno 44 acetato de citronelilo
9 octanal 45 acetato de nerilo
10 a-felandreno 46 acetato de geranilo
11 A3-careno 47 dodecanal
12 o-terpineno 48 acetato de decilo
13 p-cimeno 49 B-cariofileno
14 limoneno 50 trans-a-bergamoteno
15 cis-B-ocimeno 51 a-humuleno
16 trans-B-ocimeno cis-p-farneseno
17 y-terpineno 52 +trans-pB-santaleno
18 trans hidrato de sabineno 53 y-muroleno
19 octanol 54 germacreno D
20 terpinoleno 55 sesquiterpeno
21 cis hidrato de sabineno 56 valenceno
22 linalol S7 sesquiterpeno
23 nonanal 58 sesquiterpeno
24 cis-limoneno-oxido 59 B-bisaboleno
25 trans-limoneno-oxido 60 y-elemeno
26 alcanfor 61 tetradecanal
27 citronelal 62 2,3dimetil-3(4metil-3-pentenil)

2norbornanol

28 borneol 63 canferenol
29 terpinen-4-ol 64 a-bisabolol
30 a-terpineol 65 nootkatona
31 decanal
32 acetato de octilo
33 citronelol+ nerol
34 carbonilico
35 neral
36 piperitona

Di Giacomo et al, 1994
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TABLA 11.2.2.4.2.3- ORDEN DE ELUCION EN UNA COLUMNA PEG

20M.
n° pico Componente

1

2

3

4 2-propanol

S a-pineno+(-)trans-pinano

6 tricicleno+aldehido C6

7 B-pineno + sabineno

8 canfeno

9 mirceno+ limoneno+aldehidoC7+A3 careno
10 eucaliptol

11 v-terpineno

12 heptanol-4

13 a-felandreno+ p-cimeno+a-terpineno+ terpinoleno
14 octanal

15 metilheptenona

16 hexanol

17 3-nonanona

18 3-hexenol-1

19 3-octanol
20 trans-2-hexenol
21 neoalocimeno?+ acido acético
22 acetato de tetrahidrolinalilo
23
24
25
26 trans-2-octenal
27 trans-linalol-6xido
28
29
30 butirato de cis-3-hexenilo
31 acetato de octilo+3-decanona
32 citronelal+cis-6xido de linalol
33 decanal

34 mentona

35 acido propiénico

36 butirato de octen-1,3-ilo
37

38 alcanfor

39
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Tabla I1.2.2.4.2.3- Continuacion

n° componente

40 linalol

41 octanol

42

43 acetato de linalilo

44

45 isopulegol

46

47 acetato de nonilo

48 metilnonilcetona

49 p-carvona

50 terpinen-4-ol + isoforona
51 p-ment-1-enol-4

52 mircenol

53 [-cariofileno

54

55

56 mentol

57 1-nonanol + nootkatona
58 acetato de citronelilo
59 isoborneol

60 acetato de decilo

61 a-humuleno + neral
62 o-terpineol

63 borneol

64 butirato de linalilo + aldehido latrico
65 geranial

66 valenceno + antranilato de metilo
67 citronelol

68 acetato de geranilo

69 p-metil-acetofenona
70

71 aldehido perillilico

72 cuminaldehido

73 nerol + mirtenol

74 geraniol + farnesil-metileter
75 timol
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Tabla I1.2.2.4.2.3- Continuacion

n° componente
76 undecanol

77 guayacol

78 o-ionona + (-)trans-mirtanol
79

80

81

82

83 3-metoxibenzaldehido
84 B-ionona

85 aldehido miristico
86

87 2-anisaldehido
88

89 1-dodecanol
90 acido L(-)malico
91 oxido de cariofileno
92

93 (-)perillilalcohol
94

95

96 anisaldehido
97 cinamaldehido
98

99 isosafrol

100 acido caprilico
101

102

103

104

105

106

107

108

109 eugenol

110

Baaliouamer y Meklati, 1980
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TABLA 11.2.2.4.2.4-

COMPONENTES DESCRITOS POR GRUPOS

FUNCIONALES EN BIBLIOGRAFIA en ACEITE ESENCIAL DE LIMON

HIDROCARBUROS

tricicleno B-bisaboleno
a-tuyeno a-bisaboleno
o-pineno tetradecano
canfeno pentadecano
B-pineno

sabineno ESTERES
B-mirceno acetatos de C7-C10

o-terpineno
limoneno
B-felandreno
cis-B-ocimeno
y-terpineno
a-felandreno
A-3-careno
valenceno

trans-B-ocimeno
p-cimeno

terpinoleno
a-p-dimetilestireno
cis-a-bergamoteno
trans-a-bergamoteno
B-cariofileno
a-farneseno
B-santaleno
o-humuleno
B-humuleno
B-farneseno
B-acoradieno

a-selineno

acetatos de geranilo y nerilo

acetato de perillilo y limonenilo-10
acetato de linalilo y de citronelilo
formiato de geranilo

propionatos de geranilo y nerilo
propionato de linalilo

jasmonato y epijasmonato de metilo

acetato de p-menta-1,8(10)dien-9-ilo
acetato de 3,7-dimetil cisy trans-2,7-octadien-1,6-diol

benzoato de etilo y butanoato de geranilo

VARIOS

nootkatona, B-ionona, mentona
6-metil-5-hepten-2-ona
3-nonanona, y 3-decanona
piperitona e isopiperitona
alcanfor y carvona
cis-4,7-dimetilbiciclo[3.2.1]oct-en-6-ona
biciclo[3.2.1]oct-en-6-ona

trans y cis-limoneno-1,2epoxido

acido acético y acido caprilico
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Tabla 11.2.2.4.2.4- Continuacion

ALCOHOLES

terpinen-4-ol metanol

heptanol etanol
trans-sabineno-hidrato 1-hexanol

linalol 3-hexen-1-ol
cis-sabineno-hidrato 3,7-dimetil-1-octanol (tetrahidrogeraniol)
octanol decanol
trans-p-menta-2,8-dienol undecanol

nonanol dodecanol

cis y trans-p-menta-2,8-dienol mircenol

d-terpineol nerolidol

a-terpineol mentol

borneol isopulegol
cis-isopiperitol trans-p-menten-9-ol

trans-isopiperitol
citronelol
trans-p-menta-1(7)8-dienol-2

y-isogeraniol

nerol ALDEHIDOS
cis-p-menta-1(7)8-dienol-2 aldehidos: C6-C16
trans- y cis-carveol acetaldehido
p-cimenol-8 trans-2-octenal
geraniol trans-2-nonenal
cis-carveol trans-2-decenal
limonenol-10 trans-2-tetradecenal
perllilalcohol citronelal

cis-acetoxi-3,7-dimetil-2,7-octadienol-6  mirtenal

trans-acetoxi-3,7-dimetil-2,7-octadienol-6 geranial

1,4-cineol y 1-8-cineol neral
timol perillialdehido
carvacrol trans-2-trans-4-decadienal

Maarse et al., 1989
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[1.2.2.4.3- Determinacion de componentes voldtiles en espacio de

cabeza.

El aislamiento de volatiles mediante la extraccion de un
volumen de aire del espacio libre sobre un recipiente, seguido de
una inyeccion directa en un cromatografo de gases, quiza sea el
mas representativo de los analisis de la composicion de la
fraccion volatil (Alberola e Izquierdo, 1978), ya que contiene los
volatiles que son responsables del olor, en las concentraciones y

relaciones en las que son percibidas por la nariz humana.

Esta técnica se utiliza en zumos citricos y conduce a pensar
que puede ser utilizada en la diferenciacion de zumos

procedentes de diferentes cultivos (Wolford et al., 1963).

Ademas ha sido utilizada por un gran numero de autores
con el objeto de obtener cromatogramas de los componentes
volatiles emanados de los alimentos y recomendada por los
miembros del grupo sobre métodos de analisis de la IOFI
(International Organization of the Flavour Industry). El
cromatograma asi obtenido recibe el nombre de aromagrama
(Teranishi et al., 1962), presentando numerosas ventajas tales
como la reducciéon de la manipulacion de la muestra y la no

introduccién de componentes indeseados por uso de disolvente.

Mediante esta técnica el volumen extraido del espacio de
cabeza es arrastrado con un gas inerte hacia una trampa de frio,
la cual puede formar parte de un sistema cromatografico
(Schultz et al.,, 1971). En la actualidad las técnicas descritas en

espacio de cabeza pueden clasificarse en dos grandes grupos:
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-Espacio de cabeza estatico,

-Espacio de cabeza dinamico.

En los dos casos el principio fundamental es el mismo, los
componentes volatiles de una muestra soélida o liquida se
analizan mediante el estudio de la atmosfera adyacente a la

muestra que queremos analizar (Wampler, 1997).

[1.2.2.4.3.1- Espacio de cabeza estdtico

En el espacio de cabeza sobre una determinada muestra
existen componentes en fase vapor a la temperatura ambiente a
la cual se encuentran, o bien tienen una presion de vapor lo
suficientemente elevada para evaporarse y producir una
disolucion gaseosa; en ambos casos el gas en si mismo puede
ser inyectado en el cromatografo de gases mediante una
jeringuilla. La cantidad de gas que puede ser inyectada en el
cromatografo, esta limitada por la capacidad del inyector y la
columna; también ha de considerarse el aumento de presion y
flujo producido al ser inyectada una muestra gaseosa de un

volumen relativamente grande.

Normalmente la cantidad de muestra inyectada esta
comprendida entre 0,1-2mL. La utilidad de este sistema de
inyeccion depende de que existan suficientes cantidades de
analito en el volumen de gas que se inyecta para la deteccion
mediante cromatografia gaseosa. En esta técnica la muestra se
introduce en un vial cerrado y los compuestos volatiles presentes
en la muestra pasan a formar parte del espacio de cabeza. Si su

concentracion es proxima a lppm podran ser analizados por la
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inyeccion directa de una parte alicuota de la atmosfera en el

cromatografo de gases.

Asi, la concentracion de analito inyectado es directamente
proporcional al volumen de la jeringuilla de inyeccion y a la
cantidad de compuesto presente en el espacio de cabeza, e
inversamente proporcional al volumen del espacio de cabeza
presente en el vial. A veces la dinamica de trabajo requiere la
introduccion de la muestra en un vial y el calentamiento de la
misma para favorecer el enriquecimiento en componentes

volatiles en el espacio de cabeza.

Presenta las ventajas de no utilizar disolvente en el analisis,
asi como el bajo coste de la instalacion de la misma pero supone
que, para compuestos presentes en la muestra a muy baja
concentracion y que no son altamente volatiles, el método no
tiene la suficiente sensibilidad para su determinacion (Wampler,

1997).

En el aceite esencial de limén dada la elevada volatilidad de
sus componentes, se puede obtener con facilidad sin necesidad
de calentamiento y evitando la posibilidad de la formacion de
artefactos, una proporcion de volatiles suficientes como para ser

detectados tras inyeccion directa.

No existen trabajos realizados a este respecto, comparando
los porcentajes de componentes volatiles obtenidos por inyeccion
directa en cromatografia de gases, de aceite esencial de limoén y
de un espacio de cabeza de aceite esencial de limoén, Sin
embargo, Goretti et al. (1986) comparan los porcentajes de

componentes obtenidos de aceite esencial de limo6n y el espacio
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de cabeza de limoé6n, los resultados se muestran en la Tabla

11.2.2.4.3. 1.

Se observa que aumentan notablemente las proporciones de
o y B-pineno y a-tuyeno en el espacio de cabeza frente al aceite
esencial de limon y disminuyen el limoneno y y-terpineno, asi
mismo disminuyen linalol, neral, geranial y antranilato de
metilo. Esto contrasta con la idea de que son principalmente
aldehidos -sobre todo citral- y ésteres, los principales

contribuyentes al aroma apreciado en los frutos citricos.

Otras técnicas utilizadas para realizar el espacio de cabeza,
conllevan la utilizacion de microextraccion en fase solida -SPME
(Steffen et al., 1996; Penton, 1996; Peppard, 1999)- que realiza
una extraccion previa del espacio de cabeza aplicando una
jeringa especial que posee un recubrimiento polimérico de
naturaleza polar o apolar. Se resalta la importancia de la
eleccion de la fibra segin la naturaleza mas o menos polar de los
componentes a analizar, asi con un recubrimiento polimérico de
naturaleza apolar poldimetilsiloxano (PDMS), los hidrocarburos
terpénicos presentan el inconveniente de que su afinidad por la
fibra es diferente también segun el porcentaje en que se

encuentren los componentes en la muestra.

Por ello los que estan en menor proporcion pueden ser
desplazados por los que se encuentran en mayor proporcion, y
ademas el aumento de temperatura y del tiempo que el espacio
de cabeza esta expuesto a la fibra actiian en el mismo sentido no
llegando a ser totalmente exactos los porcentajes en que se
encuentran en el espacio de cabeza y el que aparece tras

desorber la fibra (Jordan, 1999).
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TABLA 11.2.2.4.3.1- COMPARACION PORCENTAJES RIQUEZA DE
ACEITE ESENCIAL Y ESPACIO DE CABEZA

Componente % aceite esencial | % espacio cabeza
a-tuyeno
+o-pineno 2.26 5.81
canfeno 0.16 0.35
B-pineno 12.48 21.29
sabineno 1.94 3.32
mirceno 1.32 1.57
a-felandreno 0.21 0.22
limoneno 66.45 56.58
y-terpineno 9.31 6.20
p-cimeno 1.80 1.60
terpinoleno 0.42 0.30
octanal tr 0.02
metilheptenona tr 0.02
acetato de octilo 0.06 0.03
citronelal 0.05 0.03
decanal tr
linalol 0.10 0.07
acetato de linalilo 0.04 0.03
[-cariofileno 0.12 0.02
terpinen-4-ol 0.06 0.02
neral 0.48 0.18
a-terpineol 0.16 0.07
acetato de nerilo 0.18 0.04
geranial 0.85 0.26
acetato de geranilo 0.12 0.02
citronelol tr 0.00
nerol 0.03 tr
geraniol 0.03 0.02
antranilato de metilo 0.49 0.19

Goretti et al.,, 1986
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[1.2.2.4.3.2- Espacio de cabeza dindmico

Esta técnica implica el movimiento de analitos desde la
matriz del alimento hacia el espacio de cabeza. La atmoésfera que
rodea al alimento es atravesada de forma continua por una
corriente de gas portador que arrastra con €l a los componentes
volatiles presentes en el espacio de cabeza, facilitando la salida
de estos desde la muestra hacia el mismo, sin necesidad de
esperar a que se alcance el equilibrio quimico entre las fases que
conforman el sistema, ademas de incrementar el volumen de
muestra utilizado mas alla del volumen del vial que contiene la

muestra (Padrayuttawat y Tamura, 1996).

En esta clase de analisis es usual el empleo de volumenes
comprendidos entre 100mL y 1000mL de espacio de cabeza,
asegurando de esta forma la captacion de todos los componentes
volatiles de la muestra problema. La ventaja de este sistema es
que todos los volatiles de este volumen son transferidos

directamente hacia el cromatografo de gases.

El analisis se completa con el paso del gas portador a través
de una serie de trampas que retienen los componentes volatiles,
dejando pasar a través de ellas el gas portador. El atrapamiento
de los componentes volatiles supone su adsorcion en un
material de gran superficie, 6 bien atrapamiento por frio

mediante condensacion o congelacion del analito en la trampa.

De esta forma el sistema de espacio de cabeza dinamico
actia como concentrador de muestras, mientras que cuando los
componentes volatiles son arrastrados por un gas portador y

atrapados para su determinacion esta técnica también recibe el
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nombre de purga y trampa (“purge and trap”), inicamente en el
caso de que la muestra sea liquida, y si la muestra es solida se

le denomina como espacio de cabeza dinamico.

La seleccion de la técnica y del medio, depende de diversos
factores entre los que se incluyen: la naturaleza quimica del
analito, su estabilidad térmica, caracteristicas de adsorcion y
desorcion del material adsorbente, volumen del analito sobre el
material, capacidad y coste del agente criogénico y por ultimo la
presencia de material contaminante entre la que se incluye el

vapor de agua.

Una norma general es que a mayor capacidad de retencion
del polimero, o menor sea el tamano de molécula que pueda
retener, mayor sera la temperatura requerida para desorber y
regenerar la trampa. El uso de carbon activo y gel de silice
plantea el problema de su gran capacidad de retencion de agua

(Houston y Ji, 1991).

11.2.2.5- ESPECTROMETRIA DE MASAS

La innovacion tecnolégica que ha supuesto el
acoplamiento de la cromatografia de gases y espectrometria de
masas, permite determinar el espectro de masas de un
componente determinado, presente en un pico de un
cromatograma de gases, determinando su estructura, e
identificandolo con mayor certeza (Prager y Miskiewicz, 1982; Di

Giacomo y Mincione, 1994).
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Tateo et al. (1981) utilizan la espectrometria de masas para
controlar la calidad de la esencia deterpenada soluble de limon,
producida mediante el uso de resinas estirdlicas, ya que durante
su puesta a punto aparecian restos de la matriz en el aceite
esencial mediante el cambio a resinas de grado alimentario
consiguen la produccion de deterpenados hidroalcohodlicos de
limén que analizados por GLC y UV no presentaban ningun tipo
de residuo extrano al aceite; para certificar esto utilizan la

espectrometria de masas.

Ziegler et al. (1992) realizan un estudio sobre las
cumarinas y psoralenos presentes en el aceite esencial de limon
procedente de Sicilia utilizando las técnicas de HPLC-MS, GC-
MS, y NMR, tras varias etapas de separacion cromatografica, y
mediante el uso de una columna de fase reversa (RP18), y
cromatografia preparativa en capa fina la mayoria de los
compuestos se aislan puros para su posterior identificacion en
masas. Las cumarinas que no se separan bien en HPLC se
analizan mediante GC-MS, tras formar su derivado

trimetilsililado para aumentar su volatilizacion.

[1.2.2.6- DETERMINACION DE LA FRACCION NO VOLATIL
POR HPLC

Las cumarinas y psoralenos, constituyen una clase de
compuestos caracterizados por una gran diversidad estructural y
una presencia diferenciada en el reino vegetal. Estos compuestos

pueden jugar un importante papel en el control de calidad y
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genuinidad de los aceites esenciales de citricos, asi como en sus

métodos de produccion.

Segin McHale y Sheridan (1988) se puede determinar la
adicion fraudulenta de sustancias como pueden ser el p-
dimetilaminobenzoato y algunos derivados cumarinicos que
poseen la misma absorcion en UV que las cumarinas y
psoralenos presentes de modo natural en aceite esencial de

limon.

Cuando los aceites esenciales poseen valores de CD altos
admiten la dilucion con pequenas cantidades de aromas
recuperados por corriente de aire sin que se puedan detectar por
este método. La dilucion puede ser mayor si ademas se le
anaden al aroma recuperado compuestos con una absorcion UV
semejante a la que producen los propios componentes existentes

en el aceite natural.

Con este proposito se incluyen filtros solares como ocurre
con la mezcla salicilato y antranilato de metilo y el p-
dimetilaminobenzoato de etilo, asi como aceites esenciales de
pomelo-lima. La absorbancia en UV del aceite de lima es diez
veces mayor que el del limon y el de pomelo unas tres veces
mayor. Esta medida de CD que detecta adulteraciones groseras,
no es capaz de detectar la adicion de aceites recuperados a los

que se les anaden pequenas cantidades de estos otros aceites.

Los compuestos oxigenados heterociclicos no volatiles,
responsables del espectro caracteristico de absorcion en UV del
aceite esencial del limén son estructuras de composicion

quimica bien conocida. Cada uno de ellos posee un punto

115



diferente de maxima absorcion en UV, dependera pues de la
concentracion en la que se encuentre cada uno la variacion en la
absorcion que aparezca en el espectro y por tanto podria ser un
meétodo util de deteccion de anomalias la determinacion de las
variaciones de las concentraciones de los distintos compuestos
oxigenados heterociclicos presentes, de forma natural en el
aceite esencial de limon a lo largo de la campana. La
composicion que estos autores determinan en cumarinas y

psoralenos es la mostrada en la Tabla I1.2.2.6. 1

Se observa en un 25% de aceites esenciales comerciales la
aparicion de un pico eluido antes de la bergamotina atribuido a
etil-p-dimetilaminobenzoato, confirmando que éste éster es el
que se utiliza con mas frecuencia para enmascarar la
adulteracion. Aparece también aurapteno que eluye junto a la 5-
penteniloxi-7-metoxicumarina (cumarina minoritaria en el aceite
esencial del limon) y que reduce el reduce aproximadamente 4
veces el area del pico de absorcion en el espectro de UV y situa
un punto de inflexion aproximadamente en los 295nm. El
aurapteno es la cumarina presente en mayor proporcion en el
aceite esencial de pomelo, que presenta otra serie de picos que
eluyen con posterioridad al byakangelicol y permiten determinar

la presencia de este aceite.
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TABLA 1I1.2.2.6.1- COMPOSICION DE LA FRACCION DE
CUMARINAS Y PSORALENOS EN ACEITE ESENCIAL DE LIMON

Componente ppm
bergamotina 2.200
S-geraniloxi-7-metoxicumarina 1.600
isoimperatorina 180
S-isopenteniloxi-7-metoxicumarina 80
? (UV cumarina sustituida en 7 ) 10
citropteno 650
8-geraniloxipsoraleno 750
felopterina + isoimperatorina 90
S-isopennteniloxi-8-epoxiisopentiloxipsoraleno 220

? (UV mal definido) -

oxipeucedanina 1.100
byakangelicol 450
hidrato de oxopeucedanina 260
byakangelicina 70

McHale y Sheridan, 1988
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Se ha observado también que algunos aceites esenciales
comerciales presentaban valores de herniarina inferiores a los
normales, lo que sugiere que esta cumarina se utilizé para
ajustar el valor del minimo de absorcion que se registra en el
espectro. Segun Robards et al. (1997) los flavonoides tienen un
papel idoneo como marcadores quimio-taxonomicos por su
ubicuidad y numero en los frutos y su especificidad en las
distintas variedades e incluso cultivos. Esta aplicacion se ha
extendido con el fin de detectar adulteraciones del zumo

(Robards y Antolovich, 1995).

A pesar del éxito de la RPC (Reversed Phase
Chromatography) (Perfetti et al, 1988; Sendra et al., 1988;
Fernandez de Simoén et al., 1992; Mouly et al.,, 1994; Ooghe et al.,
1994) la separacion entre glicosidos y agliconas no es adecuada
para la resolucion de una mezcla compleja que contiene muchos
compuestos de cada grupo. Por esta razéon se ha hecho practica
regular separar las diferentes clases de flavonoides en un paso
previo de extraccion. Por otro lado, la elucion en columna se usa
particularmente en los analisis de glicosidos para desechar los

grupos de compuestos no deseados tras un cromatograma.

Usando HPLC con detectores de UV y fluorescencia, los
cromatogramas son como “huellas dactilares” cuantitativas de
los flavonoides presentes en el zumo. La composicion de estos
zumos es ideal para este tipo de analisis: La mayoria de los
enzimas son inactivados en la primera hora tras la extraccion
por el pH relativamente bajo, y procesos de oxidacion que
pueden causar cambios en flavonoides sensibles se suprimen
gracias a concentraciones de acido L-ascorbico relativamente

altas.
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Segun los datos del espectro los flavonoides que
predominan en el limon son la hesperidina y la eriocitrina. Los
cromatogramas de fluorescencia son mas complejos que los de
UV, lo que sorprende, ya que el numero de compuestos
fluorescentes es menor que el de materiales absorbentes; esto
hace pensar que las medidas por fluorescencia no son fiables en

el rango de emision de 300-350nm.

Ziegler et al. (1992) sobre diferentes muestras de aceite
esencial de limon de “invierno” obtenido mediante maquinas
“sfumatrice” procedente de Sicilia de la campana 89-90, extraen
los volatiles a vacio y temperatura ambiente, el residuo se pasa
por una columna de fase reversa RP-18, para eluir los
componentes no polares; el eluato se fracciona posteriormente
mediante TLC (thin-layer chromatography), se obtienen ocho
fracciones que se estudian posteriormente por HPLC para
purificarlas y poderlas analizar mediante HMNR, y GC-MS bien
directamente o mediante derivatizacion. Determinan de esta
forma veintinueve componentes de los que once de ellos no
habian sido detectados hasta ese momento como presentes en el

limon, y entre estos:

5-(2°,3’-dihidroxi-3’-metilbutioxi)-7-metoxicumarina

5-(2°,3’-epoxi-3’-metilbutiloxi)-7-metoxicumarina

8-(7’,8’-epoxigeraniloxi)psoraleno

5-(3’-metilbut-2’-eniloxi)-8-(2°,3’-dihidroxi-3”-

metilbutoxi)psoraleno
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Con excepcion de cuatro derivados del sinapil-alcohol, el
resto de componentes se identifica como cumarinas, entre ellas
aurapteno, considerado como caracteristico del pomelo, y
heraclenina indicador de aceite esencial de lima, que estan
presentes en cantidades traza, sin embargo no se han podido
detectar herniarina, isopimpinelina y epoxibergamotina, -las dos
primeras, constituyentes principales del aceite de lima y la
ultima del pomelo-, por ello se puede decir que éstas tres no se

encuentran presentes en aceite esencial de limon.

Lo mismo se puede decir del bergapteno que segun Shu et
al. (1975) se encontraria en aceite de limén, aunque su
presencia en el mismo no habia sido confirmada por medidas
espectroscopicas (McHale et al.,, 1989, Benincasa et al., 1990) y
que se ha comprobado no forma parte del mismo. La mayoria de
los compuestos se encuentran en cantidades comprendidas
cerca de 10mg/K, excepto la cnidicina que se situa sobre los 30-

40mg/K.
A continuacion se presentan segun el orden de elucion en

HPLC los principales componentes cumarinicos determinados

por estos autores para el limon siciliano (Tabla 11.2.2.6.2).
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TABLA 11.2.2.6.2- ORDEN DE ELUCION EN HPLC DE CUMARINAS
EN ACEITE ESENCIAL DE LIMON ITALIANO

5-(2°,3’-dihidroxi-3’-metilbutoxi)-7-metoxicumarina

hidrato de oxipeucedanina

byakangelicina

citropteno

heraclenina

pabulenol/gosferol

neobyakangelicol

oxipeucedanina
5-(3’metilbut-2’eniloxi)-8-(2’,3’dihidroxi-3’metilbutiloxi)psoraleno
imperatorina

7-(3’-metilbut-2’-eniloxi)cumarina
8-(7’,8-epoxigeraniloxi)psoraleno

felopterina

isoimperatorina

5-(3’-metilbut-2’-eniloxi)-7-metoxicumarina
S5-(3-metilbut-2’-eniloxi)-8-(2”,3”-epoxi-3”-metilbutoxi)psoraleno
cnidicina

8-geraniloxipsoraleno

aurapteno

bergamotina

S-geraniloxi-7-metoxicumarina

Ziegler y Spiteller, 1992
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I1.3- ACTIVIDADES PARTICULARES

Determinados componentes especificos del aceite esencial
de limon pueden presentar actividades que pueden ser en unos
casos favorables y en otros adversas. Asi ocurre con los
compuestos que poseen actividad antioxidante, sobre todo en la
fraccion no volatil correspondiente a las ceras, y contrariamente

las propiedades alergénicas de los hidrocarburos terpénicos.

I1.3.1- ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Miyake et al. (1997) encuentran una mayor actividad
antioxidante para la eriocitrina que para el a-tocoferol actuando
sobre el metabolismo de las bacterias intestinales humanas, y en
cuanto a sus metabolitos eriodictiol, 3,4-DHCA y PHL, no poseen
gran actividad, pero actian como coadyuvantes protegiendo

dicha actividad.

Asi mismo estos autores aislan dos c-glucosilflavonas de la
corteza de limon que identifican mediante UV, IR, FAB-MS (fast
atom bombardment-mass spectra), H-NMR y C-MNR como 6-8-
di-C-B-glucosildiosmina (LE-B) y 6-C-B-glucosildiosmina (LE-C).
Su concentracion en HPLC se estima en 216 y 34,8 ppm
respectivamente. Se comparan la actividad antioxidante de LE-B
y LE-C y de los glicosidos flavonoides del liméon usando el
sistema del acido linoleico. Ambas poseen actividad antioxidante

aunque menor que la de la eriocitrina y el a-tocoferol.

Estos resultados sugieren que la eriocitrina tiene la mayor

actividad de los flavonoides glicosidicos del limén porque
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contiene grupos dihidroxi adyacentes al anillo B, que no tienen
LE-B ni LE-C. La actividad de LE-B, LE-C y la diosmina son
también distintas aun teniendo la misma aglicona (diosmetina),
se piensa que la diosmina tiene menor actividad porque se une a

la rutinosa por la posicion 7-OH de su anillo A.

Bocco et al. (1998) consideran que un modo de valorizar
las semillas y cortezas de limén, subproductos de la extraccion
de zumo, es wusarlos como antioxidantes mnaturales. Se
examinaron los extractos en metanol (compuestos fenodlicos
libres) y los de hidrolisis alcalina (compuestos fenodlicos ligados)
con un modelo basado en la oxidacion acelerada del citronelal.
Generalmente las semillas poseen mayor actividad antioxidante
que la corteza; segun analisis HPLC, los extractos metandlicos
eran ricos en flavonas y flavononas glicosiladas, mientras los
hidrolizados contenian principalmente acidos fendlicos y

flavonoles.

Las semillas de lim6n contienen eriocitrina y hesperidina,
mientras la piel es rica en neoeriocitrina, naringina y
neohesperidina; la concentracion de las flavononas glicosiladas
es también distinta: neoeriocitrina y naringina tienen
concentracion similar en la piel, mientras que en la semilla la de

eriocitrina es 40 veces mayor que la de naringina.

No se observa una relacion clara entre la capacidad
antioxidante y la concentracion de flavononas glicosiladas de
una muestra, pero es conocido que éstas no pertenecen a la
familia de antioxidantes mas potente. En porcentaje, las
semillas, tienen mayor poder antioxidante, pero su contenido en

flavononas es menor, ademas, los extractos que contienen
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eriocitrina y neoeriocitrina -las flavononas glicosiladas mas
eficientes- no son mas activos que aquellos que no las presentan

(Bocco et al., 1998).

El calculo de la actividad antioxidante de los extractos en
relacion con la actividad de cada flavonona y su concentracion
en el extracto pone de manifiesto que las flavononas sélo pueden
explicar un 1% del 20% de actividad de los extractos de semillas
y un 36% del 83% de la actividad que posee la corteza. Esta
claro que especialmente en las semillas, incluso si existe sinergia
entre las flavononas glicosiladas; la actividad antioxidante se
debe principalmente a otros compuestos como tocoferoles,
ascorbico, limonoides y otras sustancias sin identificar. En
cuanto a los compuestos fenodlicos ligados, los resultados son
similares (explican un 2% del 22% de actividad detectada), en
este caso parece que los flavonoles explicarian esta actividad en

su mayoria.

I1.3.2- REACCIONES ALERGICAS

En general gran cantidad de plantas suelen producir
dermatitis de contacto por diferentes mecanismos, irritativo,
alergénico o mixto. El propiamente alergénico o inmunologico
puede presentarse bien debido a una reaccion de
hipersensibilidad aguda, provocando una reaccion inmediata,
bien por una hipersensibilidad retardada provocando la
dermatitis cronica, Las dermatitis de contacto, son
frecuentemente senaladas como enfermedades profesionales.
Audicana y Bernaola (1992), recogen un caso de dermatitis

ocupacional en un camarero, que presenta un eczema cronico y
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reaccion a los dos y cuatro dias cuando se le aplican test
cutaneos con lemon-grass y aceite esencial de limon (++), asi
como con neroli y geraniol (+). Se asocia fundamentalmente a la
presencia de limoneno y geraniol, segin estos autores. Esta
dermatitis no es muy frecuente, y en cuanto a las reacciones de
hipersensibilizacion aguda son aun mas infrecuentes aunque de
mayor importancia y se han observado en algunos operarios de
empresas tranformadoras de citricos. Por otro lado la
“International Fragance Association”, recomienda que en caso de
que se utilicen preparados cosméticos sobre zonas de la piel
expuestas a radiaciones solares que contengan como
aromatizante aceite esencial de limon, éste no puede superar el
10% (IFRA, 1991), concentracion suficientemente elevada para
no suponer un obstaculo de su uso en la mayor parte de estos

productos cosmeéticos.
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III- MATERIAL Y METODOS
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III.1- ACEITE ESENCIAL DE LIMON.

La materia prima utilizada son muestras comerciales de
aceite esencial de lim6on suministrado por diferentes empresas
del sector de transformacion de frutos citricos ubicadas en la
region de Murcia, y que procesan fruta en su mayor parte
procedente de las producciones de la Vega baja y media del rio
Segura, y de la provincia de Almeria. Son, por tanto, muestras
genuinas de aceite esencial de limon recogidas directamente en
las factorias de elaboracion y representan al aceite esencial de

lim6n que se produce en nuestro pais.
Las variedades procesadas son: la variedad Verna cuya

produccion se extiende mas en el tiempo a lo largo del ano por

presentar varias floraciones durante el mismo, y de la variedad

129



llamada de limon Fino que se considera como limon de invierno.
Dado que las zonas de cultivo de limon en Espana se han
difundido de forma espectacular en las ultimas décadas, desde
zonas proximas al litoral maritimo hasta areas del interior,
desde el Sur de la Provincia de Alicante hasta la provincia de
Malaga, los calendarios de produccion se han extendido
solapandose en muchas ocasiones en sus momentos de

recoleccion.

III.1.1- Muestras de aceite esencial de limoén.

Las muestras en su mayoria han sido procesadas en
extractoras FMC “In line”. En cuanto a las fechas se han tomado
muestras de distintas épocas de produccion de varias campanas
desde el anno 1993, siendo el anno 1996 del que mayor niumero de
muestras se recogieron, y por ultimo varias muestras de la

ultima campana 1998-99.

Se toman muestras directamente de la linea de
produccion, concretamente a la salida de la centrifuga de pulido,
y algunas de la camara de refrigeracion, dias después de su
industrializacion en aquellas épocas de produccion mas

limitada.

Puesto que las muestras no poseen ningun elemento
extrano ni anadido, se procede a su analisis directamente,
actuando segun cada técnica lo requiere. Las muestras se
recogen en envases de vidrio color topacio de hasta 200mlL,
cerradas herméticamente y se conservan en camara frigorifica a

temperatura ligeramente superior a 0°C.

130



II1.1.1.1- CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS: COLOR,
ASPECTO Y OLOR.

El aceite esencial de limon es un liquido ligeramente
coloreado, que puede variar de amarillo palido a amarillo-
verdoso, algunas veces presenta incipiente turbidez y olor

caracteristico del pericarpio fresco de limon.

Para el estudio del color se ha utilizado un colorimetro
Minolta CR-200 que permite medir la cromaticidad absoluta, es
decir matiz, color y luminosidad, mediante los parametros: Yxy,
L*a*b*, L C H®, y densidad colorimétrica. Las muestras de aceite
esencial se sitian en tubos de vidrio de veinte mL de capacidad
llenos hasta la mitad, sobre fondo blanco para realizar las

medidas.

II1.2- ANALISIS FiSICO-QUIMICOS

II1.2.1- Determinacion de la Densidad

El principio en que se basa es en la determinacion de la
masa de la unidad de volumen, expresada en g/mL, a una
temperatura dada (20°C). La densidad se representa por "d". La
temperatura se ha de controlar exactamente ya que la densidad
de estas materias varia aproximadamente 0,00068 unidades por
grado. La temperatura de la determinacion no debe diferir de la

de referencia en mas de 5°C (ISO 279, 1981).
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Por densidad absoluta de un aceite esencial a 20°C, se
entiende el cociente de la masa de un cierto volumen de éste

aceite esencial por su volumen, a ésta temperatura. Esta

. -3 -
magnitud se expresa en g cm -, y su simbolo es p ...

Por densidad relativa de un aceite esencial a 20°C se
entiende el cociente entre las densidades absolutas del aceite

esencial y del agua, ambas a 20°C. Esta magnitud no tiene

: . : 20 . 20
dimensiones y su simbolo es p,,” , o bien d ;™" .

II1.2.1.A- Método picnométrico

Se utiliza un picnémetro normal, o con el termometro
acoplado. El picnémetro ha de estar a la temperatura ambiente.
Se llena el picnometro hasta el borde superior del tubo capilar y
se introduce el termometro, se pesa y se anota la T* de la

determinacion.

Asi se calcula la densidad expresada en g/mL y referida a

una T? de20°C
Densidad = [(P"-P)/(P'-P)] x D (g/mL)
P = peso en g del picnometro vacio.
P' = peso en g del picnometro lleno con agua a 20°C.

P" = peso en g del picnometro lleno con aceite a 20°C.

D = densidad del agua a 20°C.
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El valor de la densidad calculado anteriormente puede

corregirse del efecto del empuje del aire por la formula:

Densidad corregida = d+0,0012 x (1-d)

Donde d es la densidad sin corregir.

La temperatura de la determinacion y la T? de referencia se

relacionan en la siguiente forma:

d'= d+(t-t') x 0,00068 sit>t
d’= d+(t'-t) x 0,00068 sit<t

d = densidad a la temperatura de la determinacion t.

d'= densidad a la temperatura de referencia t'.

II1.2.1.B- Determinacion de la Densidad Absoluta y la
Densidad Relativa de Aceites Esenciales mediante

Densimetro Digital.

Se emplea el “Calculating Digital Densitymeter AP,
PAAR/DMA46”, un instrumento de medida cuyo fundamento es
la variacion que experimenta la frecuencia de un circuito
oscilante, excitado electronicamente, al contener un volumen fijo

de muestra.
La frecuencia de oscilacion es influida tinicamente por la

masa del volumen de muestra y al mantenerse constante ésta

magnitud (por las caracteristicas de la célula de medida), para
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una temperatura, la densidad de la muestra se obtiene como
funcion de la medida de la frecuencia (o del periodo) de

oscilacion segun la expresion:
p=(1/A)x (T*-B)

T es el periodo de oscilacion del sistema y A y B son constantes

del aparato que se determinan en la operacion de calibrado.

El aparato debe estar a temperatura de 20 + 0,1°C, en la
posicion "T" se mide el periodo de oscilacion de la célula, se
introducen aproximadamente 0,7 mL de agua destilada en el
interior de la célula de medida, que debe llenarse totalmente. La
muestra debe ser homogénea y libre de burbujas por pequenas
que sean. Se obtiene asi el periodo de oscilacion del agua a 20°C,

y se expresa como Ty, .

Después de vaciar la célula, limpiar con etanol y secar
conectando la bomba de aire del aparato hasta que esté
completamente seca, se desconecta la bomba y se obtiene el
periodo de oscilacion del aire a 20°C, y se expresa como T,, .

Con los valores T correspondientes el periodo de oscilacion
de aire y agua y los valores tomados de unas tablas adjuntas, de
la densidad de aire y agua, se calculan las constantes A y B de

la siguiente forma:

2 2
A= (T"40 - T airdd /(P 120 = Paire)

Aire ~ ( A X pAire)
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Se conoce la densidad relativa como:

20
P 20 = Pao /Proo

siendo p,,, la densidad absoluta de la muestra, y py,, la

densidad absoluta del agua a 20°C descrita en las tablas

comunmente.

Para calcular las constantes A y B de calibrado de la

densidad relativa se usa la siguiente formula:
A= (TQHQO_TQAire)/ [1- (pQOAire / pQOHzo ) ]

) 20 20
B=T pire " [Ax (P pire /P " 20 ) ]

constantes para p°: (B =36,8704) (A=26,354)

constantes para P % o (B=36,8704) (A=26,3067)

Las constantes A y B asi calculadas, se introducen en la
memoria del aparato, con lo que se halla en disposicion de medir
densidad absoluta y la densidad relativa. Esta operacion de
calibrado y medida de constantes se lleva acabo en la puesta a
punto del aparato. Posteriormente el equipo regula la calibracion
con la medida de las densidades —al inicio y final del muestreo-
de una muestra “blanco” de densidad conocida (en este caso

etanol cuya d ,;° = 0,8062).
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La determinacion de la densidad se realiz6 en la mitad de
las muestras, por el método picnométrico y otra mitad por

densimetro digital.

II1.2.2- Determinacién del indice de Refraccién

El indice de refraccion de una sustancia dada es la
relacion entre la velocidad de un rayo de luz en el vacio y la
velocidad de la luz a través de la sustancia. Por conveniencia
practica se refiere a la relacion aire sustancia. Es igualmente la
relacion del seno del angulo de incidencia al seno del angulo de

refraccion (ISO 280, 1976).

Este parametro, varia con la longitud de onda del rayo de
luz refractado y con la temperatura. Salvo indicacion contraria el
indice de refraccion viene referido a la longitud de onda
correspondiente a la linea D 589,3 nm de la luz del sodio. El
indice de refraccion se indica con la notacion n' para t°C y
longitud de onda de la linea D del sodio. Para otra radiacion de

distinta longitud de onda a t°C, la rotacion sera n'A.

Con los refractometros usuales la observacion se hace en
luz difusa, provistos de un dispositivo de acromatismo de la
radiacion D de la luz de sodio. Se utiliza un refractometro de
precision, que permite apreciar las diezmilésimas, con prismas
calentados por circulacion de liquido termostatado = 0,1°C.
Puede usarse luz blanca si el refractometro utilizado posee un

dispositivo de compensacion cromatica.
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Se llena con una gota del aceite esencial el espacio
comprendido entre los dos prismas, y se lee después de cinco
minutos, al menos, de contacto. La T? de lectura es de 20°C -no

debe sobrepasar en * 2°C la temperatura de referencia-.

I11.2.3- Determinacion del Poder Rotatorio

Como poder rotatorio (rotaciéon optica) de un aceite
esencial se denomina al angulo expresado en milirradianes y/o
grados sexagesimales de angulo, que gira el plano de
polarizacion de una radiacion luminosa de longitud de onda
589,3nm+0,3nm, correspondiente a la radiacion D del sodio, al
atravesar un paso de luz de 100mm de muestra a 20°C de

temperatura (ISO 592, 1981, AENOR 159, 1984).

Si la medida se efectia con un espesor distinto se debe
hacer el calculo para referirla a un espesor de 100mm. Se
utilizaron dos polarimetros uno manual con una lampara de luz
de sodio, y un polarimetro semiautomatico ATAGO Polax-D. La
longitud de los tubos utilizados en unas muestras es de 20mm

y en otras de 100mm.

La medida se efectuia a 20°C, se introduce en el tubo
adecuado la muestra de aceite esencial, procurando no dejar
ninguna burbuja de aire. Se coloca en el polarimetro, y se lee el
angulo de rotacion en la escala que lleva el aparato. Se realizan

tres medidas de cada muestra y obtenemos la media -siempre
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que no difieran mas de 0,08°, 6, 1,4mrads, que seran

rechazadas-.

La expresion aplicada es la siguiente:

at,=(A/1)x100

A: Angulo de rotacion en milirradianes 6 en grados
l: Longitud del tubo en mm

Se debe medir con una precision de +0,17°0 0,3mrads

II1.2.4- Solubilidad en Etanol

Generalmente los aceites esenciales son soOlo ligeramente
solubles en agua y miscibles en etanol absoluto. La
determinacion del numero de voliumenes de alcohol diluido, a
una graduacion dada, que se requieren para la completa
solubilizaciéon de un volumen de esencia, es una ayuda rapida
en la evaluacion de su calidad; aceites esenciales ricos en
constituyentes oxigenados son mas solubles en etanol diluido
que los aceites en cuya composicion predominan los

hidrocarburos terpénicos.
La temperatura influye en la solubilidad: segun las

normas que se apliquen (USP, NF, BP) se determina de 15 a

25°C. Se determina la solubilidad segun ISO 875 (1981) a 20°C.
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Se pone exactamente 1mL de aceite esencial en una
probeta de tapon esmerilado y se anade etanol de una
determinada dilucién en proporciones pequenas sirviéndose de
una bureta. Después de cada adicion se agita enérgicamente y

se observa el resultado.

Una vez lograda la disolucion clara, se anota la cantidad
de alcohol anadida y se continuia anadiendo hasta completar los
10mL, observando si se produce algiin enturbiamiento posterior.
Puesto que la solubilidad varia con la temperatura, ésta
determinacion se realiza a temperatura constante con ayuda del

bano termostatico.

Se utilizan mezclas alcohdlicas de 50 a 95% (v/v),
empezando por las de mayor graduacion, descendiendo de cinco
en cinco grados. Si el aceite es soluble en 10 volumenes de una
graduacion dada "G”, se determinara su solubilidad en la
inmediata disolucion alcoholica superior "G+5". Por el contrario
si es muy soluble en menos de un volumen de esa mezcla
alcoholica, se determinara en la siguiente graduacion inferior

HG_SH.

Para expresar el resultado de éste ensayo se define el
aspecto de la disolucion segun las siguientes anotaciones

tipicas:
A) Solubilidad en etanol de X°. Claramente soluble en "A"

volumenes y en mas, de alcohol y permanece clara con la

adicion hasta 10 volumenes.
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B) Solubilidad en etanol de X°. Claramente soluble en "A"
volumenes y turbio por dilucion, si la disolucion clara con "A"
volumenes se enturbia después de la disolucion gradual hasta
10 volumenes.

C) Solubilidad en etanol de X°. Claramente soluble en "A"
volumenes y turbio en "B" volumenes, presenta el
enturbiamiento de la disolucion clara en A volumenes, cuando

se diluye a B y B es menor de 10.

Cuando no se obtiene una disolucion clara se observa si se
produce una separacion después de 24 horas de reposo.
Asimismo se dice que la disolucion es ‘'opalescente”,
“ligeramente opalescente” y "muy ligeramente opalescente",
cuando la turbidez que presenta es comparable a la obtenida al
anadir dos gotas de NO3Ag N/10 en 100mL de disolucion de 2,
0,2 y 0,02g/L de ClNa respectivamente.

II1.2.5- Residuo de evaporacion

La determinacion del residuo de evaporacion se lleva
acabo mediante el método descrito en la norma ISO 4.715 de
1978, para aceites esenciales. El residuo de evaporacion es el
porcentaje de masa que se obtiene tras la eliminacion de la
fraccion volatil por calentamiento de la muestra al banio maria y
posterior enfriamiento en un desecador. El resultado se expresa

como porcentaje de masa del residuo respecto de la masa inicial.
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II1.2.6- indice de Carbonilo expresado como Citral

El fundamento de ésta técnica se basa en que la adicion
del clorhidrato de hidroxilamina produce la oximaciéon -por parte
de la hidroxilamina- del doble enlace carbonilico del grupo

aldehido formando una aldoxima y liberando el HCI.

La reaccion esquematicamente presentada seria:

R-CHO + NH,OH .HCl < R-CH=NOH + H,0 + HCI

Completada la reaccion se valora el HCI liberado que se
relaciona con el contenido en grupos carbonilicos en la muestra
y que se calcula en gramos del aldehido citral. El final de la
reaccion se ha determinado por viraje de indicador (azul de

bromofenol) o por potenciometria.

En el caso de que mas de un aldehido o cetona estén
presentes en el aceite esencial, se expresan todos como uno de
ellos, el que se considere mas representativo. El aldehido
predominante en el aceite esencial de limon es el citral que

presenta dos isémeros citral trans o geranial y citral cis o neral.

H,C = C - CH, - CH, - CH, - C - CH,
C H, HC - CHO

Citral
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Los reactivos preparados para la determinacion se

corresponden con:

-Clorhidrato de hidroxilamina: 3,6g se disuelven en 39,25
mL de agua destilada y se aforan a 100mL con alcohol de 95%
-Azul de bromofenol. Se prepara a partir de 0,1g del

mismo disuelto en 5 mL de NaOH 0,5N

Se miden (pesan) exactamente 10mL de aceite esencial en
una probeta de 25mL con tapon esmerilado. Se anaden
aproximadamente 7 a 10mL de clorhidrato de Hidroxilamina en
etanol de 60° y unas gotas de naranja de metilo y se valora con

KOH 0,5 N (en etanol de 60°) pasados 15 minutos.

El punto final se puede determinar por potenciometria, para
evitar los inconvenientes que provienen de la dificultad de
apreciar el viraje con el indicador. En este caso se anaden 10g de
aceite esencial a 30mL de clorhidrato de hidroxilamina y se agita
durante quince minutos y se valora a continuacion con KOH
0,5N. El pH de inicio es el que corresponde al clorhidrato de
hidroxilamina mas el aceite esencial, y el punto final se alcanza

a pH de 3,4.

Los calculos son los siguientes:

Citral(p/v) = 0,0761 x (Vygy x fiopy )/10  x 100

%Citral(p /p) = 0,0761 x Vi x fioy /10 x dac x 100

(La dge se considera 0,850)
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Otro método de preparar la disolucion de clorhidrato de
hidroxilamina 0,5SN es disolviendo 21,5g de polvo del mismo
cristalizado en 30mL de agua destilada. Se calienta a 65° en
bano de vapor hasta obtener una disoluciéon clara. Se anade
lentamente a 908,6 mL de etanol de 95% y se agita. Se anade
entonces 12,5mL de una solucion al 0,1% de azul de bromofenol
en alcohol de 50% y suficiente cantidad de NaOH alcohdlica

0,5N hasta viraje de amarillo a verdoso.

Esto requiere generalmente de 2 a 2,5mL. Se sabe que se
adquiere un grado adecuado de neutralizacion cuando 35mLde
la disolucion de claro matiz verdoso cambia a amarillo con la

adicion de HC1 0.5N.

Los métodos de la hidroxilamina han sido desarrollados
para determinados aldehidos y cetonas, la primera emplea una
solucion de clorhidrato de hidroxilamina y la subsiguiente
neutralizacion con alcali factorado del clorhidrico liberado en la
reaccion. La segunda técnica emplea una disolucion de
hidroxilamina. (clorhidrato de hidroxilamina) en la que el HCI ha
sido neutralizado previamente con un alcali, después de la
reaccion con el aldehido o la cetona la mezcla es valorada con
acido normalizado. El procedimiento anterior es conocido como

método de Stillman-Red.
Estos métodos de 1la hidroxilamina ofrecen muchas

ventajas sobre los procesos de absorcion. Relativamente

requieren menos cantidades de aceite esencial. para una
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determinacion. La reaccion de la hidroxilamina con el aldehido

es rapida acortando el tiempo necesario para una determinacion.

Los métodos han sido comprobados satisfactoriamente
para la determinacion de ciertas cetonas (mentona y tuyona) que
no pueden ser determinas convenientemente por los procesos de
absorcion. De hecho la hidroxilamina reacciona practicamente
con todos los aldehidos y la mayor parte de las cetonas

encontradas en el aceite esencial.

Ademas, éstos métodos, resultan excepcionalmente
aplicables a aceites que contienen solo pequenas cantidades de
aldehido o cetona por ejemplo aceite esencial de limén, y a
aceites que contienen gran cantidad de acidos libres por ejemplo
lirio de Florencia. Las disoluciones usadas para los
procedimientos estandar, son estables y pueden guardarse
durante muchos meses, a excepcion de la disolucion de
Stillman-Red que es conveniente prepararla solo cuando se vaya

a usar.

Las desventajas son que el calculo de los resultados
envuelve el peso molecular del aldehido o cetona, dando
porcentajes por peso, por tanto adulteraciones con compuestos
carbonilicos de bajo peso molecular dan porcentajes aparentes

elevados.

II1.3- ESPECTROFOTOMETRIA UV. INDICE CD

El método se basa en la determinacion del espectro de

absorcion de la disolucion alcohoélica de aceite esencial de limoén

(250mg en 100mL alcohol etilico), usando de blanco etanol, en el
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rango de longitudes de onda comprendido entre 260 y 400nm,

segun la norma ISO 4.735 (1981).

La magnitud de la linea CD depende en parte de los
hidrocarburos terpénicos, del citral, y principalmente de los
constituyentes de naturaleza no volatil, como psoralenos y
cumarinas. La curva de absorbancia en UV produce un maximo
en torno a los 315nm. El valor CD se determina por la distancia
entre el maximo de absorcion y el punto que corta la tangente
entre el minimo y el punto de inflexion de la curva. En la Figura
[II1.3.1 se observa el espectro en UV caracteristico del aceite

esencial de limon y el valor CD

Se utiliza también la relacion siguiente:

CD x 100/ED

Las medidas de absorbancia se realizaron en un

espectrofotometro digital UVIKON de la marca KONTRON.

Para facilitar la medida de este parametro se realiza un pequeno
programa en lenguaje BASIC que permite hacer los calculos de
dicho valor, ya que en la pantalla del espectrofotometro o en el
registro grafico de la impresora obtenido a partir del mismo las
imagenes se distorsionan facilmente y pueden dar medidas

equivocas al determinarlo en la representacion grafica.
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FIGURA 111.3.1- ESPECTRO DE UV DE ACEITE ESENCIAL DE LIMON Y
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El programa es el siguiente:

List

Auto

10 INPUT “Abs max”; Ym
20 INPUT “Amax”; Xm

30 INPUT “Abs min”; Ya

40 INPUT “Abs inf”’; Ys

S50 INPUT “Amin”; Xa

60 INPUT “Ainf”; Xg

70 A=(Ya-YB)/(Xa-Xs)

80 B=Ys-A.XsB

90 PRINT “Parametro A="; A
100 PRINT “ParametroB="; B
110Y=A.Xu+B

120 Yr= YM-Y

130 (L) PRINT “CD="; Yr

140 RETURN

De esta forma introduciendo los valores de
absorbancias y de longitudes de onda de maximo, minimo y
punto de inflexiéon obtenemos directamente el valor CD sin tener
que recurrir al método grafico, ahorrando tiempo y evitando el
inconveniente de que los graficos, obtenidos por impresora de un
sistema digital, no coinciden con los registros sobre papel

semilogaritmico.
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III.4- CROMATOGRAFIA DE GASES. ESPECTROMETRIA
DE MASAS

El analisis por cromatografia en fase gaseosa, en
condiciones especificadas de una pequena cantidad (evitando
que la muestra inyectada pueda llegar a saturar la columna) de
aceite esencial en una columna de diametro pequeno y longitud
importante, como son las columnas capilares de pared
recubierta (WCOT), permite la separacion e identificacion de los
componentes de mezclas muy complejas como es el aceite
esencial, y de una forma absolutamente sencilla, ya que al ser
un producto de elevada volatilidad, puede ser sometido a ésta
técnica sin necesidad de tener que actuar sobre la muestra, y
evitando por tanto, toda alteracion en el producto original, cosa
que no es usual en la mayoria de los métodos de

fraccionamiento e identificacion.

Esta técnica permite, dado el caso, la localizacion de los
distintos compuestos por mediacién de sus indices de retencion,
asi como la determinacion cuantitativa de los compuestos
especificos por medio del calculo de area de sus picos (ISO

8.432, 1987).

II1.4.1- Analisis cualitativo y cuantitativo de

componentes volatiles en aceite esencial

Los componentes volatiles son identificados y valorados
cuantitativamente mediante cromatografia de gases, empleando
para ello un cromatografo Hewlett-Packard modelo 5890 Serie II

plus, equipado con un detector de ionizacion de llama (FID). La
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separacion se lleva a cabo en diferentes columnas capilares

detalladas mas adelante.

El perfil cromatografico da una idea a simple vista tanto del
aceite de que se trate como de la columna, pero para afinar mas
en la determinacion de los componentes se debe conocer el
orden en el que aparecen en el cromatograma, y este va a
depender, ademas de la polaridad de la fase estacionaria
utilizada, del programa de temperatura aplicado, del flujo de gas,
y de la concentracion de algunos componentes mayoritarios que
asumen en su concentracion a picos minoritarios que eluyen

muy proximos.

Para determinar este orden se han utilizado las referencias
bibliograficas existentes sobre cada columna o similares en su
composicion, ademas se han utilizado mezclas de patrones, bien
inyectadas a modo de estandar, determinando sus parametros
de retencion, bien anadiendo una alicuota a la muestra de aceite
para observar el incremento del pico a determinar. Seria
deseable poseer todos los patrones de los componentes que se
supone forman parte del aceite esencial, pero estos son
compuestos naturales a veces dificilmente purificables y en
cantidades realmente pequenas como para obtenerlos

comercialmente.

Para intentar obviar este problema se recurre a la
espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gases,
muy valiosa cuando se trata de identificar compuestos puros o
mezclas sencillas de componentes, pero que tiene el
inconveniente en este caso de que al ser tan complejas las

muestras, y ademas derivados del isopreno de estructura muy
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similar generalmente en muy bajas concentraciones, ya que los
mayoritarios estan bien determinados, y por otra parte el vacio
necesario para el detector de masas hace que los tiempos de
retencion varien respecto a los determinados en el equipo con

detector de ionizacion de llama.

Asi mismo se ha utilizado la inyeccion de la muestra junto
con patrones de la serie hidrocarburos saturados comprendidos
entre C7 y C24, con el fin de determinar los indices de retencion.
Los indices de Kovats se obtienen para estas dos columnas
utilizando el mismo programa de temperatura y tiempo, que
comienza a 60°C con un gradiente de 2,5°C/min, hasta alcanzar
210°C que se mantiene durante 15 minutos comparandolos con

los registrados en la bibliografia

Asi se puede confirmar en mayor o menor medida -ya que
influye el programa de temperatura utilizado por los distintos
autores, asi como las columnas que no son exactamente iguales
o pueden tener ligeras modificaciones en su polaridad- que se

trata del componente correspondiente.

Las caracteristicas de las columnas utilizadas se exponen

a continuacion:

1) Columna OV101 (polidimetilsiloxano)

Polaridad de la columna Apolar
Fase Estacionaria OV-101
Longitud de la columna 60m.
Diametro interno 0,25mm.
Diametro externo 0,39mm
Espesor de la fase estacionaria 0,20um.
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2) CPWAX-52-CB (polietilénglicol ligado)

Polaridad de la columna polar

Fase Estacionaria CP-Wax-52 CB
Longitud de la columna SO0m.

Diametro interno 0,25mm.
Diametro externo 0,39mm.
Espesor de la fase estacionaria 0,20um.

3) HP5 (5%)difenil(95%)dimetilpolisiloxano copolimero

Polaridad de la columna baja polaridad
Fase Estacionaria HP-5
Longitud de la columna 30m.
Diametro interno 0,25mm.
Diametro externo 0,39mm.
Espesor de la fase estacionaria 0,25um.

Las temperaturas de inyeccion y deteccion utilizadas han
sido 250°C en ambos casos. El gas portador empleado es Helio,
siendo el flujo en columna de 1mL/minuto. En la inyeccion se
emplea una relacion de division de flujo de 100:1. Las

cantidades de muestra inyectada varian entre 0,05uL y 0,7uL.

A continuacion se detallan los programas de temperatura
y tiempo del horno aplicados en las diferentes columnas; se
pretende con ello obtener la mayor resolucion de los picos y
evitar prolongar en exceso el tiempo de analisis. Esto se logra
evitando los platos iniciales ya que concentran la muestra al
inicio y empeora la resolucion y adecuando la velocidad de la
rampa de temperatura, que si es muy elevada, produce también

la aglomeracion de algunos picos y si es muy lenta, los deforma.
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Columna OV101:
Programa 1-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Temperatura Final

Tiempo Final

Programa 2-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Temperatura Final

Tiempo Final

Programa 3-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Temperatura Final

Tiempo Final

Programa 4-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Temperatura Final

Tiempo Final

65°C

0 minutos
3°C/min
210°C

2,5 minutos

75°C

8 minutos
4°C/min
200°C

4 minutos

60°C

2 minutos
2°C/min
180°C

10 minutos

60°C

2 minutos
2,5°C/min
180°C

10 minutos
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Programa 5-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Temperatura Final

Tiempo Final

60°C

O minutos
2,5°C/min
210°C

15 minutos

Columna CPWax 52CB:

Programa 1-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Temperatura Final

Tiempo Final

Programa 2-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Temperatura Final

Tiempo Final

Programa 3-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Temperatura Final

Tiempo Final

65°C

S minutos
2°C/min
210°C

2,5 minutos

90°C

0 minutos
1,5°C/min
210°C

2,5 minutos

60°C

0 minutos
4°C/min
220°C

15 minutos
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Programa 4-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Temperatura Final

Tiempo Final

Columna HPS5:

Programa 1-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Programa

Temperatura Final

Programa 2-
Temperatura inicial
Tiempo inicial
Programa
Temperatura Final

Tiempo Final

60°C

O minutos
2,5°C/min
210°C

15 minutos

60°C

4 minutos

1°C/min, hasta 64°C
2,5°C/min

155°C

60°C

0 minutos
2,5°C/min
210°C

15 minutos
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II1.4.1.1- CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA
DE MASAS (GC-MS).

Se realiza en un cromatografo de gases de caracteristicas
idénticas al anteriormente descrito y acoplado a un
espectrometro de masas HP 5972 como detector. La columna
utilizada es la HPS. La temperatura programada para el inyector
es de 250°C y para el detector de 280°C. El gas portador de igual
forma es el Helio con un flujo en columna de 1,3mL/min y una
relacion de division de 16:1. La cantidad de muestra inyectada

es de 1uL.

El programa de temperatura aplicado del horno ha sido:

Temperatura inicial 50° C

Tiempo inicial 2 minutos

Programa 1,5°C/min, hasta 85°C
Programa 2,5°C/min
Temperatura Final 160°C

La identificacion se realiza por comparacion de los
espectros de masas y los tiempos de retencion de los
componentes a identificar con los de los componentes puros

empleados como patrones de referencia.

I11.4.1.2- ESPACIO DE CABEZA ESTATICO:

Para llevar a cabo esta técnica de espacio de cabeza

estatico se han utilizado dos métodos:
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A) La microextraccion en fase solida (SPME), mediante una
jeringa especial con un relleno de caracter apolar (Peppard,
1999; Laencina et al., 1999), el polidimetilxilosano (PDMS), se
introduce en un vial sellado donde en el fondo se depositan
0,5mL de aceite esencial dejandolo cinco minutos a temperatura
ambiente para que se alcance el equilibrio, tiempos mayores
provocan la desorcion de los componentes presentes en menores
porcentajes y sobre todo los mas polares que presentan menor

afinidad por el recubrimiento polimeérico.

No es necesario someter la muestra a la accion de
ultrasonidos para favorecer la evaporacion de los componentes
ya que estos son altamente volatiles. A continuacion se inyecta
en el cromatografo de gases dejando dos minutos la fibra dentro
del inyector, no se aconseja mas tiempo ya que se acorta la vida
util de la misma por que puede perder relleno la fibra por

sobrecalentamiento (Jordan, 1999).

B) Inyeccion del espacio de cabeza que produce en un vial
de SmL de capacidad, 0,5mL de aceite esencial de limon tras
una hora a temperatura ambiente para alcanzar el equilibrio y
lograr la saturacion del espacio de cabeza con los componentes
volatiles presentes en la muestra. Debido a la elevada volatilidad
de la mayoria de los componentes este tiempo se considera

suficiente para lograr el equilibrio.
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IV- RESULTADOS Y DISCUSION
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IV.1- CARACTERISTICAS SENSORIALES.

Se describen a continuacion de forma somera, los aspectos
mas representativos de los analisis sensoriales en aceite esencial
de limon. El aspecto de las muestras de trabajo, caracteristico
del aceite esencial de limoén, es el de un liquido aceitoso entre
amarillo-verdoso y amarillo oscuro que algunas veces puede
presentar cierta turbidez y el olor caracteristico del pericarpio

fresco de limon.

IV.1.1- Determinacion del aroma
En efecto, el analisis sensorial de los aceites esenciales en

general y en concreto el de limon se limita a la estimacion de los

atributos de aspecto, color y olor fundamentalmente.
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En cuanto al aroma en concreto algunos expertos pueden
utilizar para describirlo diferentes calificativos: Fondo correcto,
fresco, aspero, plano, regular etc. Salida muy bien, bien,

correcta, verde, frutada, enclenque, etc. (AENOR, 1993).

Cabe destacar que el olor a pericarpio fresco de limoén,
cuando es percibido por un experto acostumbrado, encuentra
una gran cantidad de matices que pocos aprecian, de aqui la
importancia que se deriva de técnicas como el estudio del
espacio de cabeza y de la nariz electronica sobre todo, ya que
entre los paneles de expertos existen también variaciones en la
apreciacion que resultan dificiles de relacionar pues a veces
dependen también del destino final del aceite, por ejemplo, para
aplicacion en alimentos , como se ha venido usando en mejorar
el gusto de los concentrados de zumo y para potenciar el aroma

de zumos congelados y bebidas refrescantes y en perfumeria.

IV.1.2- Determinacion del color en aceite esencial de

limon

Para un mismo método de extraccion la medida del color
de la muestra es resultado de la madurez del fruto procesado,
asi como de la variedad del lim6n o la zona de cultivo. Esta
medida se viene realizando a simple vista calificando la tonalidad
entre amarillo claro y verde amarillento. Utilizando un
colorimetro digital podemos obtener unos parametros fisicos que
nos den valores mas objetivos de medida del color y permitan
afinar mas en la relacion que posee el color de la muestra con la

calidad del aceite esencial obtenido.
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El valor numeérico de “L*” define la luminosidad y los
parametros “a*” y “b*” la cromaticidad. Cuando “a*” toma valores
negativos, la cromaticidad se aproxima al color verde, mientras
que para valores de “a*” positivos tiende hacia cromaticidad roja.
En relacion a la notacion cromatica de “b*”, los valores mas
negativos, presentan tonalidad azul, y los positivos tonalidad
amarilla. Los valores obtenidos mediante determinacion
colorimétrica para doce muestras diferentes de aceite esencial de

limoén se describen en la Tabla IV.1.2. 1.

Representando los datos en el diagrama de L*a*b* en la
figura IV.1.2.1, se comprueba que se localizan en la zona del
amarillo-verde. En relacion a los resultados del parametro b*, las
muestras poseen color amarillo mas o menos intenso, y los
valores de a* -salvo dos muestras con tendencia a ligera
coloracion anaranjada- indican coloracion verdosa. El conjunto
de estos datos, y los valores de luminosidad que se sitian todos
por encima de 30 refleja la coloracion caracteristica del aceite

esencial de limon amarillo-verdosa.

Realizando un seguimiento del color de los frutos previo su
procesamiento y el resultado del color del aceite esencial de
lim6n obtenido con el colorimetro digital se podria valorar la
relacion entre la variacion del color de las muestras y el aroma
obtenido, ya que interesa que los frutos no estén en condiciones
extremas de desarrollo fisiologico. En cualquier caso la gama de
color obtenida por los procedimientos de extraccion actuales es

comunmente aceptada en el mercado de consumo.
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TABLA IV.1.1 PARAMETROS CROMATICOS L*a*b* EN ACEITE ESENCIAL DE LIMON

* * * * * * * * * * * *
L max L min L med L SD a max a min A" med a SD b max b min b med b SD

35,05 34,77 34,87 0,11 | 0,26 -0,13 0,09 0,19 | 2,55 1,96 224 0,19
34,85 34,77 34,8 004 | 026 026 026 0 |231 22 226 0,05
34,75 34,59 34,64 0,06 | -0,11 -0,26 -0,18 0,06 | 2,02 1,25 1,73 0,3
34,75 34,6 34,66 0,07 |-0,11 -0,26 -0,21 0,08 | 1,66 1,25 1,49 0,21
34,54 34,46 34,5 0,04 |-0,19 -0,26 -0,22 0,03 | 1,99 1,86 1,91 0,07
34,74 34,63 34,67 0,05 | -0,34 -0,42 -0,38 0,04 | 1,86 1,68 1,78 0,09
32,96 32,25 32,58 0,35 | 0,07 -0,26 -0,08 0,16 | 1,3 0,09 066 0,6
32,38 32,15 32,29 0,12 | -0,41 -0,42 -042 0,01 | 2,85 2,73 2,8 0,06
32,25 31,92 32,11 0,17 |-0,78 -0,89 -0,84 0,05 | 2,73 2,6 2,67 0,06
32,31 32,25 32,29 0,03 |-0,77 -0,89 -0,85 0,06 | 3,64 3,31 35 0,17
32,27 31,9 32,11 0,19 |-0,85 -1,02 -0,94 0,08 | 3,34 3,08 325 0,14
35,05 34,76 34,84 0,1 | 0,26 -0,37 -0,06 026 | 2,55 1,96 223 0,16
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FIGURA 1V.1.2.1- DIAGRAMA DE COLOR L*a*b*
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IV.2- ANALISIS FiSICO-QUIMICOS

Los parametros fisico-quimicos de los aceites esenciales de
limén han constituido, junto a la evaluacion sensorial, hasta la
introduccion del analisis instrumental el método mas adecuado
para definirlos y, aunque, a veces, no resultan muy especificos
para cada una de las muestras, permiten detectar de forma rapida
alteraciones en alguna de las fases de produccion o son indicativos
de la presencia mas o menos destacada de algunos constituyentes

del aceite (Liberti et al., 1973).

IV.2.1- RESIDUO DE EVAPORACION

Este representa la fraccion no volatil de aceite esencial que
generalmente esta constituida por ceras, parafinas, cumarinas,
furocumarinas de caracter y componentes de elevado peso
molecular. Parece estar relacionado con el tiempo que esta el aceite
en contacto con la corteza durante la expresion, y con el tipo de
proceso de extraccion que produce un mayor o menor esfuerzo
mecanico sobre la corteza del fruto (Rodano, 1930; Kesterson et al.,
1971), este contacto es mayor en las maquinas tipo “pelatrice” que
en las de tipo “sfumatrice”. Valores anormalmente elevados de
algunos parametros fisicos (indice de refraccion, poder rotatorio,
etc.) indican en ocasiones posibles contaminaciones con aceites de
diverso origen; por el contrario valores muy bajos determinarian

una mayor presencia de terpenos.
Di Giacomo y Mincione (1994) obtienen para el aceite

esencial de limon italiano los siguientes valores: 1,78% minimo y

3,77% maximo, Kesterson et al. (1971) encuentran para limoén
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italiano un minimo de 1,5% y un maximo de 2,2%; para el
procedente de USA un minimo de 1,5% y un maximo de 1,8%. En
muestras de limon espanol Liberti et al. (1973) obtienen valores

comprendidos entre 1,92% y 3,24%.

En la determinacion del residuo seco realizado con cuarenta
y siete muestras, procedentes de varias campanas, se obtuvieron
los siguientes porcentajes que se presentan en la Tabla IV.2.1. Los
resultados obtenidos en esta memoria oscilan entre 1,7 y 3% y son
comparables a los obtenidos por Di Giacomo y Mincione en 1994,
para maquinas de tipo “sfumatrice”, ya que las muestras no
provienen de maquinas raspadoras y presentan menor porcentaje

de residuo de evaporacion.

TABLA IV.2.1- VALORES DE RESIDUO DE EVAPORACION EN ACEITE
ESENCIAL DE LIMON ESPANOL

% Residuo Evaporacion

1,7 2,3 2,3 2,9 3,0 2,4 2,8 1,7
1,9 2,3 2,6 2,2 2,5 2,6 2,6 2,2
2,6 2,5 2,8 2,4 2,5 2,8 1,7 2,6
2,1 1,7 2,0 2,7 2,3 1,9 2,6 2,0
2,8 1,8 1,9 2,6 2,9 2,4 2,9 2,5
3,0 2,3 1,7 2,1 2,7 2,5 2,7
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IV.2.2- INDICE DE REFRACCION.

La relacion del seno del angulo de incidencia de un rayo de
luz y el seno del angulo de refraccion del agua destilada es de
1,3330 medida a 20°C, del p-cimeno 1,4906 y del benzoato de
bencilo de 1,5685 (ISO 280, 1976; AFNOR 75-112, 1977).

El aceite esencial de limon de origen italiano debe presentar
segun la norma ISO 855 (1981) un valor comprendido entre 1,4740
y 1,4760. El FCC (Food Chemical Codex, 1981), determina para la
esencia destilada de limén valores comprendidos entre 1,4740 y
1,475. Di Giacomo et al. (1994) encuentran valores comprendidos
entre 1,4734 y 1,4765 para aceite esencial de limon producido en
Italia, y para destilados entre 1,4724 y 1,4750, los deterpenados
quedan comprendidos en torno a 1,4810. Liberti et al. (1973) para
aceite esencial de limon producido en la Region de Murcia obtienen
indices de refraccion comprendidos entre 1,4727 y 1,4754 en

muestras extraidas en frio.

En limén procedente de California, Kesterson et al. (1971),
encuentran valores desde 1,4738 a 1,4745 y para destilados entre
1,4725y 1,4731, que como vemos no cumplen las especificaciones
del FCC. Estos mismos autores determinan los maximos y los
minimos de aceite esencial producido en California y en Italia y lo
comparan con las especificaciones de la XX edicion de la USP
(United States Pharmacopeia, 1980) que propone un minimo de
1,4739 y un maximo de 1,4755, encontrando para los productos de
California e Italia los mismos valores de minimo y maximo, que son
1,4742 y 1,4755 (Kesterson et al., 1971).

Los resultados obtenidos en distintas muestras a lo largo de

varias campanas, se reflejan en la Tabla IV.2.2. El valor maximo de
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Indice de refraccion observado en las muestras es de
1,4752+0,0001, y el minimo de 1,4722+0,0001. El valor minimo y
el maximo tan soélo lo presenta una muestra, otras tres muestras
tienen un valor de 1,4726 y cuatro mas de 1,4728; diez se
encuentran entre 1,4730 y 1,4732, diecinueve entre 1,4734 y
1,4739 y nueve entre 1,4740 y 1,4752 lo que implica que la
mayoria de los valores obtenidos para estas campanas se hallan

entre 1,4730 y 1,4740.

Segun Sinclair (1984) el indice de refraccion disminuye al
aumentar la temperatura y es directamente proporcional a la
densidad, los valores pueden presentar variaciones con el maximo
y el minimo de aproximadamente 0,0007 unidades no
considerandose significantes. Los valores encontrados en
diferentes muestras, permiten observar variaciones que no son
significativas mas que de distintas campanas, afectadas por
diversos factores como son: variaciones climaticas, riegos,
enfermedades (Drouet 1982), pero que se encuentran en el rango

de valores normales del aceite esencial de limon.
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TABLA 1V.2.2- MEDIDAS DE INDICE DE REFRACCION EN
MUESTRAS DE ACEITE ESENCIAL DE LIMON

Muestras/mes l.refraccion Muestras/mes l. refraccion
Xl 1,4732 Vi 1,4730
Xl 1,4728 VI 1,4728
Xl 1,4736 Vil 1,4726
Xl 1,4746 Vil 1,4728

I 1,4750 Vil 1,4726

I 1,4740 VI 1,4728

I 1,4746 IX 1,4730

Il 1,4742 IX 1,4734

Il 1,4752 IX 1,4736

[l 1,4734 IX 1,4732

[l 1,4736 X 1,4734

Il 1,4736 X 1,4734

Il 1,4734 XI 1,4738

[l 1,4734 Xl 1,4732

1 1,4732 I 1,4746
v 1,4738 I 1,4740
A\ 1,4732 I 1,4748
v 1,4734 Il 1,4736
v 1,4738 v 1,4736
\% 1,4732 \% 1,4734
1,4737 \% 1,4732

\% 1,4739 Vil 1,4726
VI 1,4732 VIl 1,4722
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IV.2.3- ROTACION OPTICA.

Los aceites esenciales de citricos tienen la propiedad de
producir una rotacion dextrogira -mas o menos acentuada- del
plano de la luz polarizada. Esta medida se realiza de igual modo
que las anteriores a una temperatura de 20°C (ISO 592, 1981;
AFNOR 75-113, 1982; AENOR 159, 1984). Los componentes en
mayor proporcion en el aceite esencial de limén (d-limoneno y B-
pineno), son los responsables de las variaciones que se producen
en la rotacion optica. El limoneno es de naturaleza dextrogira y es
el componente mayoritario en el aceite mientras que p-pineno,
segundo en importancia, es de naturaleza levogira. La variacion de
las proporciones de ambos componentes es la principal causa que
provoca los cambios en éste parametro. Segun ISO 592 (1981), los
valores de rotacion optica para el aceite esencial de limoén italiano

han de estar comprendidos entre +57° y +65°.

Stanley et al. (1961) encuentran diferencias en las rotaciones
opticas de los aceites esenciales norteamericanos producidos en
zonas interiores de USA, y los producidos en la zona de costa,
siendo éstos mas bajos -alrededor de +50°, los del interior
alrededor de +70°-. Hendrickson et al. (1965) observaron que el
rendimiento de aceite esencial producido afectaba a las
propiedades fisico-quimicas del aceite esencial de naranja, Liberti
et al. (1973) encuentran en aceite esencial de limon producido en
Espana valores comprendidos entre +57° y +67°, y Lodge et al
(1977) comparando aceite esencial de limén de frutos con
maduracion similar procedentes de Italia y USA encuentran en
ellos las mismas propiedades fisico-quimicas a excepcion de la

rotacion optica.
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Calvarano et al. (1988) realizando las determinaciones a
temperatura de 15°C, establecen para limén italiano los valores
comprendidos entre +59,37° y +67,26°, para el destilado entre
+61,97° y +68,66°, para deterpenados de -35° a -8°30’ y para
desesquiterpenados de -3°45’ a+1°. Los valores de rotacion optica a
lo largo de una campana varian de forma que al inicio de campana
-noviembre/diciembre- son mas elevados que hacia el final del

periodo de elaboracion -mayo-.

Estudios realizados por Kesterson et al en 1971 con
muestras de aceite esencial de limon producido en Estados Unidos,
muestran un maximo de +68,98 y un minimo de +57,82, proximos
a los valores encontrados en aceite esencial de limo6n italiano por
Di Giacomo y Mincione en 1994, comprendidos entre un maximo

de +65 y un minimo de +57.

Las variaciones encontradas en los valores de rotacion éptica
son debidas entre otras causas a los diferentes sistemas de
extraccion. Asi los autores arriba citados determinan diferencias
entre los valores de rotacion oOptica obtenidos con muestras de

igual origen pero diferente método de extraccion.

Los resultados obtenidos en la presente memoria se exponen
en la Tabla IV.2.3. El valor maximo encontrado corresponde a
+61,86 y el minimo a +56,4. Esto situa los valores del aceite
esencial de limon de origen espanol obtenidos durante estas
campanas (1992-1994), en un margen mas estrecho que el resto,
pero las diferencias no son significativas, inicamente consecuencia
de las multiples variaciones que afectan a los frutos procesados en

cada campana.
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TABLA 1V.2.3- VARIACION DE LA ROTACION OPTICA EN ACEITE
ESENCIAL DE LIMON

Muestras/mes R.6ptica Muestras/mes R.6ptica
Xl 60,55 VI 60,58
XI 57,25 VI 60,43
Xl 58,90 VI 57,62
Xl 60,85 VII 56,92

I 60,20 VIII 56,73
I 61,30 VI 56,54
I 59,63 IX 56,48
I 61,70 IX 59,78
I 61,86 IX 60,15
Il 60,53 IX 57,89
Il 61,64 X 56,98
I 60,92 X 59,46
I 61,21 Xl 57,92
Il 60,14 Xl 57,45
11l 60,20 I 60,53
vV 57,63 I 59,63
v 61,25 I 60,51
v 60,24 [l 58,97
v 59,12 v 59,78
\Y 59,10 \% 58,21
\Y 58,60 \Y 60,14
\% 57,23 VI 59,98
VI 57,19 VI 56,68
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En cuanto a la variacion a lo largo de la misma, parece que
en estas del 1992-1994 son mas elevados los valores hasta los
meses de abril/mayo, empezando a disminuir a partir de entonces
durante la época de verano hasta diciembre, pero no son
variaciones que realmente se puedan considerar como

significativas de una determinada estacion.

IV.2.4- PESO ESPECIFICO.

Los valores bajos de peso especifico se deben al alto
contenido en hidrocarburos terpénicos -los deterpenados poseen
densidades mas elevadas- y en general a la presencia de
componentes volatiles por lo que pueden indicar la presencia de

aceites esenciales destilados (Di Giacomo y Mincione 1994).

La laboriosidad del método picnomeétrico, hace que estas
medidas, se realicen so6lo con relativa frecuencia, pero esto puede
ser solventado por el uso del densimetro digital. Los valores
obtenidos por ambos métodos quedan reflejados en la Tabla IV.2.4.
Los resultados obtenidos mediante el uso del picnometro resultan
ligeramente inferiores a los obtenidos mediante densitometro
digital, si bien las diferencias no son altamente significativas, y
siempre utilizando el densimetro son mas repetitivas las
mediciones, dada la buena reproducibilidad de este equipo La
desviacion standard de las medidas realizadas con el picnéometro es
de 0,003 y la de las medidas realizadas con el densimetro digital es

0,0005.
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TABLA IV.2.4- DENSIDAD ABSOLUTA (p:20) Y DENSIDAD RELATIVA
(p202°) EN ACEITE ESENCIAL DE LIMON DE ESPANA

Muestra (densimetro) P20 02020
1 0,8528 0,8543
2 0,8533 0,8548
3 0,8534 0,8549
4 0,8531 0,8546
5 0,8526 0,8541
6 0,8519 0,8534
7 0,8521 0,8536
8 0,8519 0,8534
9 0,8521 0,8536
10 0,8524 0,8539
11 0,8523 0,8538
12 0,8532 0,8547
13 0,8526 0,8541
14 0,8522 0,8537

Muestra (picnémetro) p2020
I 0,8520
I 0,8470
II 0,8520
1\Y 0,8510
\Y 0,8490
Vv 0,8440
VII 0,8460

VIII 0,8453
IX 0,8478
IX 0,8457
IX 0,8420
IX 0,8456
IX 0,8424
IX 0,8480

173



Los valores obtenidos con densimetro se situan para la
densidad absoluta entre un maximo de 0,8534 y un minimo de
0,8519; y para densidad relativa se encuentran entre 0,8534 y
0,8549 respectivamente. El picnometro nos da valores

comprendidos entre 0,8420 y 0,8520.

Teniendo en cuenta que los datos encontrados por Liberti et
al. en 1973 y posteriormente por Drouet en 1982 y Di Giacomo y
Mincione en 1994, varian sus minimos entre 0,8462; 0,849;
0,8555 y 0,8566 y sus maximos respectivos entre 0,8575; 0,858;
0,8572 y 0,8590, se consideran los valores encontrados por lo
tanto dentro del rango de valores normales para el aceite esencial

de limoén.

Para ofrecer una vision de conjunto de algunas de las
propiedades fisicas se muestran las graficas con las variaciones de
Rotaciéon Optica, Indice de Refraccion y Densidad durante la

campana de produccion 1994-1995, en la Figura IV.2.4.1.

Estas representaciones nos indican las tendencias en las
evoluciones de estos parametros; valores extremos en ocasiones
pueden ser debidos mas al muestreo practicado y peculiaridades
puntuales de la fruta procesada que a tendencias en su evolucion.
Aparece cierta relacion entre la rotacion oOptica y el indice de
refraccion que al principio son elevadas van descendiendo hasta
mayo , aumentan hacia junio, los meses de julio y agosto son los
mas bajos y vuelven a elevarse a partir de septiembre. En cambio

no parecen estar relacionadas con la densidad.
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FIGURA IV.2.4- EVOLUCION DE LOS PARAMETROS DE ROTACION
OPTICA, INDICE DE REFRACCION Y DENSIDAD.
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IV.2.5- INDICE DE CARBONILO

La determinacion quimica del indice de carbonilo,
expresando el resultado como porcentaje de citral, ha sido usada
durante mucho tiempo como indicativa de la calidad comercial del
aceite esencial de limoén, y aun hoy dia sigue siendo utilizada, ya
que al citral se le atribuye ser el principal responsable del toque
mas agradable del aroma del mismo y, como consecuencia, su
contenido es en cierta medida un indicador del precio del aceite
esencial. Este valor de indice de carbonilo se corresponde, por
exceso, con el porcentaje total de aldehidos que se obtiene por

cromatografia de gases

Yokohama et al. (1961) obtienen porcentajes que situan el
minimo desde 1,87%, para el método por condensaciéon con acido
barbitirico hasta un maximo de 3,54%, obtenido utilizando el

método de fenilhidrazina e hidroxilamina

Utilizando el método de vainillina-piperidina, Stanley et al
(1958) encuentran valores comprendidos entre 2,74% para limon
procedente de Arizona y 3,16% para el procedente de Ventura en
California, confirmando asi los datos de Poore (1932), que observa
mayor proporcion de aldehidos en los frutos de zonas costeras

respecto a aquellos producidos en el interior.

Di Giacomo y Mincione en 1994 senalan para el limon de
procedencia italiana valores comprendidos entre 3 y 4,5, aunque
estos mismos autores indican en otro momento al describir las
propiedades fisico-quimicas, que el contenido maximo de aldehidos

expresado como citral es de 3%.
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Se determina el contenido en aldehidos en ciento dieciséis
muestras y los valores obtenidos oscilan entre 4,07 y 1,73%. La
gran mayoria de los valores estan comprendidos entre dos y tres
por ciento -ochenta y dos valores-, y de tres a cuatro por ciento -
veintiocho valores-. En la figura IV.2.5, se observa la variacion que
se produce dentro de las muestras estudiadas durante una misma
época del ano y la que se produce de la media de todas ellas a lo

largo de la campana.

Los valores mas elevados suelen encontrarse en los primeros
meses de la campana hacia enero/febrero -esencia de invierno-,
empezando a disminuir a partir de abril -esencia de verano-, pero
pueden encontrarse en ocasiones algunos contenidos bajos en
compuestos carbonilicos en los meses de enero/febrero y mas
elevados en los de agosto/octubre. Esto aparece reflejado en las
graficas anteriores, donde ademas de la tendencia (representada
por la linea fina), se ve la variabilidad en los valores de las distintas

muestras de un mismo mes.

La extension de los cultivos con floraciones mas o menos
tempranas o tardias tiene como consecuencia la aparicion de
frutos de caracteristicas variadas a lo largo de todo el tiempo que
dura la campana de procesado que proporcionan estas variaciones

en el contenido de aldehidos.
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Comparados estos valores con los encontrados por Kesterson
et al. en 1971 para el aceite de esencial de origen norteamericano,
quienes afirman que deben estar comprendidos entre un maximo
de 3,45 y un minimo de 1,49, se observa la elevada calidad del

aceite esencial de limén obtenido en Espana.

La variacion que se produce a lo largo de cada campana de
produccion se debe en gran parte al tipo de limon procesado, el
limén de “invierno”, presenta valores mas elevados de limoneno,
geranial y neral, mientras que el de “verano”, tiene un contenido
mas elevado en ésteres, alcoholes, sabineno y B-pineno (Lawrence,

1992; Di Giacomo y Mincione, 1994).

IV.2.6- SOLUBILIDAD EN ALCOHOL

En las diversas aplicaciones industriales de los aceites
esenciales de limon (alimentacion farmacia, perfumeria, etc.) es
muy frecuente recurrir a la preparacion de disoluciones etandlicas.
Para los aceites esenciales de citricos se emplean normalmente
disoluciones de alcohol etilico de elevada graduacion alcoholica,
comprendidas entre 80 y 96%. La solubilidad sera tanto mayor

cuanto mayor sea la riqueza en componentes oxigenados.

Por otro lado, la adicion de sustancias poco solubles en
alcohol influyen de forma notable en la solubilidad De modo
similar en el proceso de envejecimiento se producen
polimerizaciones, principalmente de los constituyentes de caracter
terpénico, con formacion de polimeros insolubles (Di Giacomo y

Mincione, 1994). Las disoluciones obtenidas pueden ser totalmente
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limpidas o pueden ser mas o menos turbias. Los valores
encontrados por Calvarano et al. (1988) se encuentran
comprendidos entre 5,0 y 8,5 volumenes de alcohol de 90%(v/v) a

20°C.

Seran mas solubles en alcoholes de baja graduacion, los que
tengan mas cantidad de compuestos oxigenados, y cuando
aumenten terpenos y sesquiterpenos solo se disolveran en
alcoholes de mayor graduacion, siendo todos solubles en alcohol

absoluto.

Por este método se puede observar la posible adicion de
ciertos adulterantes, que no son solubles en alcohol de una
graduacion en la que se conoce la solubilidad de la esencia
genuina, asi como también la solubilidad disminuye en aceites
esenciales envejecidos, ya que se produce la polimerizacion sobre
todo de hidrocarburos terpénicos, que presentan este fenémeno
con gran facilidad. Las diez muestras estudiadas son totalmente
solubles en alcohol de 95°, y en alcohol de 90° son solubles entre
diez volumenes y seis. Liberti et al. en 1973 encuentran valores

similares a los encontrados en este estudio.

IV.3- ESPECTROFOTOMETRIA. INDICE CD.

El indice CD es un dato espectrofotométrico relacionado con
la presencia en el aceite esencial de citricos extraidos
mecanicamente, de compuestos no volatiles del grupo de
cumarinas Yy psoralenos, y que provocan junto con el citral una
elevada absorcion en UV entre 300 y 350 nm (Di Giacomo y

Mincione, 1994).
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En el registro espectrofotométrico de esta zona del UV el aceite
esencial de limon provoca un maximo de absorciéon en torno a los
315 nm., y un minimo en torno a los 285nm. La posicion de éste
minimo se desplaza hacia longitudes de onda mas bajas cuando
aumentan los compuestos cumarinicos, y hacia longitudes de onda
mas altas cuando aumentan los hidrocarburos terpénicos

(Calvarano et al., 1978).

Un pequenio programa en lenguaje BASIC, ha permitido a
partir de los datos de absorcion obtenidos cada segundo por el
espectrofotometro digital, calcular los valores de CD a partir de los
datos de absorcion que presentaban las A en el maximo, el minimo

y el punto de inflexion.

En la figura IV.3.1 se muestran los espectros caracteristicos
del aceite esencial de limon de varias muestras, que permite
observar la banda de margen de variabilidad de las mismas. Todas
las muestras presentan el minimo de absorcion sobre 285nm y el

maximo sobre 3135.
De las treinta muestras estudiadas, se obtienen valores de CD

comprendidos entre 0,668 y 0,332, la mayoria de los valores se

sitian entre 0,39 y 0,56.
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IV.4- CROMATOGRAFIA DE GASES.

La complejidad de las muestras queda patente cuando se
aplica esta técnica analitica, que permite profundizar en el
conocimiento cualitativo y cuantitativo del aceite esencial de limoéon
y sobre todo de su llamada fraccion volatil que representa el 96-

98% del aceite esencial.

La fraccion volatil se analiza por esta técnica que permite la
separacion de hidrocarburos terpénicos y sus derivados
oxigenados, ademas de algunos ésteres, alcoholes y aldehidos
alifaticos (Chamblee et al., 1991). El limoneno al ser el componente
mayoritario, alrededor del 60% actiia como disolvente del resto y lo
mismo sucede en otros aromas de citricos, éste junto con el -
pineno que se situa sobre un 10%, y el y-terpineno sobre un 9%,
provocan la aparicion de los tres picos mas grandes del
cromatograma a los que se iran sumando los de los compuestos
oxigenados, sobre todo los isomeros constituyentes del citral
(geranial y neral) cuyo contenido implica, como ya hemos dicho,
una referencia clara para el establecimiento de la calidad del aceite
esencial de limon. Estos, junto con el resto de aldehidos, pueden

suponer entre un dos y un seis por ciento del total.

A lo largo de varias campanas se ha realizado el analisis
cromatografico de muestras procedentes de las diferentes
empresas transformadoras de limon situadas en la Region de
Murcia. Este estudio se ha llevado a cabo en tres columnas
capilares diferentes: en primer lugar una columna OV-101 de
caracter apolar, y posteriormente en columnas HP-5 y CPWax 52-

CB, claramente polar esta ultima.
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IV.4.1- Columna OV-101

El cromatograma obtenido en cada una de las columnas
estudiadas nos ofrece lo que se conoce como un perfil
cromatografico de la muestra en esa columna. Este permite a
simple vista, saber tanto de que muestra se trata como de la
naturaleza de la columna aplicada, es decir: de tipo polar, apolar,
etc. A continuacion se presenta el perfil cromatografico de la
columna apolar OV101 (Figura. IV.4.1.1) y el orden de elucion de la
misma en la Tabla IV.4.1.1. con las referencias bibliograficas
numeradas con el siguiente orden:'Chamblee et al. (1991); 2Di
Giacomo y Mincione (1994); 3Sebastiani et al. (1983); +Anonimo

(1983).

La bibliografia sobre la columna OV-101 es escasa pues la mayoria
de los trabajos se han realizado en columnas polares o, al menos,
ligeramente polares. En concreto, una referencia a la columna OV-
101 es de un trabajo en el que se obtienen los cromatogramas
simultaneamente en dicha columna y una Carbowax-20M (Phillips
et al.,, 1981) en el mismo cromatografo con una unica inyeccion de
aceite esencial de limén, para la obtencion de los indices de
retencion. En el cromatograma correspondiente a OV-101 aparece
el pico correspondiente a nerol, tras el de neral, y geraniol tras
geranial, esto podria ser debido al programa de temperatura y
tiempo, pero no es probable ya que es similar al utilizado en este
trabajo 60°C con plato inicial de 2min, una rampa de 2°C/min
hasta 180°C y un plato final de 10min, también podria ser una
confusion con el pico de geraniol, que si es de mayor proporcion al

de nerol que estaria antes de neral.
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TABLA IV.4.1.1- ORDEN DE ELUCION EN UNA COLUMNA OV-101
CONDICIONES: 60°C-2’5°C/MIN-210°C-10MIN

Tr Componente Tr Componente
9.5 tricicleno? carvona*/ piperitona-
9.53 o-tuyenot2 4 25.50 geranioll.2 4
9.83 o-pinenol2 4 25.50 acetato de linalilo2
10.37 canfeno!.2 4 25.94 geraniall.2 4
metilheptenona# perialdehido?:2
11.32 sabineno!.2 4 acetato de bornilo2?
11.56 B-pineno!2 4 28.40 undecanali.2 4
12.04 octanall 2.3, 4 acetato de nonilo2 4
12.04 mircenol2 4 geranoato de metilo 12
12.70 a-felandreno?.2 4 31.03 | acetato de citronelilot2 4
A3-careno#* 31.47 acetato de nerilot2 4
13.30 o-terpineno!.2 4 a-copaeno
13.44 p-cimenol2 4 32.45 | acetato de geranilot24
14.07 limoneno!2 4 34.00 dodecanal.2 4
14.07 cineol-1,812 4 34.60 acetato de decilo!2
14.19 cis-B-ocimeno!?2 35.05 antranilato de etilo
14.74 trans-B-ocimeno!2 35.31 B-cariofilenot.2 4
15.37 y-terpineno?.2 4 36.20 | trans-a-bergamoteno!.2 4
15.54 |trans-sabineno-hidrato2| 37.02 o-humuleno!?2
octanoli# cis-p-farneseno2
16.87 terpinoleno!2 4 cis-B-santaleno!?
cis-sabineno-hidrato!:2 y-muroleno?
17.09 linalolt.2. 4 38.57 germacreno D2
17.10 nonanalt.2. 4 39.04 valenceno?
cis-limoneno-oxido!2 | 39.18 tridecanal
19.09 | trans-limoneno-oxido!2 | 39.77 B-bisabolenot.2 4
19.27 alcanfor!2 41.36 y-elemeno
19.73 citronelalt 2 42.83 espatulenol
20.31 borneol:2 44.48 tetradecanal?
21.34 terpinen-4-oli.24 46.51 2’3‘dimetﬂig‘or;ljig;gemenﬂ)2‘
21.94 o-terpineoli2 4 47.14 canferenol!2
22.70 decanal!2 4 47.91 a-bisabolol!?2
23.38 acetato de octiloz 4 nerolidol!
23.92 nerol.2 4 58.92 nootkatona?
24.13 citronelol2 4
24.36 nerall2 4
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IV.4.2- Columna CPWAX 52CB

Esta columna polar de polietilénglicol ligado (PEG) permite
separar algunos componentes como el B-felandreno que no se
aprecian bien en una columna apolar, ademas tiene la ventaja de
que los componentes poco volatiles aparecen antes que en las
apolares y por tanto permite menores tiempos de duracion de los
programas. Por ejemplo la nootkatona eluye sobre los S5Omin,
mientras en las apolares aparece sobre los 60 minutos en HP-5 y

sobre los 80 en OV-101.

El perfil cromatografico obtenido en CPWAX 52CB se
muestra en la Fig. IV.4.2.1, y a continuacion la Tabla IV.4.2.1
muestra el orden de elucion obtenido. Los superindices se refieren
a las siguientes referencias bibliograficas: Koketsu et al, 1983;

2Sugiyama et al., 1988 y sNjoroge et al., 1994.

Para la separacion de acetato de nerilo, bisaboleno y geranial
se han realizado tres programas de tiempo y temperatura, en el
primero (A) un plato inicial de Smin a 65°C y un gradiente de
2°C/min hasta un plato final de 215°C durante 2,5min-. Se
obtiene la elucion en primer lugar del bisaboleno, y a continuacion
eluyen juntos acetato de nerilo y geranial, o los tres juntos; si se
inicia a 90°C sin plato inicial, con gradiente de 1,5°C/min hasta
alcanzar 210°C durante 2,5min, (B) eluyen juntos en primer lugar
bisaboleno y acetato de nerilo y a continuacion geranial. Se logra la
separacion de los tres iniciando a 60°C y con gradiente de 4°C/min
hasta 220°C con un plato final de 15min (C) o modificando la
velocidad de gradiente hasta 2,5°C/min y asi eluye primero acetato

de nerilo, a continuacion bisaboleno y por ultimo geranial.
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TABLA 1V.4.2. 1- ORDEN DE ELUCION EN UNA COLUMNA CP-WAX-52 CB
CONDICIONES: 60°C-OMIN-4°C/MIN -220°C -15MIN

Tr Componente Tr Componente
3.87 tricicleno 18.04 undecanalt.23
4.01 o-tuyeno!.23 nonanol!

4.01 o-pinenot23 19.42 | acetato de citronelilo!s
4.52 canfeno!23 19.63 o-humulenot23
5.09 B-pineno!23 19.97 neral:2:3

5.26 sabineno!:2:3 20.14 isoborneol .23
5.73 A3-careno 123 20.40 germacrenoD
5.91 mirceno!2:3 20.40 o-terpineol:3
6.01 a-felandrenot23 20.50 borneol 1.2.3

6.29 o-terpinenot.23 20.86 dodecanalis

6.29 heptanal 20.86 carvonas

6.72 cis-ocimenot:23 21.12 valenceno

6.72 limoneno!:23 21.30 acetato de nerilo!23
6.88 B-felandrenot2:3 21.39 B-bisaboleno! 23
6.88 cineol-1,8123 21.45 geranial1.23

7.37 trans-ocimeno 1.2:3 21.88 o-cadineno

7.69 y-terpineno?.2:3 21.88 y-cadineno

7.77 22.18 | acetato de geranilo!.23
8.26 p-cimeno!2:3 22.28 trans-o-bisaboleno
8.58 terpinoleno?.2:3 22.40 citronelol23
8.68 octanal123 22.74 perialdehidos3

9.9 metilheptenonat.2:3 22.90 nerol:.23
11.48 nonanalt 23 23.08 cis-carveols
13.34 acetato de octilo.2 23.38 geraniol123
13.98 citronelalt23 23.97 trans-carveols
14.56 decanal!s 24.68 cariofileno éxido
16.04 linalol.2:3 29.06 nerolidols
16.23 octanol1.23 32.11 acido C8
16.74 acetato de linalilo!23 33.14 eugenols
16.85 acetato de nonilo3 34.34 pelargénico
17.24 |trans-a-bergamoteno!23| 34.64 acetileugenol
17.36 trans-cariofilenot23 39.58 nootkatona
17.73 terpinen-4-ol:.23
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En los trabajos encontrados de columnas de PEG20M,
aparecen juntos acetato de nerilo y bisaboleno (Njoroge et al.,
1994), adjudicando un porcentaje de area idéntico a ambos,
mientras que los que se encuentran en aceite esencial de limon
espanol son ligeramente superiores para bisaboleno hasta un 0,2-

0,3% mas.

Cartoni et al. (1986) encuentran una pobre resolucion para
bisaboleno y geranial y a continuacion separan acetato de nerilo
utilizando el siguiente programa: plato inicial de Smin a 60°C y
una rampa de 2°C/min hasta el final; en nuestras muestras ha
salido geranial siempre en ultimo lugar. En la figura IV.4.2.2, se
muestran los picos de acetato de nerilo, bisaboleno y geranial
obtenidos en los diferentes programas de desarrollo cromatografico

citados anteriormente.
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FIGURA 1V.4.2.2- RESOLUCION DE LOS PICOS DE ACETATO DE
NERILO, BISABOLENO Y GERANIAL
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IV.4.3- Columna HP5

La columna HPS -ligeramente polar- es la usada con mayor
frecuencia para el analisis de aceites esenciales, ya que permite
acortar ligeramente los tiempos de analisis frente a la totalmente
apolar de OV-101, aunque en el presente trabajo, la resolucion
encontrada en esta ultima sea mejor que en la HP-5 en algunos
picos como el p-cimeno y tricicleno que se separan en OV-101 y no
siempre en HP-5 y similares -en bibliografia no se recoge ningun
cromatograma en el que aparezca separado (Chamblee et al., 1991,
Di Giacomo y Mincione, 1994), salvo el utilizado para
determinacion de volatiles de zumo de naranja por Jordan (1999)
que separa con el siguiente programa de temperatura y tiempo:
4min de plato inicial a 60°C, una primera rampa de 1°C/min hasta
64°C, de ahi a 155°C un gradiente de 2,5°C/min y otro a 8°C/min
hasta 210°C manteniéndolos durante 4min, y que se ha utilizado

asi mismo en el presente trabajo junto con otros programas.

La columna HPS mejora respecto a la OV-101 en la
separacion de octanal/mirceno, y geraniol/acetato de linalilo. La
elucion de alcanfor en HPS, se realiza antes de la de trans-o6xido de

limoneno, y en OV101 después del mismo.

A continuacion se muestra un cromatograma en HPS (fig.
IV.4.3.1) seguido de la tabla correspondiente al orden de elucion.
Las referencias numeéricas son:'Chamblee et al. (1991);2Di Giacomo

et al. (1994); sSebastiani et al. (1983); “Anoénimo Supelco (1983).
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TABLA 1V.4.3.1- ORDEN DE ELUCION EN UNA COLUMNA HP-5

CONDICIONES:60°C-4MIN-1°C/MIN-64°C-2’5°C/MIN-160°C-8°C/MIN-
210°C

Tr Componente Tr Componente
tricicleno? 24.09 neralt2.4
9.98 o-tuyeno!24 24.30 piperitonal2/carvona*
10.29 o-pinenot24 24.67 geranioll.24
10.86 canfeno!24 25.22 acetato de linalilo
11.44 metilheptenona# 25.53 geraniall.24
11.79 sabineno!2#4 25.78 perialdehido!2
12.04 B-pinenot24 25.99 acetato de bornilo?
12.37 mircenot.24 27.22 undecanal:2
12.83 octanalt24 27.37 acetato de nonilo
13.02 o-felandrenot!2#+ 28.03 geranoato de metilo 12
13.27 A3-careno? acetato de terpenilo
13.55 o-terpineno!24 29.42 acetato de citronelilo!.24
14.44 p-cimenotl24 29.97 acetato de nerilot.24
14.44 limonenot.24 30.63 a-copaeno
14.44 cis -B-ocimenot24 30.88 acetato de geranilot24
14.44 cineol-1,81.24 31.59 dodecanalt24
14.86 trans-B-ocimeno! .2 32.04 acetato de decilo!:2
15.55 y-terpineno?.24 32.45
15.82 |trans-sabineno-hidrato| 32.75 B-cariofilenot.24
octanol# 33.40 trans-o-bergamotenot .24
16.78 terpinoleno?.24 34.27 a-humulenot.24
cis-sabineno-hidratoz | 34.53 cis-B-farneseno!?2
17.21 linalol24 34.53 cis-B-santaleno2
17.41 nonanalt.24 35.37 y-muroleno?
18.29 cis-limoneno-oxido!2 35.64 germacreno D2
19.23 alcanfor.2 36.07 valenceno?
19.54 |trans-limoneno-oxido!:2 tridecanal:
19.76 citronelalt.24 36.70 B-bisabolenot.24
20.58 borneol:2 38.16 y-elemeno?
21.05 terpinen-4-ol1.24 espatulenol
21.68 o-terpineol:.24 tetradecanal?
22 .29 decanalt24 43.07 2,3-dimetil-3(4metil-3-pentenil)2-
norbornanol!:2
22.55 acetato de octilot.24 43.60 canferenol!2
23.21 carveol 44.25 a-bisabolol:2
23.43 citronelo]:2 nootkatona2
23.69 nerolt.24
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IV.4.4- Analisis cuantitativo de componentes volatiles en

aceite esencial de limén

La fraccion volatil esta constituida fundamentalmente por
hidrocarburos terpénicos y sus derivados oxigenados, ademas de
algunos ésteres, alcoholes y aldehidos alifaticos (Chamblee et al.,
1991). El limoneno es el componente mayoritario, aunque no esta
en una proporcion tan elevada como en la naranja, situandose
sobre el 60-70%; el B-pineno entre un 9-18%, y el y-terpineno de 7-
11%.

En mucha menor proporcion se sitian los compuestos
oxigenados de los que los aldehidos son los mas destacables, sobre
todo los isomeros geranial y neral, por su elevada contribucion al
aroma, lo que llama mas la atencion ya que no son los
componentes mayoritarios. Estos, junto con el resto de aldehidos,

pueden suponer entre un dos y un seis por ciento del total.

En la Figura 1IV.4.4.1, se representan los porcentajes
correspondientes de componentes agrupados por grupos
funcionales. En ella se observa la gran proporcion de
hidrocarburos terpénicos frente al resto de componentes en su
mayoria derivados oxigenados. Entre estos, los de mayor
representacion son los aldehidos, le siguen en porcentaje los
ésteres en su mayoria acetatos y por ultimo en menor proporcion
los alcoholes. En este apartado se compara los porcentajes de area
de cada uno de los componentes representativos de la composicion
a nivel cuantitativo del aceite esencial de lim6on determinados en

las columnas ensayadas.
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IV.4.4.1- ESTUDIO DE LOS PORCENTAJES OBTENIDOS EN
LAS COLUMNAS OV-101 CPWAX-52CB Y HP-5

Los resultados obtenidos en OV-101, CPWax-52CB y HP-5 se
muestran en las Tablas IV.4.4.1,.2. y 3, respectivamente. Se
observa que los porcentajes de area en OV-101 y HP-5 se asemejan
mas entre si que con los obtenidos en CPWax-52CB, incluso

tratandose de muestras distintas.

Si comparamos tres muestras, desarrolladas en HP-5 y
CPWax-52CB, como se refleja en las Tablas 1IV.4.4.4, IV.4.4.5 y
IV.4.4.6; los componentes mayoritarios son los que mayores
diferencias presentan, y asi limoneno y p-pineno, presentan
mayores porcentajes en HP-5 que en CPWax y no es soélo debido a
que con el limoneno pueda eluir algun otro componente como el
cis-ocimeno o el B-felandreno, ya que la diferencia puede suponer
entre un dos a un cuatro por ciento de mas. Al geranial le ocurre al
contrario, aparece en mayor porcentaje en CPWax que en HP-5,

pero al estar en menor proporcion no es tan acusada la diferencia.

Las diferencias de concentracion encontradas al comparar
los resultados obtenidos en dichas columnas son debidas a la
diferente capacidad de resolucion de las mismas. Como se ha
comentado en el apartado anterior, las columnas apolares ofrecen
la identificacion de un mayor numero de componentes, resultado
coincidente por lo expresado por Staroscik et al. (1982). Sin
embargo la comparacion de muestras de distintas fechas y
distintas campanas nos puede dar valores muy variados, como
variados son los factores externos que influyen en la formacion del
aceite esencial en los frutos y como se observa en las tres primeras

tablas.
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TABLA 1V.4.4.1- COMPOSICION PORCENTUAL EN COLUMNA

OovV-101
Componente % Componente %
tricicleno? 0.0055| carvona*/piperitonat2 |0.0026
a-tuyenot2 4 0.408 geraniolt2 4 0.047
o-pinenol2 4 1.8081 acetato de linalilo? 0.0054
canfeno!2 4 0.0579 geranialt.2 4 0.9785
metilheptenona# perialdehido!>2
+sabineno!2 4 2.1632 acetato de bornilo2 0.004
B-pinenot2 4 12.994 undecanall.2 4 0.0313
octanall. 2.3.4 acetato de nonilo2 + 0.0058
+mircenol2 4 1.5275| geranoato de metilot2 |0.0058
a-felandrenot2 4 0.042 acetato de terpenilo 0.0027
A3-careno# acetato de citronelilot24 |0.0625
o-terpineno®2 4 0.2158 acetato de nerilo2 4 0.5842
p-cimeno!.2 4 0.224 a-copaeno 0.0057
limonenot2 4 acetato de geranilot2+ |0.5537
+cineol-1,81.2.4 dodecanal!2 4 0.0222
+cis-B-ocimenot:2 62.99 acetato de decilo.2 0.0189
trans-B-ocimeno!:2 0.106 antranilato de etilo 0.0364
y-terpinenol.2 4 10.874 B-cariofileno.2 4 0.2881
trans-sabineno-hidrato!2 trans-o-bergamotenot!2+ (0.5365
octanoli# 0.0367 o-humuleno!?2 0.0683
terpinoleno?.2 4 0.475 cis-p-farneseno?
cis-sabineno-hidrato!2 +cis-B-santaleno!2 0.027
linalol1.2. 4 y-muroleno? 0.0113
+nonanalt.2. 4 0.196 germacreno D2 0.0376
cis-limoneno-oxido!?2 valenceno? 0.0883
trans-limoneno-oxido!2 [0.0066 tridecanal 0.0711
alcanfor!>2 tr B-bisaboleno!2 4 0.8079
citronelal:2 0.1529 y-elemeno 0.0175
borneol2 0.0041 espatulenol 0.0146
terpinen-4-ol.24 0.0387 tetradecanal? 0.0171
a-terpineoll,% 4 0.1055 2,3-dimetil-3(4metil-3-pentenil)2- 0.0394
norbornanol!2
decanalt 2.4 0.0825 canferenol!2 0.0348
acetato de octilo2 4 0.0074 a-bisabolol!2 0.0363
neroli2.4 0.0047 nerolidol! 0.0043
citronelolt2 4 0.0923 nootkatona? 0.0253
nerall2 4 0.573
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TABLA 1V.4.4.2- COMPOSICION PORCENTUAL COLUMNA CP-WAX-52 CB)

Componente % Componente %
tricicleno tr undecanal.23 0.0243
a-tuyenot23 nonanol!
+o-pinenot23 2.2602 | acetato de citronelilos | 0.045
canfeno!23 0.0576 o-humulenot23 0.0458
B-pinenot23 12.7451 neral1.23 0.459
sabineno!.23 2.1222 isoborneol.23
A3-careno 1.2:3 tr germacreno D
mirceno!23 1.4913 o-terpineol:3 0.1478
a-felandrenot.23 0.0462 borneol:2:3
o-terpinenot23 0.1975 dodecanal:s tr
heptanal carvonas
cis-ocimenot:2:3 valenceno 0.0484
limoneno!:23 64.3607| acetato de nerilot23 | 0.582
B-felandrenot23 B-bisabolenot2:3 0.7639
+cineol-1,81.23 0.3098 geraniall.23 0.7884
trans-ocimeno!:23 0.0565 o-cadineno
v-terpinenot.2:3 10.2405 y-cadineno
0.1155 | acetato de geranilot23 [0.5681
p-cimenot23 0.4828 trans-a- bisaboleno
terpinoleno?.2:3 0.4383 citronelol23 0.0414
octanal.23 0.043 perialdehidos
metilheptenonat23 tr nerol:.23 0.0626
nonanalt.23 0.0559 cis-carveols
acetato de octilo!2 0.0285 geraniol123 0.075
citronelal!23 0.1009 trans-carveols
cariofileno éxido tr
decanal!3 0.0497 nerolidols
linalolt23 0.0826 acido C8
octanol123 tr eugenols tr
acetato de linalilo!23 | 0.0363 pelargénico
acetato de nonilos tr acetileugenol tr
trans-o-bergamoteno!23| 0.5007
trans-cariofileno!.23 0.2684 nootkatona 0.054
terpinen-4-ol123 0.0288
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TABLA 1V.4.4.3- COMPOSICION PORCENTUAL EN COLUMNA HP-5

Componente % Componente %
tricicleno? neralt24 0.55
a-tuyenot24 0.49 piperitonal2/ carvona* 0.01
o-pinenot24 2.15 geranioll.2.4 0.03
canfenot.24 0.08 acetato de linalilo 0.01
metilheptenona# tr geraniall.24 0.87
sabineno!.2#4 1.97 perialdehido!:2 0.02
B-pinenot24 14.69 acetato de bornilo? 0.01
mircenol.24 1.65 undecanal!.2 0.04
octanalt.24 0.08 acetato de nonilo tr
o-felandreno!2+ 0.05 geranoato de metilol2 tr
A3-careno? 0.01 acetato de terpenilo tr
o-terpinenot.24 0.26 acetato de citronelilot.24 0.06
p-cimenotl24 acetato de nerilot.24 0.67
+limoneno!24 a-copaeno 0.01
+cis -B-ocimeno! 2+ acetato de geranilot24 0.68
+cineol-1,81.2.4 58.86 dodecanal®.24 0.02
trans -B-ocimeno!.2 0.10 acetato de decilo!2 0.02
y-terpineno?2.4 11.84 0.04
trans-sabineno-hidrato| 0.04 B-cariofilenot.24 0.33
octanol* tr trans-o-bergamoteno!24 0.64
terpinoleno?.24 0.54 o-humuleno!24 0.08
cis-sabineno-hidrato?2 tr cis-p-farneseno!=2 0.03
linalolt.24 0.13 +cis-B-santaleno?
nonanalt.24 0.09 y-muroleno? 0.02
cis-limoneno-oxido!?2 0.01 germacreno D2 0.06
alcanfori2 tr valenceno? 0.08
trans-limoneno-oxido'2| 0.01 tridecanal 0.07
citronelalt.24 0.13 B-bisabolenot.24 0.95
borneol!2 0.03 y-elemeno? 0.03
terpinen-4-ol.24 0.12 espatulenol 0.01
o-terpineolt.2#+ 0.23 tetradecanal? 0.01
decanalt.24 0.09 2,3-dimetil-3(4metil-3-pentenil)2- 0.04
norbornanol!2
acetato de octilo1.24 0.01 canferenol!2 0.04
0.01 o-bisabolol:2 0.05
citronelol!>2 0.10 nootkatona? 0.04
neroli24 0.06
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TABLA 1V.4.4.4- COMPARACION DE PORCENTAJES OBTENIDOS EN HP-5 Y

CPWAX-52CB. MUESTRA 1.

% %
Componente HP-5 CPWax/Componente HP-5 CPWax
tricicleno 0.01 tr neralt 1.03 1.58
a-tuyeno 2 0.39 1.56 |piperitona
o-pineno 2 1.74 geraniol 0.05
canfeno 0.05 0.04 Jacetato de linalilo 0.06
metilheptenona geranial 1.67 2.78
sabineno 1.62 1.43 |perialdehidoc
B-pineno 10.35 8.30 |acetato de bornilo
mirceno 1.57 1.35 jundecanal 0.13
octanal ! 0.10  0.05 [|acetato de nonilo
a-felandreno! 0.04 |metilgeranoato
Az-careno acetato de terpenilo®
o-terpineno 0.20  0.18 l|acetato citronelilo® 0.04 0.05
p-cimeno 0.11 0.12 l|acetato de nerilo 0.39 0.75
limoneno 2P 67.57 62.24 lacetato de geranilo 0.33 0.58
trans-B-ocimeno 0.13 0.06 |dodecanal 0.02 0.13
B-felandreno+cineol2 0.12  0.34 l|acetato de decilo 0.03
cis-B-ocimeno? P antranilato de etilo
y-terpineno 8.84  8.76 |B-cariofileno 0.22 0.48
t-sabinenohidrato3 0.06 tr-o-bergamoteno 0.41 0.80
octanol?3 tr jo-humuleno 0.04 0.2
terpinoleno 0.39 0.42 |cis-B-farneseno® 0.02
cis-sabineno-hidrato cis-p-santaleno®
linalol 0.13 0.12 p-muroleno 0.02
nonanal 0.07 germacreno D 0.02
cis-limoneno-oxido cis-carveol 0.07
trans-limoneno-oxido valenceno 0.04 0.06
alcanfor nerolidol
citronelal 0.1 0.18 [tridecanal 0.06 0.12
borneol tr |B-bisaboleno 0.61 1.40
terpinen-4-ol 0.04 0.15 p-elemeno 0.01
a-terpineol 0.15 0.28 |espatulenol
decanal 0.03 0.09 |[tetradecanal
acetato de octilo 0.03 2,3-dimetil-3(4metil-3- 0.02

pentenil)2-norbornanol!2

nerolc 0.01 0.08 |canferenol 0.03
citronelol4 0.08 |a-bisabolol 0.02
a-copaeno nootkatona

(eluyen juntos aquellos compuestos cuyos superindices coincidan en ntimero columna HP-5 y en

letra columna CPWax)
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TABLA 1V.4.4.5- COMPARACION DE PORCENTAJES OBTENIDOS EN HP-5 Y
CPWAX-52CB MUESTRA 2.

% %

Componente HP-S5 CPWax Componente HP-S5 CPWax
tricicleno neral* 1.06 1.01
a-tuyeno 2 0.41 piperitona
o-pineno 2 1.77 2.15 |geraniol 0.04 0.04
canfeno 0.05 0.05 l|acetato de linalilo 0.01
metilheptenona 0.01 |geranial 1.61 1.83
sabineno 1.61 1.71 |perialdehido 0.07
B-pineno 10.03 9.74 |acetato de bornilo
mirceno 1.62 1.64 jundecanal 0.03 0.03
octanal ! 0.09 0.04 |acetato de nonilo
a-felandreno ! 0.05 |geranoato de metilo
Az-careno acetato de terpenilo®
o-terpineno 0.2 0.2 |acetato citronelilo® 0.03 0.04
p-cimeno 0.09 0.10 Jacetato de nerilo 0.41 0.46
limoneno 2P 68.53 66.69 |acetato de geranilo 0.37 0.37
trans-B-ocimeno 0.12 0.06 |dodecanal 0.06 0.06
B-felandreno+cineol2 0.08 0.37 |acetato de decilo
cis-B-ocimeno? P antranilato de etilo
y-terpineno 8.74 8.59 [B-cariofilenoc 0.24 0.30
t-sabinenohidrato3 0.02 tr-a-bergamoteno 0.45 0.47
octanol3 0.02 |a-humuleno 0.06 0.05
terpinoleno 0.4 0.39 |[cis-B-farneseno® 0.02
cis-sabineno-hidrato cis-B-santaleno®
linalol 0.12 0.15 p-muroleno
nonanal 0.05 0.07 |germacreno D
cis-limoneno-oxido
trans-limoneno-oxido valenceno 0.04 0.05
alcanfor nerolidol 0.02
citronelal 0.12 0.12 (tridecanal 0.10
borneol 0.01 0.13 |B-bisaboleno 0.64 0.75
terpinen-4-ole° 0.05 y-elemeno 0.02
a-terpineol 0.15 0.18 [espatulenol 0.01
decanal 0.03 0.05 (tetradecanal 0.01
acetato de octilo 0.01 0.02 2,3-dimetil-3(4metil-3- 0.03

pentenil)2-norbornanol! 2
nerol 0.04 0.04 [canferenol 0.03
citronelol* 0.03 [|a-bisabolol 0.03
o-copaeno nootkatona

(eluyen juntos aquellos compuestos cuyos superindices coincidan en ntimero columna HP-5 y en

letra columna CPWax)
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TABLA 1V.4.4.6- COMPARACION DE PORCENTAJES OBTENIDOS EN HP-5 Y
CPWAX-52CB MUESTRA 3.

% %
Componente HP-S5 CPWa Componente HP-S5 CPWax
tricicleno 0.01 0.01 meral? 0.55 0.51
a-tuyeno? 0.47 2.35 |piperitona
o-pineno2 2.03 geraniol 0.08 0.15
canfeno 0.07 0.06 l|acetato de linalilo 0.10
metilheptenona geranial 0.73 0.86
sabineno 1.99 2.10 |perialdehido 0.08
B-pineno 13.76 12.87 jacetato de bornilo
mirceno 1.43 1.38 jundecanal 0.03 0.02
octanall 0.09 0.04 [acetato de nonilo
a-felandreno! 0.04 metilgeranoato
Az-careno acetato de terpenilo®
o-terpineno 0.23 0.22 l|acetato citronelilo® 0.04 0.04
p-cimeno 0.30 0.32 J|acetato de nerilo 0.58 0.54
limoneno?Z P 62.35 58.18 |acetato de geranilo 0.48 0.53
trans-B-ocimeno 0.10 0.05 [dodecanal 0.02 0.02
B-felandreno+cineol2 0.09 0.39 |acetato de decilo 0.01
cis-B-ocimeno? P antranilato de etilo 0.04
y-terpineno 10.52 9.98 |B-cariofilenoc 0.27 0.37
t-sabinenohidrato 0.01 tr-o-bergamoteno 0.51 0.52
octanol 0.03 0.04 |ja-humuleno 0.06 0.04
terpinoleno 0.46 0.47 |cis-B-farneseno® 0.02
cis-sabineno-hidrato cis-p-santaleno®
linalol 0.10 0.11 [y-muroleno 0.01
nonanal 0.08 0.09 [germacreno D 0.03
cis-limoneno-oxido
trans-limoneno-oxido 0.01 valenceno 0.04 0.03
alcanfor 0.01 nerolidol
citronelal 0.09 0.09 (tridecanal 0.08
borneol 0.01 B-bisaboleno 0.83 0.72
terpinen-4-olc 0.12 y-elemeno 0.02
a-terpineol 0.21 0.23 |espatulenol 0.01
decanal 0.07 0.09 [tetradecanal 0.02
acetato de octilo 0.01 2,3-dimetil-3(4metil-3- 0.03

pentenil)2-norbornanol!,2

nerol 0.04 |canferenol 0.03
citronelol4 0.02 |a-bisabolol 0.03
a-copaeno 0.03 nootkatona 0.01

(eluyen juntos aquellos compuestos cuyos superindices coincidan en ntimero columna HP-5 y en

letra columna CPWax)
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IV.4.4.2- EVOLUCION DE LOS PORCENTAJES DURANTE LA
CAMPANA DE ELABORACION.

La mayoria de los trabajos presentan los valores de unas
muestras aisladas, salvo los de Cotroneo et al. (1986), Calvarano et
al. (1988), que ofrecen las variaciones de los valores de 32
componentes, de noviembre a mayo y octubre a mayo
respectivamente. Esto se realiza sobre una sola clase de columna,

concretamente la apolar SE-52.

En nuestro trabajo se observa (Figuras 1V.4.4.2, IV.4.4.3,
IV.4.4.4y IV.4.4.5.) que entre los hidrocarburos terpénicos existen
dos patrones de comportamiento: el de limoneno y el de los
componentes que evolucionan al contrario. Entre éstos ademas del
B-pineno, estarian, y-terpineno, o-tuyeno, o-pineno, cariofileno,
bergamoteno, bisaboleno y humuleno. Otros hidrocarburos
terpénicos poseen comportamientos varios, como a-terpineno y
terpinoleno presentan una evolucion similar, e igualmente sucede

con mirceno y trans-f-ocimeno.

Otros, en fin, tienen un comportamiento bastante “plano”
bien por que se mantienen en una proporcion constante, o bien por
que su participacion es tan baja que las variaciones son

inapreciables para el sistema cromatografico.

Llama la atencioén que el sabineno no presente una evolucion
similar a ningan otro terpeno y aunque, en principio, parece
evolucionar al contrario que mirceno, posee valores mas altos
cuando disminuyen los valores de geranial mas neral y trans-f3-

ocimeno y, al contrario, disminuye cuando aumentan estos.
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En cuanto al resto de aldehidos ninguno parece estar
relacionado con la evolucion de geranial y neral. Respecto a los
alcoholes evolucionan practicamente todos igual. Citronelol y
geraniol se aproximan bastante y terpinen-4-ol y oa-terpineol
siendo su evolucion similar a la de los acetatos de geranilo y nerilo.
La evolucion de las concentraciones de los componentes a lo largo

de la campana 95/96 se presenta en la Tabla IV.4.4.7.

Los valores de limoneno suelen ser mas elevados hacia el
inicio de la campana, lo que no significa que no podamos encontrar
valores altos de limoneno a mediados o finales de la misma
campana. En este caso el valor mas alto es el encontrado en el mes
de enero, que se corresponde con el maximo también para canfeno,
terpinoleno y a-terpineno y con el minimo encontrado para el resto
de hidrocarburos terpénicos. Mirceno y p-ocimeno, presentan su

maximo en febrero, coincidiendo con el minimo para sabineno.

El maximo de limoneno coincide asi mismo con los maximos
de octanal, dodecanal y perillilaldehido y con los minimos de
citronelal y decanal, también con el minimo encontrado para todos
los alcoholes y los ésteres. neral y geranial en cambio presentan su
maximo en el mes de febrero y su minimo en mayo, coincidiendo

con el minimo y el maximo de sabineno respectivamente.
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TABLA IV.4.4.7- EVOLUCION DE COMPONENTES DURANTE LA CAMPANA 1995/1996

COMPONENTE IX | 1l I} v \% Vi 1l Vil IX
a-tuyeno 0,49 0,39 0,56 0,55 0,49 0,51 0,51 0,55 0,52 0,47
o-pineno 2,15 1,75 2,42 2,36 2,15 2,21 2,18 2,32 2,27 2,04
canfeno 0,08 0,17 0,09 0,09 0,09 008 008 009 008 0,08
metilheptenona 0,34 0,03 0,03 0,01 0,01 0,01
bineno 197 142 130 1,33 184 197 193 153 195 1,96
B-pineno 14,69 9,95 15,39 15,73 13,85 15,05 14,45 1536 15,12 13,70
mirceno 1,65 1,64 2,05 1,96 1,78 1,65 1,70 1,88 1,70 1,61
octanal 0,08 0,16 0,09 0,07 0,07 009 010 0,09 011 0,09
o-felandreno 0,05 0,06 0,05 0,05 005 005 006 005 0,05
5-3careno 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
o-terpineno 026 043 029 0,26 026 027 026 027 028 0,23
p-cimeno 0,19
limoneno 58,86 67,96 57,33 56,28 6085 5813 59,35 57,40 57,13 62,07
cis-B-ocimeno+cineol 0,05
Trans-B-ocimeno 0,10 0,11 0,15 0,15 0,14 0,11 0,12 0,15 0,10 0,11
y-terpineno 11,48 9,07 11,83 1195 10,88 11,99 11,68 11,82 12,09 10,70
Trans-hidrato de 004 002 003 004 003 004 003 004 002 003
sabineno
octanol 0,04
terpinoleno 0,54 0,63 0,54 0,53 0,51 0,54 0,52 0,53 0,54 0,48

cis-hidrato de sabineno

linalol 013 o010 016 014 014 013 013 014 015 011
nonanal 0,09 0,09 0,14 0,11 0,10 0,10 0,10 0,11 0,11 0,09
cis-oxido de limoneno 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

alcanfor/ 0,01 0,01 0,01
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TABLA 1V.4.2.7- CONTINUACION

trans-oxido de limoneno
citronelal

borneol

terpinenol-4
a-terpineol

decanal

acetato de octilo
carveol

citronelol

nerol

neral

piperitona

geraniol

acetato de linalilo
geranial
perillilaldehido
acetato de bornilo
undecanal

acetato nonilo + metil ranoato
acetato de terpenilo
acetato de citronelilo+
acetato de nerilo
a-copaeno

acetato de geranilo

0,01

0,13

0,03

0,12

0,23

0,09

0,01

0,03

0,10

0,06

0,55

0,01

0,03

0,01

0,87

0,02

0,01

0,04

0,06

0,67

0,01

0,68

0,11

0,02

0,02

0,10

0,04

0,02

0,89

0,02

1,54

0,05

0,02

0,04

0,37

0,31

0,01

0,16

0,01

0,06

0,17

0,05

0,05

0,01

1,13

0,01

0,04

1,89

0,03

0,01

0,04

0,04

0,50

0,01

0,49

0,01

0,14

0,02

0,10

0,21

0,06

0,03

0,15

0,07

0,91

0,01

0,16

1,44

0,02

0,01

0,04

0,03

0,06

0,53

0,01

0,56

0,13

0,08

0,20

0,06

0,02

0,12

0,05

0,87

0,13

1,42

0,02

0,03

0,04

0,48

0,52

0,01

0,14

0,02

0,11

0,21

0,09

0,01

0,02

0,09

0,04

0,64

0,01

0,04

1,01

0,02

0,01

0,04

0,07

0,59

0,01

0,67

0,01

0,13

0,02

0,12

0,21

0,08

0,01

0,03

0,10

0,06

0,73

0,01

0,07

1,16

0,02

0,01

0,03

0,06

0,55

0,01

0,67

0,15

0,02

0,10

0,22

0,07

0,02

0,15

0,05

0,95

0,01

0,16

1,53

0,02

0,01

0,04

0,06

0,51

0,01

0,63

0,01

0,16

0,02

0,12

0,30

0,09

0,01

0,11

0,82

0,03

1,26

0,03

0,04

0,06

0,82

0,01

0,82

0,16

0,01

0,02

0,12

0,07

0,02

0,05

0,04

0,61

0,02

1,04

0,02

0,05

0,07

0,07

0,07

0,50

0,01

0,58
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TABLA 1V.4.2.7- CONTINUACION

dodecanal 0,02 0,03 0,01 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
acetato de decilo+ 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
antranilato de etilo 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
f-cariofileno 033 024 031 030 028 032 031 030 033 029
a-bergamoteno 0,64 045 056 059 054 062 059 058 0,60 0,56
propionato de nerilo 0,01 0,01

o-humuleno 0,08 004 007 008 007 008 0,08 007 008 0,07

cis-pfarneseno + transp- 0,03 002 002 002 002 003 002 002 002 002

santaleno

propionato de geranilo 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

y-muroleno 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01
germacreno D 0,06 003 003 004 004 004 004 004 003 004
valenceno 0,08 004 008 010 0,09 010 0,07 009 003 015
tridecanal 0,07 006 009 007 006 007 006 007 007 005
B-bisaboleno 09 o067 08 087 08 092 087 08 087 083
nerolidol 0,01 0,01 0,01 0,01

y-elemeno 0,03 003 003 003 003 006 003 003 003 003
tetradecanal 0,01 0,02 0,03 0,01 002 001 001 001
2-3-dimetil norbornanol 0,04 002 003 003 002 004 004 003 003 0,02
canferenol 0,04 003 003 004 003 004 004 004 004 004
o-bisabolol 0,05 003 004 004 004 011 0,05 010 004 0,04
espatulenol 0,01 0,01 0,01 0,02 0,010 0,01 0,02 0,01
nootkatona 0,04 004 006 006 006 004 005 006 005 0,03
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IV.4.4.3- VALORES LIMITES

Di Giacomo et al. (1994) dan unos valores maximos y
minimos de porcentajes de unos 62 componentes del aceite
esencial de limoén italiano, entre estos el p-cimeno comprendido
entre un minimo de 0,025 y un maximo de 0,675, que suponemos
habra separado con otro programa distinto al que se expone en el
trabajo ya que en el cromatograma presentado el pico del p-cimeno
no aparece separado del limoneno y no menciona la utilizacion de
otra columna, como en esta memoria se realiza, en que hemos
encontrado valores de este componente comprendidos entre 0,030

y 0,500.

De los trabajos anteriormente citados se pueden obtener los
porcentajes maximos y minimos de una campana -Cotroneo et al.
(1986) la de 82/83 y 84 Calvarano et al. (1988) de octubre de 1987
a mayo del 88-. Estos porcentajes comparados entre si nos indican
que las distintas campanas producen variaciones los maximos y
los minimos de cada componente. Por ejemplo, para Cotroneo et al.
(1986) los valores de limoneno mas p-cimeno presentan un minimo
de 61,393% y un maximo de 65,920% y Calvarano et al. (1988)
encuentran también en limoén italiano un minimo de limoneno sin
p-cimeno de 64,559 y un maximo de 69,387. Di Giacomo et al
(1994) ofrece los porcentajes a lo largo de varias campanas y
encuentra para limoneno valores comprendidos entre 59,570 y

71,060.

Probablemente en vistas a la normalizacion seria conveniente
disponer de un banco de datos con los porcentajes de los distintos
componentes, pero esto s6lo -como se deduce de las variaciones

para un mismo compuesto en campanas aisladas- no nos
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aseguraria la genuinidad, lo que si es mas caracteristico son las
proporciones relativas de unos componentes respecto de otros,
como puede deducirse a partir de las graficas de evolucion de los

componentes

Esto se aprecia, por ejemplo, en el caso de limoneno y [-
pineno: si el primero aumenta el segundo disminuye y viceversa.
Existen ademas correlaciones entre las variaciones de porcentajes
de unos compuestos respecto de otros que deberan poner de
manifiesto la relacion filogenética de los mismos junto con la
mayor produccion de unos u otros dependiendo de la climatologia

y el tipo de suelo por el que se vean afectados.

Todas estas relaciones entre componentes recogidas en una
base de datos si permitiran establecer la relacion genuina entre los
mismos, teniendo en cuenta asimismo la influencia de otros
factores externos sobre la produccion que igualmente se han de

considerar.

A continuacion se recogen en la Tabla IV.4.4.8, los maximos
y los minimos encontrados a lo largo de varias campanas
1993/1999 en aceite esencial de limon producido en la region de

Murcia

215



TABLA 1V.4.4.8- MAXIMOS Y MINIMOS ENCONTRADOS EN LA
COMPOSICION PORCENTUAL DE LA FRACCION VOLATIL DEL
ACEITE ESENCIAL DE LIMON ENTRE LOS ANOS 1993 Y 1999

Componente % min % max
tricicleno 0,005 0,010
o-tuyeno 0,390 0,560
o-pineno 1,740 2,430
canfeno 0,040 0,170
metil-heptenona 0,003 0,030
sabineno 0,870 2,380
A3-careno tr 0,010
B-pineno 8,300 15,760
octanal 0,030 0,150
B-mirceno 1,140 2,050
o-felandreno 0,016 0,080
P-felandreno 0,004 0,030
o-terpineno 0,130 0,400
p-cimeno 0,030 0,500
limoneno 56,280 68,800
cis-B-ocimeno tr
cineol-1,8 tr 0,029
trans-B-ocimeno 0,010 0,150
y-terpineno 7,370 12,090
trans-hidrato de sabineno tr 0,009
octanol 0,006 0,070
tepinoleno 0,290 0,630
cis-hidrato de sabineno tr 0,010
linalol 0,070 0,190
nonanal 0,053 0,110
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TABLA 1V.4.4.8- CONTINUACION

Componente % min % max
cis-oxido de limoneno tr tr
trans-oxido de limoneno tr tr
alcanfor tr 0,010
citronelal 0,070 0,190
borneol 0,005 0,030
terpinen-4-ol 0,007 0,120
a-terpineol 0,070 0,300
decanal 0,020 0,110
acetato de octilo 0,007 0,040
nerol 0,004 0,090
citronelol 0,004 0,150
neral 0,390 1,580
piperitona tr 0,010
geraniol 0,005 0,160
acetato de linalilo 0,028 0,120
acetato de nonilo tr 0,001
geranial 0,670 2,780
perillilaldehido 0,005 0,018
acetato de bornilo 0,004 0,050
undecanal 0,020 0,080
geranoato de metilo tr 0,070
acetato de citronelilo 0,026 0,090
acetato de nerilo 0,330 0,820
a-copaeno tr 0,010
acetato de geranilo 0,306 0,820
dodecanal 0,004 0,080
acetato de decilo 0,003 0,019

217



TABLA 1V.4.4.8- CONTINUACION

Componente % min % max
antranilato de etilo tr 0,040
B-cariofileno 0,160 0,680
bergamoteno 0,330 0,900
y-cadineno tr tr
o-humuleno 0,010 0,080
cis-p-farneseno + +
+ B-santaleno 0,020 0,030
y-muroleno tr 0,004
germacreno D 0,003 0,060
valenceno 0,020 0,150
tridecanal 0,040 0,090
B-bisaboleno 0,390 0,950
y-elemeno 0,002 0,060
espatulenol 0,008 0,020
tetradecanal 0,008 0,030

2,3-dimetil-3(4metil-3-pentenil)2- 0,003 0,050

norbornanol

canferenol 0,010 0,400
oa-bisabolol 0,010 0,110
cis-carveol tr tr
trans-carveol tr tr
nerolidol tr 0,018
nootkatona 0,010 0,060
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IV.4.4.4- ESTUDIO DE COMPONENTES VOLATILES EN ESPACIO DE
CABEZA ESTATICO

Todo lo hasta ahora expuesto permite llevar a cabo la
determinacion de la composicion de la fraccion volatil del aceite
esencial de limon de forma mas o menos detallada. Pero puesto
que la caracteristica del aroma no esta sé6lo en la cantidad de
producto presente, sino como sucede con cualquier sustancia
volatil, en la facilidad de “evaporarse”, por expresarlo de una forma
muy grafica, es decir por su punto de ebullicion y la presion de
vapor, sera interesante el estudio del espacio de cabeza producido
y la determinacion de los niveles umbrales de olfacion de los

distintos componentes.

Ademas, en el caso de productos como es éste cuyo principal
interés es el aromatico, hay que tener en cuenta la percepcion por
parte del consumidor, de ahi el interés de la ciencia por el
desarrollo de técnicas que permitan la aproximacion mas perfecta
a la sensibilidad del sentido del olfato, ya que las proporciones en
las que aparecen al evaporarse, es decir, en el espacio de cabeza y
como son detectados por la pituitaria, no son totalmente
coincidentes con la composicion porcentual de la muestra, aunque

logicamente también dependen de ellas.

En este trabajo se realizan una serie de determinaciones de
la composicion de los volatiles presentes en el espacio de cabeza
del aceite esencial de limon utilizando dos técnicas basadas en la
extraccion directa de los gases presentes en la atmoésfera adyacente
a la fase liquida: A) Microextraccion en fase soélida (SPME)

empleando Polidimetilxilosano (PDMS) como recubrimiento
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polimérico y B) la inyeccion directa de un volumen del espacio de
cabeza de los componentes volatiles en cromatografia gaseosa

(Figuras IV.4.4.4.1y IV.4.4.4.2, respectivamente).

El estudio comparado de los porcentajes obtenidos entre
componentes volatiles de un aceite esencial, analizado mediante
las técnicas arriba citadas, muestra, corroborando los datos de
Jordan (1999), que la utilizacion de la fibra distorsiona la realidad
existente en el espacio de cabeza, ya que en el caso del polimero de
polidimetilxilosano de naturaleza apolar, se realza la aportacion de
los terpenos al espacio de cabeza, ya que al establecerse el reparto
entre el aire existente en el vial y la fibra, esta, va retirando
terpenos y desplazando a otros compuestos que con menores
presiones de vapor no tienen tanta afinidad por el recubrimiento

presente en la fibra.

El porcentaje de limoneno se incrementa ligeramente de 60 a
65%, pero este 5% supone para el resto una gran proporcion
relativa, asi los porcentajes de acetato de geranilo, pasan de 0.68 a
0.16; acetato de nerilo de 0.5 a 0.19; alcoholes como terpinen-4-ol,
a-terpineol y citronelol, también disminuyen sus porcentajes de
0.12, 0.23 y 0.10 a 0.03, 0.09 y 0.04 respectivamente, de forma
que practicamente todo lo que se detecta en el espacio de cabeza
son hidrocarburos terpénicos, es decir, se empobrece el espacio de

cabeza en diversidad de componentes.

Ocurre también con los hidrocarburos terpénicos presentes
en porcentajes mas bajos como son el cariofileno, bergamoteno y
bisaboleno, que pasan de valores sobre 0.33, 0.64 y 0.95 a 0.10,
0.13 y 0.09, siendo este ultimo el que disminuye su proporcion de

forma mas espectacular, tal vez por que su presion de vapor sea la
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mas elevada de los tres. No hay en cambio mucha diferencia en el

caso de B-pineno, sabineno mirceno y y-terpineno.

Cuando se realiza una inyeccion del contenido en el espacio
de cabeza, aparecen -aunque sea en escasas proporciones- algunos
componentes volatiles de muy baja presion de vapor como
acetaldehido, acetona, valeraldehido, que so6lo se observan

programando temperaturas inferiores a 60°C, generalmente 40°C.

Pero lo mas interesante de esta técnica es que las
proporciones relativas de los componentes varian de forma
considerable, y pese a que el limoneno sigue siendo mayoritario
con porcentajes entre 45 y 55%, se observa que oa-tuyeno y o-
pineno aumentan a 2,5 y 4,9% respectivamente, sabineno pasa a
0,79%, y PB-pineno se situa sobre el 7%, mirceno 1%, y a-
felandreno, o-terpineno y p-cimeno 1,2%, 3,7% 'y 7%,

respectivamente.

Los aldehidos geranial y neral aparecen en porcentajes de
0,1%, y sus acetatos 0,12% y 0,13% respectivamente. Aunque los
porcentajes de los componentes siguen siendo muy bajos, se
observa una mayor variedad, por tanto es un espacio de cabeza
con mayor riqueza de matices comparado con lo que sucede con la

fibra.

Esto nos dice que debido a las diferentes presiones de vapor,
no siempre van a prevalecer los aromas de aquellos componentes
presentes en mayor porcentaje, sino que influye ademas de su
capacidad de evaporarse, la capacidad de ser detectado por el
olfato, es decir sus niveles umbrales de deteccion y por ello

componentes existentes en proporciones menores en la muestra
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pueden influir mas en el aroma de lo que en principio podria

€Sperarse.

Queda por fin proponer la utilizacion del espacio de cabeza
para observar la variacion que se produce a lo largo de la campana,
la determinacion de los niveles umbrales de deteccion de los
componentes presentes en dicho espacio de cabeza y la
colaboracion de paneles de expertos, junto con técnicas mas
sofisticadas como la nariz electronica, para definir de forma mas
refinada el perfil aromatico del aceite esencial de limon y establecer

aromagramas tipo de limoneros de diversas procedencias.
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ANEXO I
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APORTACION AL PROYECTO DE MONOGRAFIA DEL ACEITE
ESENCIAL DE LIMON ESPANOL (Citrus limon (Linneo) N.L.
Burman) OBTENIDO POR EXPRESION.

1. Ambito de aplicacion:

Esta norma especifica ciertas caracteristicas del aceite
esencial de limoén, de Espafa, obtenido por expresion, en vistas a

facilitar la certificacion de su calidad.

2. Referencias:

[.S.0./R 210:1961- Aceites Esenciales .Envasado

[.S.0./R 211:1961- Aceites Esenciales .Etiquetado

[.S.0. 212: Aceites Esenciales .Toma de muestras.

[.S.0. 279: Aceites Esenciales. Determinacion de la densidad
relativa a 20°.

[.S.0. 280: Aceites Esenciales. Determinacion del indice de
refraccion.

[.S.0. 592: Aceites Esenciales. Determinacion de la rotacion
Optica

[.S.0. 1279: Aceites Esenciales. Determinacion del contenido
en compuestos carbonilicos. Método de la Hidroxilamina libre.

[.S.0. 4715: Aceites Esenciales. Evaluacion cuantitativa del
residuo de evaporacion.

[.S.0. 4735: Aceites Esenciales de citricos. Determinacion del

valor CD mediante espectrofotometria ultravioleta.
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3. Definicion:

Aceite esencial de lim6on de Espana, obtenido por expresion:

es el aceite extraido, sin calentar, mediante tratamiento mecanico,

del pericarpio fresco del fruto de Citrus limon (Linneo) N.L.Burman,

cultivado en Espana.

4. Caracteristicas:

4.1- Aspecto:
Liquido transparente, que puede enturbiarse

disminuye la temperatura.

4.2- Color:

De amarillo palido a verde amarillento.

CIE L*a*b*-(s6lo informacion)
L* valores comprendidos entre 31 y 35 £ 0,1
a* valores comprendidos entre -1,02 y 0,26.

b* valores comprendidos entre 0,09 y 3,64.

4.3 Olor:

Caracteristico del pericarpio fresco de limon.

4.4 Densidad relativa d(20/20°C).

Minimo: 0,842
Maximo: 0,855
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4.5 Indice de refraccién a 20°C:
Minimo: 1,472
Maximo: 1,476

4.6 Rotacion optica a 20°C:
Comprendida entre +56 y +62°

4.7 Residuo de evaporacion:
Minimo: 1,7 %

Maximo: 3,0 %

4.8 Indice de Carbonilo:

Minimo: 1,70

Maximo: 4,07

4.9 Valor CD:

Minimo: 0,332
Maximo: 0,668

Dilucion de 0,25g de aceite esencial en 100mL de etanol

95%(v/v).
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4.10 Composicion porcentual de componentes
individuales de la fraccion volatil del aceite esencial mediante

cromatografia de gases

Componente % min. % max.
tricicleno 0,005 0,010
o-tuyeno 0,390 0,560
o-pineno 1,740 2,430
canfeno 0,040 0,170
metil-heptenona 0,003 0,030
sabineno 0,870 2,380
A3-careno tr 0,010
B-pineno 8,300 15,760
octanal 0,030 0,150
B-mirceno 1,140 2,050
o-felandreno 0,016 0,080
P-felandreno 0,004 0,030
o-terpineno 0,130 0,400
p-cimeno 0,030 0,500
limoneno 56,280 68,800
cis-B-ocimeno tr
cineol-1,8 tr 0,029
trans-B-ocimeno 0,010 0,150
y-terpineno 7,370 12,090
trans-hidrato de sabineno tr 0,009
octanol 0,006 0,070
tepinoleno 0,290 0,630
cis-hidrato de sabineno tr 0,010
linalol 0,070 0,190
nonanal 0,053 0,110

230



4.10 CONTINUACION

Componente % min. % max.
cis-oxido de limoneno tr tr
trans-oxido de limoneno tr tr
alcanfor tr 0,010
citronelal 0,070 0,190
borneol 0,005 0,030
terpinen-4-ol 0,007 0,120
a-terpineol 0,070 0,300
decanal 0,020 0,110
acetato de octilo 0,007 0,040
nerol 0,004 0,090
citronelol 0,004 0,150
neral 0,390 1,580
piperitona tr 0,010
Geraniol 0,005 0,160
acetato de linalilo 0,028 0,120
acetato de nonilo tr 0,001
geranial 0,670 2,780
perillilaldehido 0,005 0,018
acetato de bornilo 0,004 0,050
undecanal 0,020 0,080
geranoato de metilo tr 0,070
acetato de citronelilo 0,026 0,090
acetato de nerilo 0,330 0,820
a-copaeno tr 0,010
acetato de geranilo 0,306 0,820
dodecanal 0,004 0,080
acetato de decilo 0,003 0,019
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4.10- CONTINUACION

Componente % min. % max.
antranilato de etilo tr 0,040
B-cariofileno 0,160 0,680
bergamoteno 0,330 0,900
y-cadineno tr tr
o-humuleno 0,010 0,080
cis-p-farneseno + +

+ B-santaleno 0,020 0,030
y-muroleno tr 0,004
germacreno D 0,003 0,060
valenceno 0,020 0,150
tridecanal 0,040 0,090
B-bisaboleno 0,390 0,950
y-elemeno 0,002 0,060
espatulenol 0,008 0,020
tetradecanal 0,008 0,030
2,3-dimetil-3(4metil-3-pentenil)2- 0,003 0,050
norbornanol

canferenol 0,010 0,400
oa-bisabolol 0,010 0,110
cis-carveol tr tr
trans-carveol tr tr
nerolidol tr 0,018
nootkatona 0,010 0,060
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ANEXO II- INDICES DE RETENCION EN OV-101
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MUESTRA PATRON

MUESTRAS COMPARADAS

Componentes IK Componentes IK
ETER 1 2 3
Cc9 900
tricicleno 925 tricicleno 925 925
a-tuyeno 929 a-tuyeno 928 928 928
a-pineno 937 o-pineno 936 937 936
canfeno 950 canfeno 949 950 949
metil-heptenona metil-heptenona
sabineno 971 sabineno 970 969 970
B-pineno 976 B-pineno 976 977 975
aldehidoC8
B-mirceno 985 B-mirceno 985 985 985
a-felandreno 996 a-felandreno 997 997 997
A3-careno 997 A3-careno
C10 1000 1005
o-terpineno 1011 a-terpineno 1010( 1010 1009
p-cimeno 1014 p-cimeno 1013| 1014| 1013
limoneno + cis-B-ocimeno + 1028 limoneno + cis-B-ocimeno + 1028 1027
S-felandreno 1032 1029
trans-B-ocimeno 1042 trans-B-ocimeno 1041| 1042 1041
y-terpineno 1054 y-terpineno 1053 1053
octanol 1057 octanol 1056 1056| 1056
tepinoleno 1081 tepinoleno 1080 1081| 1080
linalol + aldehidoC9 1084 linalol + aldehidoC9 1084 1084| 1083
Cl1 1100 1085
cis-oxido de limoneno 1098 cis-oxido de limoneno 1099 1099
trans-oxido limoneno 1116 trans-6xido limoneno
alcanfor 1121 alcanfor 1120 1120| 1120
citronelal 1133 citronelal 1132 1133| 1132
borneol 1143
terpinen4-ol 1163 terpinen4-ol 1162| 1162| 1161
a-terpineol 1173 a-terpineol 1172| 1172 1172
aldehido C10 1185 aldehido C10 1184 1185 1184
acetato de octilo 1193
nerol 1196 nerol 1195 1195| 1195
1198
C12 1200
citronelol, 1206 citronelol, 1204 1205| 1204
1208 1209 1208
neral 1214 neral 1213| 1214| 1213
piperitona 1225
geraniol 1236 geraniol 1235 1235| 1235
acetato de linalilo 1240 acetato de linalilo 1239
geranial + perialdehido 1244| geranial + perialdehido 1243| 1244| 1243
acetato de bornilo acetato de bornilo 1249 1250
aldehido C11 1287 aldehido C11 1286 1286 1286
1293 1293
geranoato de metilo 1298
C13 1300 1300
acetato de citronelilo 1336 acetato de citronelilo 1335 1335 1334
acetato de nerilo 1344 acetato de nerilo 1343 1344 1343
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1358 1358
acetato de geranilo 1362 acetato de geranilo 1361| 1362 1361
1385 1385
aldehido C12 1389 aldehido C12 1388| 1388
1392
1396
acetato de decilo 1399 acetato de decilo 1398 1399| 1398
Cl4 1400
antranilato de etilo 1409 antranilato de etilo 1408| 1408| 1407
B-cariofileno 1414 B-cariofileno 1413| 1413| 1413
trans-a-bergamoteno 1432 trans-o.-bergamoteno 1431| 1431 1431
1434
o-humuleno 1448 o-humuleno 1447 1447 1447
cis-B-farneseno 1454 cis-B-farneseno 1453| 1453
B-santaleno B-santaleno 1470| 1470
germacreno D 1477 germacreno D 1476 1476 1476
1484 1484 1484
valenceno 1488 valenceno 1487| 1487 1486
aldehido C13 1492 aldehido C13 1491 1491| 1490
1494
B-bisaboleno 1500 B-bisaboleno 1498| 1498| 1498
C15(+) 1504
1507
1511
1520
1528
y-elemeno 1532 y-elemeno 1531| 1531| 1531
espatulenol 1560 espatulenol 1560( 1560
1564
1579
aldehido C14 1594 aldehido C14 1592| 1593
Cl6 1600 1598
1609 1610
norbonanol 1636 norbonanol 1635| 1636
canferenol 1650 canferenol 1648| 1649
a-bisabolol 1666 a-bisabolol 1665| 1665 1665
1670
1674
1691
C17 1700 1710
1735
1768 1769
1794
C18 1800 1797 1797
C19 1900 1897 1897
nootkatona 1914 nootkatona 1913| 1913| 1913
c20 2000 1997 1997
2243 2243
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CONCLUSIONES
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Primera.- En la industria transformadora de limon espanola el
aceite esencial sigue constituyendo un elaborado de primordial

importancia.

Segunda.- La determinacion objetiva instrumental del color del
aceite esencial de limoén, del que no se dispone de antecedentes,
son: Luminosidad L* entre 31,90 y 35,05; cromaticidad a* entre -

1,02y 0,26, y b* 0,09 y 3,64.

Tercera.- Los valores determinados para los parametros fisico-
quimicos en muestras de aceite esencial de limoén espanol
concuerdan con los datos recogidos en la bibliografia,

correspondientes a campanas anteriores, y no presentan
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diferencias destacadas con los valores limites de monografias del

aceite esencial de limén de otras procedencias.

Cuarta.- La determinacion de la densidad del aceite esencial de
limén puede realizarse de manera rapida y fiable mediante la
aplicacion de un densimetro electronico basado en la variacion de

la frecuencia de un circuito oscilante.

Quinta.- El valor del indice CD del aceite esencial de limon de
Espana, esta comprendido entre 0,332 y 0,668, situandose la
mayoria de los valores en el rango de 0,39 a 0,56, similar al
determinado para aceites de otros origenes.

Se propone ademas un sencillo programa en lenguaje BASIC
para la valoracion de dicho indice, que sustituye al método grafico

en papel semilogaritmico.

Sexta.- Mediante la aplicacion de tres columnas diferentes (OV-
101, HP-5 y CPWax-52CB) se identifican hasta setenta y cuatro

constituyentes en el aceite esencial de limon.

Séptima.- La columna OV-101 apolar y la columna HP-5
ligeramente polar ofrecen, en general, una mejor resolucion de los
componentes del aceite esencial de limo6n, que la columna CPWax-
S52CB claramente polar. Por el contrario, esta ultima columna
permite acortar el tiempo mnecesario para un desarrollo
cromatografico. La columna OV-101 permite el aislamiento del p-
cimeno, que eluye solapado con limoneno en la columna HP-5; esta
fase estacionaria mejora respecto a la OV-101 la separacion de

octanal/mirceno y geraniol/acetato de linalilo.
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En la columna CPWax-52CB no se alcanzan grandes resoluciones
entre acetato de nerilo, bisaboleno y geranial, y resuelve el pico de

B-felandreno que no se resuelve en las otras dos columnas.

Octava.- Respecto a la evolucion de los hidrocarburos terpénicos,
el limoneno aumenta notablemente hacia el mes de enero,
mientras B-pineno, y-terpineno, a-tuyeno, oa-pineno, cariofileno,
bergamoteno, bisaboleno y humuleno presentan un minimo.

Otros hidrocarburos terpénicos muestran evoluciones diversas,
como o-terpineno y terpinoleno que tienen un maximo hacia enero
y otro de menor intensidad hacia mayo, e igualmente sucede con
mirceno y trans-f-ocimeno hacia febrero/marzo y julio
respectivamente; otros, en fin, no tienen variaciones de
importancia, bien por que se mantengan en una proporcion
constante, o bien por que su participacion es tan baja que sus
variaciones son practicamente desestimables.

El maximo de limoneno coincide con valores del inicio del maximo

de citral que se produce entre enero-febrero

Novena.-. El sabineno no presenta correlacion con el resto de los
hidrocarburos; presenta correlacion inversa con la evolucion de la
suma de citral mas trans-f-ocimeno. La evolucion de geranial y

neral no se relaciona con la de ninguno de los demas aldehidos.

Décima.- Los alcoholes evolucionan practicamente todos igual, y
su evolucion es similar a la de los acetatos de geranilo y nerilo, que
poseen una correlacion elevada con la inversa de la evolucion del

limoneno.
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Undécima.- El analisis del aceite esencial de limon por inyeccién
directa del espacio de cabeza pone de manifiesto que la proporcion
de los componentes que intervienen en el mismo resulta muy
diferente respecto al aceite esencial inyectado directamente (p.ej.
limoneno 45-55%, B-pineno 7%...); aumentan a-tuyeno, a-pineno,
o-felandreno, terpineno y p-cimeno y diminuyen las proporciones

de citral y de ésteres.

Duodécima.- La microextraccion en fase solida del espacio de
cabeza de aceites esenciales de limon, no resulta especialmente
adecuada como determinacion cuantitativa, ya que al ser un
método de extraccion, actia seleccionando del total del espacio de
cabeza determinados componentes por los que presenta mayor o
menor afinidad, proporcionando una menor variedad de matices

respecto al espacio de cabeza directo.

Los resultados de la presente memoria permiten definir algunas
caracteristicas del aceite esencial de limén producido en Espana, que
se recogen en el Anexo I como una aportaciéon a una futura norma de

calidad.
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Abs. Absorbancia

AENOR Asociacion Espanola de Normalizacion

AFNOR Asotiation Francaise de Normalisation

°C grado Celsius

C.L.A.M. Commite de Lieson d’Agromiculture Mediterraneen

CMAAARM Consejeria de Medio Ambiente, Agricultura y Agua de la
Region de Murcia

Carbowax ® Union Carbide Corp.

cm?3 centimetros ciibicos

FCC Food Chemical Codex

Fig. Figura

g gramo

GC Gas Chromatography

GLC Gas Liquid Chromatography

Ha Hectareas

HP ® Hewlett Packard

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

ISO International Standard Organization

MAPA Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion

min minuto

mL mililitro

mm milimetro

mrads miliradianes

N Normal

nm nanometro

ov ® Ohio Valley

PP pagina

ppb partes por billon

ppm partes por millon

ppt partes por trillon

Tm Toneladas métricas

uv Ultra Violeta

v/v volumen /volumen

wcCoT wall coated open tubular
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En esta memoria ademas de las determinaciones habituales de
caracteristicas fisico-quimicas del aceite esencial de limoén, se
introducen las de color mediante el colorimetro digital, y de
densidad, mediante densimetro electronico. El estudio
gascromatografico para determinar el orden de elucion
caracteristico, se realiza en columnas capilares de silice fundida:
OV-101 apolar, CPWax-52-CB muy polar y HP-5 ligeramente polar.
Comparando los resultados, se logra la identificacion de setenta y
cuatro componentes, ya que son complementarias en cuanto a
separacion de algunos de ellos. Asi mismo, se determinan las

condiciones cromatograficas que mejoran la resolucion.

Observando las evoluciones de los distintos componentes del aceite
esencial durante la campana de elaboracion, se deducen relaciones
entre constituyentes mayoritarios y minoritarios. Se fijan los
valores maximos y minimos encontrados para los distintos
componentes y los porcentajes por grupos funcionales para el

aceite esencial de limoén espanol.

La importancia tecnolégica y economica que tiene la determinacion
de las normas de calidad de un producto como el aceite esencial de
limon, justifica el interés de la presente memoria de Tesis doctoral.
Sera preciso que los organismos internacionales determinen, junto
con las normativas comunes de técnicas analiticas hasta ahora
recogidas, unas bases de datos, que permitiran conocer la
influencia de los distintos factores externos sobre las campanas
anuales y, en concreto, las relaciones entre distintos componentes.
Por ultimo se aportan los valores para colaborar en la elaboracion
de la norma de calidad para aceite esencial de lim6n obtenido en

Espana.
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In this work, we determine the common parameters of the physic
and chemical properties of the essential oil of lemon, as well as it is
introduced the colour determination by a digital colorimeter and
the density by a electrical densitymeter, in addition to this we
studied the characteristic elution order in a different polarity silica
fussed capillary columns (Ov-101 nonpolar, CPWax-52-CB polar
and HP-5 slightly polar) by gaschromatography. Due to the
columns complementarity it was possible identify seventy four

components.

The chromatographic conditions, which give us the best resolution
are indicated. The changes of the different compounds in Lemon oil
during one whole year are observed. Relationship between majority
and minority components are deduced for Spanish essential lemon
oil. The max and min. compound values and functional groups

standard percentages are also determinate.

The technological and economical importance of the quality norms
determination of such a product as essential Lemon oil justifies the
interest of the present PhD memory. To stablish such norms it will
be able that the international organisations, together with the now
a days used analytical technics, to determinate a data base that
will allow us to know the influence of the different external factors
on the yearly crops, as well as, the relative changes of the different
constituents. Finally we proposed some values to work jointly in a

quality norm for the essential Lemon oil grown in Spain.
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