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RESUMEN

TITULO: Composicién de los aceites esenciales de la corteza de diferentes variedades de Citrus
medica L. Influencia del grado de maduracion.

La gran mayoria de citricos comerciales conocidos se originaron a partir de cuatro especies ancestrales:
el Pummelo (Citrus maxima Merr.), el mandarino (C. reticulata Blanco), la papeda denominada C.
micrantha ““Wester” y el Cidro (C. medica L.). El Cidro es el progenitor de los limones y las limas. Tiene
una gran tradicién en la medicina y la cocina China, donde es conocido y empleado desde hace miles
de afios, siendo el primer citrico que llegd a Europa en el siglo IV a.C. Ademas de su valor estético (ya
fue muy apreciado en los jardines florentinos de los Medici en el siglo XV) sus aceites esenciales son
de elevada calidad sensorial, lo que les confiere amplias y crecientes posibilidades en sectores
productivos relacionados con la cosmética y la gastronomia. Estos estan constituidos por la fraccidon
volatil y semivolatil de los productos del metabolismo secundario y se hallan en distintos érganos de
la planta, particularmente en las glandulas de la superficie del epicarpio de los frutos.

Pese a no ser un hibrido y haberse mantenido como especie pura, las distintas variedades de Cidro
presentan fenotipos muy diferentes, que se reflejan especialmente en la morfologia de los frutos. Esta
variabilidad, asociada a factores genéticos, implica a su vez cambios en el metabolismo secundario,
que dan lugar a una amplia quimiodiversidad. En este sentido, cabe destacar la presencia de
monoterpenos oxigenados que, aun presentdndose como compuestos minoritarios, proporcionan a
los aceites esenciales las notas especificas de sus aromas.

Dado el elevado interés prdactico de dichos aceites en perfumeria, gastronomia y como posible
alternativa natural a ciertos aditivos alimentarios, es de notable interés el analisis de la composicidn
del aceite esencial de distintas variedades de Cidro, algunas auin poco conocidas y estudiadas. Por otra
parte, un factor potencial de variabilidad en dicha composicidn es el grado de maduracién del fruto.
Conocer su influencia puede contribuir a lograr una composicion éptima desde el punto de vista
sensorial.

Este trabajo tiene como objetivo el estudio de la variabilidad quimica de los aceites esenciales de
distintos cultivares de Cidro, considerando el grado de maduracién del fruto. Para ello se ha
desarrollado un proceso de extraccidon a escala de laboratorio que permita reproducir con la maxima
fidelidad posible la composicion de los aceites esenciales obtenidos industrialmente. Desde el punto
de vista cualitativo, la identificacion se llevé a cabo por cromatografia de gases y deteccién por
espectroscopia de masas, mientras que para el analisis cuantitativo se utilizé un equipo similar de
cromatografia de gases, con el mismo tipo de columnay pardmetros de funcionamiento, con deteccién
de ionizacion de llama. La cuantificacion se realiz6 de modo riguroso, mediante calibracién con
estandar interno y célculo de los factores de respuesta para cada uno de los componentes de los

aceites esenciales.

PALABRAS CLAVE: C. medica L., cidro, aceite esencial, cromatografia de gases, espectrometria de
masas
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ABSTRACT

TITLE: Essential oil composition of the rind of different varieties of Citrus medica L. Ripeness degree
influence.

The vast majority of known commercial citrus fruits originated from four ancestral species: the
Pummelo (Citrus maxima Merr.), the mandarin (C. reticulata Blanco), the papeda called C. micrantha
“Wester” and the Citron (C. medica L.). The Citron is the ancestor of lemons and limes. It has a great
tradition in Chinese medicine and cuisine, where it has been known and used for thousands of years,
being the first citrus that arrived into Europe in the 4th century BC. In addition to its aesthetic value
(already highly appreciated in the Florentine gardens of the Medici in the 15th century), its essential
oils are of high sensory quality, which confers them wide and growing possibilities in productive sectors
related to cosmetics and gastronomy. These are constituted by the volatile and semi-volatile fractions
of the products in the secondary metabolism and are found in different organs of the plant, particularly
in the glands located on the surface of the epicarp of the fruits.

Despite not being a hybrid and having remained as a pure species, the different varieties of Citron
show very different phenotypes, which are especially reflected in the morphology of the fruits. This
variability, associated with genetic factors, implies at the same time changes in the secondary
metabolism, which lead to a wide rise in chemo diversity. Accordingly, it is worth noting that the
presence of oxygenated monoterpenes, even appearing themselves as minority compounds, provide
the essential oils with specific notes of their aromas.

Regarding the high practical interest of these oils in perfumery, gastronomy and as a possible natural
alternative to certain food additives, it is of remarkable interest the analysis of the composition of the
essential oil in different Citron varieties, some still little known and studied. Otherwise, a potential
factor of variability in such composition is the ripeness degree of the fruit. Knowing its influence can
contribute to achieve an optimal composition from the sensory point of view.

This work aims to study the chemical variability of essential oils in different cultivars of Citron, taking
in consideration the ripeness degree of the fruit. For this, it is intended to develop an extraction
process on a laboratory scale that allows to reproduce the composition of industrially obtained
essential oils as accurately as possible. From a qualitative point of view, the identification was carried
out by gas chromatography and detection by mass spectroscopy, while for the quantitative analysis a
similar gas chromatography equipment was used, with the same type of column and operating
parameters, but with flame ionization detection. Quantification was rigorous, by internal standard
calibration and calculation of the response factors for each of the essential oil components.
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Introduccion

1. Introduccién
1.1. Origen gendmico de los citricos

El género Citrus pertenece a la subfamilia de angiospermas Aurantioideae de la familia Rutaceae, que
estd ampliamente distribuido por las zonas templadas del planeta. Hasta no hace mucho tiempo, se
consideraba que la zona origen de la mayoria de las especies del género Citrus se situaba en la regién
monzdnica que abarca desde el oeste de Pakistdn hasta el centro-norte de China, y hacia el sur a través
del archipiélago de las Indias Orientales hasta Nueva Guinea y el archipiélago de Bismarck, el noreste
de Australia, Nueva Caledonia, Melanesia y las islas de la Polinesia occidental (Swingle y Reece, 1967).
De hecho, autores como Tolkowsky ya consideraban las regiones montafiosas del sur de China y el
noreste de la India como centro de origen de este género (Tolkowsky, 1938).

C. ichangensis |

C. micrantha
(Mexican lime)

Figura 1. Propuesta de origen de los citricos y antiguas rutas de dispersion.

Fuente: Genomics of the origin and evolution of Citrus. (Wu et al., 2018)

En la actualidad se propone como centro de origen el triangulo formado por el drea oriental de Assam
al noreste de India, el norte de Myanmar y el noroeste de Yunnan (Talon et al., 2020). La propuesta es
compatible con la biogeografia de los citricos, las relaciones filogenéticas establecidas, el momento
inferido de diversificacidn y la paleogeografia de la region, especialmente la historia geoldgica de
Wallacea y Japoén vy los hallazgos en la zona (la estrella roja marca la ubicacién del fésil de C.
linczangensis) (figura 1) (Wu et al., 2018).

En la figura 1 podemos ver que las flechas sugieren direcciones de migracion plausibles para las
especies ancestrales de citricos y sus hibridos desde las estribaciones del sureste del Himalaya como
centro de origen. Una migracion propiciada al sufrir un evento de especiacidon repentina durante el
Mioceno tardio. Esta radiacidn coincidié con una pronunciada transicidn de las condiciones himedas
del monzdn a un clima mas seco. Las especies citricas australianas y Tachibana, la mandarina japonesa
nativa; se separaron mas tarde de los citricos continentales durante el Plioceno temprano y el
Pleistoceno, respectivamente (Kumar et al., 2009).

El estudio de las especies puras de citricos, sus hibridos y mezclas, permite rastrear la genealogia y el
origen genético de los principales cultivares comerciales de citricos. Tanto la extensa red de relaciones
entre mandarinas y naranja dulce, como la asociacidn del grado de introgresion de pummelo con
rasgos deseables en la fruta sugieren un complejo proceso de domesticacion.
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Figura 2. Genealogia de los principales genotipos citricos. Fuente: Genomics of the origin and evolution of Citrus (Wu et al.,
2018)

Las cinco especies progenitoras se muestran en la parte superior de la figura 2. Las lineas azules
representan cruces simples entre dos genotipos parentales, mientras que las lineas rojas representan
procesos mas complejos que involucran multiples individuos, generaciones y / o retrocruces (Wu et
al., 2018). Como ya se ha comentado, la gran mayoria de los citricos comerciales conocidos se
originaron a partir de cuatro especies ancestrales: pummelo (Citrus maxima Merr.), mandarino (C.
reticulata Blanco), la papeda denominada C. micrantha “Wester” y el cidro (C. medica L.) (Luro et al.,
2017). Es por ello que algunos autores dejan de lado al Kumquat (C. japonica) a la hora de explicar la
genealogia de estas especies. En las figuras 3 y 4 se puede observar la evolucidn e hibridacion de las
diferentes especies de citricos con las especies ancestrales como punto de partida.
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Figura 3. Origen genético de las principales variedades de lima y limén y subgrupos de citricos. Fuente: AGRUMED:
Archaeology and history of citrus fruit in the Mediterranean (Luro et al. 2017)
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C. sinensis
(Sweet orange)

C. aurantium
(Sour orange)

C. paradisi
(Grapefruit)
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(Mandarin) i C. maxima
—'\n““r‘ll (Pummelo)

\- Species
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(Lemon)

¥ C. micrantha

C. medica
Citron)

J C. aurantifolia
‘ (Mexican lime)

Figura 4. Origenes filogenéticos de las principales especies secundarias de citricos con los parentales femeninos y masculinos
(las lineas de puntos son una cruz hipotética). Fuente: AGRUMED: Archaeology and history of citrus fruit in the
Mediterranean (Luro et al. 2017)

1.2 Historia de los citricos

El cultivo de citricos se origind en tiempos remotos, probablemente hace unos 4000 afos en las zonas
tropicales y subtropicales del continente asiatico y el archipiélago malasio. Mas tarde los citricos
fueron exportados a los paises del Mediterraneo y consecuentemente propagados al resto de las areas
citricolas. Los citricos han ejercido desde siempre una fascinacion debido a sus hojas perennes, el
perfume de sus flores y el sabor de sus frutos. Podemos encontrar ejemplos en los afiejos y lujosos
jardines italianos donde diferentes especies de este género eran cultivadas por su valor ornamental
(Calabrese, 2002).

1.2.1 Enla Antigiiedad

La cita mas antigua que se refiere a los citricos se encuentra en el libro chino Yu Gong que fue escrito
hace 4.000 afios y el cual incluso hace referencia a documentos anteriores. En uno de ellos se describe
como durante el reinado del emperador Da-Yu (siglo XXI a. C.) se realiza el tributo de unas canastas
con dos tipos de citricos: pequeiios y grandes, probablemente mandarinas y pummelos. Este uso de
los citricos como ofrenda indica que eran considerados frutos de alto valor (Inglese y Sortino, 2019).

China, donde se conoce a los citricos por el nombre genérico ‘Kan’, fue el principal centro de cultivo
durante al menos 3 milenios. Ya en el aifio 304 d.C., especies como C. medica eran descritas en libros
como ‘Nan fang ts'ao mu chuang’ por Chi Han. Siglos mas tarde en el 1178 d.C. se escribieron trabajos
monograficos durante la dinastia Sung. En uno de ellos se describieron 27 variedades de citricos, asi
como su propagacion y cultivo (Cooper, 1989).

En India los citricos son conocidos desde tiempos ancestrales, pues forma parte del centro de origen
de los mismos. Ya en el 800 a.C. se nombra a los citricos en sanscrito, dentro de una coleccion de textos
sagrados. Como ya se ha comentado en las zonas de Assam y sur de la cordillera Himalaya, tienen su
origen diferentes especies de citricos, entre ellos los cidros. Otros citricos como los pummelos y
mandarinas fueron seguramente introducidos desde China en el afio 1100 d.C. Por otro lado, en Japén,
donde de manera genérica se conoce también a los citricos con el nombre de ‘kan’, la mandarina
Satsuma fue introducida desde China alrededor del afio 1500 d.C. (Tolkowski, 1938).
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Los citricos, nativos de las regiones subtropicales y tropicales de Asia, fueron transportados a la regién
mediterranea donde debido a las condiciones edafoclimaticas, adquirieron una gran importancia y
pasaron a formar parte de la dieta mediterranea siendo muy valorados por su sabor y aspecto.
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Figura 5. Posible drea de origen y centro de domesticacion de C. medica, C. reticulata y C. maxima. Fuente: The Citrus Route
Revealed: From Southeast Asia into the Mediterranean (Langgut, 2017)

La primera especie introducida en la cuenca
mediterraneay por tanto en Europa fue el cidro
(C. medica). Fue transportada por los persas
desde la India a Mesopotamia y por los griegos
desde Persia tras las Guerras Médicas durante
el Imperio aqueménida de Alejandro Magno
(356-323 BC) (figura 5). De estos tiempos
proviene el nombre de C. medica para el cidro.
Ademas, hay evidencias de que esta especie ya
era utilizada por los judios con el nombre de
‘Etrog’ (Figura 6) durante la Fiesta de los
Tabernaculos, tras el éxodo desde Egipto (1450
a.C) (Duarte et al, 2016). El cidro seria

. . . X Figura 6. Simbolos del festival judio de otofio de Sucot. Fuente:
posteriormente importado al Mediterraneo Alamy Stock Photo

alrededor del 300 a.C. y su cultivo introducido en

las costas de Calabria, Amalfi y Garda (Italia). Aunque los citricos aparentemente eran desconocidos
en la cuenca mediterranea en la Antigliedad, en la mitologia griega es posible encontrar multiples
referencias a las miticas “manzanas doradas”, que bien pueden estar basadas en cidros o incluso
pummelos (Tolkowski, 1938; Gabriele et al., 2009; Savo et al., 2011).
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1.2.2 Edad Media al siglo XX

El resto de citricos no fue conocido en el Mediterraneo hasta el periodo helenistico (Wilkins y Hill,
2006). Las mandarinas llegaron a Europa alrededor de 1805 tras su importacién desde China a
Inglaterra, desde donde fueron llevadas a la cuenca mediterranea. Otras especies como el pummelo
(C. maxima), limas (C. aurantifola) o naranjas amargas (C. aurantium) entraron en la cuenca
Mediterranea entre los siglos X y XV d.C., resultado de las conquistas isldmicas en territorio del
Mediterraneo, asi como por la toma de territorios por parte de los cruzados en la zona mediterranea
de oriente préximo y a su vez como resultado del comercio (Langgut, 2017). Al final de la Edad Media
el cultivo de citricos como el limén, la lima y las naranjas amargas estaba ampliamente desarrollado
en ltalia y otros paises como Espafa, mientras que la naranja dulce alcanzaria mayor popularidad en
el siguiente siglo fruto de las expediciones portuguesas. Los naranjos dulces (C. sinensis) seguramente
llegaron a Europa a principios del s. XVI.

Durante los siguientes siglos se desarrollé en Europa el conocimiento sobre los citricos con numerosos
trabajos, entre ellos Agricultura de Jardines de Gregorio de los Rios en 1592 asi como su introduccion
en el arte por diferentes artistas italianos del Renacimiento. También destacd su uso como remedio
contra el escorbuto, siendo obligatorio su reparto a todos los marinos ingleses desde 1795. Se
desarrolld durante el siglo XVII su uso en perfumeria para crear agua perfumada (‘Acqua di Colonia’) a
partir de aceites extraidos de flores y frutas de la bergamota cultivada en Calabria, utilizada también
hoy en dia por sus extraordinarias propiedades aromaticas.

A lo largo de este periodo los citricos se exportaron a zonas de México, Florida o Brasil, fruto de las
expediciones llevadas a cabo por Portugal y Espafia, y mas tarde llegaron a zonas como California por
medio de los misioneros. Mientras, en el Mediterraneo se irian estableciendo las zonas tradicionales
de cultivo de citricos en las zonas climaticamente mas favorables de Italia y Espafia.

1.2.3 Actualidad

Hoy en dia los citricos han alcanzado todos los continentes, siendo una de las frutas mas populares por
su sabor y propiedades. El desarrollo de este cultivo ha configurado los paisajes de muchas regiones
del mundo, incluida la cuenca mediterranea. Los citricos comerciales de la actualidad son resultado de
multiples hibridaciones interespecificas, introgresiones, procesos de domesticacion y seleccion de
mutaciones somaticas ocurridas de manera natural. Las especies mas importantes de citricos desde un
punto de vista agrondmico y en base a su produccion, ya sea para consumo en fresco o transformacién
en zumo, son las siguientes:

Naranjo dulce [Citrus sinensis (L.) Osb.]
Mandarino Clementino [Citrus
clementina Hort. ex Tanaka]
Mandarino Satsuma [Citrus unshiu
Marc.]

Pomelo [Citrus paradisi Macf.]
Limonero [Citrus limon (L.) Burm.]
Lima tahiti [Citrus latifolia L.]

Lima mejicana [Citrus aurantifolia
(Christm.) Swing.]

e Hibridos interespecificos (Tangor)

1.3 Taxonomia de los citricos

La gran variedad de especies del género Citrus es el resultado de un largo y complejo proceso de
domesticacion, y esto, junto con la compatibilidad sexual entre especies del género Citrus y algunas
especies de géneros relacionados, ha dado lugar a una alta variabilidad fenotipica y genética, que ha
quedado reflejada a lo largo de la historia de este cultivo en una compleja, y aln no resuelta taxonomia
del género Citrus. Ademas, las diferentes mutaciones e hibridaciones naturales, apoyadas por una
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apomixis bastante frecuente dentro del género y un alto grado de heterozigosis, han hecho que la
taxonomia y la filogenia de los citricos sean muy complicadas. (Luro et al., 2017).

Tabla 1. Taxonomia de los citricos segtin Swingle (1943). Tabla 2. Comparacion en la taxonomia de C. sinensis segun
Sistemdtica Swingle (1943) los sistemas Swingle y Tanaka. Fuente: Recent insights on
— 9 — - Citrus diversity and phylogeny
Seccion Nombre botanico |Nombre comUn
C. aurantifolia Lima Swingle (1943)| Tanaka (1961)
C. aurantium Naranja amarga C. sinensis C. sinensis Osbeck
C. indica Naranja silvestre india C. sinensis C. tankan Tanaka
C. limon Limén C. sinensis C. temple Hort. ex Tan.
. ) C. maxima Pumelo C. sinensis C. oblonga Hort. ex Tan.
Subgénero Citrus - - - -
C. medica Cidro C. sinensis C. funadoko Hort. ex Tan.
C. paradisi Pomelo C. sinensis C. iyo Hort. ex Tan.
C. reticulata Mandarina C. sinensis C. sinograndis Hort. ex Tan.
C. sinensis Naranja dulce C. sinensis C. luteo-turgida Tanaka
C. tachibana Naranja tachibana C. sinensis C. ujukitsu Hort. ex Tan.
C. latipes Papeda Khasi C. sinensis C. tamurana Hort. ex Tan.
C. hystrix Lima Kaffir C. sinensis C. aurea Hort. ex Tan.
; C. micrantha Biasong C. sinensis C. shunkokan Hort. ex Tan.
Subgénero Papeda -
C. celebica Papeda Celebes
C. ichangensis Limon Ichang
C. macroptera Papeda de Melanesia

Existen dos sistemas de clasificacion ampliamente aceptados para el género Citrus: El de Tanaka
(1961), con 156 especies y el de Swingle (1943) con 16 especies (Tabla 1). Un ejemplo que muestra la
diferencia a la hora de clasificar taxondmicamente entre estos dos sistemas se puede ver en la Tabla
2. Mientras que Swingle reconocid solo una especie de naranja dulce (C. sinensis), Tanaka describio 12
especies para este grupo de citricos. De todas maneras, ambos sistemas se contradicen
frecuentemente debido a la ya comentada compatibilidad sexual entre especies y la frecuente
aparicion de apomixis que avivan esta variabilidad genética.

Para su clasificacion Tanaka propuso una
linea tedrica (Tanaka, 1954) que cruzaba
desde el noroeste de la India, sobre Burma,
llegaba hasta la provincia de Yunnan en
China y hasta el sur de la isla de Hainan
(figura 7). Varias especies de citricos, como
los cidros, los limones, las limas, los
pummelos y las naranjas amargas y dulces
presumiblemente se originaron al sur de
esta linea, perteneciendo a la zona indo-
malaya. Por otro lado, las mandarinas y
otras especies se originaron al norte de
ésta, en la zona este-asiatica (Nicolosi,
2007).

East asiatic
floral zone

[‘? Indo-malayan

floral zone

Figura 7. Distribucion geogrdfica de las dreas de origen de las
especies de citricos asidticos divididas por la linea de Tanaka.
Fuente: AGRUMED: Archaeology and history of citrus fruit in the
Mediterranean (Luro et al., 2017)
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1.4 Morfologia del fruto

El fruto citrico es una baya especializada llamada hesperidio (figura 8), que se presenta dividida en
varias secciones o segmentos, cada uno de los cuales estd envuelto por una membrana. Dichas
secciones se originan a partir del desarrollo del ovario formado por un nimero variable de carpelos
unidos alrededor de un eje floral, formando asi los I6culos donde crecen los sacos de zumo junto a las
semillas. Entre dos loculos vecinos aparece un tejido llamado septo, que en general se rompe
facilmente y permite la separacién de los l6culos o gajos del fruto maduro (Agusti, 2002).

El tamafio y color del fruto varian con la especie y variedad, asi como la forma que puede ser oval,
piriforme o esférica.

En el pericarpo, que corresponde a los tejidos que envuelven las semillas, se diferencian tres tipos de
tejidos (Agusti et al, 2003):

- Elexocarpo o flavedo, compuesto por la epidermis y la hipodermis. Es la parte mas externa del
fruto, cuya coloracion depende en gran medida de la temperatura a la que se desarrolla. Puede
ser liso 0 rugoso y de un grosor variable. Normalmente no es comestible, aunque en algunas
especies si lo es y se emplea en la elaboracién de mermeladas y postres.

- El mesocarpo o albedo, es la parte intermedia, la parte blanca de debajo de la corteza,
compuesta por pectina y celulosa. Puede ser o no comestible.

- Elendocarpo, que es la parte mds interna y esta constituida por los Ié6culos o gajos. Los l6culos
contienen las vesiculas de zumo, constituidas por un cuerpo de células completamente
vacuolizadas y un pedunculo que las mantiene unidas a la epidermis dorsal de los carpelos y
limitadas lateralmente por los septos. Es el tejido habitualmente consumido, ya en fresco o
procesado como zumos.

En el exocarpo, y mas precisamente en la regiéon inmediatamente debajo de la epidermis de la fruta,
se encuentran las glandulas que contienen el aceite esencial (figura 9).

Vesiculas
de zumo
Eje central
Exocarpo
(flavedo)

Mesocarpo _/
(albedo)

Endocarpo —
Semilla

Figura 8. Seccidn transversal citrico. Fuente: Monografias Figura 9. Corte transversal de la corteza de limon. Flavedo y

botdnicas. Jardin Botdnico de la Universitat de Valéncia. mesocarpo. Las gldndulas sebdceas son visibles en el flavedo
Fuente: Volumen 2: Los citricos Funte: Chemical Composition and Biological Activities of
Essential Oils from Peels of Three Citrus Species. (Caputo et al.,
2020)
1.5 El Cidro

1.5.1 Taxonomia

El cidro es una fragante fruta con el nombre botanico de C. medica, el mismo en ambos sistemas de
clasificacion, el de Swingle y el de Tanaka. Es un prominente miembro del género Citrus, perteneciente
a la familia de las Rutaceas, subfamilia Aurontioideae. Junto a las otras tres especies basicas del género
(pummelo, mandarina y papeda) ha contribuido al desarrollo de la inmensa mayoria de citricos
(Barkley et al., 2006).
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Investigaciones sobre la diversidad genética del cidro han demostrado que es una especie pura con
diversidad intraespecifica relativamente baja, raro en citricos (Wu et al., 2018). Se han observado en
algunos estudios variaciones intraespecificas mds altas en algunos loci concretos, pero no en el
conjunto del genoma (Ramadugu et al., 2015). Una diversidad intraespecifica tan baja se puede
explicar ya sea por aislamiento geografico durante su evolucién temprana y / o su cleistogamia de
flores (Zhong et al., 2020).

En su contribucion a la gran biodiversidad de los citricos, el cidro ha actuado siempre como parental
masculino, tal como ha sido demostrado en el caso de los limones, limas e incluso variedades tan
dispares como el C. jambhiri L. o el C. limonia Osbeck (Luro et al., 2019; Nicolosi et al., 2000).

A pesar de su relativa homogeneidad genética, las distintas variedades de cidros presentan fenotipos
muy diferentes, que se reflejan especialmente en la morfologia de los frutos. Esta variabilidad, junto a
la derivada de factores genéticos, implica cambios en el metabolismo secundario, pudiendo dar lugar
a una amplia quimiodiversidad en la composicidn de los aceites esenciales.

1.5.2 Principales grupos varietales

La domesticacion de los cidros, junto a la seleccidn y propagacién de nuevos cultivares e hibridos
continud en Europa como minimo hasta el siglo XVI. La diversidad de los cidros existentes en Europa
puede ser vista en las pinturas del siglo XVIII de Bartolomeo Bimbi (figura 10) al cual se le encargd
inmortalizar las colecciones de flora y fauna pertenecientes a la familia Medici, que contenian Ila
mayoria de los cultivares citricos existentes en el Mediterraneo en esa época (Brigand y Nahon, 2016).
En la figura 10 podemos ver un detalle de la obra de Bartolomeo Bimbi donde se refleja cémo los
diferentes cultivares eran enumerados y clasificados. Hoy en dia se han identificado muchas otras
variedades: Cottin enumera 193 denominaciones conocidas, incluidos 157 cultivares de C. medicay 36
de C. limonimedica L., hibridos de Limonero y Cidro (Cottin, 2002).

Figura 10. a. Coleccidn de citricos Medici, Bartolomeo Bimbi 1715. b. Detalle Coleccidn de citricos.

No fue hasta la segunda mitad del siglo XX cuando la Familia Tintori en Pescia, Italia, acogid los restos
de las colecciones florentinas en lo que es hoy la coleccidn mas completa de arboles de cidro.

Los cultivares de cidro se agrupan principalmente en dos tipos (Morton, 1987):

-1) Aquellos con un tono rosado en las nuevas brotaciones vegetativas, botones florales morados y los
pétalos tefiidos de purpura (figura 11 izq.), en los que su pulpa es acida y el recubrimiento interno de
la semilla oscuro y chalaza marrén. Ejemplos de este tipo de cultivar son las variedades:

-Diamanti -Mano de Budha -Poncire

-Etrog -Bajoura
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-2) Aquellos sin tinte rosado o morado en las nuevas
brotaciones vegetativas o flores, la cubierta interna de la
semilla incolora y la chalaza amarillo palido debido a que
son incapaces de producir pigmentos flavonoides (figura 11
dcha.), ya sea antocianinas en su hojas y flores o
proantocianidinas en sus semillas, y tienen una acidez de
pulpa muy baja (Butelli et al., 2019). Entre los cultivares mas
conocidos estd la variedad Corsica.

1.5.3 Distribucion

Para los cidros las temperaturas inferiores a 10 ° C pueden  Figure 11. Brotaciones vegetativas y flores de C.

causar lesiones significativas al arbol y destruir la flor o medica Poncire (izquierda) y Corsica (derecha).
L . Corsica es una variedad incapaz de producir

disminuir la carga de fruta. Por lo tanto, los cidros solo se antocianinas

cultivan comercialmente en lugares donde se pueden rcnte: Noemi Controls Production of Flavonoid

garantizar temperaturas cdlidas. Los cidros se cultivan  pigments and Fruit Acidity and lllustrates the

ampliamente en China' el sudeste asiatico y Corea. Domestication Routes of Modern Citrus Varieties

Actualmente, los citricos cultivados para uso religioso se (Butelli et al,, 2019)

producen en Israel a lo largo de su costa mediterranea (100

ha), también en Italia (10 ha) y Marruecos (15 ha), con una producciéon menor en Grecia (Klein, 2014).

Las plantaciones de fruta procesada se encuentran en Italia (Calabria y Cerdefia), Francia (Cércega) y

Grecia (Rodas y Naxos), asi como en Puerto Rico y Brasil (Morton, 1987).
1.5.4 Usos

El cidro nunca ha tenido una gran popularidad comercial. Originalmente se empled en Asia por sus
propiedades medicinales y aromadticas. Cuando llegd a Europa su primer uso fue ornamental,
posteriormente adquirié importancia por sus fragancias y propiedades medicinales. Hoy en dia, en
Occidente se estudian estas propiedades en la medicina tradicional, asi como sus aplicaciones en el
mundo de la cosmética y la gastronomia, actualizando el reflejo de antiguos usos y tradiciones
asiaticas.

Las frutas se pueden cosechar cuando estdn en estado inmaduro y maduro para la produccion de
succade (corteza confitada) en pasteleria y reposteria. Cuando estan maduras se emplean tanto para
la produccién de aceites esenciales utilizados en cosmética y perfumeria, como para saborizantes o en
la elaboracién de bebidas alcohdlicas.

En la industria alimentaria y en gastronomia el cidro es también utilizado para su consumo fresco en
cuyo caso se emplea el albedo junto a una pequefia parte de la pulpa o Unicamente el albedo, como
en el caso del cidro Mano de Buda. También es muy valorado en la industria confitera en paises como
Inglaterra, Francia y Estados Unidos como ingrediente para tartas, puddings y otros dulces (Meena et
al., 2011).

En cuanto a su uso en la medicina tradicional, el cultivar “Etrog” era utilizado antaifio como remedio
contra el escorbuto, problemas pulmonares, intestinales y otros tipos de desérdenes. En la India la piel
era utilizada como remedio para la disenteria y para combatir la halitosis (Morton, 1987).

El extracto en acetato de etilo de las exfoliaciones de C. medica ha exhibido propiedades analgésicas
en ratas, y el preparado a partir de su zumo ha resultado también de gran interés al mitigar dolores de
migrafia en humanos. Por lo tanto, puede ser un candidato como potente agente antiinflamatorio y
analgésico (Sood et al., 2009; Jafarpour et al., 2016).

Otros estudios respaldan el uso del aceite esencial de Citrus medica como prometedor agente anti-
biofilm contra Listeria monocytogenes, causante de la listeriosis, una de las infecciones alimentarias
mas violentas (Gao et al., 2020). Este patdgeno es capaz de sobrevivir en muchos entornos hostiles,
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como alta salinidad, baja temperatura y bajo pH (Gandhi y Chikindas, 2007). Asi mismo, existen
proyectos de investigacidon que estudian las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y contra la
enfermedad del Alzheimer de algunos compuestos extraidos de las cidras (Adedeji et al, 2007).

En el terreno de la industria cosmética y perfumeria, los aceites esenciales de las flores o los aceites
de petitgrain de ramas y hojas jévenes se utilizan en Europa principalmente para perfumeria (Venturini
et al., 2010), mientras que en zonas del sudeste asidtico su uso es principalmente medicinal u
ornamental (Morton, 1987).

1.5.5 Importancia econémica

Como ya se ha comentado, esta fruta no es valorada por su contenido en zumo y pulpa, sino por su
alto contenido en aceites esenciales y cualidades aromaticas, siendo apreciada también por sus
aplicaciones medicinales (Kima et al., 2013). Por todo ello, su produccién no puede ser comparable
con aquellos citricos producidos para su consumo en fresco o su procesado en zumos industriales.

Aproximadamente 1,6 millones de piezas de frutas se comercializan anualmente, de las cuales cerca
del 90% se produce para Israel. Debido a los estdndares de calidad extremadamente altos exigidos
para las cidras utilizadas en el ritual hebreo de la Fiesta de los Tabernaculos, para los cuales solo se
usan piezas que estén libres de cualquier tipo de fisiopatia y posean unas cualidades visuales perfectas
en cuanto a color y tamafio, se estima que solo del 10 al 15% de la fruta producida se cosecha
realmente para ese mercado especializado. Un pequefio porcentaje de la fruta sobrante se usa para
hacer cortezas o rodajas de cidra confitadas, pero la gran mayoria se descarta. La produccién mundial
de cidro para corteza seca o confitada se estima en 7.000 t anuales. La mayor parte de la produccién
se divide entre Puerto Rico y la regién mediterranea. En la regidn mediterranea se cultivan menos de
10 ha de cidros para la fabricacion de bebidas alcohélicas (Klein, 2014).

1.6 Aceites esenciales
1.6.1 Definicion

Los aceites esenciales (AE)! son mezclas complejas de hasta méas de 100 componentes de diferente
naturaleza quimica (Alzamora et al. 2001; Cerutti y Neumayer, 2004), que estan constituidos por
sustancias mds o menos volatiles, producto final del metabolismo secundario de las plantas. Se
obtienen mediante diferentes técnicas a partir de materias primas naturales y se caracterizan, desde
el punto de vista sensorial, entre otras cualidades, por su impacto olfativo.

1.6.2 Usos

Los AE han tenido un uso tradicional en la industria cosmética, perfumeria y aromaterapia.
Actualmente, la tendencia a sustituir productos quimicos de sintesis en diversos campos tales como
los tratamientos fitosanitarios o la conservacion de alimentos, por sus posibles efectos
medioambientales, ha dado lugar a un creciente interés por el uso de productos naturales tales como
distintos tipos de extractos vegetales y particularmente los AE, siendo estos uno de los productos
naturales mas importantes derivados de las plantas por sus diversas propiedades bioldgicas y usos
medicinales (Mancini et al., 2014). Los AE se han utilizado en diferentes ambitos mas alla de los citados
anteriormente, con una creciente importancia desde el punto de vista farmacoldgico, asi como en la
industria agrondémica y alimentaria por su amplio espectro de propiedades antibacterianas,
antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales y antifungicas (Ali et al., 2015). Cabe citar, en este sentido,
su aplicacién en tratamientos fitosanitarios alternativos, siendo numerosos los estudios que
demuestran la posible aplicacién de los AE en tratamientos postcosecha como biofilm para conservar
alimentos, asi como para su uso en tratamientos de fitotoxicidad selectiva en malas hierbas (Fan et al.,

! Siglas aceite esencial
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2014; |bafiez y Blazquez, 2018; Verdeguer et al., 2020). Estas industrias se benefician por tanto
directamente de la investigacidn sobre los aceites esenciales.

Desde la perspectiva de este trabajo, centrado en los aceites esenciales obtenidos de cidros, es de
particular interés su uso en el dmbito gastrondmico, ya que al tratarse de fracciones liquidas volatiles
gue contienen las sustancias responsables del aroma, pueden contribuir a la mejora de las cualidades
organolépticas de los alimentos. Desde que Claude-Joseph Geoffroy establecio las bases de que lo que
se conoceria como la Gastronomia molecular al comenzar a mostrar interés por las aplicaciones
culinarias de los aceites esenciales, se ha podido apreciar la interaccién y la colaboracidn entre la
ciencia / ingenieria y la cocina en técnicas como la microencapsulacion (Karimi et al., 2020).

1.6.3 Propiedades fisicas

Los AE son liquidos a temperatura ambiente, voldtiles y normalmente incoloros. En general, su
densidad es inferior a la del agua (los aceites esenciales de clavo o canela constituyen excepciones).
Son liposolubles y, por tanto, solubles en los disolventes orgdnicos como hexano o diclorometano.
Pueden ser arrastrados por corrientes de vapor de agua, siendo muy poco solubles en ella, pero aun
asi pueden proporcionarle aroma al agua, de ahi que los hidrolatos, fase acuosa subproducto de la
obtencidn de AE por destilacion, posea valor comercial (Bruneton, 2001).

1.6.4 Composicién quimica

Cuantitativamente, los contenidos en aceite esencial son muy variables. Pueden encontrarse desde
rendimientos del orden del 0.1% (m/m) en hojas frescas de citricos, hasta de un 6% (m/m) en semillas
como las de alcaravea (Carum carvi L.), (Sedlakova et al., 2003). Dentro del contenido en aceite esencial
se pueden distinguir dos fracciones:

-Fraccidn volatil, que constituye el 85-99% del total del aceite y contiene principalmente
monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos junto a sus derivados oxigenados: alcoholes, aldehidos,
cetonas, epoxidos y ésteres, tanto alifaticos como aromaticos (compuestos fenélicos, como el timol o
el carvacrol, por ejemplo). Asimismo, también puede ser notable la presencia de fenilpropanoidesy de
diferentes compuestos alifaticos oxigenados tales como el hex-2-enal o el octan-3-ol. Se definen
colectivamente como compuestos organicos volatiles (Buettner y Schieberle, 2001).

-Fraccidén no volatil residual con un rango del 1 al 15% del total del aceite que contiene hidrocarburos,
acidos grasos, esteroles, carotenoides, ceras, cumarinas, psorales y flavonoides.

Asi, los aceites esenciales son mezclas de una elevada quimiodiversidad cuyos compuestos se
caracterizan, desde el punto de vista metabdlico, por origenes biosintéticos distintos: la ruta del
mevalonato, correspondiente a los terpenoides, y la del acido shikimico, que da lugar a los
fenilpropanoides.

1.6.4.1 Terpenos

Los compuestos principales de los AE, obtenidos mediante cualquier método de extraccion, son los
terpenoides. Estructuralmente, pueden considerarse constituidos por la unién de moléculas de
isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno) a través de uniones 1,4 cumpliendo la regla de Wallach
(monoterpenos regulares) o no (monoterpenos irregulares). Desde el punto de vista de su origen
metabdlico derivan principalmente de la ruta del mevalonato que conduce a monoterpenos vy
sesquiterpenos., formados, respectivamente, por dos o tres unidades isoprénicas de 5 carbonos.

1.6.4.1.1 Monoterpenos (C10)

Son las moléculas mas abundantes en los AE, pudiéndose encontrar como hidrocarburos o como sus
derivados oxigenados (alcoholes, fenoles, aldehidos y cetonas, éteres, ésteres y epoxidos).
Habitualmente se trata de monoterpenos regulares y estos pueden ser aciclicos (mirceno, ocimenos),
monociclicos (D-limoneno, y-terpineno, p-cimeno) o biciclicos (pinenos) (figura 12). Constituyen mas
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del 90% de muchos aceites esenciales, como es el caso de los obtenidos del exocarpo y las hojas de los
citricos (Gonzalez et al., 2010).

HsC CHs CH, H,C
CH; Han CHz CH;
H,C HyC
Mirceno y-Terpineno Limoneno

Figura 12. Estructuras de algunos monoterpenos

Como ya hemos indicado anteriormente los monoterpenos presentan muchas veces funciones
oxigenadas en su estructura debido a la reactividad de los cationes intermediarios que aparecen en las
rutas metabdlicas. Asi, podemos encontrar monoterpenos con los siguientes grupos funcionales:

e Alcoholes: aciclicos (geraniol, linalol, citronelol), monociclicos (mentol, terpinen-4-ol),
biciclicos (borneol, fenchol).

e Aldehidos: generalmente aciclicos (geranial, neral, citronelal).

e (Cetonas: aciclicas (tagetona), monociclicas (mentona, isomentona, carvona,
pulegona), biciclicas (alcanfor, fenchona).

e Esteres: aciclicos (acetato o propionato de linalilo, acetato de citronelilo) vy
monociclicos (acetato de mentilo, acetato de isobornilo). Se considera que tienen un
papel fundamental en el aroma de los frutos (6xidos de linalol, éxidos de rosa).

e Fenoles: timol, carvacrol.

1.6.4.1.2 Sesquiterpenos (C15)
Compuestos por tres unidades de isopreno (figura 13):

e Aciclicos (bisaboleno, farneseno)
e Monociclicos (curcumeno, zingibereno)
e Biciclicos (guaiazuleno)

CH,
HiC
HaC
HyC CH,
H,C CH,
a-Humuleno Germacreno D B-Cariofileno

Figura 13. Estructuras de algunos sesquiterpenos

1.6.4.1.3 Diterpenos

Son terpenos con C20, formados por 4 unidades isoprénicas (figura 14).

H,C
CH,
CH,
lo}
CH,
HsC  CHy

Figura 14. Oxido de manool
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1.6.4.2 Otros

Cabe citar, en primer lugar, los fenilpropanoides (figura 15), concretamente, el aldehido cinamico
(canela). Desde el punto de vista metabdlico son sintetizados a través de la ruta del acido shikimico.
También forman parte de los aceites esenciales compuestos alifaticos como hex-2-enal, octan-3-ol,
octan-3- ona, etc.

H
(e}
OH
- CH
© X ’ HSC\)\/\/\
CHs
H
(2E)-3-fenilprop-2-enal Hex-2-enal Octan-3-ol

Figura 15. Estructuras de algunos fenilpropanoides

1.6.5 Aceites esenciales en las plantas
1.6.5.1 Funciones

Los AE cumplen una funciéon semioquimica
notablemente relevante desde el punto de

Linalool MeSA o

vista ecoldgico. Los compuestos volatiles que L A *
forman los aceites esenciales a menudo g
constituyen un medio de defensa frente a Emisk’:n e
Loca "
sistémica

depredadores (microorganismos, hongos,
insectos, herbivoros) (figura 16) mediante la
comunicacion, bien entre partes de la planta,
bien dentro de sus propias para producir
cambios en su comportamiento defensivo por

Fitohormonas

medio de sefiales provocadas por los @C"\"g‘"
-COM
compuestos volatiles frente a ataques de Addo  Addo

jasmonico  salicilico

diferente naturaleza (Pefiuelas, 2004). A
veces, ciertos componentes de los AE pueden
tener una accion teletdxica sobre la
germinacion de plantas competidoras, actuar Figura 16. Los compuestos orgdnicos voldtiles. Fuente: La

como respuesta a factores ambientales o Ecologia Quimica de Interacciones Tri-Trdficas (Rodriguez-
también para atraer insectos polinizadores, asi Saona, 2012)

como a enemigos naturales de las posibles
plagas por las que se puedan ver afectadas (Iriti y Faoro, 2009).

Cabe indicar, no obstante que los compuestos volatiles secretados incluyen no solo los compuestos
anteriormente citados: mono y sesquiterpenos, etc., caracteristicos de los aceites esenciales, sino
también grupos especializados como fitohormonas (etileno, salicilato de metilo (MeSA), acido
jasmonico y otros) (War et al., 2011).

1.6.5.2 Localizacion

Los AE, se pueden encontrar en todos los érganos vegetales: flores, hojas, raices, rizomas, corteza,
frutos o semillas, pudiendo variar cualitativa y cuantitativamente en cada especie seglun su
localizacion.
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La sintesis y acumulacidn del aceite esencial generalmente va asociada a la presencia de estructuras
histolégicas especializadas en determinados tejidos, frecuentemente sobre o préximo a la superficie
de la planta donde podemos encontrar (Imagen 21):

-Células con esencia
-Pelos secretores estipitados
-Cavidades secretoras esquizdgenas o esquizo-lisigenas

-Canales secretores

1.6.5.3 Factores de variabilidad de los aceites
esenciales.

La composicién quimica de los AE no solamente
depende del taxdon del que se obtienen, sino que
muestra una elevada variabilidad como consecuencia
de factores ecoldgicos, ontogenéticos, 6rgano de la

planta del que se obtienen, método de extraccién,
etc. Estos factores pueden ser: Figura 17: Micrografias SEM de cortes transversales de
corteza de C. limon (A, B), C. bergamia (C, D) y C.

- De origen botdanico: Es evidente que la composicidn myrtifolia (E, F). Medidas de las glandulas sebaceas de las
de un aceite esencial dependerd de la especie tres especies: lemon (B), bergamot (D) and chinotto (F).

. ., , . . Fuente: Chemical Composition and Biological Activities of
prOdUCtora' La denominacion botanica y el Origen  resential Oils from Peels of Three Citrus Species (Caputo

geografico deben ser especificados para saber con etal., 2020)
exactitud los componentes mayoritarios del aceite
esencial.

- Quimiotipo: Para especies vegetales botanicamente homogéneas y cariolégicamente estables se
pueden distinguir también diferencias segln la raza quimica predominante, ligadas en muchas
ocasiones a origenes geograficos especificos.

- Ciclo vegetativo (ontogénesis): Para una especie dada, la proporcion de los diferentes constituyentes,
de su aceite esencial, puede variar de manera importante a lo largo de su desarrollo. Ciertos
componentes pueden ser predominantes al comienzo del desarrollo para luego derivar en la
acumulacidn de otros (Llorens-Molina et al., 2020).

- Localizacién de las células secretoras: Como ya se menciond, las células que contienen aceites
esenciales pueden ubicarse en varias partes de la planta. Se conocen dos tipos diferentes de células de
aceite esencial. Las células superficiales, como por ejemplo, los pelos glandulares ubicados en la
superficie de la planta, comunes en muchas hierbas como el orégano, la menta, la lavanda, etc., y las
células incrustadas en el tejido vegetal, que pueden ser, bien células aisladas que contienen las
secreciones (como en citricos y hojas de eucalipto), o bien formando capas de células que rodean el
espacio intercelular (canales o cavidades secretoras) (Liang et al., 2006). Dependiendo de la ubicacién
de las células encontraremos diferentes perfiles en cuanto a composicidon dependiendo del érgano de
la planta donde se encuentren (Llorens-Molina et al., 2016).

- Factores del entorno: Las condiciones climaticas y la naturaleza del suelo, influyen directamente en
la produccién de aceite esencial (Luro et al., 2020) dando lugar a diferentes ecotipos. Asi mismo, en
especies cultivadas, pueden influir las practicas de cultivo agrondmicas: densidad de plantacion,
intensidad y modalidades de riego, utilizacidon de abonos, etc. Aunque no suelen dar lugar a cambios
significativos en la composicién de los AE (al menos cualitativamente), pueden controlarse para
optimizar su produccién (Llorens-Molina et al., 2018).
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- Procedimiento de obtencidn: La composicién del producto comercial puede ser diferente de la
contenida en los érganos secretores del vegetal, y los productos obtenidos por hidrodestilacién
raramente seran idénticos a los resultantes por extraccién con disolventes volatiles (Fatemeh et al.,
2006; Habibullah y Devi, 2016).

1.6.6 Métodos de obtencion de los aceites esenciales

Se utilizan diferentes métodos para aislar los aceites de diversos materiales vegetales. Aunque es
relativamente sencillo aislarlos, ya hemos visto que su composicidon puede variar dependiendo del
método de extraccion utilizado (Stratakos y Koidis, 2016):

Destilacion por arrastre de vapor de agua

La destilacién al vapor es el método mas popular utilizado para extraer y aislar AE de plantas para su
uso como productos naturales. Esto sucede cuando el vapor arrastra los compuestos volatiles del
material vegetal, que eventualmente pasan por un proceso de condensacién y recoleccion. A escala
industrial, el vapor pasa a través del material vegetal condensando después junto al aceite esencial,
separandose éste por su diferencia de densidad y su inmiscibilidad con el agua. A escala de laboratorio
se utilizan preferentemente equipos como el Clevenger, en el que el material vegetal se introduce en
el agua sometida a ebullicidn (hidrodestilacidn).

Recientemente, la hidrodestilacién ha sido objeto de importantes modificaciones basadas en el
empleo de microondas, que permiten optimizar la extraccion del aceite esencial utilizando condiciones
menos agresivas que la accidn prolongada del agua en ebullicion (Yu et al., 2018)

Prensado en frio

Este método también se llama “expresién” o “escarificacion” y se usa en particular para las cortezas
de los frutos citricos. Toda la fruta se coloca en un dispositivo que la perfora mecanicamente para
romper los sacos de aceite esencial, que se encuentran en la parte inferior de la corteza. El aceite
esencial y los pigmentos son dirigidos hacia el drea de recoleccidn.

Los dos métodos anteriores son los que tradicionalmente se han utilizada para la obtencion de aceites
esenciales, cuya definicidn se halla precisamente vinculada al empleo de estos métodos. No obstante,
existen otros métodos que permiten aislar la fraccién volatil y semivolatil del material vegetal y que
son citados a continuacion.

Extraccion de diéxido de carbono supercritico (S-CO,)

Los AE derivados de la destilacién al vapor varian en sus cualidades dependiendo de las temperaturas,
presiones y tiempo de aplicacion del proceso. El proceso de extraccién de CO, supercritico produce
aceites de mayor calidad ya que no han sido alterados por la aplicacién de elevadas temperaturas con
lo cual ninguno de los componentes del aceite se dafia por el calor. Un ejemplo lo observamos en la
calidad del aceite de bergamota hidrodestilado, que es menor debido a la hidrdlisis del acetato de
linalilo y la isomerizacion del linalol (Mondello et al., 1998)

Por lo tanto, la diferencia entre la destilacién tradicional y la extraccidn supercritica es que, en lugar
de agua caliente o vapor, el CO; se usa como solvente en este Ultimo método. El proceso de extraccidon
supercritico opera a temperaturas entre 35-402C, mientras que la destilacién de vapor opera a
temperaturas entre 60-1002C, dependiendo de la presidn de trabajo. Asi, con la extraccidn supercritica
se obtiene una composicién quimica mas compleja, ya que contiene una gama mas amplia de
componentes. Sin embargo, presenta la desventaja de que también se extraen compuestos de masa
molecular mas elevada, escasamente volatiles, y que no contribuyen al aroma en la misma medida que
los mas volatiles.
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Extraccion con disolventes

Este método emplea disolventes para extraer los AE del material vegetal. Es el mas adecuado para
materiales vegetales que producen bajas cantidades de aceite esencial ya que no requiere de altas
temperaturas y por tanto no modifica ninguno de los componentes del aceite. Con este método
ademas de los compuestos volatiles también podemos aislar los compuestos no volatiles. Este método
es comunmente usado en la industria de perfumeria y cosmética.

Maceracion o Enfleurage

Los aceites macerados también se conocen como aceites infundidos. Se crean cuando los aceites
portadores se usan como solventes para extraer propiedades terapéuticas del material vegetal. No se
usa comunmente en la actualidad, pero es uno de los métodos mas antiguos de extraccién de aceites
esenciales que implementa el uso de grasas. Al final de este proceso la grasa, vegetal o animal, se
funde con los compuestos de fragancia de la planta. Las grasas que se usan son inodoras y sélidas a
temperatura ambiente. El proceso de enfleurage se puede hacer "caliente" o "frio". Es un método
obsoleto sin aplicaciones en la industria.

1.6.7 Importancia econdmica de los aceites esenciales

Como hemos visto, los aceites esenciales son altamente usados en la industria cosmética y perfumeria,
en la industria de bebidas gaseosas y alcohdlicas, y en la alimentaria en general. Ha habido un aumento
en la produccién de medicamentos, tdonicos y cuidados corporales a base de aceites esenciales de
plantas. Ademas, los productos de aromaterapia estan ganando popularidad en Europa por sus ya
comentadas propiedades reconstituyentes consideradas beneficiosas para la salud.

En la figura 18 podemos ver el valor de la produccién de AE en la Unién Europea (EU-28) de 2014 a
2018. En 2018 aproximadamente mil millones de euros, segun estimaciones de la Comisién Europea.

Aceites esenciales (Total) 87 000

1200000
1092 461 Naranja 32 000
1039521
. Limén . 6500
|
4

Otros citricos

902 439

863 821

737 477

M. piperita f§ 1 800

Otras mentas. 2 700

Otros aceites esenciales 18 000

Figura 18. Valor de produccion de aceites esenciales en la Figura 19. Importacién de volumen de aceites esenciales a
Unién Europea (EU-28) de 2014 a 2018 en miles de euros. Europa en 2017 en toneladas, por tipo de aceite. Fuente:
Fuente: www.Statista.com (2020) www.Statista.com (2020)

Como podemos observar en la figura 19 el volumen de importacion de AE a paises europeos en 2017
varia segln el tipo de aceite. Ese afio se importaron a Europa aproximadamente 87.000 toneladas de
AE. La naranja fue la especie mds popular, con 32.000 toneladas importadas, siendo Brasil el pais que
mas aporta a la produccién de este aceite con mas del 60% de la produccién mundial (Marketwatch,
2020)

La demanda global del mercado de AE se estimd en 247,08 miles de toneladas en 2020 y se espera que
crezca a una tasa de crecimiento anual compuesta del 7,5% de 2020 a 2027. Existe la expectativa que
el mercado se vea impulsado por la creciente demanda de las principales industrias finales, como
alimentos y bebidas, cuidado personal y cosméticos, y aromaterapia. Asimismo, se prevé que varios
posibles beneficios para la salud relacionados con los aceites esenciales impulsaran su demanda en
aplicaciones farmacéuticas y médicas (Grandview research, 2020).
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1.6.8 Andlisis de los aceites esenciales. Métodos y fundamentos tedricos

El andlisis de la composicién de un AE, normalmente de elevada complejidad, se caracteriza por la
dificultad a la hora de separar, identificar y cuantificar los diferentes compuestos, muchos de ellos con
estructuras moleculares muy similares.

1.6.8.1 Cromatografia de gases

En la cromatografia de gases, los compuestos a analizar se vaporizan y eluyen mediante la fase gaseosa
movil, el gas portador, a través de la columna. Los analitos se separan en funcién de sus presiones de
vapor relativas y afinidades por la fase estacionaria. En general, la fraccién volatil de un aceite esencial
se analiza por cromatografia de gases (GC), mientras que la no volatil por cromatografia liquida (LC).

Como podemos observar en la figura 20, a la salida de la columna cromatografica, los analitos emergen
separados en el tiempo. Los analitos son luego detectados y se registra una sefial generando un
cromatograma (figura 20), que es un grafico de sefial versus tiempo, e idealmente con picos que
presentan una forma de curva de distribucién gaussiana (Ettre y Hinshaw, 1993). El detector convierte
esta interaccién en una seial electrénica que se envia al sistema de datos. La magnitud de la sefial se
traza en funcidn del tiempo (desde el momento de la inyeccidn), este tiempo de retencién puede estar
relacionado con la identidad del soluto ya que es el tiempo que tarda en salir un determinado analito
de la columna. Algunos detectores responden a cualquier soluto que se eluye en la columna, mientras
que otros responden solo a solutos con estructuras, grupos funcionales o dtomos especificos; se
denominan detectores selectivos. La informacidn contenida en el cromatograma se puede utilizar para
el andlisis cualitativo y cuantitativo segun los detectores usados.

Jeringa de inyeccién
delamuestra Procesador - amplificador

Regulador de
flujo

injector

Registro del cromatograma

Detector

Horno de temperatura
programable

Columna cromatografica

Recipiente del eluyente

Figura 20. Esquema de un cromatdgrafo de gases. Fuente: Aula Virtual
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esenciales esta representada principalmente por masas de monoterpenos: sabineno (a) y 8-felandreno (b); y

terpenos, que generan espectros de masas muy sesquiterpenos: biciclogermacreno (c) y germacreno (d).
similares (figura 21); por lo tanto, un factor de Fuente: Handbook of Essential Oils: Science, Technology,
coincidencia favorable no es suficiente para la and Applications (Zellner et al., 2010).
identificacion y la asignacidn de picos se convierte en una tarea dificil. Para aumentar la confiabilidad
de los resultados analiticos y abordar la determinacién cualitativa de composiciones de muestras
complejas por GC-MS, los indices de retencion constituyen una herramienta efectiva (Zellner et al.,
2010).

El uso de indices de retencién junto con la informacion estructural proporcionada por GC-MS esta
ampliamente aceptado, y se usa habitualmente para confirmar la identidad de los compuestos
(también, junto a la inyeccién de patrones puros de referencia). Ademas, cuando se incorporan a las
bibliotecas de MS los indices de retencidn se pueden aplicar como un filtro, lo que acorta la rutina de
busqueda de resultados coincidentes y mejora la credibilidad de la identificacion de MS (Costa et al.,
2007).

Otro tipo de detector es el detector de ionizacién de llama (FID) comiUnmente utilizado en
cromatografia de gases. Durante su funcionamiento, el gas portador que sale de la columna se mezcla
con hidrégeno y los compuestos eluidos se queman con una llama en un ambiente rico en oxigeno.
Estos iones son detectados por un electrodo colector que se coloca sobre la llama. La magnitud de la
corriente que generan estos iones esta relacionada con la masa de carbono que llega al detector, por
lo cual las areas relativas de los picos, expresadas como porcentajes del drea total, son habitualmente
aceptadas como una aproximacidn cuantitativa Gtil a la composicion del aceite esencial.

1.6.8.3 indices de retenciéon

Teniendo en cuenta que los componentes del aceite esencial, como los terpenos y sus derivados
oxigenados, frecuentemente presentan puntos de ebullicidn similares, estos se eluyen en un rango de
tiempo de retencidén estrecho en una columna no polar. Para superar esta limitacidn, el método
analitico puede modificarse aplicando un programa de temperatura que permita ampliar el rango de
elucion del aceite o usando una fase estacionaria polar o semipolar, ya que los compuestos oxigenados
guedan mas retenidos que los hidrocarburos.
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Teniendo en cuenta los analisis por cromatografia de gases que utilizan un detector de ionizacién de
llama (FID), un detector de conductividad térmica (TCD) u otros detectores que no proporcionan
informacidn estructural de las moléculas analizadas y los datos de los tiempos de retencion, se utilizan
los denominados “indices de retencién’’ como criterio principal para la asignacién de picos. El sistema
de indice de retencidn se basa en el hecho de que se hace referencia a cada analito en términos de su
posicidon entre los datos comparativos de retencidon de dos compuestos de referencia. Normalmente
se utilizan n-alcanos para esto. De esta manera el calculo del indice se basa en una interpolacidn lineal
o logaritmica de los valores de los tiempos de retencién de cada compuesto en relacién con los tiempos
de retencion de los compuestos de referencia (serie de los n-alcanos). En el primer caso, nos referimos
alos indices de retencidn lineal (Van den Dool y Kratz, 1963) ecuacién basada en el trabajo desarrollado
por Kovats (Kovats, 1958), estos son aplicados cuando las condiciones no son isotérmicas (programa
de temperatura). Los valores calculados usando este enfoque se denominan comunmente en la
literatura como indice de Retencién Lineal (LRI) (Ettre, 2003). Los calculados mediante interpolacién
logaritmica -indices de Kovats (1958)- se utilizan cuando la elucién se desarrolla en condiciones
isotermas.
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2. Justificacion y objetivos

Dado el elevado interés prdactico de los aceites esenciales en perfumeria, cosmética, medicina,
gastronomia y como posible alternativa natural a ciertos aditivos para la industria alimentaria, y la
tradicidon medicinal y terapéutica de los cidros, es de notable interés el andlisis de la composicion del
aceite esencial de variedades de cidros, algunas aun poco conocidas y estudiadas. Por otra parte, un
factor potencial de variabilidad en dicha composicién es el grado de maduracidn del fruto. Conocer su
influencia puede contribuir a lograr una composicién dptima desde el punto de vista sensorial e
industrial

Este trabajo tiene como objetivo el estudio de la variabilidad quimica de los aceites esenciales de
distintos cultivares de cidro, considerando el grado de maduracién del fruto. Para ello se pretende
desarrollar un proceso de extraccidn a escala de laboratorio que permita reproducir con la maxima
fidelidad posible la composicidn de los aceites esenciales obtenidos industrialmente. Concretamente
se pretende:

1. Cuantificar de manera rigurosa los compuestos del aceite esencial segun variedad. Para ello se
seguiran las normas recientemente propuestas por IOFI (International Organization of the
Flavor Industry) utilizando factores de respuesta relativos al octanoato de metilo como
estandar interno frente a la cuantificaciéon aproximada tradicional basada en la normalizacion
de las areas de los picos de los cromatogramas obtenidos por FID?.

2. Estudiar la variacidn en la composicién del aceite esencial entre variedades y entre el estado
inmaduro y maduro del fruto de cada variedad.

2 Flame ionization detector (Detector de ionizacién de llama)
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3. Materiales y métodos
3.1 Material vegetal

Los frutos de las diferentes variedades de C. medica fueron recogidos en dos estadios diferentes de
madurez: El primero en noviembre en estado inmaduro y el segundo en febrero con la fruta ya en
estado maduro. Los frutos proceden de variedades de cidro injertadas en patrones de C. macrophylla
Wester.

Los arboles se mantienen en un sistema fundamentado en las bases de Agricultura Integrada, sin el
empleo de insecticidas ni fungicidas quimicos, ademds de estar sobre una cobertura natural, sin la
aplicacién de herbicidas. Asimismo, solo se realizan podas suaves para dejar que los arboles se
expresen segun su genética con el objetivo de observar diferencias y poder caracterizarlos mejor.

3.1.1 Variedades

En este trabajo analizaremos el aceite esencial de 10 variedades diferentes de cidro:

C.medica Amalfi C.medica Etrog
C.medica Aurantiata C.medica Pane
C.medica Bajoura C.medica Piretto
C.medica Corsica C.medica Rugosa

C.medica Maxima C.medica Sarcodactylis “Mano de Buda”
El material vegetal usado fue cedido por Todoli Citrus Fundacid. (https://todolicitrus.org/)

3.2 Metodologia

3.2.1 Materiales

e Agitador orbital Rotabit J.P. e Reactivos Sigma-Aldrich:
SELECTA®. o Octanoato de metilo 99%

e Agua destilada o Limoneno 98%

e Balanza analitica o y-terpineno 97%

e Colorimetro - Chroma meter, CR o PB-cariofileno 95%
400/410, Konica-Minolta o Citral 96%

e Diclorometano CH,Cl, para analisis e Hexano —Scharlau
deresiudos po GC, estabilzado con e Mallafiltro de acero inoxidable AlSI

aproximadamente 50ppm de amileno.

Scharlau

Equipo de centrifugacion - DIGICEN
20R Orto-Alresa

Equipo Rotovapor Laborotta4001-
Heidolph

Equipo ultrasonidos EIma- S 30
Elmasonic

304 de 40 mesh

Matraces Erlenmeyer

Pipetas Pasteur

Tubos de ensayo

Sulfato de sodio Na;SO, anhidrido par
andlisis. Merck KGaA

Vasos de precipitados
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3.2.2 Determinacion del grado de Blanco
maduracién

Con el objetivo de medir de manera objetiva el color de las
piezas de fruta recolectadas, y asi de manera indirecta el
grado de madurez, se usd un colorimetro utilizando
coordenadas Hunter Lab que determina el color de un
objeto dentro del espacio de color y muestra los valores
para cada coordenada L*, a*, y b* (figura 22). El colorimetro
nos indica para cada coordenada el promedio de tres
repeticiones realizadas automaticamente en cada
medicion. Este es un método usual para la determinacién
de color en frutas, especialmente citricos. (Di Rauso
Simeone et al., 2019)

Verde
-a ol

Negro

Figura 22. El modelo L*A*B de CIELAB color
espacio. Fuente: HunterLab, Reston, VA

3.2.3 Metodologia del proceso de extraccion

Tras la medicidn de color se procedio a la extraccion del aceite esencial. Se realizé una extraccién con
solventes debido a las caracteristicas ya mencionadas, en concreto el diclorometano, proceso ya
experimentado con anterioridad (Llorens-Molina et al., 2017). A esta metodologia se introdujo la
variacion del uso de ultrasonidos para mejorar la eficacia del proceso (Esclapez et al., 2011). En todas
las variedades y estados de maduracion el proceso de extraccion fue el mismo.

Figura 24. Seccion transversal C. medica

Figura 23. Citrus medica Aurantiata Aurantiata

En primer lugar, se separé el exocarpo o flavedo de cada pieza y se pesé para luego poder obtener los
rendimientos (figura 24). Una vez pesado el material vegetal se introdujo en tandas en una salmuera,
ya que la adicién de sales a medios acuosos provoca una reduccién de la solubilidad de los analitos en

Figure 25. Pesado del exocarpo Figure 26. Proceso ultrasonidos
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el medio en cuestion, favoreciendo asi el proceso de extraccidn y propiciando la compactaciéon de las
pectinas en la interfase durante la posterior centrifugacion (figura 29) (Cabredo-Pinillos et al., 2006;
Zhao et al., 2020). La mezcla se triturd con la intencién de romper todas las glandulas de aceite esencial
posibles y propiciar su disgregacién para luego ser sometida a la accion de ultrasonidos con el objetivo

Figura 27. Agitador orbital

Figura 29. Equipo de centrifugacion Figura 30. Fases tras centrifugacion

de mejorar la eficiencia del proceso, el cual fue llevado a cabo a T ambiente (figura 26) (Habibullah et
al., 2016; Belhachat et al., 2018; Mabayo et al., 2018).

Una vez realizado el tratamiento por ultrasonidos, se procedié al filtrado de las muestras con el
objetivo de eliminar todos los sélidos mediante el uso de una malla filtro de
acero inoxidable AISI 304 de 40 mesh?. La emulsién resultante se distribuyé
en matraces Erlenmeyer en cantidades de 25 ml a los cuales se les afiadié 2
ml de diclorometano. Los matraces se agitaron durante 5 minutos también
a Tambiente mediante un agitador orbital y de vaivén (figura 27). Tras el
proceso de homogenizacion el contenido de los matraces se vertié en tubos

Figura 31. Proceso de deshidratado Figura 32. Equipo Rotovapor

3 parametro cominmente utilizado para evaluar la capacidad de retencién de una tela metalica definido como
el nimero de orificios por pulgada lineal.
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de centrifuga para su centrifugacidn con el objetivo de favorecer la separacion entre fases (figura 32).
Todas las centrifugaciones se realizaron con las mismas condiciones 10 minutos - 12000 rpm - T = 4°C

(figura 29).

Tras este proceso se pudo observar la ruptura de la emulsién en dos fases debido a la diferencia de
densidades. Una fase orgdnica con el aceite esencial y el disolvente organico, y una fase acuosa con las
sales inorgdnicas y los compuestos solubles en agua. En nuestro caso el diclorometano fue elegido por
sus caracteristicas de densidad que propiciaban la precipitacidn de esta fase organica al fondo del tubo
de centrifuga, lo cual facilitaba su extraccion con pipetas Pasteur. Pero especialmente fue elegido por
sus caracteristicas fisicas en cuanto a evaporacion, ya que tiene un punto de ebullicidn bajo y por tanto
permitia realizar el proceso de separacidn del disolvente en el rotovapor a baja temperatura (figura
32), evitando asi la pérdida de volatiles y los posibles efectos de la descomposicion térmica de algunos
compuestos, obteniendo asi un AE de mayor complejidad y cantidad en cuanto a compuestos volatiles

(Pifeiro et al., 2004).

b ™

Figura 33. Aceite esencial obtenido en estado inmaduro

Previamente al proceso de separacién del
disolvente se deshidrataron las muestras con
sulfato de sodio anhidro, ampliamente
utilizado como desecante en laboratorios e
industria (figura 31). La separacién del
diclorometano en el rotovapor se desarrolld
a temperaturas alrededor de 27°C,
finalizando el proceso al llegar a un peso
constante de aceite esencial (figuras 33 y
34).

De esa manera el diagrama de flujo del
proceso quedaria tal como se presenta en la
figura 35. En él se aprecia como, tras el
proceso de extraccion del AE, quedarian 3
residuos de los cuales la fraccidon solida
puede ser utilizada como subproducto para
nutrientes  en alimentacion  animal,
comercializados en forma de pellets. Las
pectinas que se usan en la industria de
alimentos como espesantes, gelificantes,
emulsificantes y estabilizantes (Mesbahi et
al., 2005). El diclorometano sobrante,
subproducto de Ila separacién, puede
recuperarse y ser reutilizado.

Figura 34. Aceite esencial obtenido en estado maduro

Pesado

e e e |

Ultrasonidos
Centrifugacion
Deshidratado

. CH,Cl; para
.
reciclado

Fraccién
solida

CHxCly

Fase inorganica
Pectinas
Na,50,

anhidro Sal hidratada

Figura 35. Diagrama de flujo proceso de extraccion
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3.2.4 Analisis GC-FID y GC-MS

Desde el punto de vista cualitativo, la identificacidon se llevé a cabo por cromatografia de gases y
deteccidn por espectroscopia de masas, mientras que para el analisis cuantitativo se utilizé un equipo
similar de cromatografia de gases, con el mismo tipo de columna y parametros de funcionamiento,
con deteccion de ionizacién de llama. La cuantificacidon se realizé de modo riguroso, mediante
calibracion con estdndar interno y aplicacion de los factores de respuesta para cada uno de los
componentes de los aceites esenciales. Para los compuestos mayoritarios (mas del 90% de la
composicion), los factores de respuesta se obtuvieron experimentalmente, al disponerse de patrones
puros (Tardugno et al. 2018). Para el resto de compuestos se empled el método descrito por Cachet et
al. basado en el empleo de ecuaciones semiempiricas (Cachet et al., 2016).

El analisis de las muestras fue realizado mediante cromatografia de gases con detector de ionizacidn
de llama (GC-FID) y espectrometria de masas (GC-MS). Para el analisis cuantitativo se empled un
cromatégrafo Clarus 500 GC (Perkin-Elmer Inc. Wellesley. PA. EE. UU.) equipado con un detector FID y
una columna capilar ZB-5 (30 m x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espesor de pelicula;
(Phenomenex Inc. Torrance. CA. EE. UU.). El volumen de inyeccién fue de 1 ul. La temperatura del
horno de GC se programd de 50°C a 250°C a una velocidad de 3°C min ~ 2. El helio fue el gas portador
(1,2 ml min). Las temperaturas del inyector y del detector se fijaron a 250°C. La composicién
porcentual del EO se calculd a partir de las areas de los picos de GC sin factores de correccién mediante
el software Total Chrom 6.2 (Perkin-Elmer Inc., Wellesley. PA. EE. UU.).

El analisis por GC-MS se realizé usando un aparato Clarus 500 GC-MS (Perkin-Elmer Inc.) equipado con
la misma columna capilar, portador y condiciones operativas descritas anteriormente para el analisis
GC-FID. La temperatura de la fuente de ionizacién se fijé en 200°C y se empled el modo de impacto
electrénico de 70 eV. Los espectros de MS se obtuvieron mediante el modo de barrido de iones totales
(TIC) (rango de masas m / z 45-500 uma). Los cromatogramas de iones totales y los espectros de masas
se procesaron con el software Turbomass 5.4 (Perkin-Elmer Inc.). Los indices de retencién se
determinaron mediante la inyeccién de estandares de n-alcanos C8-C25 (Supelco, Bellefonte, PE, EE.
UU.) en las mismas condiciones.

La identificacién de los picos se realizd6 combinando el célculo de sus indices de retencién y el analisis
mediante GC-MS. Para ello se llevé a cabo la comparacién automatica de los espectros de masas de
cada pico con los procedentes de la biblioteca de espectros de masas (NIST MS 2.0), mediante las
aplicaciones informaticas AMDIS y Turbomass 2.0. Al mismo tiempo, fueron también calculados los
indices de retencion lineales mediante la expresion:

ty (desconocdo) — Ly (n)

IRL = -(100- z) + (100 - n)

tr(v) — trm)

Donde:

e neselnumero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del pico analizado

e N es el nimero de dtomos de carbono del n-alcano que eluye después del pico analizado

e 7z es la diferencia del nimero de dtomos de carbono de n-alcano entre el que eluye antes del
pico analizado y el de después del pico analizado 16

e tg,es el tiempo de retencion del pico analizado

® tg, es el tiempo de retencion del n-alcano anterior al pico analizado

ety es el tiempo de retencién del n-alcano posterior al pico analizado

Los componentes del AE se identificaron mediante la comparacion de indices de retencidn calculados
y las coincidencias de alta probabilidad de acuerdo con la busqueda en la biblioteca informatica de
espectros de masas (NIST MS 2.0) y los datos disponibles de la literatura (Adams, 2007). La
identificacion de los compuestos también se confirmé mediante la comparacidon de su indice de

25



Material y métodos

retencién lineal experimental (LRI) con los de los estdndares de referencia auténticos (Sigma-
Aldrich™): Limoneno, y-terpineno, B-cariofileno y citral, mezcla de isémeros geométricos: a—citral -
trans- (geranial) y B-citral -cis- (neral).

El proceso analitico queda esquematizado en el siguiente diagrama (figura 36):

|| Muestra
y
s Aplicacion de
Andlisis por GC-MS Analisis por GC-FID P .
un estandar
Determinacion de los Column? Determinacion de los interno
tiempos de retencion cromatografica tiempos de retencin (octanoato
de patrones alcanos Z8-5 de patrones alcanos ] de metilo)
A
Determinacion de Determinacién de Patrones
los indices de los indices de de
retencién lineal retencién lineal sustancias Célculo Pred
puras RRFi
RRF exp
N
Espectros de
masas
Libreria NIST l_. Identificacion de los componentes
Cuantificacion por el 3
método de normalizacion de [+
las dreas de los picos _I-. Cuantificacion
definitiva

Figura 36. Esquema del proceso analitico
3.24.1 Cuantificacion de los compuestos

Para determinar la concentracidn de los compuestos se empled la cuantificacion mediante factor de
respuesta. La determinacién experimental del factor de respuesta de los compuestos mayoritarios se
realizd aplicando el método cromatografico ya descrito, a tres concentraciones diferentes de los
patrones de D-limoneno, y-terpineno, B-cariofileno y citral junto a una concentracion fija de octanoato
de metilo (MO) (99 %, Sigma-Aldrich™), de acuerdo con el procedimiento descrito por Tardugno et al.
(2018), pero afiadiendo una repeticién mas para alcanzar las 3 repeticiones por patron. De este modo
se calculd el factor de respuesta experimental de cada uno de estos compuestos respecto de dicho
estandar interno (Cachet et al., 2016).

La cuantificacion del resto de compuestos se realizé de acuerdo con las orientaciones propuestas en
el Simposio Internacional de Aceites Esenciales (ISEO 2016) por Cachet et al. (2016), en el que se aplica
a los porcentajes de las areas de los picos la correccién correspondiente al factor de respuesta de cada
compuesto, calculado mediante la aplicacion de ecuaciones empiricas basadas en parametros
termodinamicos y en la estructura molecular de cada compuesto. De este modo, los factores de
respuesta pueden predecirse a partir de la férmula molecular de compuestos que contengan los
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atomos C,H, O, N, S, F, Cl, Br, | y Si, siempre que la férmula y el nimero de anillos bencénicos sea
conocido (Cachet et al., 2016).

La prediccidn por tanto del factor de respuesta del analito (RRF; P) calculado de este modo se basa
en la férmula molecular aplicando la ecuacién:

RRFiPTed - 103 J (

Donde:

MW; )
MWISTD

* (_61,3 + 88,8 * nC + 18,7 * nH - 41,3 * no + 6,4 5 nN + 64’ ' ns - 20,2 * nF
—23,5:ng + 51,6 -ng, — 1,751, + 39,9 - ng; + 127 - nggpz

ny es el nimero de atomos de carbono en el compuesto
ny es el nimero de dtomos de hidrégeno en el compuesto
No es el nimero de dtomos de oxigeno en el compuesto
nn es el niumero de dtomos de nitrégeno en el compuesto
ns es el nimero de atomos de azufre en el compuesto

nr es el nimero de atomos de fldor en el compuesto

nga es el nimero de atomos de cloro en el compuesto
ngres el niumero de atomos de bromo en el compuesto
n;es el nimero de 4tomos de yodo en el compuesto

ns; es el nimero de atomos de silicio en el compuesto
Tgen; €5 €l NUmero de anillos de benceno

MW, es el peso molecular del analito

MW stp es el peso molecular del estdndar interno

Tabla 3. Ejemplo cdlculo de RRF para varios compuestos de diferente naturaleza quimica.

N° de
Compuesto Formula Peso C H (o] N S F Cl Br | Si anillos de RRF
Molecular
benzeno
Sabineno CioH16 136,238 10 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,765
Linalool Ci0H180 154,253 10 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0,869
Geranial Ci0H160 152,237 10 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0,887
Acetatode ¢ 0, 196,20 12 20 o 0 0o 0 o0 0 o0 0 0,957
geranilo

Esta tabla expresa de a modo de empleo el proceso de cdlculo para el RRFre? para algunos componentes de los AE analizados.

Cuantificacion

Para la cuantificacién de la masa de los compuestos (m;) que constituyen el aceite esencial se utilizo la
expresion:

Donde:

A.
m; = RRFipred *Mpyo * A_L
MO

RRF"*4 es el factor de respuesta calculado anteriormente, mediante uno de los dos métodos.

muo es la masa del estandar interno agregada a la muestra
Ai es el area del pico del compuesto
Ao es area del pico del estandar interno
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Cabe indicar que para los compuestos de férmula y estructura similar se utilizé el RRF* obtenido de
manera experimental ya que sigue siendo la manera mds precisa de determinar las masas de los
analitos (Cachet et al., 2016).

3.3 Procesamiento estadistico de datos

Se realizé una media de las tres repeticiones para cada variedad en ambos estados de maduracion. Los
resultados se sometieron a un analisis de la varianza unidimensional (ANOVA) para cada variedad entre
estados inmaduro y maduro. Ademads, para discriminar entre las medias se empled el método de
diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey Post-Hoc con valores de significacion de P<0,05.
Los resultados se expresaron en % * error estandar.
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4. Resultados y discusién

4.1 Evaluacion colorimétrica

Resultados y Discusion

Los resultados registrados en ambos puntos temporales se registran en las tablas 4 y 5.

Tabla 4. Valores coordenadas Hunter LAB estado inmaduro

Noviembre
L a b

Amalfi 55,86  -11,98 26,51
Aurantiata 44,89 -7,51 25,13
Bajoura 42,71 -13,71 20,51
Corsica 47,61 -14,34 23,50
Maxima 51,03 -13,37 24,53
Etrog 49,30 -12,79 24,70
Pane 52,24  -10,50 26,22
Piretto 52,71 -12,71 26,71
Rugosa 51,10 -12,27 26,50
Mano de Buda 48,89 -13,30 24,66

Tabla 5. Valores coordenadas Hunter LAB estado maduro

Febrero
L a b

Amalfi 68,62 -2,23 32,06
Aurantiata 54,55 8,63 33,08
Bajoura 63,02 2,16 36,70
Corsica 61,39 0,85 35,16
Maxima 58,11 -3,82 26,79
Etrog 62,26 -5,47 32,87
Pane 62,41 3,74 36,13
Piretto 63,54 0,01 35,43
Rugosa 57,06 411 32,91
Mano de Buda | 62,75 2,25 35,71

Como se puede observar, la diferencia en ambas tablas muestra cdmo las muestras tomadas en
noviembre presentan valores para el parametro “a”’ entre -13,71y -7,51. En la figura 26 se muestra el
modelo CIELAB donde se observa como valores negativos para “a’” generan colores verdes. En

contraposicion, podemos ver cémo los valores para febrero cambian y esta vez los valores para

oHn

a’ se

sitian en torno a 0y los valores para “b” han aumentado, indicando de esta manera, colores amarillos
representativos de estadios maduros. Este método ha permitido clasificar objetivamente las muestras
por el color y, consecuentemente, por el grado de maduracion, contraste que puede apreciarse en las
figuras 37,38y 39. En la tabla 6 se muestran los valores medios de cada parametro para ambos estados

de maduracion.

Tabla 6. Tabla de medias para L, a 'y b por estado de maduracion con intervalos de confianza del 95.0%

Parametro Mes Media Error Est.
L Noviembre 49,634 1,233
Febrero 61,371 1,233
3 Noviembre -12,248 1,027
Febrero 1,023 1,027
b Noviembre 24,897 0,774
Febrero 33,684 0,774
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Figura 37. Comparacion C. medica var.
Bajoura entre estados

Figura 38. Comparacion Figura 39. Comparacién C.
C. medica var. Mano de medica var. Rugoso entre
Buda entre estados estados.

4.2 Calculo de los factores de respuesta experimentales

La tabla 7 muestra el cdlculo de los factores de respuesta experimentales mediante el uso de patrones
(D-limoneno, y-terpineno, B-cariofileno y citral) y estandar interno (MO). Para cada patrén se
realizaron 3 mediciones y se calculé el promedio de ellas para establecer el RRFex, que fue usado en la
cuantificacidon de los componentes. El RRF se calcula a partir de los valores de las dreas para cada
patrén y el estdndar interno en el cromatograma FID, y las masas conocidas de patrén y estandar
interno como se ha indicado anteriormente.

Tabla 7. Cdlculo de factores de respuesta experimentales

mi(mg) pureza m'(mg) m(Sl) A Ag RRF :::
(OEcl;anoato de metilo 0,036 0,09 0,03564
y-Terpineno 0,0409 0,97 0,039673 0,03564 0,925

1 521233,720 434386,670 0,928
248919,620 205745,520 0,920
708607,310 589538,330 0,926
D-Limoneno 0,0524 0,95 0,04978 0,03564 0,830
578511,860 434386,670 0,836
280331,920 205745,520 0,817
783963,810 589538,330 0,837
Citral (geranial y neral) 0,0477 0,96 0,045792 0,03564 0,946
513653,640 434386,670 0,941
240123,050 205745,520 0,954
696100,030 589538,330 0,943
B—Cariofileno 0,0427 0,9 0,03843 0,03564 0,853
571998,940 434386,670 0,845
272284,990 205745,520 0,841
750950,500 589538,330 0,874
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4.3 Cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC-MS)

A continuacidn, se expone un cromatograma de la variedad Amalfi. Es un cromatograma caracteristico
de C. medica obtenido mediante espectrometria de masas con los principales compuestos
identificados. En él se indican también los porcentajes de las areas de los picos a modo de una primera
aproximacién cuantitativa a la composicidn de cada aceite esencial.

. 11-Jan-2020 + 02:50:1 - 13-Nov-2019 + 17:59:14)

Figura 40. GC-MS Cromatograma Citrus medica var. Amalfi Figura 41. GC-MS Cromatograma C. limon

Cada variedad de C. medica mostrd tener un aceite esencial caracteristico (para una informacion mas
detallada consultar el anejo | con el resto de los cromatogramas obtenidos). Los resultados reflejan
como el aceite esencial de C. medica (Figura 40) esta formado por una compleja mezcla de diferentes
compuestos, aun asi, mas simple que el de su descendiente el Limon (C. limon) donde se aprecian mas
picos minoritarios (Figura 41), debido a la composicién genédmica de este ultimo, que es un hibrido
entre Naranjo amargo y Cidro. El genoma del Cidro es mucho menos variable que el de la mayoria de
los citricos conocidos, de hecho, muestra un grado de homocigosis muy superior a todos ellos, lo que
podria redundar en la simplicidad del perfil de su aceite esencial. Pero esta simplicidad no implica una
homogeneidad en el patréon de expresion, lo que podria estar justificado por los procesos de seleccion
y domesticacidn realizados por los humanos a lo largo de centenares de afios, que bien podrian estar
basados en aspectos morfoldgicos (consultar el anejo V para informacion complementaria sobre la
morfologia de las variedades de cidro estudiadas), pero también en otros, como por ejemplo el aceite
esencial propio de cada variedad.

4.4 Cromatografia de gases - lonizacion de llama (GC/MS-FID)

Tras la correcta cuantificacién de los resultados obtenidos mediante FID, podemos observar en la tabla
8 los compuestos volatiles totales identificados en ambos estados de maduracién para las 10
variedades de C. medica segun su clasificacidon quimica. En total se identificaron 47 compuestos en las
muestras analizadas. El nUmero de componentes difiere entre las distintas variedades. Monoterpenos,
sesquiterpenos, aldehidos y ésteres fueron las clases de compuestos mayormente identificadas. Se
pudieron observar diferencias tanto cualitativas como cuantitativas en las composiciones de aceite
esencial.

En la tabla 8 se muestran también los resultados en cuanto a rendimiento en masa del proceso de
extraccién de aceite esencial obtenido. Los resultados difieren entre variedades y estado de
maduracién. Se obtuvieron rendimientos desde 0,27% a 1,46%, que coinciden con otros obtenidos por
extracciéon con disolventes (0,8-2%) y con obtenidos mediante hidrodestilacion (0,47-3%) (Fekadu et
al., 2020). En nuestro estudio las variedades que mostraron mayores rendimientos fueron Etrog,
Piretto y Mano de Buda.
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Tabla 8. Tabla de composicion para las 10 variedades de C. medica L.

Resultados y Discusidn

Abundancia relativa

Citrus medica (%) * Error estandar
Amalfi Aurantiata Bajoura Corsica Etrog

C LRI teorico LRI Inmaduro LRI Maduro LRI Inmaduro LRI Maduro LRI Inmaduro LRI Maduro LRI Inmaduro LRI Maduro LRI Inmaduro LRI Maduro
Hidrocarburos monoterpenos
a-Tujeno 924 922 t ab 921 t ab 924 0,29 + 0,01 ab 921 0,25 * 0,08 ab 921 0,45 * 0,03 a 922 0,66 + 0,04 b 921 0,35 + 0,06 ab 921 0,33 + 0,01 ab 921 0,13 * 0,01 ab 922 0,13 + 0,01 ab
a-Pineno 932 930 0,69 + 0,02 a 929 0,79 + 0,02 b 931 0,74 b 0,03 ab 929 0,69 t 0,21 ab 929 1,06 + 0,07 a 929 1,52 t 0,09 b 928 0,95 + 0,16 ab 929 0,84 k4 0,02 ab 929 0,38 E 0,03 ab 929 0,36 + 0,02 ab
Canfeno 946 946 t a 945 0,03 k4 0,00 b - - - 968 - -
Sabineno 969 969 1,10 + 0,03 a 969 1,25 + 0,02 b 970 0,10 b 0,00 ab 968 0,09 t 0,03 ab 968 0,13 t 0,01 a 969 0,19 t 0,01 b 968 0,14 + 0,02 ab 968 0,13 k4 0,00 ab 974 0,07 E 0,00 ab 969 0,07 + 0,00 ab
B-Pineno 974 975 5,80 * 0,18 a 975 6,81 * 0,13 b 976 0,56 + 0,02 ab 974 0,52 * 0,14 ab 974 0,91 * 0,05 a 974 1,32 + 0,08 b 973 0,77 + 0,13 ab 974 0,74 + 0,02 ab 985 0,28 * 0,02 ab 974 0,25 + 0,01 ab
Mircene 990 986 0,94 + 0,03 a 986 1,11 + 0,01 b 987 0,85 b 0,04 ab 985 0,93 + 0,21 ab 985 0,72 + 0,04 a 986 1,03 t 0,06 b 985 1,01 + 0,17 ab 985 0,81 k4 0,02 ab 0,51 E 0,03 ab 986 0,54 + 0,03 ab
a-Felandreno 1002 1002 0,22 + 0,03 a 1004 0,42 k4 0,00 b - ab 1003 t ab ab 1003 t ab - a 1003 t b - a 1004 t b
a-Terpineno 1014 - - 1017 t a 1014 0,15 + 0,03 b 1014 t ab 1014 0,24 + 0,12 ab - a 1014 0,17 + 0,01 b 1014 t a 1014 0,05 + 0,00 b
p-Cimeno 1020 - - 1023 0,08 + 0,01 ab 1022 0,06 * 0,03 ab 1022 0,06 * 0,01 a 1022 0,11 + 0,01 b 1022 0,08 + 0,02 ab 1022 0,07 + 0,00 ab 1022 t a 1022 t b
D-Limoneno 1024 1026 50,29 + 1,94 a 1031 58,05 + 0,65 b 1031 39,29 b 1,54 ab 1029 44,39 t 8,62 ab 1029 27,23 + 1,32 a 1030 34,88 t 2,06 b 1030 50,56 + 8,67 ab 1029 36,35 k4 1,08 ab 1028 24,08 E 1,61 ab 1029 25,17 + 1,64 ab
cis-ocimeno 1032 - - 1035 t a b 1033 0,46 * 0,02 a 1034 0,85 + 0,05 b 1033 0,69 + 0,11 ab 1033 0,91 + 0,03 ab 1030 0,06 * 0,00 ab 1030 0,05 + 0,00 ab
trans-B-Ocimeno 1044 1044 0,05 + 0,00 a 1044 0,06 + 0,00 b 1045 0,06 + 0,01 a 1043 0,06 + 0,01 b 1044 0,64 + 0,03 a 1044 1,32 + 0,08 b 1043 0,96 + 0,16 ab 1044 1,26 + 0,04 ab 1043 0,08 E 0,00 ab 1044 0,08 + 0,01 ab
y-Terpineno 1054 1056 0,15 * 0,08 ab 1055 0,13 * 0,11 ab 1058 8,59 + 0,42 ab 1056 8,81 * 1,29 ab 1057 13,86 * 0,63 a 1058 17,90 + 1,06 b 1057 11,11 + 1,92 ab 1057 10,24 + 0,31 ab 1056 3,98 * 0,23 ab 1056 3,74 + 0,25 ab
Terpinoleno 1086 - ab 1083 T ab 1084 0,17 + 0,02 a 1082 0,34 + 0,04 b 1083 0,12 + 0,04 a 1083 0,70 + 0,04 b 1082 0,08 + 0,03 a 1082 0,36 + 0,01 b 1083 0,06 E 0,02 a 1083 0,12 + 0,01 b
Hidrocarburos oxigenados
Linalool 1095 1097 0,09 + 0,01 ab 1097 0,10 + 0,00 ab 1098 0,12 + 0,01 a 1097 0,05 + 0,00 b 1098 t a 1097 t b 1097 0,14 + 0,03 ab 1097 0,09 + 0,01 ab 1100 18,42 E 1,13 a 1100 12,53 + 0,90 b
Terpinen-4-ol 1177 - - 1173 t a 1193 b 1178 t ab 1178 t ab 1178 t ab 1178 t + 0,00 ab - -
a-Terpineol 1186 1193 0,17 + 0,02 ab 1193 0,13 + 0,01 ab 1193 0,10 + 0,01 a 1222 0,05 + 0,00 b 1192 0,15 + 0,01 ab 1193 0,15 E 0,01 ab 1192 0,15 + 0,03 ab 1193 0,09 + 0,01 ab 1192 0,06 E 0,00 a 1193 t b
Sesquiterpenos
&-Elemeno 1335 1328 t ab - ab 1328 0,05 + 0,01 a - b 1328 0,14 + 0,01 a - b 1328 0,13 + 0,03 a - b 1329 0,11 E 0,00 a 1329 0,07 + 0,01 b
B-Elemeno 1389 - - - 1383 t ab - ab - -
a-Cedreno 1402 - ab 1411 t ab - - - - - - - -
Cariofileno 1417 1417 0,11 + 0,00 a 1417 0,13 + 0,00 b 1418 t ab 1430 0,04 + 0,00 ab 1417 0,07 + 0,01 a 1417 0,11 + 0,01 b 1417 0,10 + 0,02 ab 1417 0,08 + 0,00 ab 1417 0,10 + 0,01 ab 1417 0,10 + 0,01 ab
trans-a-Bergamoteno 1432 1431 0,16 + 0,00 a 1431 0,25 + 0,00 b 1431 0,11 + 0,00 a 1451 0,19 + 0,02 b 1431 0,12 + 0,01 a 1431 0,21 E 0,01 b 1431 0,11 + 0,02 ab 1431 0,10 + 0,00 ab 1431 0,10 E 0,01 ab 1431 0,10 + 0,01 ab
Humuleno 1436 - a 1451 0,02 E3 0,00 b - a 1505 t b ab 1450 t ab - - - -
D-Germacreno 1480 1479 t a 1478 0,05 + 0,00 b - 1977 - - - 1478 0,11 + 0,02 ab 1478 0,07 + 0,00 ab - -
(Z,E)-a-Farneseno 1482 - - - 2230 - - 1486 0,12 E3 0,03 a 1453 t b
Biciclogermacreno 1500 - - - - - 1498 t 1493 t ab 1493 t ab - a 1493 0,05 E3 0,00 b
B-Bisaboleno 1505 1506 0,25 + 0,01 a 1505 0,38 + 0,01 b 1506 0,14 + 0,07 ab 0,29 + 0,03 ab 1506 0,19 + 0,01 a 1505 0,30 + 0,02 b 1506 0,19 + 0,03 ab 1505 0,11 + 0,05 ab 1505 0,06 + 0,03 ab 1505 0,16 + 0,01 ab
Aldehidos
Nonanal 1100 1102 0,03 + 0,00 ab 1102 0,04 + 0,00 ab - - - - -
Citronelal 1148 - a 1150 0,04 + 0,00 b 1151 t a 1150 0,05 + 0,00 b 1150 t a 1150 0,10 E 0,00 b 1150 0,06 + 0,01 ab 1150 0,12 + 0,00 ab - a 1150 t b
Decanal 1201 1204 0,08 + 0,00 a 1204 0,09 + 0,00 b - - - - -
Neral 1254 1236 0,50 + 0,02 ab 1236 0,58 + 0,02 ab 1238 0,31 + 0,08 ab 1248 0,31 + 0,02 ab 1236 1,89 + 0,09 a 1236 1,25 E 0,06 b 1236 2,64 + 0,45 a 1236 1,26 + 0,05 b 1236 0,48 E 0,02 ab 1236 0,41 + 0,03 ab
Geranial 1264 1266 0,76 + 0,03 a 1266 0,88 + 0,03 b 1266 0,50 k4 0,01 ab 1356 0,46 + 0,03 ab 1267 2,81 + 0,15 a 1266 2,10 E4 0,10 b 1267 3,43 + 0,44 a 1266 2,11 + 0,08 b 1266 0,68 + 0,04 ab 1266 0,64 + 0,05 ab
Undecanal 1305 - - - - - - 1303 t a - b - -
Esteres
Acetato de cis-4-tujanol 1219 1222 0,06 + 0,00 ab 1222 0,07 + 0,00 ab - a 1236 0,06 + 0,01 b 1222 0,25 + 0,01 ab 1222 0,20 S 0,02 ab - a 1222 0,45 + 0,03 b 1222 0,05 E 0,00 ab 1223 t ab
Acetato de linalilo 1254 1248 0,08 + 0,00 ab 1248 0,09 + 0,00 ab - ab 1265 0,05 + 0,02 ab 1248 0,36 + 0,03 a 1248 0,21 E4 0,01 b 1248 0,50 + 0,02 ab 1248 0,44 + 0,03 ab 1250 18,59 + 1,57 a 1251 25,88 + 1,88 b
Acetato de isobornilo 1283 1279 t ab - ab - - - - - - - -
Acetato de nerilo 1359 1357 0,17 + 0,00 a 1357 0,25 + 0,02 b 1358 t a 1376 0,07 + 0,01 b 1357 0,14 + 0,01 a 1356 0,29 E4 0,02 b 1357 0,47 + 0,08 ab 1356 0,32 + 0,01 ab 1353 0,17 + 0,04 a - b
Acetato de geranilo 1379 1376 0,08 + 0,00 a 1376 0,18 + 0,00 b 1376 0,13 + 0,01 a 1417 0,20 + 0,02 b 1376 0,12 + 0,01 a 1376 0,18 S 0,01 b 1376 0,37 + 0,07 ab 1376 0,20 + 0,01 ab 1388 0,12 E 0,06 ab - ab
Acetato de cedrilo 1767 - - - - - ab 1760 t b - - - -
Otros
Citropteno* 1976 0,29 + 0,02 ab 1977 0,24 + 0,01 ab 1977 0,77 k4 0,01 ab 0,53 + 0,09 ab 1978 1,75 + 0,07 ab 1978 1,19 E4 0,28 ab 1975 t a - b 1976 0,12 + 0,03 ab 1977 0,18 + 0,01 ab
Dihidrostol* 2231 0,15 + 0,01 a 2230 0,29 + 0,00 b 2231 0,15 + 0,00 a 0,35 + 0,04 b - - - - 2231 0,12 E 0,01 a - b
Isogeijerin* 2243 1,34 k4 0,06 a - b - - - - - 2242 0,34 t 0,22 ab - ab
Xanthotoxol* - - - - - - 2461 0,21 + 0,04 a - b - -
Imperatorina* - - - - - - - - -
Wampetina* - - - - - - - - - -
Aurapteno* - - - - - - - - -
Felopterina* - - - - - - - - - -

n2 cc 29 30 26 27 27 30 30 28 28 27

Rer % 0,56 0,62 0,61 0,42 0,74 0,51 0,66 0,40 1,41 1,46

a Componentes enumerados en orden de indices de retencion lineal (LRI) crecientes para cada grupo de compuestos. Valores expresados como promedio de 3 repeticiones y error estandar.

b Valores de LRI provenientes de: Adams, R. P. (2001)

Los valores porcentuales inferiores al 0,05% se indican como t (trazas). “—

Los valores con letras diferentes para la misma fila son significativamente diferentes (prueba de Tuckey, p < 0.05)

“ No detectado.

* |dentificacion tentativa a partir del espectro de masas y LRI experimental

Método de identificacion: Todos los compuestos informados se han identificado mediante la comparacién de los datos de GC-MS de la biblioteca masiva informatica del NIST y LRI con los informados por R. P. Adams (2001). Se identificaron D-limoneno, y-terpineno, B-cariofileno y citral mediante la comparacién de LRI con los de muestras auténticas.
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Tabla 8. Continuacion

Resultados y Discusidn

Citrus medica
Maxima Pane Piretto Rugosa Sarcodactylis “Mano de Buda”

C LRI teorico LRI Inmaduro LRI Maduro LRI Inmaduro LRI Maduro LRI Inmaduro LRI Maduro LRI Inmaduro LRI Maduro LRI Inmaduro LRI Maduro
Hidrocarburos monoterpenos
a-Tujeno 924 921 0,22 * 0,03 ab 921 0,28 * 0,01 ab 921 0,23 + 0,01 ab 922 0,28 + 0,02 ab 922 0,29 + 0,06 ab 922 0,33 + 0,00 ab 922 0,17 + 0,02 ab 922 0,21 * 0,04 ab 921 0,73 * 0,06 a 921 1,00 * 0,01 b
a-Pineno 932 929 0,61 + 0,08 ab 929 0,80 + 0,02 ab 929 0,97 4 0,06 a 930 1,27 t 0,07 b 929 1,28 t 0,24 ab 929 1,46 + 0,02 ab 929 0,52 + 0,05 ab 929 0,67 t 0,12 ab 929 1,69 + 0,13 a 929 2,33 + 0,02 b
Canfeno 946 - - 968 0,86 k4 0,03 a 946 t b 946 t ab 946 t ab - - - -
Sabineno 969 968 0,08 + 0,01 a 968 0,11 + 0,01 b - a 969 1,40 t 0,07 b 969 1,41 t 0,24 ab 969 1,81 + 0,02 ab 969 0,08 + 0,01 ab 969 0,11 t 0,02 ab 968 0,23 + 0,01 a 968 0,31 + 0,01 b
B-Pineno 974 974 0,49 * 0,07 ab 973 0,58 * 0,01 ab 974 5,31 + 0,19 a 976 8,65 + 0,47 b 975 8,46 + 1,47 ab 975 10,79 + 0,13 ab 974 0,34 + 0,03 ab 974 0,42 * 0,06 ab 974 1,56 * 0,09 a 974 1,98 * 0,03 b
Mircene 990 985 0,65 + 0,09 a 985 1,04 + 0,03 b 985 0,79 4 0,03 ab 986 0,89 t 0,05 ab 986 1,06 t 0,17 ab 986 1,01 + 0,01 ab 986 0,82 + 0,09 ab 986 1,25 t 0,20 ab 985 1,06 + 0,06 a 986 1,31 + 0,03 b
a-Felandreno 1002 - a 1003 0,06 * 0,00 b 1000 0,05 + 0,00 ab 1001 0,07 + 0,00 ab 1000 0,08 + 0,01 ab 1004 0,09 + 0,00 ab - a 1004 t b 1004 t a 1004 0,06 * 0,00 b
a-Terpineno 1014 - a 1014 0,15 + 0,00 b - a 1015 0,13 + 0,01 b - a 1014 0,14 + 0,00 b - a 1014 0,11 + 0,02 b 1015 t a 1014 0,46 + 0,00 b
p-Cimeno 1020 1022 0,06 * 0,01 ab 1022 t ab 1022 0,04 + 0,00 a 1023 0,08 + 0,01 b 1022 0,07 + 0,01 ab 1022 0,07 + 0,00 ab 1022 t a 1023 0,06 * 0,01 b 1022 0,15 * 0,01 a 1022 0,27 * 0,02 b
D-Limoneno 1024 1029 30,78 + 4,45 a 1033 47,59 + 1,17 b 1029 36,51 4 1,04 ab 1031 39,72 t 2,08 ab 1029 48,00 t 7,41 ab 1030 43,76 + 0,70 ab 1030 42,66 + 4,97 ab 1032 60,68 t 9,58 ab 1029 38,21 + 1,65 ab 1030 40,79 + 0,82 ab
cis-ocimeno 1032 1033 0,10 * 0,02 a - b 1033 0,06 + 0,00 ab 1034 0,05 + 0,00 ab 1033 0,07 + 0,01 a 1031 0,45 + 0,00 b 1034 t ab 1034 t ab 1033 0,56 * 0,02 a 1034 0,44 * 0,01 b
trans-B-Ocimeno 1044 1043 0,16 + 0,02 a 1043 0,06 + 0,00 b 1043 0,12 + 0,00 ab 1044 0,11 + 0,01 ab 1044 0,09 + 0,01 ab 1044 0,09 + 0,00 ab 1044 0,06 + 0,01 ab 1044 0,10 + 0,01 ab 1044 0,78 + 0,03 a 1044 0,63 + 0,02 b
y-Terpineno 1054 1057 7,90 * 0,22 ab 1056 9,00 * 1,22 ab 1056 6,79 + 0,23 ab 1057 6,80 + 0,37 ab 1056 7,95 + 0,04 ab 1056 8,41 + 0,00 ab 1057 5,09 + 3,92 ab 1057 6,23 * 4,30 ab 1057 22,14 * 0,84 a 1058 27,91 * 0,64 b
Terpinoleno 1086 1082 t a 1082 0,34 + 0,01 b 1082 0,14 + 0,02 a 1083 0,28 + 0,02 b 1083 0,11 + 1,15 a 1083 0,29 + 0,15 b 1083 0,07 + 0,02 a 1083 0,24 + 0,04 b 1083 0,26 + 0,08 a 1083 1,01 + 0,02 b
Hidrocarburos oxigenados
Linalool 1095 1097 0,26 + 0,03 a 1097 0,10 + 0,00 b 1099 9,49 + 0,48 a 1098 0,14 + 0,00 b 1098 0,22 + 0,02 a 1098 0,14 + 0,00 b 1097 0,06 + 0,00 a 1098 0,23 E 0,03 b 1098 0,05 E 0,00 a 1097 0,08 E 0,00 b
Terpinen-4-ol 1177 1178 t a 1178 t b 1178 0,08 + 0,08 ab 1178 t ab 1178 0,06 + 0,04 ab 1178 0,03 + 0,00 ab - - 1178 0,05 + 0,00 a 1178 t b
a-Terpineol 1186 1193 0,19 + 0,02 a 1193 0,09 + 0,00 b 1192 0,14 + 0,04 ab 1193 0,18 + 0,01 ab 1193 0,28 + 0,01 ab 1193 0,24 + 0,01 ab 1193 0,07 + 0,00 a 1193 t b 1193 0,28 E 0,01 a 1193 0,16 E 0,00 b
Sesquiterpenos
&-Elemeno 1335 1328 0,11 + 0,04 a - b - - 1328 0,05 + 0,02 ab - ab 1328 0,05 + 0,02 a - b 1328 0,21 E 0,03 a - b
B-Elemeno 1389 1383 t ab - ab - - - - - -
a-Cedreno 1402 - - - - - - - - - -
Cariofileno 1417 1417 0,05 + 0,01 ab 1417 t ab 1417 0,15 + 0,01 ab 1417 0,13 + 0,01 ab 1417 0,20 + 0,04 ab 1417 0,20 + 0,01 ab 1417 t ab 1417 t ab 1417 0,07 + 0,00 a 1417 0,14 + 0,00 b
trans-a-Bergamoteno 1432 1431 0,15 + 0,02 a 1431 0,21 + 0,00 b 1431 0,21 + 0,08 ab 1431 0,13 + 0,01 ab 1431 0,14 + 0,03 ab 1431 0,16 + 0,00 ab 1431 0,06 + 0,01 a 1431 0,10 E 0,01 b 1431 0,10 E 0,01 a 1431 0,17 E 0,00 b
Humuleno 1436 - - - - - - - -
D-Germacreno 1480 - ab 1478 t ab 1479 0,29 + 0,02 a 1479 0,58 + 0,03 b 1479 0,16 + 0,08 ab 1478 0,31 + 0,01 ab 1479 0,14 + 0,01 ab 1478 0,15 E 0,02 ab 1479 0,18 E 0,02 a 1479 0,27 E 0,00 b
(Z,E)-a-Farneseno 1482 - - - - - a 1490 t b - -
Biciclogermacreno 1500 - - - a 1493 0,30 + 0,02 b 1493 0,14 + 0,03 ab 1493 0,19 + 0,00 ab 1493 t a 1493 0,08 E 0,01 b 1493 t a 1493 0,05 E 0,00 b
B-Bisaboleno 1505 1506 0,22 + 0,03 a 1505 0,31 + 0,01 b 1506 0,13 + 0,06 ab 1505 0,21 + 0,01 ab 1506 0,22 + 0,04 ab 1505 0,24 + 0,01 ab 1506 0,11 + 0,01 ab 1505 0,17 + 0,02 ab 1506 0,16 + 0,01 a 1506 0,27 + 0,00 b
Aldehidos
Nonanal 1100 - a 1102 0,05 + 0,00 b 1103 t a 1103 0,09 + 0,00 b 1103 0,13 + 0,02 a 1103 0,18 + 0,00 b - - - -
Citronelal 1148 1150 t a 1150 t b 1150 t a 1150 t b 1150 1,25 + 1,15 ab 1150 0,13 + 0,00 ab - ab 1150 t ab 1150 0,05 E 0,00 a 1150 0,13 E 0,00 b
Decanal 1201 - - - a 1204 0,05 + 0,00 b 1204 0,05 + 0,01 ab 1204 0,06 + 0,00 ab - - - -
Neral 1254 1237 0,32 + 0,06 a 1236 - b 1236 3,92 + 3,37 ab 1236 0,59 + 0,03 ab 1236 1,85 + 0,24 a 1236 1,18 + 0,03 b 1237 0,19 + 0,02 a 1236 t b 1237 0,87 E 0,19 ab 1236 0,56 E 0,03 ab
Geranial 1264 1265 0,30 + 0,05 ab 1265 0,19 + 0,01 ab 1266 0,52 + 0,23 ab 1266 0,94 + 0,05 ab 1266 2,81 + 0,03 ab 1266 1,95 + 0,01 ab 1265 0,19 + 0,02 a 1266 0,07 + 0,00 b 1266 1,58 + 0,05 a 1266 0,81 + 0,02 b
Undecanal 1305 1303 t ab - ab - ab 1306 t ab 1307 t a 1306 t b 1303 t ab - ab - -
Esteres
Acetato de cis-4-tujanol 1219 1222 0,08 E 0,01 ab 1222 0,08 + 0,01 ab 1222 0,23 + 0,18 ab 1222 0,09 + 0,01 ab 1222 0,21 + 0,02 a 1222 0,10 + 0,01 b 1222 t a 1223 t b 1222 0,11 E 0,05 ab 1225 0,17 E 0,00 ab
Acetato de linalilo 1254 1248 0,08 + 0,01 a 1248 0,05 + 0,00 b 1250 6,80 + 2,99 ab 1248 0,10 + 0,01 ab 1248 0,14 + 0,02 a 1249 0,06 + 0,00 b 1248 0,05 + 0,00 a 1248 0,49 + 0,06 b 1248 0,20 + 0,01 a 1248 0,14 + 0,00 b
Acetato de isobornilo 1283 - - - - - - - - - -
Acetato de nerilo 1359 1357 0,11 + 0,02 a 1356 0,34 + 0,01 b 1356 t a 1357 0,37 + 0,02 b 1357 0,63 + 0,11 a 1357 1,34 + 0,04 b 1357 0,07 + 0,01 a 1357 0,21 + 0,03 b 1357 0,06 + 0,00 ab 1357 0,06 + 0,00 ab
Acetato de geranilo 1379 1376 0,06 E 0,01 a 1376 0,10 + 0,00 b 1387 0,06 + 0,05 ab 1376 0,13 + 0,01 ab 1376 0,14 + 0,03 a 1376 0,25 + 0,01 b 1376 t ab 1376 0,08 E 0,01 ab 1376 t a 1376 t b
Acetato de cedrilo 1767 - - - - - - - - - -
Otros
Citropteno* 1976 0,05 + 0,01 a 1978 t b 1976 0,09 + 0,02 ab 1977 0,09 + 0,01 ab 1977 1,44 + 0,10 a 1977 0,82 + 0,02 b 1977 0,67 + 0,04 a 1977 0,25 + 0,04 b 1977 1,60 + 0,15 a 1978 1,13 + 0,06 b
Dihidrostol* 2146 2230 t a - b 2231 t a - b 2239 t ab - ab - - - -
Isogeijerin* 2241 0,26 + 0,05 a - b 2241 0,37 E3 0,03 a - b - - - - - -
Xanthotoxol* - - - - - - - - - -
Imperatorina* - - - ab 2363 t ab - - 2362 0,10 + 0,10 ab - ab 2361 t ab 2362 0,05 + 0,02 ab
Wampetina* - - - - - - 2462 0,16 + 0,01 a - b - -
Aurapteno* - a 2638 t b - - - - 2641 0,26 + 0,02 ab 2639 0,43 + 0,07 ab - -
Felopterina* - - - a 2654 t b - - 2653 0,14 + 0,01 a 2654 t b - -

n? compuestos 30 28 30 35 34 33 31 31 31 30

to % 0,27 0,38 0,56 0,50 0,57 0,81 0,40 0,50 0,26 0,77

a Componentes enumerados en orden de indices de retencidn lineal (LRI) crecientes para cada grupo de compuestos. Valores expresados como promedio de 3 repeticiones y error estandar.

b Valores de LRI provenientes de: Adams, R. P. (2001)

Los valores porcentuales inferiores al 0,05% se indican como t (trazas). “—“ No detectado.

Los valores con letras diferentes para la misma fila son significativamente diferentes (prueba de Tuckey, p < 0.05)

* |dentificacion tentativa a partir del espectro de masas y LRI experimental

Método de identificacion: Todos los compuestos informados se han identificado mediante la comparacién de los datos de GC-MS de la biblioteca masiva informatica del NIST y LRI con los informados por R. P. Adams (2001). Se identificaron D-limoneno, y-terpineno, B-cariofileno y citral mediante la comparacién de LRI con los de muestras auténticas.
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Resultados y Discusion

Tras una primera apreciacion de los resultados se puede observar como la composicidn global de los
aceites esenciales de las diferentes variedades de C. medica estudiadas es significativamente similar a
las obtenidas por Menichini et al. (2011) donde se utilizaron métodos de hidrodestilacién y prensado
al vacio, empleados de manera convencional en la industria de extraccidon de aceites esenciales.
También se puede apreciar similitud entre las composiciones en otros estudios sobre la composicion
del aceite esencial de C. medica mediante el uso de disolventes por Shiota (1990) y, destilacidn al vacio
y microfiltracién por Deng et al. (2017). En la tabla 9 podemos ver cdmo en estado inmaduro se
identificaron 16 compuestos comunes que, aunque con diferencias cuantitativas, estuvieron presentes

en todas las variedades estudiadas.

Tabla 9. Compuestos comunes a todas las variedades para el estado inmaduro segun su naturaleza quimica.

Mano
Amalfi  Aurantiata Bajoura Corsica Etrog Maxima Pane Piretto Rugosa deBuda
Monoterpenos  a-Tujeno 0,02 0,29 0,45 0,35 0,13 0,22 0,23 0,29 0,17 0,73
a-Pineno 0,69 0,74 1,06 0,95 0,38 0,61 0,97 1,28 0,52 1,69
B-Pineno 5,80 0,56 0,91 0,77 0,51 0,49 5,31 8,46 0,34 1,56
D-Limoneno 50,29 39,29 27,23 50,56 24,08 30,78 36,51 48,00 42,66 38,21
trans-f-
Ocimeno 0,05 0,06 0,64 0,96 0,08 0,16 0,12 0,09 0,06 0,78
y-Terpineno 0,15 8,59 13,86 11,11 3,98 7,90 6,79 7,95 5,09 22,14
Alcoholes Linalool 0,09 0,12 0,02 0,14 18,42 0,26 9,49 0,22 0,06 0,05
a-Terpineol 0,17 0,10 0,15 0,15 0,06 0,19 0,14 0,28 0,07 0,28
Aldehidos Neral 0,50 0,31 1,89 2,64 0,48 0,32 3,92 1,85 0,19 0,87
Geranial 0,76 0,50 2,81 3,43 0,68 0,30 0,52 2,81 0,19 1,58
Esteres Acetato de
nerilo 0,17 0,01 0,14 0,47 0,17 0,11 0,04 0,63 0,07 0,06
Geraniol 0,08 0,13 0,12 0,37 0,12 0,06 0,06 0,14 0,04 0,04
Sesquiterpenos B -Cariofileno 0,11 0,03 0,07 0,10 0,10 0,05 0,15 0,20 0,02 0,07
trans-a-
Bergamoteno 0,16 0,11 0,12 0,11 0,10 0,15 0,21 0,14 0,06 0,10
B-Bisaboleno 0,25 0,14 0,19 0,19 0,06 0,22 0,13 0,22 0,11 0,16
Coumarinas Citropteno 0,29 0,77 1,75 0,01 0,12 0,05 0,09 1,44 0,67 1,60

Las diferencias en la composicion de los aceites esenciales podrian haber sido causadas por dos
factores: genéticos y ambientales. La variedad donde se identificaron menos compuestos en estado
inmaduro fue el cidro Aurantiata con 26 compuestos, y la que mas el Piretto con 35. En general los
monoterpenos D-Limoneno (24,08-50,56 %) y y-Terpineno (0,05-13,86 %) fueron los componentes
mayoritarios (en porcentaje) a excepcién de lo observado en las variedades Amalfi y Piretto donde el
monoterpeno B-Pineno fue el segundo mayoritario con 5,80 % y 8,46 % respectivamente, y en la
variedad Maxima donde el segundo mayoritario fue el monoterpeno oxigenado linalool con 12,53%.
Se pueden encontrar similitudes en cuanto a composicidn con diferentes estudios donde se analizaban
las propiedades del aceite esencial de C. medica como agente bactericida para aplicaciones
industriales, por ejemplo, como biopreservativo contra el deterioro en vinos con bajo porcentaje
alcohdlico por Mitropoulou et al. (2020) y Wang et al. (2020), donde en ambos casos el aceite esencial
se extrajo mediante hidrodestilacién.

Para el estado maduro (tabla 10) nos encontramos con la misma situacién ya que los dos compuestos
mayoritarios son D-limoneno (25,17-60,68 %) y el y-terpineno (0,13-27,91 %). En este estadio también
encontramos el monoterpeno B-Pineno como segundo mayoritario y en mayor cantidad respecto al
estadio inmaduro en las variedades Amalfi y Piretto, con 6,81% y 10,79% respectivamente. En la
variedad Maxima encontramos que el compuesto mayoritario es el éster acetato de linalilo (bergamiol)
con un 25,88% y el segundo mayoritario el monoterpeno D-limoneno con un 25,17%.

34



Resultados y Discusion

Tabla 10. Compuestos comunes a todas las variedades para el estado maduro segtin su naturaleza quimica.

Mano
Amalfi Aurantiata Bajoura Corsica Etrog Maxima Pane Piretto Rugosa deBuda

Monoterpenos

a-Tujeno 0,02 0,25 0,66 0,33 0,28 0,13 0,28 0,33 0,21 1,00

a-Pineno 0,79 0,69 1,52 0,84 0,80 0,36 1,27 1,46 0,67 2,33

B-Pineno 6,81 0,52 1,32 0,74 0,58 0,25 8,65 10,79 0,42 1,98

Mirceno 1,11 0,93 1,03 0,81 1,04 0,54 0,89 1,01 1,25 1,31

D-Limoneno 58,05 44,39 34,88 36,35 47,59 25,17 39,72 43,76 60,68 40,79

trans-

Ocimeno 0,06 0,06 1,32 1,26 0,06 0,08 0,11 0,09 0,10 0,63

y-Terpineno 0,13 8,81 17,90 10,24 9,00 3,74 6,80 8,41 6,23 27,91

Terpinoleno 0,01 0,34 0,70 0,36 0,34 0,12 0,28 0,29 0,24 1,01
Alcoholes Linalool 0,10 0,05 0,03 0,09 0,10 12,53 0,14 0,14 0,23 0,08
Aldehidos Citronelal 0,04 0,05 0,10 0,12 0,03 0,02 0,04 0,13 0,01 0,13

Geranial 0,38 0,46 2,10 2,11 0,19 0,64 0,94 1,95 0,07 0,81
Esteres Acetato de

cis-4-thujanol 0,07 0,06 0,20 0,45 0,08 0,04 0,09 0,10 0,01 0,17

Bergamiol 0,09 0,05 0,21 0,44 0,05 25,88 0,10 0,06 0,49 0,14
Sesquiterpenos B -cariofileno 0,13 0,04 0,11 0,08 0,03 0,10 0,13 0,20 0,04 0,14

trans-a-

Bergamoteno 0,25 0,19 0,21 0,10 0,21 0,10 0,13 0,16 0,10 0,17

B-Bisaboleno 0,38 0,29 0,30 0,11 0,31 0,16 0,21 0,24 0,17 0,27

En las variedades Amalfi, Bajoura, Maxima y Mano de Buda se pudo observar cémo estadisticamente
las diferencias entre estado maduro e inmaduro son remarcables. En la variedad Amalfi se aprecian en
la tabla 8 cambios estadisticamente significativos en los grupos de hidrocarburos monoterpenos,
sesquiterpenos y aldehidos. En la variedad Bajoura se puede considerar un comportamiento
estadisticamente similar junto a una variacion también del grupo de los ésteres (tabla 8),
comportamiento que también se percibe en la variedad Maxima. Sin embargo, la mayor variabilidad
se observé en la variedad Mano de Buda donde se puede apreciar como la gran mayoria de los
compuestos muestran una diferencia estadisticamente significativa entre estados maduro e inmaduro.

En general, en cuanto a diferencias entre el aceite esencial de las variedades en estado inmaduro y
maduro podemos observar cémo, en cuanto a monoterpenos, hubo un aumento de proporcion en casi
todas las variedades de estado inmaduro a maduro. Son compuestos interesantes que entre otras
utilidades han mostrado potencial como agentes antiinflamatorios (De Cassia da Silveira e Sa et al.,
2013). Especialmente en la variedad Rugosa es destacable el D-limoneno con un aumento en la media
del 18,02%. Aun asi, este aumento general del D-limoneno entre estados solo pudo ser
estadisticamente probado en las variedades Amalfi, Bajoura y Maxima. Por lo contrario, Unicamente
en la variedad Corsica se detectd una importante disminucion en la media de D-limoneno del 14,20%
junto a una disminucién también del 0,87% de y-terpineno. Para los otros monoterpenos mayoritarios
B-pineno y y-terpineno se aprecia también en general un aumento de ellos entre estados de
maduracién, aunque siendo solo estadisticamente significativa en las variedades Bajoura y Mano de
Buda donde en esta ultima se aprecié un aumento del 5,77% (tabla 8). Este tipo de cambios ha sido
advertido en otros trabajos sobre citricos donde se comparaba el aceite esencial entre estados de
maduracién obtenidos éstos mediante hidrodestilacion (Venkateshwarlu y Selvaraj, 2000).
Monoterpenos como los pinenos exhiben propiedades fungicidas ademas de ser utilizados para
producir aromas e insecticidas naturales (Rivas da Silva et al., 2012; Koziot et al., 2014). Otro
monoterpeno de interés detectado es el mirceno con valores entre 0,51-1,31% que, aunque no
mostraron grandes cambios entre estados, si registraron un aumento en la maduraciéon en variedades
como Aurantiata, Bajoura, Maximay Mano de Buda. El mirceno es ampliamente usado en cosméticos,
jabones y detergentes y como aditivo en alimentos y bebidas (Koziot et al., 2014). Ademas, se utiliza
como producto intermedio para la produccién de alcoholes terpénicos (geraniol, nerol y linalol), que
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posteriormente sirven como productos intermedios para la producciéon de aromatizantes por lo cual
es altamente valorado para su uso en cosméticos, jabones y detergentes y como aditivo en alimentos
y bebidas. Los monoterpenos, como hemos visto, resultan importantes como agentes aromatizantes
en productos farmacéuticos, de confiteria y perfumes y poseen propiedades antiinflamatorias y
bactericidas.

En los sesquiterpenos la tendencia marca también un aumento, aunque en menor proporcién, entre
los mayoritarios especialmente en B-bisaboleno (excepto en la variedad Amalfi), trans-a-bergamoteno
y biciclogermacreno. Este aumento se dio por norma general en las variedades donde en el estado
inmaduro ya se detectd la presencia de éstos y, ademas, pudo ser contrastado estadisticamente en
todas las variedades especialmente en las variedades Amalfi y Mano de Buda. Este comportamiento
encontrd una excepcién en las variedades Corsica, en la cual se pudo observar una disminucion de casi
todos sus sesquiterpenos, y Piretto, en la cual los valores practicamente no variaron. El Unico
sesquiterpeno mayoritario que descendio en todas las variedades hasta practicamente su desaparicion
fue el 6-elemeno. Otros como el B-cariofileno, ampliamente extendido en la naturaleza; pudiendo ser
encontrado en numerosos aceites esenciales, aumento al doble su concentracidn en la variedad Mano
de Buda mientras que en el resto de variedades se mantuvo en pequefias proporciones sin
practicamente variacion entre estado inmaduro y maduro. Este compuesto ha mostrado interesante
bioactividad frente a diferentes enfermedades y también como un posible farmaco preventivo
(Machado et al., 2018).

Los aldehidos son compuestos oxigenados organolépticamente importantes que juegan un papel
sensorial activo en los aromas de los vinos (Culleré et al., 2007). En este estudio hemos podido ver
como a excepcién del nonanal y decanal que aumentaron en un rango del 0,01-0,05%, el resto de los
aldehidos disminuyeron entre los estados de inmaduro a maduro. Especial relevancia tiene la
disminucién de neral y geranial, ya que se trata de aldehidos que estaban presentes en todas las
variedades en estado inmaduro y disminuyeron considerablemente su proporcion en todas ellas,
excepto en la variedad Amalfi donde se mantuvieron en el mismo rango de concentraciones y, ademas
se observé un aumento del geranial. Esta reduccidn de neral y geranial ya ha sido observada en otros
trabajos donde se comparaba el aceite esencial de lima Kagzi entre estados de maduracion
(Venkateshwarlu y Selvaraj, 2000).

En el grupo de alcoholes encontramos solamente los monoterpenos oxigenados linalool, terpineol y
terpinen-4-ol. En este grupo funcional se repite el descenso en cuanto a concentracion de inmaduro a
maduro en las tres especies quimicas. Podemos resaltar especialmente en las variedades Etrog y Pane
una reduccidn de linalool del 5,90 y 9,35% respectivamente. Esta disminucién de monoterpenos
alcoholes, en especial del linalool, se ha observado en otros trabajos sobre el aceite esencial de limas
Hetsuka-daidai, extraido mediante destilacidn por arrastre de vapor de agua (Hamada et al., 2020).
Estos alcoholes monoterpénicos son importantes ya que tienen un elevado poder odorifero, que
recuerda a flores, miel y cera, y que conceden el aroma a moscatel a diferentes variedades de uvas
(Marais, 1983).

Para el grupo de ésteres las diferencias entre estado inmaduro y maduro no siguen una tendencia
especifica. En la variedad Corsica podemos ver un aumento del 0,45% mientras que en el resto de las
variedades en general hay una reduccién de éste. En los ésteres acetato de nerilo y acetato de geranilo
la tendencia general observada fue un aumento representativo entre estado inmaduro y maduro a
excepcion de las variedades de Corsica, donde decrecié levemente y Etrog, donde deja de detectarse.
En cuanto a los valores de bergamiol (Acetato de linalilo) hay una disminucion generalizada de las
concentraciones, especialmente en la variedad Pane con un 6,70% menos. Solo en dos variedades se
observa mas concentracién: la primera en el Rugosa con 0,44% mads y con especial relevancia en la
variedad Etrog con un aumento del 7,30%. Este Ultimo aumento esta relacionado con la ya comentada
disminucién en linalool en la variedad Etrog, pudiendo verse una relacion entre el proceso de
maduracién y la ratio linalool/acetato de linalilo, el cual es usado como indice de calidad en aceites
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esenciales de bergamota (Marzocchi et al., 2019) ya que se ha observado que cuanto menor sea ese
indice mejor esencia tiene el aceite (Statti et al., 2004). Este grupo de compuestos en general se
consideran agradables al olfato y confieren aromas afrutados y frescos a los vinos jévenes (Catania y
Avagnina, 2007)

Hasta ahora los compuestos encontrados en los aceites esenciales de las diferentes variedades de C.
medica consisten en una mezcla de hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos, y sus derivados
oxigenados. La fraccion menos volatil contiene cumarinas y furocumarinas, que poseen actividad
fotosensibilizante produciendo fitofotodermatitis tras entrar en contacto con ellas y producirse una
exposicidn a rayos UV (Verzera et al, 1996; Calka et al, 2005). Ademas, el consumo de estas puede ser
dafiino para el ser humano debido a la interaccion de las furocumarinas con la actividad de la enzima
CYP3A4 (Bailey et al, 2013). Este tipo de metabolitos secundarios generados a partir de la presencia
ubicua de la cumarina umbeliferona (7-hidroxicumarina) (Figura 42) estdn involucrados en la
adaptacion ambiental y en la defensa de la planta ante patdégenos como ya se ha indicado en otros
apartados (figura 16) (Bourgaud et al, 2006). En nuestro estudio se ha observado cémo de manera
general la presencia de cumarinas y furocumarinas se da en mayor cantidad en estados inmaduros. Las
variedades Bajoura y Mano de Buda fueron las mas cuantiosas en cuanto a composicidon de cumarinas
y derivados tanto en estado inmaduro como maduro debido a la presencia dominante de citropteno o
limetin (5,7-dimetoxicumarina), en ambos estadios; compuesto que se hallé en todas las variedades
en estado inmaduro. También se encontraron pequeias cantidades de dihidrostol (8-isopentil-7-
metoxicumarina) en las variedades Amalfi y Aurantiata donde se percibié un aumento de
concentracién entre estado inmaduro y maduro. Puede observarse en la figura 42 cémo estas dos
ultimas cumarinas proceden ambas directamente de la cumarina umbeliferona.
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Figura 42. Representacion esquemadtica de las vias de la cumarina y la furanocumarina. Las lineas continuas indican pasos
enzimadticos directos; las lineas discontinuas representan multiples pasos enzimdticos. Fuente: The Distribution of Coumarins
and Furanocoumarins in Citrus Species Closely Matches Citrus Phylogeny and Reflects the Organization of Biosynthetic
Pathways (Dugrand-Judek et al., 2015)

Por otro lado, las variedades donde se encontré menor cantidad fueron Corsica y Maxima. En otros
estudios se puedo observar cémo en la variedad Corsica se detectd un bajo nivel de
cumarinas/furocumarinas. En la variedad de Corsica se observé la presencia de Xanthotoxol en estado
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inmaduro. Estos dos ultimos resultados coinciden con el estudio realizado por Dugrand-Judek et al.
(2015) pero sin embargo no se detectd la presencia de ninguna cumarina o furocumarina en estado
maduro. La variedad Maxima presentd pequefias concentraciones de cumarinas/furocumarinas,
especialmente de isogeijerin (7-methoxy-6-(3-methyl-2-oxobutyl) chromen-2-one). Para el estado
maduro la variedad Maxima solo presentd trazas de aurapteno. Se advirtié la presencia de otras
furocumarinas como imperatorina (9-(3-Metilbut-2-enoxi)-7-furo[3,2-g]cromenona), wampetin (3-
metil-5-[(2Z)-2-metil-4-({2-oxo0-2H-furo[3,2-g]cromen-9-yl}oxi)but-2-en-1-il]-2,5-dihidrofuran-2-ona) y
felopterina (4-metoxi-9-(3-metilbut-2-enoxi)furo[3,2-glcromen-7-ona) de las cuales se hallaron
pequefias cantidades del orden de 0,1-0,3 % en la variedad Rugosa, ademas de un aumento de la
cantidad de aurapteno (7-((E)-3, 7-Dimetilocta-2, 6-dieniloxi)-2H-cromen-2-ona) entre estado
inmaduro y maduro (0,256-0,428%). El compuesto isogeijerin tuvo una presencia destacable en casi
todas las variedades en estado inmaduro, especialmente en la variedad Amalfi, pero practicamente no
se detectd en estado maduro.

Las cumarinas tienen propiedades anticancerigenas, antioxidantes o insecticidas (Pavela et al., 2020),
pero ademas de la importancia en farmacognosia, también cabe destacar las aplicaciones de las
cumarinas como saborizantes, aromatizantes, aditivos alimentarios y en perfumeria (Loncar et al.,
2020).

Tabla 11. Composicion en porcentajes del aceite esencial en las diferentes variedades segun naturaleza quimica para el
estado inmaduro.

Inmaduro Monoterpenos Sesquiterpenos Aldehidos Esteres Otros Total
Amalfi 59,54 0,56 1,36 0,40 1,78 63,64
Aurantiata 51,02 0,34 0,83 0,14 0,91 53,24
Bajoura 45,85 0,52 4,74 0,86 1,75 53,72
Corsica 67,00 0,69 6,16 1,33 0,23 75,41
Maxima 41,57 0,54 0,64 0,34 0,35 43,44
Etrog 48,14 0,49 1,16 18,93 0,57 69,29
Pane 61,56 0,78 4,48 7,13 0,50 74,45
Piretto 69,47 0,91 6,09 1,12 1,44 79,03
Rugosa 49,96 0,42 0,39 0,20 1,34 52,31
Mano de Buda 67,80 0,76 2,51 0,41 1,60 73,08

En la tabla 11, podemos observar de una manera mas resumida los porcentajes de composicién total
por clases en estado inmaduro. La variedad en la que mas monoterpenos se encontré fue Piretto que
asuvez fue una de las variedades en la que mas aldehidos se encontraron. La variedad Corsica también
exhibié una alta composicion en monoterpenos junto a aldehidos. Otras variedades como Pane
presentaron altos porcentajes en monoterpenos, aldehidos y ésteres y otras como Etrog un
remarcable alto porcentaje en ésteres (18,93%).

Tabla 12. Composicion en porcentajes del aceite esencial en las diferentes variedades segun naturaleza quimica para el
estado maduro.

Maduro Monoterpenos  Sesquiterpenos Aldehidos Esteres Otros  Total
Amalfi 68,91 0,83 1,63 0,59 0,55 72,51
Aurantiata 56,42 0,55 0,81 0,38 0,89 59,05
Bajoura 60,96 0,64 3,44 0,89 1,21 67,14
Corsica 52,44 0,40 3,49 1,41 0,00 57,47
Maxima 60,03 0,56 0,26 0,58 0,00 61,43
Etrog 43,15 0,49 1,07 25,92 0,18 70,81
Pane 60,09 1,36 1,71 0,70 0,09 63,95
Piretto 69,17 1,10 3,53 1,75 0,82 76,37
Rugosa 70,40 0,57 0,13 0,79 0,68 72,57
Mano de Buda 78,78 0,91 1,50 0,40 1,18 82,77
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La tabla 12 muestra los porcentajes de composicién total por clases en estado maduro. Como ya se ha
comentado, se puede observar un aumento de los terpenos y sesquiterpenos, junto a una disminucién
de los aldehidos. En cuanto al grupo de los ésteres se advierten leves decrecimientos y aumentos segun
la variedad, pero es otra vez de notable interés el aumento de ésteres en la variedad Etrog debido a
su alta composicién en acetato de linalilo (bergamiol) (25,88%). Por el método de cuantificacion
empleado, los porcentajes totales reflejan la cantidad total de compuestos detectados por el
cromatégrafo, de modo que parte de la composicién del aceite corresponde a compuestos no
registrados por el detector, debido a su elevada masa molar o polaridad.
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5. Conclusiones:

Todos los arboles se cultivaron en las mismas condiciones de suelo, clima y practicas culturales en Ia
finca El Bartoli de la Todoli Citrus Fundacid. Las condiciones de extraccién fueron idénticas para todas
las muestras, y la influencia de las condiciones ambientales y pardmetros técnicos sobre la composicion
quimica se consideraron insignificantes. Por ello, la variacion de la composicidn del aceite esencial (AE)
de las diferentes variedades se debe a un factor de expresién génica. Nuestros resultados muestran
como las variedades de Cidro (Citrus medica L.) exhiben una diversidad de expresion relativamente
alta.

Tras el analisis mediante GC/MS-FID y la rigurosa cuantificacion mediante calibracién con estandar
interno y aplicacion de los factores de respuesta, se detectaron en la composicidn quimica de los AE
extraidos de las diez variedades de cidro estudiadas, antes de la maduracidn, 48 compuestos diferentes
gue comprenden hidrocarburos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos, ésteres
y aldehidos, ademdas de compuestos de mayor peso molecular como cumarinas y furocumarinas. Tras
la maduracién, se encontraron en el aceite esencial analizado los mismos grupos de compuestos
volatiles en diferentes concentraciones respecto a la fruta no madura.

Una vez comparadas las composiciones, segun variedad y estado de maduracidn, se pudieron formular
las siguientes afirmaciones:

-Los monoterpenos y sesquiterpenos mostraron un aumento significativo durante la maduracién,
compensado por una disminucion de los aldehidos y alcoholes. El grupo de los ésteres mostré una
tendencia mas dispar entre las variedades. Entre los monoterpenos mas abundantes podemos
destacar la presencia mayoritaria de D-limoneno seguida de y-terpineno. Ambos se encontraron en
todas las variedades, siendo probablemente los responsables del fuerte y caracteristico olor de los
cidros.

-Otros compuestos con aromas caracteristicos, tales como citral (neral y geranial), linalool, mirceno,
nonanal, decanal y citronelal fueron encontrados en diferentes proporciones dependiendo de la
variedad y estado de maduracién.

-Las variedades donde se observaron cambios estadisticamente mas significativos entre estados de
maduracién fueron por orden de mayor a menor Mano de Buda, Maxima, Bajoura y Amalfi. En estas
variedades se observaron cambios significativos en mas del 70% de sus componentes.

-El proceso de extraccion planteado y desarrollado permitié reproducir las condiciones y resultados en
cuanto a composicion de métodos como la hidrodestilacion y la extraccién por microondas, utilizados
en la industria. Este método de extracciéon nos permitid obtener aceites esenciales sin someterlos a
temperaturas que pudieran alterarlos, de modo que los perfiles descritos representan fielmente la
composicion real de dichos aceites esenciales.

Los resultados en cuanto a composicion del AE e influencia de la maduracién pueden proporcionar
informacidn respecto la potencial que las distintas variedades de cidro pueden tener en las industrias
alimentaria, de bebidas y farmacéutica. Ademas, su comparacion resulta importante para poder elegir
conscientemente la mejor variedad para cultivar desde el punto de vista de produccion y calidad en
funcién de sus posibles usos, asi como el periodo éptimo de cosecha donde los compuestos organicos
volatiles (COV) deseados en los AE sean mas abundantes.

Estos resultados aportan una visiéon de la influencia del estado de maduracion de las diferentes
variedades de cidro y ofrecen una aplicacion potencial de los mismos como fuente de subproductos
para industrias productoras de aromas y fragancias ampliamente utilizadas en cosméticos, industria
alimentaria y productos quimicos, asi como en el mundo de la gastronomia, donde los chefs son
agentes innovadores, impulsando el uso de AE mediante agentes encapsulantes para dar sabor a
diferentes platos y bebidas.
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