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TITULO: EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE CITRUS MAXIMA Y SUS HiBRIDOS. ESTUDIO
DE LA COMPOSICION.

Resumen:

Los aceites esenciales son extractos naturales obtenidos de diferentes drganos de las plantas.
Estan constituidos por la fraccion voldtil y semivolatil (principalmente compuestos
monoterpénicos) de los productos de su metabolismo secundario. Estos compuestos pueden
separarse por muchos métodos de extraccion y generalmente muestran una composicion muy
compleja. Sin embargo, el concepto de aceites esenciales se refiere al uso especifico de
determinados métodos de extraccion.

El estudio de la composicién quimica de los aceites esenciales tiene mucho interés ya que son
objeto de numerosas aplicaciones practicas en diversos sectores de la industria, dando lugar a
un comercio muy activo. Consecuentemente, su composicion se ha normalizado para combatir
el fraude y la adulteracién. Se utilizan en la cosmética y en composiciones de perfumes por sus
propiedades aromaticas, asi como en fitoterapia y aromaterapia. Por su actividad bioldgica:
antimicrobiana, antioxidante, alelopatica, etc., los aceites esenciales son objeto de un creciente
interés en el dmbito fitosanitario y agroalimentario.

El objetivo del trabajo es caracterizar la composicidon quimica del aceite esencial procedente del
epicarpio de seis diferentes hibridos de Pummelo; Citrus maxima, C. maxima x C. paradisi, C.
maxima x (C. ichangensis x C. medica), C. maxima x (C. aurantium x C. medica), C. maxima x (C.
sinensis x C. reticulata); comparando dos métodos de extraccion: la hidrodestilacion y la
extraccién con disolventes.

Las muestras obtenidas han sido analizadas con cromatografia de gases usando dos tipos de
detectores: detector de espectroscopia de masas (MS) para el analisis cualitativo (identificacion
de los componentes del aceite esencial) y detector de ionizacién de llama (FID) para el analisis
cuantitativo.

Es interesante conocer la composicidon quimica de estas variedades, ya que algunas son exdticas
y poco conocidas. Pueden contener compuestos con una potencial actividad biolégica que
podrian dar lugar a nuevas aplicaciones practicas.

Este trabajo también pretende valorizar la corteza de la fruta, que a veces no se aprovecha lo
suficiente.

Palabras claves: Aceites esenciales, Citricos, Métodos de extraccién, Composicion quimica.
Alumna: Imane Abounnour

Tutores académicos: D. Juan Antonio Llorens Molina y D. Oscar Olivares- Fuster.

Valencia, Enero 2024.



TITLE: EXTRACTION OF ESSENTIAL OILS FROM DIFFERENT VARIETIES OF CITRUS MAXIMA
AND THEIR COMPOSITIONS.

Abstract

Essential oils are natural extracts obtained from different organs of plants. They are made up of
the volatile and semi-volatile fraction (mainly monoterpene compounds) of the products of their
secondary metabolism. Although these compounds can be separated by many extraction
methods, they generally have a very complex composition. However, the concept of essential
oils refers to the specific use of a certain extraction method.

The study of the chemical composition of essential oils is of great interest as they are the subject
of numerous practical applications in various industries, giving rise to a very active trade.
Consequently, their composition has been standardized to combat fraud and adulteration. They
are used in cosmetics and perfume compositions for their aromatic properties, as well as in
phytotherapy and aromatherapy. Due to their biological activity, such as antimicrobial,
antioxidant, allelopathic, etc., essential oils are the subject of growing interest in the
phytosanitary and agri-food sector.

The aim of this work is to characterize the chemical composition of the essential oil from the
epicarp of six different varieties of Pummelo; Citrus maxima, C. maxima x C. paradisi, C. maxima
x (C. ichangensis x C. medica), C. maxima x (C. aurantium x C. medica), C. maxima x (C. sinensis x
C. reticulata); comparing two extraction methods: hydrodistillation and solvent extraction.

The samples obtained have been analyzed by gas chromatography using two types of detectors:
mass spectrometry (MS) detector for qualitative analysis (identification of essential oil
components) and flame ionization detector (FID) for quantitative analysis.

Itis interesting to know the chemical composition of these varieties, as some are exotic and little
known. They may contain compounds with potential biological activity that could lead to new
practical applications.

This work also aims to valorize the fruit peel, which is sometimes not sufficiently utilized.

Keywords: Essential oils, Citrus, Extraction methods, Chemical composition.
Student: Imane Abounnour
Academic mentors: D. Juan Antonio Llorens Molina y D. Oscar Olivares- Fuster.

Valencia, January 2024.
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1- INTRODUCCION

1-1 Origen y taxonomia de los citricos

Los citricos verdaderos pertenecen a la familia Rutaceae, y a la subfamilia de angiospermas
Aurantioideae. Dentro de ese grupo se encuentran cuatro especies que han sido identificadas
como progenitoras de la gran mayoria de las especies cultivadas, tal como Citrus maxima (L.)
OSB cuyo nombre comun es zamboa o pummelo, C. reticulata BLANCO (mandarinos), C. medica
L. (cidros) y las Papedas, que incluyen varias especies (Ortiz Marcide, 1986).

Las tres primeras, descritas como especies ancestrales, evolucionaron por separado en tres
zonas geograficas distintas: el archipiélago malayo, el sur de China y el noreste de la India,
respectivamente. Fue durante esta fase evolutiva que las tres especies adquirieron
caracteristicas especificas como el tamano y el color de los frutos, la reproduccién asexual, la
resistencia a los factores ambientales e incluso el tamafo del genoma. (Luro, 2015).
Posteriormente, en el proceso evolutivo, se produjo el mestizaje sexual en el drea de poblacién
mixta y aparecié una forma de hibridacidn interespecifica, ascendiendo al nivel de especie (Luro
,2015): naranjo (C. sinensis (L.) OSB) y naranjo amargo (C. aurantium L.), pomelo (C. paradisi
MACF), otros mandarinos, limonero (C. limon (L.) BURM.f.), y limero (C. aurantifolia (CHRISTM.)
SWING.) (Ortiz Marcide, 1986).
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llustracion 1 Mapa genética de citricos Fuente: Luro et al., 2017

1-2 El pummelo

El pummelo o zamboa (C. maxima) es de origen asiatico, crece de forma silvestre en China, en
muchos estados del noreste de la India y también en la regién malaya del sureste asiatico

(Milind, 2008). Entré en Europa en el siglo Xll, concretamente en Espafia, pero nunca se
consumié a gran escala.



El arbol de esta especie es de tamafio mediano o grande. Tiene hojas grandes con un peciolo
alado y tanto la nueva brotacidn floral como vegetativa son pubescentes. En cuanto a los frutos
y las flores del pummelo, son los mds grandes entre los citricos cultivados y comercializados en
el mundo. Son comunes los frutos de 20-25 cm de didmetro, incluso se pueden ver de hasta 30
cm de didmetro. Los frutos de pummelo se caracterizan por tener cortezas finas y generalmente
lisas, de color amarillo o amarillo verdoso. A continuacion, se encuentra un albedo grueso y
esponjoso. La pulpa del pummelo es firme y poco jugosa, con membranas carpelares crujientes
y grandes sacos de zumo (Milind, 2008). Respecto al sabor, esta especie es poco acida, y mas o
menos amarga segun la variedad.

1-3 Aceites esenciales (AEs)

1-3-1 Definicion

En la norma ISO 9235: 2013, término 2.11 se definen los aceites esenciales como: “Producto
obtenido a partir de una materia prima natural de origen vegetal, por destilacién al vapor, por
procesos mecdnicos a partir del epicarpio de los citricos, o por destilacién en seco, después de
la separacidn acuosa, en su caso, por procesos fisicos.”

Un aceite esencial suele estar formado por mezclas naturales complejas que contienen
generalmente entre 20 y 60 componentes diferentes en distintas concentraciones. En muchos
casos, existe un reducido nimero de compuestos con una proporcién relativamente elevada,
gue son los que definen el quimiotipo del aceite esencial con uno o dos componentes principales
en altas concentraciones (entre el 50% y el 70%), mientras que los demds componentes estan
presentes en cantidades menores (Bakkali et al., 2008).

1-3-2 Usos

Los aceites esenciales se pueden utilizar de diversas formas segunla fuente, la calidad, el
procedimiento de extraccion, etc. Los aceites esenciales han sido documentados para uso
industrial en la produccion de perfumes, cosmeéticos, jabones, champus o
geles limpiadores. Otro aspecto interesante de estos aceites es su potencial como agentes
terapéuticos en aromaterapia o como principios activos o excipientes en productos
farmacéuticos. Otro usoimportante de los aceites esenciales es en |la
industria alimentaria para dar sabor a bebidasy productos alimenticios (Preedy, 2015). Mas
recientemente, los aceites esenciales han despertado un creciente interés debido a sus diversas
actividades bioldgicas. Se utilizan en areas como la medicina, la industria agroalimentaria y la
proteccion contra la corrosidon de metales. En la industria agroalimentaria, los aceites esenciales
se utilizan para la preservacion de alimentos debido a sus propiedades antioxidantes,
reemplazando aditivos potencialmente perjudiciales. También ofrecen una alternativa a los
productos quimicos en la industria alimentaria debido a sus actividades antibacterianas y
antifungicas. En el ambito agrondmico, los aceites esenciales pueden usarse como pesticidas y
herbicidas alternativos, brindando un método mas respetuoso con el medio ambiente para
combatir las malas hierbas. Sus caracteristicas alelopaticas y fitotéxicas permiten dirigirse



selectivamente a las malas hierbas, ofreciendo asi una alternativa a los productos quimicos
perjudiciales (Molina, 2021).

1-3-3 Propiedades fisicas

Los aceites esenciales son liquidos a temperatura ambiente, volatiles y incoloros o ligeramente
amarillos cuando estan recién destilados. Su densidad es generalmente inferior a la del agua.
Tienen un indice de refraccidn alto. Son solubles en disolventes organicos como el hexano o el
diclorometano, y son muy poco solubles en agua, pero lo suficiente para comunicarle el aroma,
de ahi el uso comercial de los denominados hidrolatos (Bruneton, 2001).

1-3-4 Composicion quimica

Los aceites esenciales suelen consistir en una mezcla compleja de compuestos muy
variables, casi exclusivamente terpenos y, en menor medida, compuestos aromaticos
derivados de fenilpropanos (incluidos cinamaldehido, eugenol, anetol, anisaldehido y safrol),
asi como alcoholes, aldehidos y cetonas alifaticos, principalmente (Buettner y Schieberle, 2001).

1-3-4-1 Terpenos

Los terpenos, son metabolitos secundarios formados por unidades de isopreno. Se pueden
clasificar segin el nimero de unidades de isopreno que forman su estructura.

e Monoterpenos
Son los mds abundantes en los AEs. Son terpenos de 10 atomos de carbono. Contienen dos
unidades de isopreno. Pueden ser hidrocarburos o hidrocarburos oxigenados (alcoholes,
fenoles, aldehidos y cetonas, éteres, ésteres y epoxidos) (Unidad de informatica del instituto de
Quimica)

CHs

HsC CH,
1-metil-4-(prop-1-en-2-il)ciclohex-1-eno

lustracion 2 Estructura quimica del limoneno. Fuente: Elaboracion propia



® Sesquiterpenos
Son terpenos de 15 carbonos. Estdn compuestos por tres unidades de isoprenos. Pueden ser
aciclicos, biciclicos o monociclicos, pudiendo, a su vez, ser hidrocarburos o compuestos
oxigenados. (Martinez, 1996).

CH3

HaC
CHs

CHj

1-metil-4-(6-metilhept-5-en-2-il)ciclohex-1-enc

bisaboleno
llustracion 3 Estructura quimica del bisaboleno. Fuente: elaboracion propia

CHs

CH,
CH, CH,
4a,5-dimetil-3-(prop-1-en-2-il)-1,2,3,4,4a,5 6, 7-octahidronaftaleno
valenceno
llustracion 4 Estructura quimica del valenceno. Fuente: elaboracion propia

- La Nootkatona

La nootkatona es un sesquiterpeno. Se ha encontrado por primera vez en la madera de cedro
de Alaska y luego en el aceite de la corteza de pomelo y en su zumo. Es el responsable de la
intensidad del sabor del aceite de pomelo. La relacion entre la abundancia de la nootkatona en
el aceite de pomelo con la intensidad del sabor fue sefialada por primera vez por Beisel et al.
(1963) de Sunkist Growers. También se encontrd en el aceite de otros citricos como la
bergamota, limén, lima, naranja y mandarina. (MaclLeod y Buigues, 1964).

Por sus caracteristicas organolépticas Unicas, la nootkatona se convierte en un producto muy
deseado en las industrias de la perfumeria, la alimentacién, la cosmética y la farmacéutica
(Fraatz et al., 2009).



CH,

CHs
CH; CH,

llustracion 5 Estructura quimica de la Nootkatona. Fuente:Elaboracion propia

e Diterpenos
Son los terpenos de 20 carbonos. Compuestos por cuatro unidades de isopreno. Pueden ser
también hidrocarburos o derivados oxigenados. (Escobar Flores, 2018)

CHs CH;

e CH,

H,C
CH, CH,

oxido de manool
llustracion 6 Estructura quimica del 6xido de manool. Fuente:Elaboracion propia

1-3-4-2 Otros

e Alifaticos
Los alifaticos son frecuentemente de cadena larga y son principalmente, alcoholes, aldehidos,
cetonas, acidos carboxilicos y ésteres.

CH,
Hac/\|/\/\/ octan-3-ol

OH
HiC 0 dodecanal

W acido hexadecanoica
HaC OH

llustracion 7 Estructura quimica de Alifdticos. Fuente: Elaboracion propia

e Cumarinas
Son principios activos fendlicos que se encuentran en plantas medicinales. La cumarina sirve
como estructura bdsica, a partir de la cual pueden hallarse numerosas moléculas derivadas de
ella.



? 0 O  Citropteno
CH; 5,7-dimetoxi-2H-1-benzopiran-2-ona

llustracion 8 Estructura quimica del citropteno. Fuente: Elaboracion propia

1-3-5 Importancia econémica

Los aceites esenciales se han reconocido como sustancias GRAS (Generalmente reconocidas
como seguras), (Ouazzou, 2012). Se utilizan en las industrias farmacéuticas y agroalimentaria
como aromatizantes o utilizando sus componentes activos como antioxidantes o
antimicrobianos. Por lo cual, su aplicaciéon ha adquirido una importancia econédmica de gran
valor.

Segun los datos estadisticos obtenidos en 2021, se ha registrado un aumento en la produccion
de aceites esenciales en Espafia. El volumen de produccidn de los aceites esenciales ha
aumentado a 8422 toneladas ese afio (Statista, 2023). El mercado global de aceites esenciales
estd en desarrollo debido a la creciente demanda en los mercados occidentales, asi como por su
uso en las industrias farmacéuticas y la agroalimentaria y por la fabricacién de productos
cosméticos. Se prevé que este mercado crezca un 10% anual hasta 2025 (Businesscoot, 2021).
Espafia es uno de los principales productores de aceites esenciales en Europa y ha estado
fortaleciendo su posicion en el sector comercial afio tras afio. En 2018, las exportaciones
espafnolas de aceites esenciales aumentaron en un 8,4%. Sin embargo, esta posicién comercial
es vulnerable ya que se basa en algunas especies de alto valor econédmico, como el pomelo, el
limén y la naranja (Businesscoot, 2021).

Ademas, hay que destacar que en las industrias agroalimentarias se reutilizan los subproductos
para la extraccién de los aceites esenciales, que podrdn ser utilizados posteriormente como
saborizantes o como ingrediente en los cosméticos. La mayoria de las industrias de zumos
aprovechan los subproductos para este fin, generando asi un mayor valor econédmico del aceite
esencial.

1-3-6 Factores de variabilidad de los aceites esenciales (AEs)

Para lograr una produccidn efectiva y controlada de aceites esenciales, es fundamental tener en
cuenta una serie de factores que afectan la composicidon quimica de los aceites. En primer lugar,
es necesario considerar el tipo de érgano de la planta que se utiliza para la extraccion del aceite,
ya que diferentes drganos pueden contener diferentes compuestos quimicos. Ademas, la
variabilidad genética de una poblacién también puede afectar la composicion de los aceites
esenciales. En algunos casos, se pueden encontrar diferentes quimiotipos dentro de una misma
poblacién que presentan composiciones quimicas distintas.



También es importante tener en cuenta que la procedencia geografica de las plantas puede
influir en la composicidn quimica de los aceites esenciales. De hecho, algunos quimiotipos
pueden estar relacionados con una ubicacién geografica especifica, lo que significa que la
extraccién del aceite esencial de una planta de una ubicacién determinada puede producir un
aceite con una composicidn quimica particular.

Por ultimo, las condiciones ambientales, como el suelo, el clima y las variaciones estacionales,
pueden tener un impacto significativo en la composicidon quimica de los aceites esenciales. Por
lo tanto, es necesario controlar cuidadosamente estos factores para garantizar una produccion
efectiva y constante de aceites esenciales con la composicion deseada (Llorens-Molina, 2021).
Consecuentemente, se tiende a la produccion de aceites esenciales a partir de cultivares
homogéneosy bien identificados. Por dltimo, un importante factor de variabilidad es el método
de extraccion, al que dedicaremos a continuacién un apartado especifico.

1-3-7 Métodos de extraccion de aceites esenciales

Para la obtencion y la extraccion de los aceites esenciales de las diferentes partes de una planta
o de las cortezas de los frutos se utilizan varios métodos. Entre los mds habituales se encuentra
la hidrodestilacidn, es el método en el cual el material vegetal estd completamente sumergido
en agua a ebullicidn con agitacidon constante. Los aceites esenciales obtenidos a través de la
hidrodestilacion tienen una amplia gama de usos, siendo los mds comunes en la perfumeria, la
cosmética, la industria farmacéutica (como aditivo e insumo para la sintesis de compuestos), la
alimentacién (como aditivo) y en la fabricacidon de productos de higiene personal y de limpieza
para el hogar (Chavez, 2007). A nivel industrial se utiliza la destilacion por arrastre de vapor. El
vapor atraviesa el material vegetal y posteriormente se condensa junto con el aceite esencial.
La separacidn entre el aceite esencial y el agua se produce debido a su diferencia de densidad y
su incapacidad para mezclarse. A escala de laboratorio, se emplean principalmente equipos
como el Clevenger para llevar a cabo la extracciéon de aceites esenciales. En este método, el
material vegetal se introduce en agua que se encuentra en ebullicién.

Existen también otros métodos de extraccidn como el caso de la extraccion por fluidos
supercritico (5-C0O2), que permite obtener extractos libres de solventes, la extraccidén en este
caso es mas rdpida en comparacion a la utilizacidon de solventes orgdnicos convencionales y
permite lograr una composicién quimica mds compleja y variada, teniendo una amplia gama de
componentes con distintas propiedades y caracteristicas.

Por otro lado, la extraccion con disolventes es el método mas adecuado para materiales
vegetales que producen bajas cantidades de aceite esencial, ya que no requiere de altas
temperaturas y no modifica ninguno de los componentes del aceite. Este método es
comunmente utilizado en la industria de perfumeria y cosmética (Gallart, 2021).

Por ultimo, a la hora de elegir el método de extraccién habrd que tener en cuenta que pueda
afectar de alguna manera en la composicidon quimica y las propiedades fisicoquimicas de los
aceites esenciales. Por tanto, segun el uso final del AE se utiliza un método u otro.



1-3-8 Analisis de los aceites esenciales

El andlisis de los aceites esenciales puede resultar bastante complejo y dificil ya que se debe
emplear técnicas precisas y avanzadas para poder obtener una informacidn fiable. Ademas, los
aceites esenciales estan formados por mezclas complejas que pueden contener entre 20 y 60
componentes diferentes (e incluso mas) en distintas concentraciones, lo que complica aiin mas
el proceso.

Entre los métodos que se pueden utilizar para la evaluacién y analisis de la extraccién de los
compuestos de los aceites esenciales de las variedades estudiadas, se puede destacar la
cromatografia en fase gaseosa con deteccidn por espectroscopia de masas -MS- (identificacidn)
o con detector por ionizacion de llama (FID), con fines cuantitativos. A continuacién, se
describen, con caracter general, las técnicas utilizadas en el presente trabajo, describiendo en
“material y métodos”, las condiciones concretas de su aplicacién.

La cromatografia de gases es el método que mas se emplea en los laboratorios quimicos para la
separacion de los componentes volatiles de una mezcla. Se considera el método mds simple,
mas rapido, sencillo y mas econdmico comparado con la metodologia de cromatografia de
liquidos (Gutiérrez Bouzan et al., 2002).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el uso de la cromatografia de gases tiene unas
limitaciones, ya que los compuestos que se pueden separar por esta técnica deben ser volatiles
y térmicamente estables. Es decir que el compuesto debe tener unas ciertas propiedades
fisicoquimicas.

MEDIDOR DE
TEMPERATURA

PUERTO

MEDIDOR DE DE INYE!(l.CION DETECTOR

VALVULA PRESION i —]=

DEL TANQUE 4 \ ” i‘ —‘

TERMOSTATIZADO

TANQUE DE
GAS DE ARRASTRE CROMATOGRAMA

llustracion 9 Partes de la técnica de la cromatografia de gases. Fuente: Montoya Pavi et al,
2012

La fase movil es un gas portador almacenado en un tanque cilindrico a alta presidn. Se conecta
al equipo mediante un regulador de presidén. La muestra que contiene la mezcla a analizar se
introduce mediante unas jeringas en el inyector (Montoya Pavi et al., 2012). El gas lo que hace
es transportar esta muestra a columna capilar donde se encuentra la fase estacionaria, que suele



ser un liquido de alto punto de ebullicion como el caso de polietilenglicol o silicon. En esta
columna es donde se realiza la separacion de los diferentes compuestos de la mezcla
muestreada. La deteccion de estas moléculas se hace en el detector donde se produce una seial
eléctrica que es amplificada y enviada a un sistema de almacenamiento de datos para ser
analizada (Montoya Pavi et al., 2012). Los resultados se reflejan en una grafica con unos picos,
que corresponden a los distintos compuestos eluidos cada uno a un tiempo determinado
(tiempo de retencion). El detector es la parte mds importante de la técnica, por lo cual se debe
seleccionar uno adecuado con una sensibilidad adecuada, un bajo nivel de ruido, buena
estabilidad y reproducibilidad, alta fiabilidad, manejo sencillo, rdpido y con un volumen pequefio
(Montoya Pavi et al., 2012). Uno de los detectores mas utilizados en la cromatografia de gases
es el de ionizacidn de llama (FID) y consiste en una pequeia llama de hidrégeno y aire que genera
un medio ionizante de gran eficacia para las sustancias orgdnicas y, por tanto, funciona como un
sensor muy sensible cuando se combina con componentes electrénicos apropiados, lo que lo
convierte en un transductor de alta sensibilidad (Montoya Pavi et al., 2012).

Normalmente la cromatografia de gases debe estar combinada con otras técnicas para que
tenga mayor eficiencia. Se suele combinar con espectroscopia de masas (MS), que proporciona
informacidn estructural sobre la molécula estudiada, permitiendo, junto a otras fuentes de
informacidn, su identificacidon (Gutiérrez et al., 2002). Esta técnica consiste en la ionizacién de la
muestra mediante el impacto electrénico para la emisién de un electréon de las moléculas
(Gutiérrez et al., 2002). Se forman iones fragmento ademas de los iones moleculares (M+),
debido a la descomposicidn de los iones moleculares con exceso de energia, y su presencia y
proporcién relativa son caracteristicas especificas de las moléculas analizadas y las condiciones
de ionizacién empleadas. Los iones resultantes son acelerados y conducidos hacia un sistema
colector mediante campos eléctricos o magnéticos, y al detectarlos secuencialmente, se obtiene
el espectro de masas de la muestra. (Gutiérrez et al., 2002).

Sin embargo, este acoplamiento puede conllevar a una identificacion incorrecta, por lo cual se
utiliza un pardmetro denominado indice de retencién para determinacién cualitativa de
composiciones de muestras complejas (Zellner et al., 2010).

El indice de retencion es una forma de cuantificar la capacidad de un soluto para ser retenido
por una columna de cromatografia en relacién con la retencidn de compuestos de referencia.
También son utiles para comparar las propiedades de retencién de diferentes columnas. De esta
manera, los indices de retencién pueden ser utilizados para seleccionar la columna de
cromatografia mds adecuada para una separacién especifica, lo que puede mejorar la eficacia
del proceso cromatografico (Llorens-Molina, 2021).

2- OBIJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar cobmo varian los perfiles de aceites esenciales
en los distintos hibridos del pummelo cuando cambia el parental masculino. Para ello se ha
analizado la composicion de los aceites esenciales extraidos de la corteza de una variedad de
zamboa y cinco de sus hibridos, empleando dos métodos de extraccién y comparando los
perfiles cromatograficos.



3- MATERIALES Y METODOS
3-1 Material vegetal

El material vegetal fue proporcionado por Todoli Citrus Fundacié y se transportd al Instituto
Agroforestal Mediterraneo (IAM) en la UPV. Una vez alli, se colocé en una cdmara frigorifica para
su conservacion. Las muestras fueron recolectadas en febrero de 2021.

En el presente trabajo se incluyeron 1 variedad de Pummelo y 5 hibridos de Pummelo:

- Oroblanco (C. maxima x C. paradisi)

- Lumia de Borneo (C. maxima x (C. ichangensis x C. medica))
- Lumia de Valencia (C. maxima x (C. aurantium x C. medica))
- Pummelo Valentine (C. maxima x (C. sinensis x C. reticulata))
- Pomelo Chandler (Citrus maxima)

- Pomelo Star ruby (Citrus paradisi Macf)

3-1-1 Pummelo Chandler ( C. maxima)

El Pummelo Chandler se obtuvo en un programa de mejora realizado en California. Es el
resultado de la combinacién controlada de dos pummelos tailandeses, el Siamese, un pummelo
sin acido y el Siamese Pink, pummelo pigmentado con acido (Todoli Citrus Fundacio, 2020).

El arbol de esta variedad es vigoroso, productivo y de porte abierto. Su corteza es lisa, fina y de
color amarillo. Tiene un albedo grueso y ligeramente rosado. Su pulpa es de color rosa, casi roja,
poca jugosa, y mas dulce y acida, pero menos amarga que otros pummelos. Posee numerosas
semillas (Todoli Citrus Fundacio, 2020).

llustracion 10 Morfologia de la variedad Pomelo Chandler. Fuente: Todoli Citrus Fundacio

3-1-2 Hibridos de Pummelo

e Oroblanco ( C.maxima x C.paradisi)
El oroblanco es el resultado del cruce entre un pomelo diploide y un pomelo tetraploide. Se
obtuvo dentro del programa de mejora de citricos llevado a cabo en la universidad de California
en 1958. Es una variedad triploide, y por tanto sin semillas y de pulpa blanca. Se caracteriza por
su corteza amarilla palida y verdosa, una corteza gruesa y una pulpa tierna, jugosa y de excelente
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calidad. No tiene el amargor asociado al pomelo, pero si astringencia mas notable en zonas frias.

Tiene un sabor suave y dulce (Soost et al., 1980.).
El drbol de esta variedad es vigoroso, grande y de porte abierto. Sus hojas son grandes y oscuras.

llustracion 11 Morfologia de la variedad oroblanco. Fuente: Todoli Citrus Fundacio

e Lumia de Borneo ( C.maxima x (C.ichangensis x C.medica))
La lumia de borneo es una variedad originaria de la India. Tiene una composicién genética
compleja (50% pummelo, 38% cidro y 12% papeda) lo que da a sus frutos una fragancia notable.
Su arbol es vigoroso y de porte abierto. Sus hojas son grandes y oscuras. En cuanto a sus frutos,
son de tamafio mediano-grande y de forma oval. Se caracteriza por su corteza gruesa, lisa y con
glandulas de aceite hundidas y color amarillo vivo. Es una variedad con numerosas semillasy de
pulpa palida, acida, fragante y medianamente jugosa (Todoli Citrus Fundacid, 2020).

llustracion 12 Morfologia de la variedad Lumia de Borneo. Fuente: Todoli Citrus Fundacio

e Lumia de valencia ( C.maxima x (C.aurantium x C.medica))
La lumia de valencia es un hibrido de Pummelo con Limén. Se ha originado en el Mediterraneo.
El arbol de esta variedad es vigoroso con tendencia a formar copa semiesférica. Tiene hojas
grandes con peciolo alado. Sus frutos son grandes y tienen una morfologia esférica. Su corteza
es lisa y de color amarillo palido en la madurez. Posee semillas redondas. Su pulpa es de color
amarillo palido, jugosa, dulce y presenta una acidez refrescante (Todoli Citrus Fundacié , 2020).
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llustracion 13 Morfologia de la variedad Lumia de valencia. Fuente: Todoli Citrus Fundacio

e Pummelo Valentine ( C.maxima x (C.sinensis x C.reticulata))

El pummelo Valentine es el resultado del cruce entre el Pummelo “Siamese Sweet” y un hibrido
entre una naranja sanguina y el mandarino Dancy. Este hibrido se ha obtenido dentro del
programa de creacion de nuevas variedades de la University of California Riverside (EEUU). Los
frutos son de tamafio medio-grande y tienen una corteza lisa de color amarillo intenso, mds o
menos naranja. Su pulpa es muy jugosa, dulce y muy afrutada, con fuertes toques a frutos rojos
(Todoli Citrus Fundacio , 2020).

llustracion 14 Morfologia de la variedad Pummelo Valentine. Fuente: Todoli

® Pomelo star ruby ( C. paradisi Macf)

El Pomelo Star Ruby es una variedad de pomelo que se desarrollé en Texas en 1959 mediante
un programa de mejora genética. Se irradié una semilla de la variedad Hudson y se obtuvo un
fruto con una pigmentacion externa e interna mejorada. La coloracion roja en este pomelo se
debe a la presencia de licopeno (Todoli Citrus Fundacio , 2020).

El arbol del Pomelo Star Ruby tiene un crecimiento lento y compacto y produce frutos esféricos
ligeramente achatados, de tamafio medio. La corteza es lisa y delgada, y puede adquirir una
tonalidad rojiza en climas cdlidos. La pulpa es de color rojo, jugosa, con un sabor suave y un poco
de acidez. Ademas, tiene un jugo de alta calidad y es virtualmente sin semillas (Todoli Citrus
Fundacid, 2020).
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llustracion 15 Morfologia del Star Ruby. Fuente: Todoli Citrus Fundacid

3-2 Métodos de extraccion

3-2-1 Hidrodestilacion

3-2-1-1 Materiales

e Equipo Clevenger:

o Manta calefactora (lbxinstruments)

o Refrigerante

o Equipo de recirculacion (PolyScience)

o Matraces baldn de diferentes tamafios(Vitrafoc)
e Matraz aforado 500 mL (Labbox)

Balanza analitica (Cobos)

Bandeja de plastico

Triturador doméstico (Braun)

Embudo

Vasos de precipitado (Labbox)

Viales cromatograficos de vidrio (Labbox)

Parafilm

Agua destilada

Sulfato de sodio anhidro (Merck)

Pipetas Pasteur

Algoddn

Soporte con nueces y pinzas

Micropipeta de 100 uL

3-2-1-2 Fundamento fisico de la hidrodestilacion

La hidrodestilacion es una técnica de destilacion basada en el arrastre de vapor de agua,
ampliamente utilizada para la separacién de componentes volatiles presentes en materia
vegetal. En este proceso, la materia vegetal se sumerge en agua, que actla como un solvente
extractante. Posteriormente, la mezcla se lleva a ebullicién, permitiendo que el vapor generado
arrastre consigo los aceites esenciales presentes en la muestra.
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Para llevar a cabo la hidrodestilacion, se emplea un dispositivo conocido como Clevenger. Este
equipo permite la evaporacion de los componentes volatiles y semivolatiles de la mezcla.
Mediante el uso de una manta calefactora, se aplica calor al sistema, mientras que en la parte
superior del dispositivo se coloca un refrigerante que se mantiene a una temperatura constante
de 20°C, gracias a la circulacidn controlada de agua. Esta refrigeracion juega un papel
fundamental, ya que previene la fuga de los componentes voldtiles del sistema Clevenger,
facilitando su posterior condensacion y recoleccién en una bureta.

q Detalle del equipo Clavenger:

e

5 Entrada y salida del agua de
refrigeracion

< Refrigerante

Capa de aceite esencial,
il menos denso que el agua e
inmiscible en ella

e Graduacion similar a la de la
bureta para medir el volumen
recogido de aceite esencial

Llave para separar la fase
s acuosa y enrasar el nivel de
aceite esencial.

Recogida del aceite esencial y posterior
“* secado con sulfato de sodio anhidro para
su envasado definitivo

llustracion 16 Equipo Clevenger. Fuente:Elaboracion propia

En la bureta, se lleva a cabo la separacién de las fases presentes. La fase hidréfila, compuesta
principalmente por agua y otros componentes acuosos, se separa de la fase hidréfoba, la cual
contiene los valiosos aceites esenciales y posee una densidad generalmente inferior. Como
resultado, la fase hidréfoba se acumula en la parte superior de la bureta, mientras que la fase
hidrdéfila se recircula y retorna al matraz baldn, donde se vuelve a calentar, reiniciando asi el
ciclo de evaporacion. Este ciclo permite que el aceite esencial se acumule gradualmente en la
bureta a medida que se lleva a cabo la destilacién.

3-2-1-3 Metodologia

Primero, se utilizé una navaja para cortar la corteza en trozos, los cuales se dividieron
equitativamente en tres bandejas. Posteriormente, se pesaron y se trituraron con una batidora
manual doméstica con el fin de homogeneizar la mezcla. A continuacién, se introdujo la mezcla
en un matraz balén junto con aproximadamente 250 mL de agua.

Los matraces fueron conectados al equipo y colocados sobre las mantas de calentamiento. Se
inicid el calentamiento hasta que la mezcla empezd a hervir. En ese momento, se redujo la
temperatura de las mantas para evitar la obstruccién de la bureta.

Las muestras se dejaron en el proceso de hidrodestilacion durante 2 horas. Una vez completada
la extraccion, se recogio el aceite en tubos de ensayo, intentando evitar la inclusién de agua en
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la medida de lo posible. Utilizando una pipeta Pasteur, se elimind la fase acuosa y se procedio a
la deshidratacion de la muestra mediante el uso de sulfato de sodio anhidro.

Después de deshidratar la muestra, se introdujo un trozo de algoddn como filtro, y utilizando la
pipeta Pasteur, se extrajo el aceite esencial puro. Posteriormente, se calculé el rendimiento del
aceite puro y se colocé en un vial cromatografico, afiadiendo una proporcion de 20 uL/mL de
diclorometano. El vial fue sellado con parafilm y almacenado en refrigeracién a 4°C hasta que se
realizard el analisis mediante GC-MS.

3-2-2 Extraccion sélido-liquido
3-2-2-1 Materiales

Agitador orbital Rotabit J.P. SELECTA®.
Agua destilada

Balanza analitica

Diclorometano CH,Cl; (Scharlau)

Equipo ultrasonidos EIma-S 30 Elmasonic
Hexano (Sharlau)

Lana de vidrio

Parafilm

Pipetas pasteur

Rallador de cocina

Sulfato de sodio Na,Sosanhidrido (Merck k GaA)
Tubos de ensayo

Tubos de centrifuga

Viales de inserto

3-2-2-2 Metodologia

Se llevd a cabo una extraccion del flavedo mediante un proceso de raspado en frio, evitando
llegar al albedo, hasta obtener 1g. Para cada variedad, se realizd este procedimiento en tres
repeticiones.

Cada gramo se colocd en un tubo de ensayo al que se le ainadié 1,5 ml de diclorometano. Luego,
el tubo de ensayo se sellé con Parafilm y se sumergio en un bafio de ultrasonidos con agua fria
durante aproximadamente 5 minutos con el fin de incrementar la eficiencia de extraccién. Una
vez finalizado este tiempo, se retird la muestra del bafio y se agregd una pequefa cantidad de
sulfato de sodio anhidro (Na,SO4) hasta obtener un extracto transparente. Por ultimo, se realizd
la filtracién mediante succion utilizando algoddn, y el aceite esencial obtenido se almacend en
un vial cromatografico sellado, el cual se conservé a una temperatura de 4°C en un refrigerador
hasta que sea sometido a andlisis posterior.
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3-3 Analisis de los compuestos obtenidos

Para el analisis cualitativo, la identificacién se llevé a cabo por cromatografia de gases y
deteccidon por espectroscopia de masas, mientras que para el andlisis cuantitativo se utilizé un
equipo similar de cromatografia de gases, con el mismo tipo de columna y pardmetros de
funcionamiento, con deteccidn de ionizacidn de llama.

El andlisis de las muestras fue realizado mediante cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (GC-FID) para el analisis cuantitativo y espectrometria de masas (GC-MS).

3-3-1 Analisis GC-FID

Para el andlisis cuantitativo se utilizé un cromatégrafo Clarus 500 GC (Perkin-Elmer Inc.
Wellesley. PA. EE. UU.) dotado de un detector FID y una columna capilar ZB-5 (30 m x 0,25 mm
de diametro interno x 0,25 um de espesor de pelicula; Phenomenex Inc. Torrance. CA. EE. UU.).
La temperatura del horno de GC se programé de 50°C a 250°C a una velocidad de 3°C min 1.
Como gas portador se usé el helio (1,2 ml min). El volumen de inyeccién fue de 1 pl fijando las
temperaturas del inyector y del detector a 250°C. La composicidn porcentual del aceite esencial
fue calculada mediante la medicidn de las areas de los picos de GC sin la aplicacidn de factores
de correccién. Este calculo se llevd a cabo utilizando el software Total Chrom 6.2(Perkin-Elmer

Inc., Wellesley. PA. EE. UU.).
3-3-2 Andlisis GC- MS

Este analisis se llevé a cabo usando el aparato Clarus 500 GC-MS (Perkin-Elmer Inc.) provisto de
la misma columna capilar, del mismo gas portador y de las mismas condiciones operativas
empleadas para el analisis GC-FID. Se usé el modo de impacto electrénico de 70 eV y se
establecié la temperatura de la fuente de ionizacién a 200°C. La obtencién de los espectros de
masas se hizo mediante el modo de barrido de iones totales (TIC) con un rango de masas m/z45-
500 uma. Se llevaron a cabo el procesamiento de los cromatogramas de iones totales y el analisis
de los espectros de masas utilizando el software Turbomass 5.4 de Perkin-Elmer Inc. Para
determinar los indices de retencidn, se realizd la inyeccidon de estandares de n-alcanos C8-C25
(Supelco, Bellefonte, PE, EE. UU.), bajo las mismas condiciones experimentales.

Se combinaron el calculo de los indices de retencion (LRI) y el analisis mediante GC-MS para la
identificacion de los picos. Se hizo una comparacién entre los espectros de masas de cada pico
y los de la biblioteca de espectros de masas (NIST MS 2.0) usando las aplicaciones informaticas
AMDIS y Turbomass 2.0. También se calcularon los indices de retencion lineales mediante la
formula:

tr(desconocido) - tr(n)

IRL =

- (100 - 2) + (100 - n)
trvy — tr(m)

Donde:
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e neselnumero de dtomos de carbono del n-alcano que eluye antes del pico analizado

e Neselnumero de atomos de carbono del n-alcano que eluye después del pico analizado

e zesladiferencia del nimero de atomos de carbono de n-alcano entre el que eluye antes
del

pico analizado y el de después del pico analizado 16

e tRx es el tiempo de retencidn del pico analizado
e tRnes el tiempo de retencidn del n-alcano anterior al pico analizado
e tRN es el tiempo de retencidn del n-alcano posterior al pico analizado

Método de identificacidon: Todos los compuestos informados se han identificado mediante la
comparacién de los datos de GC-MS de la biblioteca informdtica del NIST y LRI con los
informados por R. P. Adams (2007) y otras fuentes bibliograficas indicadas al pie de la tabla de
resultados.

3-3-3 Andlisis estadistico

Se hizo ademas un estudio estadistico de los datos obtenidos utilizando el programa
Statgraphics Centurion XVII. Los resultados obtenidos se analizaron mediante ANOVA (analisis
ordinario de la varianza) aplicando el procedimiento de HSD a un nivel de significacién de p <
0.05 (prueba de Tuckey). Se consideré como variable el porcentaje de cada compuesto y como
factor los diferentes métodos de extraccion.

4- RESULTADOS Y DISCUSION

4-1 Clasificacion quimica de los compuestos identificados

Se detallan en las tablas 1y 2 los compuestos volatiles totales identificados para ambos tipos de
extraccién en los 5 hibridos y la variedad de C. maxima segun su clasificacién quimica. Esta se
establece segln los siguientes grupos: hidrocarburos monoterpénicos, monoterpenos
oxigenados, hidrocarburos oxigenados, sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados, aldehidos
y alcoholes alifaticos, hidrocarburos alifaticos, acidos grasos, cumarinas y otros.
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Tabla 1 Composicion aceites esenciales de los hibridos

: Lumia de Valencia, Pummelo Chandler y Star Ruby

Lumia de Valencia Pummelo Chandler Star Ruby
Compuestos * LRI 2 LRI teorico 3 HR EXT HR EXT HR EXT
Hidrocarburos Monoterpenos

a-Tuyeno 924-925 924 - - tr a - b - -

a-Pineno 931-933 932 0,39+0 a 0,33+0,01 b 0,51+0,01 a 0,26+0,02 b 0,48+0,01 a 0,36+0,04 b

Sabineno 971-972 969 0,09+0 a 0,08+0 b 0,52+0,01 a - b 0,39+0,15 ab 0,49+0,02 ab

B-Pineno 976-978 974 tr ab tr ab 2,46+0,08 a 0,26+0,02 b tr ab 0,05+0,02 ab

Mirceno 988-990 988 1,74+0,01 a 1,64+0,02 b 1,69+0,01 a 1,140,14 b 1,8440,03 ab 1,65+0 ab
a-Felandreno 1004-1007 1002 - - tr a - b - -
o-Terpineo 1012 1014 - - - - - -

Limoneno 1032-1039 1024 95,87+0,22 a 92,7+0,39 b 92,11+0,04 a 69,61+7,18 b 94,68+0,39 a 91,2+0,36 b
B-E-Ocimeno 1046-1048 1044 0,31+0,04 b 0,56+0,03 a tr a - b 0,28+0,1 ab 0,33+0,02 ab
y-Terpineno 1046-1048 1054 - - - - tr a - b
Terpinoleno 1086-1087 1086 - tr - - - -

Hidrocarburos Oxigenados

(2) -Oxido de linalol 1070-1072 1067 tr ab tr ab tr a - b 0,09+0,01 a - b
(E) -Oxido de linalol (furanoid) | 1084-1087 1084 tr - tr a - b tr a - b
Linalol 1100-1101 1095 0,08+0 ab 0,09+0,01 ab 0,1+0 ab 0,22+0,05 ab 0,23+0,01 ab 0,14+0,07 ab

(2) -Oxido de limoneno 1132-1133 1132 0,05+0 a - b - - - -

(E) -Oxido de limoneno 1136-1138 1137 tr a - b - - - -

Terpinen-4-ol 1180-1181 1174 - - tr a - b - -
a-Terpineol 1196 1186 tr ab tr ab tr b 0,16%0,04 a tr ab tr ab

Acetato de octanol 1210-1211 1211 tr - - - - -

Nerol 1225-1226 1227 - - - - - -
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Tabla 1 (continuacion)

Lumia de Valencia Pummelo Chandler Star Ruby
Compuestos * ‘ LRI 2 ‘ LRI teorico 3 HR EXT HR EXT HR EXT
Hidrocarburos Oxigenados
Geraniol 1244-1245 1249 tr a - b - - - -
Aldehido de perilla 1276-1277 1269 tr a - b - - - -
Propionato de linalilo 1330-1335 1340 - - 0,050 a - b - -
Acetato de a-terpinilo 1345-1346 1346 - tr - - - -
Acetato de nerilo 1358-1359 1359 tr ab tr ab - - - -
Acetato de geranilo 1378-1379 1379 - - - - tr ab tr ab
Sesquiterpenos
a-Copaeno 1374-1375 1374 - - - - 0,060 ab 0,06+0,03 ab
B-Cubebeno 1386-1387 1387 - - - - 0,060 ab 0,06+0,01 ab
B-Cariofileno 1417-1419 1417 0,07+0 b 0,090 a 0,080 a - b - -
B-Copaeno 1427-1429 1430 tr b 0,06+0 a 0,05+0 b 0,19+0,04 a - -
o-Bergamoteno 1431-1432 1432 - - - - - -
a-Humuleno 1451-1452 1452 tr ab tr ab - - - -
(E)-B-Farneseno 1453-1455 1454 - - tr ab - ab 0,05+0,01 ab tr ab
Germacreno D 1474-1481 1484 tr b 0,73+0,05 a 1,33+0,05 ab 5,77+2,83 ab tr ab 0,07+0,03 ab
Valenceno 1485-1487 1496 0,41+0,01 ab tr ab - - - -
Elixeno 1493-1496 1492 B B - - - -
Biciclogermacreno 1494-1495 1500 0,16+0,01 ab 0,21+0,02 ab 0,2+0,01 b 1,05+0,26 a tr ab tr ab
B-Bisaboleno 1505 1505 - - - - - -
(2)-a-Bisaboleno 1507 1506 - - tr - - -
Germacreno A 1505--1507 1508 - - - - - -
y-Cadineno 1516-1518 1513 tr - - - 0,07+0 ab 0,07+0,03 ab
Selineno <7-epi-a> 1516-1518 1520 - - tr b 0,08+0,02 a - -
Germacreno B 1557-1558 1559 tr ab tr ab tr b 0,08+0,03 a - -
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Tabla 1 (continuacion) Lumia de Valencia Pummelo Chandler Star Ruby
Compuestos * LRI 2 LRI teorico 3 HR EXT HR EXT HR EXT
Sesquiterpenos Oxigenados
Germacreno-D-4-ol 1576-1594 1574 - - - b 0,0940,05 a - -
y-eudesmol 1633 1630 - - - tr - -
Intermedeol 1656-1665 1665 - - - b 0,08+0,04 a - -
Farnesol 2E, 6Z 1719-1720 1714 - - - tr - -
Nootkatona 1790-1804 1806 - b 0,16+0,01 a - b 3,9+0,87 a - b 0,39+0,08 a
Aldehidos y Alcoholes alifaticos
Octanal 1003-1007 998 tr a tr b - - 0,32+0,03 ab 0,38+0,02 ab
Nonanal 1104-1105 1100 tr ab tr ab - - - -
Citronelal 1152-1153 1148 - - - - 0,07+0,01 ab 0,05+0,02 ab
Decanal 1206-1207 1201 tr ab tr ab - - 0,26+0,02 ab 0,24+0,1 ab
Neral 1239 1235 tr ab tr ab 0,0540,01 ab 0,05+0,03 ab tr ab tr ab
Geranial 1269-1270 1264 tr ab tr ab tr ab tr ab - tr
Dodecanal 1410-1411 1408 tr ab tr ab tr - 0,29+0,02 ab 0,36+0,05 ab
1-Octadecanol 2074-2076 2077 - - - b 0,5340,12 a - -
Docosanal 2424-2433 2430,5 - - - b 0,18+0,02 a - -
Tetracosanal 2636-2637 2632,4 - - - b 1,26%0,05 a - b 0,55+0,06 a
Hexacosanal 2849-2850 2833,5 - - - - - -
Octacosanal 2990-2991 3039,7 - - - - - -
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Tabla 1 (continuacion)

Lumia de Valencia Pummelo Chandler Star Ruby
Compuestos * LRI 2 LRI teorico 3 HR EXT HR EXT HR EXT
Hidrocarburos alifaticos
Tricosano 2286-2300 2300 - b 2,14+0,36 b 0,84+0,05
n-Pentacosano 2483-2498 2500 - b 0,17+0,02 -
Escualeno 2823-2824 2835,8 - - -
Acidos grasos
Acido hexadecanoico 1966-1967 1959 - b 0,49+0,13 -
Acido linolénico 2136-2142 2132 0,13+0,01 a b tr b 0,17+0,01
Cumarinas y otros compuestos
Citropteno 1966-1967 1992.8 tr a - b 0,11+0,03
Isogeijerina’ 2224-2226 0,3140,02 a b 0,69+0,1 b 0,99+0,18
Suberenol 2234-2236 2174 - - -
Epdxido de suberosina’ 2244-2253 - b 1,3+0,21 tr
Oxypeucedanina 2483-2487 2500,7 tr a - b tr
Tocoferol 3014 3149,4 - - -
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! 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.

2 Intervalo de valores experimentales del indice de retencién lineal
3 valores bibliogréficos de LRI provenientes de Adams, R. P. (2007), excepto los indicados expresamente obtenidos a partir de la
informacidén obtenida de la libreria NIST

(https://webbook.nist.gov » cbook) y otras bases de datos como ChemSpider (www.chemspider.com)
4"." No detectado.

> Los valores porcentuales inferiores al 0,05% se indican como tr (trazas).
5 Los valores con letras diferentes (a,b) para la misma fila son significativamente diferentes y los con (ab) no son significativamente diferentes
(prueba de Tuckey, p < 0.05)

7 |dentificacidn tentativa a partir del espectro de masas y LRI experimental
Valores de LRI provenientes del NIST
Citropteno: Andriamaharavo, 2014 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C487069& Units=SI&Mask=2000#Gas-Chrom)

Elixeno: Yu, Liao, et al., 2007 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C3242088&Units=SI&Mask=2000#Gas-Chrom)
Propionato de linalilo : Isidorov, Krajewska, et al., 2001
(https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C144398& Units=SI&Mask=2000#Gas-Chrom)

Tetracosanal: Andriamaharavo, 2014 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C57866087&Mask=2000#Gas-Chrom)
Escualeno: Andriamaharavo, 2014 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C111024&Units=SI&Mask=2000#Gas-Chrom)
Oxypeucedanina: Andriamaharavo, 2014 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C737520&Mask=2000#Gas-Chrom)
Tocoferol: Andriamaharavo, 2014 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C59029& Mask=2000#Gas-Chrom)

Valores de LRI provenientes de : ChemSpider
Suberenol (https://www.chemspider.com/Chemical-Structure.4524717.html)

HR: Hidrodestilacion
EXT: Extraccion sélido liquido
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Tabla 2 Composicion de los aceites esenciales de los hibridos estudiados: Valentine, Oroblanco y Lumia de Borneo

Valentine Oroblanco Lumia de Borneo
Compuestos * LRI 2 LRI teorico 3 HR EXT HR EXT HR EXT
Hidrocarburos Monoterpenos

a-Tuyeno 924-925 924 - - - - tr -
a-Pineno 931-933 932 0,43+0,01 ab 0,39+0,02 ab 0,46+0,01 a 0,36+0,02 b 0,25+0,03 ab 0,3+0 ab
Sabineno 971-972 969 0,110 ab 0,110 ab 0,73+0,04 ab 0,53+0,05 ab 0,05+0,01 ab 0,1+0 ab
B-Pineno 976-978 974 0,14+0,01 ab 0,14+0,01 ab 0,06+0 ab 0,05+0 ab 0,1+0,03 ab tr ab
Mirceno 988-990 988 1,74+0,01 ab 1,67+0,03 ab 1,78+0,02 ab 1,67+0,02 ab 1,2240,01 a 0,8+0 b

a-Felandreno 1004-1007 1002 - - - - - -
a-Terpineo 1012 1014 - - - - tr a - b
Limoneno 1032-1039 1024 95,88+0,28 a 92,8+0,65 b 95,02+0,02 a 92,09+0,49 b 49,62+3,22 ab 48,6+1,6 ab
B-E-Ocimeno 1046-1048 1044 tr ab tr ab - - 0,63+0,04 a tr b
y-Terpineno 1046-1048 1054 - - tr a - b 1,38+0,38 ab 1,4+0,1 ab
Terpinoleno 1086-1087 1086 - - - - 0,1340,01 a - b

Hidrocarburos Oxigenados

(2) -Oxido de linalol 1070-1072 1067 - - - - - -

(E) -Oxido de linalol (furanoid) | 1084-1087 1084 - - - - - -
Linalol 1100-1101 1095 0,06+0 ab 0,05+0,02 ab 0,07+0 ab 0,13+0,01 ab 32,71#3,22 ab 2441 ab

(2) -Oxido de limoneno 1132-1133 1132 - - tr a - b - -

(E) -Oxido de limoneno 1136-1138 1137 - - tr a - b - -

Terpinen-4-ol 1180-1181 1174 - - 0,02+0 a - b - -
a-Terpineol 1196 1186 tr ab 0,06%0,01 ab tr ab tr ab 1,47+0,11 a - b

Acetato de octanol 1210-1211 1211 - - tr a - b - -
Nerol 1225-1226 1227 - - - - 0,31+0,03 a - b
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Tabla 2 (continuacion) Valentine Oroblanco Lumia de Borneo
Compuestos * LRI 2 LRI teorico 3 HR EXT HR EXT HR EXT
Hidrocarburos Oxigenados
Geraniol 1244-1245 1249 - - - - - -

Aldehido de perilla 1276-1277 1269 - - - - - -
Propionato de linalilo 1330-1335 1340 - - - - 0,060 b 0,110 a
Acetato de a-terpinilo 1345-1346 1346 - - - - - -

Acetato de nerilo 1358-1359 1359 tr ab 0,05+0,02 ab - - 0,45+0,05 a 0,10 b

Acetato de geranilo 1378-1379 1379 - - 0,050 ab 0,09+0,01 ab 0,68+0,09 a - b

Sesquiterpenos
a-Copaeno 1374-1375 1374 - - - - - -
B-Cubebeno 1386-1387 1387 - - 0,05+0 ab 0,07+0,01 ab - -
B-Cariofileno 1417-1419 1417 - b 0,06+0,01 a 0,08+0 ab 0,13+0,01 ab - b 0,1+0 a
B-Copaeno 1427-1429 1430 0,050 b 0,08+0 a tr ab tr ab - -
a-Bergamoteno 1431-1432 1432 - - - - 0,18+0,01 ab 0,210 ab
a-Humuleno 1451-1452 1452 - - tr ab tr ab - -
(E)-B-Farneseno 1453-1455 1454 tr ab tr ab - - 0,04+0,01 ab - ab
Germacreno D 1474-1481 1484 0,1+0,01 b 0,1440,01 a tr ab 0,08+0,01 ab - -
Valenceno 1485-1487 1496 - - - - - -
Elixeno 1493-1496 1492 - - tr ab tr ab - -

Biciclogermacreno 1494-1495 1500 - - - - - -

B-Bisaboleno 1505 1505 - - - - 0,23+0,03 a - b

(2)-a-Bisaboleno 1507 1506 - - - - - b 0,30 a
Germacreno A 1505--1507 1508 - b tr a - - - -
y-Cadineno 1516-1518 1513 - - 0,05+0 ab 0,08+0,01 ab - -

Selineno <7-epi-a> 1516-1518 1520 - - - - - -

Germacreno B 1557-1558 1559 0,16+0,01 b 0,23+0,01 a - - - -
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Tabla 2 (continuacion) Valentine Oroblanco Lumia de Borneo
Compuestos * LRI 2 LRI teorico 3 HR EXT HR EXT HR EXT
Sesquiterpenos Oxigenados
Germacreno-D-4-ol 1576-1594 1574 - - - - - -
y-eudesmol 1633 1630 - - - - - -
Intermedeol 1656-1665 1665 - - - - - -
Farnesol 2E, 62 1719-1720 1714 - - - - - -
Nootkatona 1790-1804 1806 - b 0,39+0,04 a tr b 0,23+0,04 a - -
Aldehidos y Alcoholes alifaticos
Octanal 1003-1007 998 tr ab 0,05+0 ab 0,51+0,04 ab 0,45+0,02 ab - -
Nonanal 1104-1105 1100 - - 0,06+0,01 a - b - -
Citronelal 1152-1153 1148 0,12+0 ab 0,12+0 ab 0,12+0,01 ab 0,16+0,01 ab - -
Decanal 1206-1207 1201 - - 0,27+0,01 b 0,35+0,03 a - -
Neral 1239 1235 tr - tr ab tr ab 0,1+0,01 ab 0,110 ab
Geranial 1269-1270 1264 - - tr ab tr ab 0,13+0,01 ab 0,110 ab
Dodecanal 1410-1411 1408 - - tr - - -
1-Octadecanol 2074-2076 2077 - - - - - -
Docosanal 2424-2433 2430,5 - - - - - -
Tetracosanal 2636-2637 2632,4 - b 0,1710,02 a - b 0,24+0,05 a - -
Hexacosanal 2849-2850 2833,5 - - - - - b 0,1+0 a
Octacosanal 2990-2991 3039,7 - - - - - b 0,1+0 a
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Tabla 2 (continuacion) Valentine Oroblanco Lumia de Borneo
Compuestos * LRI 2 LRI teorico 3 HR EXT HR EXT HR EXT
Hidrocarburos alifaticos
Tricosano 2286-2300 2300 - 0,26+0,11 a b 0,76+0,09 b 0,6+0,1
n-Pentacosano 2483-2498 2500 - tr a b tr -
Escualeno 2823-2824 2835,8 - - - b 0,110
Acidos grasos
Acido hexadecanoico 1966-1967 1959 - 0,13+0,01 a b tr -
Acido linolénico 2136-2142 2132 - - - b 0,410
Cumarinas y otros compuestos
Citropteno 1966-1967 1992.8 - - - b 0,1+0
Isogeijerina’ 2224-2226 tr 0,14+0,01 a b 0,310,04 -
Suberenol 2234-2236 2174 tr - - -
Epdxido de suberosina’ 2244-2253 - - - b 0,9+0,1
Oxypeucedanina 2483-2487 2500,7 - - - -
Tocoferol 3014 3149,4 - - - b 0,1+0,1
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! 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.

2 Intervalo de valores experimentales del indice de retencién lineal
3 valores bibliogréficos de LRI provenientes de Adams, R. P. (2007), excepto los indicados expresamente obtenidos a partir de la
informacidén obtenida de la libreria NIST

(https://webbook.nist.gov » cbook) y otras bases de datos como ChemSpider (www.chemspider.com)
| 4"-" No detectado.

> Los valores porcentuales inferiores al 0,05% se indican como tr (trazas).
5 Los valores con letras diferentes (a,b) para la misma fila son significativamente diferentes y los con (ab) no son significativamente diferentes
(prueba de Tuckey, p < 0.05)

7 |dentificacidn tentativa a partir del espectro de masas y LRI experimental
Valores de LRI provenientes del NIST
Citropteno: Andriamaharavo, 2014 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C487069&Units=SI& Mask=2000#Gas-Chrom)

Elixeno: Yu, Liao, et al., 2007 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C3242088&Units=SI&Mask=2000#Gas-Chrom)
Propionato de linalilo : Isidorov, Krajewska, et al., 2001
(https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C144398& Units=SI&Mask=2000#Gas-Chrom)

Tetracosanal: Andriamaharavo, 2014 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C57866087&Mask=2000#Gas-Chrom)
Escualeno: Andriamaharavo, 2014 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C111024&Units=SI&Mask=2000#Gas-Chrom)
Oxypeucedanina: Andriamaharavo, 2014 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C737520&Mask=2000#Gas-Chrom)
Tocoferol: Andriamaharavo, 2014 (https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C59029& Mask=2000#Gas-Chrom)

Valores de LRI provenientes de : ChemSpider
Suberenol (https://www.chemspider.com/Chemical-Structure.4524717.html)

HR: Hidrodestilacion
EXT: Extraccion sélido liquido
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4-2 Hidrodestilacion

En las tablas 1y 2 se presentan los promedios porcentuales para cada uno de los compuestos
identificados en los aceites esenciales de las variedades estudiadas. Se identificaron un total de
51 compuestos diferentes en dichos aceites. Entre ellos, destacan 11 hidrocarburos
monoterpénicos, los cuales representan entre el 53,4% vy el 98,4% del aceite esencial, es decir,
casi la totalidad de este. Ademas, se encontraron 14 monoterpenos oxigenados, 16
sesquiterpenos, 7 aldehidos y alcoholes alifaticos y por ultimo dos compuestos clasificados como
cumarinas y otros. El compuesto mayoritario en los aceites esenciales de las variedades
estudiadas es el limoneno, que representa entre el 49,6% y el 95,9% del contenido. En segundo
lugar, se encuentra el mirceno, presente en cantidades entre el 1,2% y el 1,8%, excepto en la
variedad Lumia Borneo (LB), donde se hallé otro compuesto mayoritario, el linalool, que alcanza
el 32,71% del total identificado. Ademas, en esta variedad, se encontré también una mayor
cantidad del alcohol monoterpénico: a-terpineol.

4-3 Extraccidn Sélido-liquido (S-L)

Se identificaron un total de 59 compuestos, donde 8 de ellos fueron hidrocarburos
monoterpénicos, oscilando entre un 51,2% y un 95,31%, 7 monoterpenos oxigenados, los cuales
se encuentran entre un 0,09% vy un 24,2%, 16 hidrocarburos sesquiterpénicos cuyos porcentajes
varian entre 0,26%y 7,17%, 5 sesquiterpenos oxigenados, y 12 aldehidos y alcoholes alifaticos y
3 hidrocarburos alifaticos, 2 acidos grasos, 5 cumarinas y otros compuestos.

Del mismo modo que para la hidrodestilacidn, se destaca la presencia del limoneno como
compuesto mayoritario, que se encuentra en un rango del 48,6% al 92,8% del contenido total.
En los hibridos Lumia de valencia, Star ruby, Valentine y OroBlanco, el mirceno se posiciona
como el segundo compuesto predominante, mientras que en el caso del Lumia de Borneo se
destaca el linalool con una proporcién del 24% del contenido y en el Pummelo Chandler es el
Germacreno D, constituyendo un 5,77% del total. Este tipo de extraccidon ha permitido obtener
un porcentaje mas elevado de sesquiterpenos (7,17%) y sesquiterpenos oxigenados (4,07%) en
el caso de la variedad Pummelo Chandler.

Con la extraccion soélido-liquido se han podido identificar nuevos compuestos como es el caso
de la nootkatona. Este ultimo se ha identificado en todos los hibridos menos en el Lumia de
Borneo y con una cantidad importante en el Pummelo Chandler (3,9%).

4-4 Comparacion entre los dos tipos de extraccion en cada hibrido

Como se ha mencionado anteriormente, han sido identificados mas compuestos con la
extraccién sélido-liquido que con hidrodestilacion.

En hidrodestilacion, como en extraccidn S-L, la mayoria de los compuestos son hidrocarburos
monoterpenos, sesquiterpenos oxigenados, hidrocarburos alifaticos, acidos grasos y las
cumarinas y otros compuestos solo se identificaron con extraccién S-L.
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4-4-1 Pummelo Chandler

Se compararon los compuestos obtenidos a partir de los diferentes métodos de extraccién
descritos anteriormente.

Primero, se identific6 una amplia gama de hidrocarburos monoterpénicos utilizando ambos
métodos de extraccidn, aunque se observd que algunos de estos compuestos sdlo fueron
detectados mediante el proceso de hidrodestilacion tal como el sabineno y se detectaron
también trazas de a-tuyeno, a-felandreno y (E)-B -ocimeno.

Respecto a los hidrocarburos oxigenados, la hidrodestilacion revelé una mayor cantidad de
compuestos detectados en comparacion con la extraccion S-L. Especificamente, a través de la
hidrodestilacion, se logré la deteccidn de trazas de (2)-6xido de linalool, (E)-6xido de linalool
(furanoide), terpinen-4-ol, y se identific6 ademas el propionato de linalilo. En contraste, estos
compuestos no fueron detectados mediante el proceso de extraccion S-L.

En el caso de los sesquiterpenos, la extraccion S-L no resultd en la deteccion de un mayor
numero de compuestos en comparacién con la hidrodestilacidn. Sin embargo, los compuestos
identificados a través de la extraccion S-L se encontraron en una cantidad notablemente mayor.
Por otro lado, mediante el proceso de hidrodestilacion se logrd identificar compuestos
adicionales que no fueron detectados mediante la extraccion SL, incluyendo el B-cariofileno, el
(E)-B-farneseno y el (2)-a-bisaboleno.

En cuanto a los sesquiterpenos oxigenados solo se identificaron compuestos con la extracciéon
S-L. Por ejemplo, la nootkatona, el intermedeol o el gemacreno-D-4-ol.

Respecto a los aldehidos y alcoholes alifaticos, utilizando ambas técnicas de extraccion, se pudo
detectar el compuesto neral en cantidades equivalentes (0,05%), ademas de trazas de geranial.
Cabe destacar que, mediante el proceso de hidrodestilacidn, se logré identificar trazas del
dodecanal. No obstante, con la extraccién S-L, se logré identificar tres compuestos que no
fueron detectados con la hidrodestilacidn: el 1-octadecanol, el docosanal y el tetracosanal.
Unicamente los compuestos tricosano y n-pentacosano fueron identificados mediante el
proceso de extraccion S-L, en cuanto a los hidrocarburos alifaticos. En contraste, el método de
hidrodestilacién no permitié la deteccién de ningun hidrocarburo alifatico.

Con la extraccién S-L se detectd el acido hexadecanoico, un acido graso, y trazas del acido
linoleico, asi como otros compuestos tales como, la isogeijerina y el epdxido de suberosina, una
cumarina.

En un estudio previo sobre el C. mdxima, se encontré que el compuesto dominante es el
limoneno, que representa el 33,61% de la composicidn, al igual que en todos los hibridos
estudiados, aunque en menor cantidad. Ademas, se identificaron esteroles, especificamente a-
sitosterol (17,99%), b-sitosterol (12,19%), y stigmasterol (5,22%) (Visakh et al., 2022), los cuales
no se encontraron en ninguno de los otros hibridos estudiados.

Esto podria ser debido a la técnica utilizada para la extraccidon, aunque podria ser también
debido al periodo de recoleccién de la fruta y a otros factores climatoldgicos.
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4-4-2 Lumia Valencia

En ambos métodos de extraccion, se han detectado los mismos compuestos hidrocarburos
monoterpénicos en similar proporcién. Unicamente se observaron trazas de terpinoleno en la
extraccién S-L, mientras que este compuesto no se detectd con el proceso de hidrodestilacion.
Mediante el proceso de hidrodestilacién, se logrd identificar una serie de hidrocarburos
oxigenados, incluyendo el (E)-6xido de linalool, el (2)-6xido de limoneno (0,05%), el (E)- 6xido de
limoneno, el acetato de octanol, el geraniol y el aldehido de perilla. Sin embargo, estos mismos
compuestos no fueron detectados en el proceso de extraccion S-L. Por otro lado, en el caso de
la extraccién S-L, se pudo detectar el acetato de a-terpineol, un monoterpeno oxigenado, el cual
no fue identificado en la hidrodestilacidn.

Los sesquiterpenos detectados mediante el proceso de hidrodestilacion coinciden con aquellos
identificados a través de la extraccidon S-L, con la excepcién del y-cadineno, el cual fue
especificamente identificado mediante el método de hidrodestilacion. Respecto a los
sesquiterpenos oxigenados, se constata la deteccion exclusiva de la nootkatona mediante el
proceso de extraccion S-L. En cuanto a los aldehidos y alcoholes alifaticos, con los dos tipos de
extraccién se encontraron trazas de los mismos compuestos. No se identificd la presencia de
hidrocarburos alifaticos en ninguno de los dos métodos de extraccion empleados. En cuanto a
los acidos grasos, exclusivamente se logrd identificar la presencia del acido linolénico mediante
el proceso de extraccion S-L. Con la extraccidn S-L se detectaron unas trazas de citropteno y de

oxypeucedanin, y también se identificd la isogeijerina.

La Lumia de Valencia, es un hibrido resultante del cruce entre el pummelo y el limén. Cabe
mencionar que el limdn, siendo este ultimo un hibrido derivado de la naranja amarga y el cidro,
ha sido objeto de estudio previo (Espina et al., 2011). En dicho estudio, se ha confirmado que el
componente preponderante en el limén es el limoneno, conformando un considerable 59,10%
de su composicidn. Este mismo compuesto, el limoneno, se ha identificado como el componente
principal en el Lumia de Valencia, con una proporcién significativa de 95,87%. Asimismo, en el
limoén se han detectado otros componentes principales, a saber, el y-terpineno (10,6%), el B-
pineno (5,20%) y el p-cimeno (3,3%). Sin embargo, estos Ultimos componentes no han sido
identificados en el Lumia de Valencia. Por otra parte, se ha registrado la presencia del -
cariofileno en el limdn, representando un 0,99% de su composicidn, y este mismo compuesto se
ha evidenciado en el Lumia de Valencia, aunque en una concentracion ligeramente inferior del
0,09%. También, se ha identificado la nootkatona tanto en el limén como en el Lumia de
Valencia, ambas con una cantidad de 0,04. Se plantea la hipdtesis de que el limén podria haber
heredado la nootkatona de la naranja amarga, dado que su progenitor femenino es el citrus
maxima, el cual también contiene nootkatona.

El Lumia de Valencia muestra trazas de geranial, un compuesto presente en el limdn y también
en la naranja amarga. Esto podria ser debido a que el limén ha heredado este componente de
la naranja amarga. Ademas, el Lumia de Valencia contiene [-cariofileno, presente tanto en el
limén como en su parental masculino, el cidro. Se postula la hipdtesis de que el limén hereda el
[B-cariofileno del cidro y lo transmite al Lumia de Valencia.
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No obstante, el Lumia de Valencia también revela la presencia de compuestos ausentes en el
limoén pero presentes en sus parentales; el cidro y la naranja amarga. Entre estos compuestos se
encuentran el mirceno, linalool y el decanol. Ademads, algunos componentes, como el nonanal,
acetato de nerilo, dodecanal, germacreno D y el cadineno, son exclusivamente heredados del
cidro en el Lumia de Valencia. Los compuestos comunes entre el Lumia de Valencia y sus
ancestrales comentados anteriormente se resumen en la tabla 3.

Tabla 3 Compuestos comunes entre el Lumia de valencia y sus parentales

Especie Compuestos comunes Referencia
Lumia de -Limoneno
valencia --Pineno Fuente: propia
-Geranial

-B-Cariofileno

Espina et al.,

Limén 2011
-Limoneno
-B-Pineno
-a-Pineno

Lumia de -Mirceno

valencia -Linalool Fuente: propia
-Nonanal
-Decanal
-Acetato de nerilo
-Dodecanal Aliberti et al,.
-Cariofileno 2016
-Germacreno D

Cidro -Cadineno

Lumia de -Limoneno

valencia -Pineno Fuente: propia
-Terpineno Tundis et al.,
-Geranial 2012
-B-Cariofileno Ammar et

al.,2012
Naranjo amargo

En un estudio adicional, se ha detectado la presencia del mirceno en la naranja amarga,
constituyendo un 1,8% de su composicion. Cabe destacar que el mirceno también se ha
observado en el Lumia de Valencia, aunque en este caso, su presencia se registra en una
proporcién del 1,74%.
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4-4-3 Star Ruby

Los compuestos hidrocarburos monoterpénicos identificados coincidieron en ambos métodos
de extraccién con cantidades aproximadamente equiparables, a excepcion del y-terpineno, el
cual fue detectado Unicamente a través de la hidrodestilacion y no durante el proceso de
extraccién S-L.

Mediante el método de hidrodestilacidon se logré identificar dos compuestos hidrocarburos
oxigenados adicionales en comparacidn con la extraccion S-L: el (2)-6xido de linalool y el (E)-
oxido de linalool (furanoide). En cuanto a los sesquiterpenos detectados fueron coincidentes en
ambas técnicas de extraccién empleadas.

Respecto a los sesquiterpenos oxigenados, al igual que en el caso de Lumia de valencia, la
extraccién S-L permitié la identificaciéon exclusiva de la nootkatona como sesquiterpeno
oxigenado. Con este método, se logrd la identificaciéon de un aldehido, el geranial, y un alcohol,
el tetracosanal, que no fueron detectados mediante la hidrodestilacion. Ademas de un acido
graso detectable mediante este método, y de manera exclusiva, que fue el cido linolénico. Se
identificaron otros compuestos con la extracciéon S-L, tal como el citropteno y la isogeijerina. Y
por ultimo, solo se identificd un hidrocarburo alifatico, el tricosano, con la extraccién S-L.

El Star Ruby es el hibrido mas elemental en la seleccidn, siendo el resultado de un simple cruce
entre un pummelo y un naranjo. En otro andlisis, se observd la presencia de nootkatona en
cantidades practicamente idénticas a las encontradas en nuestro estudio (0,39%). (Ortufio et al.,
1995)

4-4-4 Valentine

La identificacion de los hidrocarburos monoterpénicos resulté concordante en ambos tipos de
extraccién utilizados, ya que se identificaron los mismos hidrocarburos oxigenados con los dos
tipos de extraccion. Ambos métodos revelaron la deteccién de otros compuestos como la
isogeijerina. No obstante, el suberenol sélo fue detectado mediante el proceso de
hidrodestilacion.

Mediante el proceso de extraccion S-L, se logré la identificacion de dos compuestos
sesquiterpenos que no se detectaron con la técnica de hidrodestilacidn: el B-cariofileno y el
germacreno A. Al igual que en los dos hibridos previos, se constatd la presencia Unica de la
nootkatona como un compuesto sesquiterpeno oxigenado mediante el proceso de extraccion S-
L.

Mediante el método de hidrodestilacidn se logré la deteccion del aldehido neral, en contraste
con la extraccidn S-L donde este compuesto no fue identificado. Por otro lado, la extraccion SL
permitid la deteccién del tetracosanal, un alcohol, el cual no fue detectado mediante la
hidrodestilacion. Con este método se logré, también, la identificacion de los compuestos
hidrocarburos alifaticos tal como, el tricosano y el n-pentacosano.Por ultimo, se detectaron
también trazas de un 4cido graso, el acido hexadecanoico con la extraccién S-L.
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En la tabla siguiente se muestran los compuestos comunes entre el hibrido Valentine y sus

parentales.
Tabla 4 Compuestos comunes entre el Valentine y sus parentales
Especie Compuestos comunes Referencia
-Limoneno Fuente: propia
Valentine -Mirceno
- a-Pineno
- B-Pineno
-Linalool
-Citronelal Park et al., 2023
-Neral
Tangor
-Lianool
-Limoneno
- a-Pineno Fuente: propia
Valentine
Mandarina Marquez, 2003
-Limoneno Fuente: propia
Valentine -Mirceno
-Sabineno
-Linalool Singh et al.,
2021
Naranjo dulce

La tabla anterior resalta la presencia exclusiva de citronelal en el tangor, que es el resultado
del cruce entre el mandarino y el naranjo (parentales del Valentine), asi como en el Valentine.
Esto sugiere que es probable que el Valentine haya heredado el citronelal del tangor.

4-4-5 Oroblanco

Mediante los dos métodos estudiados en el presente trabajo, se logré la identificacién, en el
caso del Oroblanco, de los compuestos hidrocarburos monoterpénicos idénticos en cantidades
casi equiparables, a excepcién del y-terpineno, el cual fue detectado mediante el proceso de
hidrodestilaciéon, pero no mediante la extraccién S-L. De igual manera se identificaron los
mismos compuestos sesquiterpenos con los dos tipos de extraccidn. En este caso, igual que las
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variedades anteriores, también sdlo se detectd la nootkatona (sesquiterpeno oxigenado)
mediante la extraccion SL.

Los aldehidos detectados mediante el método de hidrodestilacién son, el nonanal y dodecanal.
Estos ultimos compuestos no fueron identificados mediante la extraccion S-L. Por otro lado, con
la extraccién S-L, se detectd el tetracosanal, un alcohol, en contraste con la hidrodestilacién
donde este compuesto no fue identificado.

Unicamente se logré la identificacion de dos hidrocarburos alifaticos del tricosano y el n-
pentacosano a través de la extraccidon S-L. En contraste, no se detectd ningun compuesto
mediante el proceso de hidrodestilacion. También se identificé la presencia de otro compuesto,
la isogeijerina mediante el proceso de extracciéon S-L.

Cabe destacar que, mediante el proceso de hidrodestilacién, se logrd identificar trazas de
hidrocarburos oxigenados, como el (Z)-6xido de limoneno, (E)-6xido de limoneno, acetato de
octanol y se pudo detectar, ademads, el terpinen-4-ol. Sin embargo, estos compuestos no fueron
detectados a través del método de extraccion S-L. Por ultimo, con la extraccion S-L, se
detectaron trazas de acidos grasos grasos, concretamente, el dcido hexadecanoico.

El Oroblanco, se trata de un hibrido que resulta de la combinacién entre el pummelo y otro
hibrido previo, el Star Ruby. En el presente estudio, se ha notado una notable similitud en los
compuestos presentes en el Oroblanco y el Star Ruby. Especificamente, se han identificado los
mismos hidrocarburos monoterpénicos en cantidades similares en ambos hibridos. Los
monoterpenos predominantes en ambos casos son el limoneno y el mirceno. Ademas, se ha
constatado la produccién de nootkatona, un compuesto presente en los dos parentales del
Oroblanco.

Se postula que la produccién de nootkatona en el Oroblanco es el resultado de la herencia
genética de sus dos parentales, ambos capaces de producir este compuesto. Esta transmisidn
de la capacidad de sintetizar nootkatona sugiere que existe una base genética sélida para la
produccién de este compuesto en el Oroblanco.

4-4-6 Lumia Borneo

Se identificaron los mismos compuestos hidrocarburos monoterpénicos con los dos tipos de
extraccion en cantidades mas o menos parecidas, excepto el a-tuyeno, a-terpineol y el
terpinoleno los cuales se detectaron con la hidrodestilacién y no con la extraccion S-L.

Ademas, con la hidrodestilacion se encontraron el a-terpineol, el nerol y el acetato de geranilo,
como hidrocarburos oxigenados los cuales no fueron detectados con la extraccién S-L. Por otro
lado, la hidrodestilacidon permitio la deteccion del (E)-B-farnesenoy el B-bisaboleno, compuestos
que no se identificaron mediante el proceso de extraccién S-L.

Sin embargo, mediante la extraccién S-L, se logré detectar la presencia de sesquiterpenos; el -
cariofileno y el (2)-a-Bisaboleno. Y también, se alcanzé la deteccidn de aldehidos; hexacosanal y
octacosanal, dos compuestos que no fueron identificados a través del proceso de
hidrodestilacion. Por otra parte, no se logré detectar sesquiterpenos oxigenados mediante
ninguno de los métodos de extraccion utilizados.
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En cuanto a los hidrocarburos alifaticos, solo se identificaron compuestos con la extraccion S-L,
y estos compuestos son el tricosano y el escualeno Se detecté mediante la extraccidon S-L
también, un acido graso, el acido linolénico. Ademas de otros compuestos de mayor masa molar
tales como el citropteno, el epdxido de suberosinay el tocoferol, los cuales no fueron detectados
con la hidrodestilacion.

El Lumia de Borneo es el resultado de un interesante cruce entre la lima mexicana y el pummelo.
En investigaciones previas centradas en la lima mexicana, se observé que contenia una notable
cantidad de y-terpineno, especificamente un 16.5%. (Costa et al., 2014). En nuestro estudio del
Lumia de Borneo, identificamos la presencia de y-terpineno, aunque en cantidades reducidas.
De hecho, este compuesto no se encontrd en ninguna de las otras variedades examinadas. Esto
nos lleva a concluir que la presencia del y-terpineno en el Lumia de Borneo se debe al parentesco
masculino de la lima mexicana en su composicidon genética. Los analisis revelaron que el aceite
esencial del Lumia de Borneo contiene una cantidad significativa de linalool, a pesar de que
ninguno de sus parentales individuales tenia una concentracion tan alta de este compuesto. En
consecuencia, se puede concluir que el Lumia de Borneo tiene el potencial de ser una fuente

valiosa de linalool, lo que podria tener aplicaciones en diversas industrias.
Tabla 5 Compuestos comunes entre el Lumia de borneo y sus parentales

Especie Compuestos comunes Referencia
-Limoneno Fuente: propia
Lumia de -a-Pineno
borneo -B-pineno
- y- Terpineno Tundis et al.,
-Linalool 2012
Lima mexicana
-Limoneno
- f-Pineno
- a-Pineno
-Mirceno Fuente:
Lumia de _Linalool elaboracion
borneo -Acetato de nerilo propia
-Nerol Aliberti et al.,
- Cariofileno 2016
- f-Bergamoteno
Cidro - B-Bisaboleno
- a-Pineno )
_Limoneno Fuente: propia
-Sabineno
Lumia de -Mirceno
borneo - [-E-Ocimeno
-Linalool Lara Flores,
- a-Terpineol 2023
Papeda - Acetato de geranilo
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5- CONCLUSIONES

1. En el presente trabajo, se han identificado los diferentes compuestos de los aceites
esenciales producidos por hidrodestilacion y de los extractos obtenidos por extraccién
S-L, de los diferentes hibridos y la variedad del Pummelo. La comparacion de los
resultados ha permitido concluir que la mayoria de los métodos de extraccién descritos
en la bibliografia basados en el empleo de la hidrodestilacién ocasionan cambios
significativos en los compuestos analizados ya que el agua a 1002 C puede tener una
actividad quimica importante. Por otra parte, no estdn presentes en el aceite esencial
muchos compuestos de elevada masa molar. Sin embargo, la extraccién S-L a
temperaturas mas bajas ha permitido identificar una amplia gama de compuestos no
identificados al aplicar la hidrodestilacion, debido a su menor volatilidad relativa. Esta
diferencia es especialmente importante cuando el objetivo es el analisis detallado,
cualitativo y cuantitativo, de la composicién, como sucede en este trabajo.

Asi pues, este estudio ha permitido evidenciar que la técnica de extraccion sélido-liquido
es el método mas idéneo para obtener extractos con un espectro mas amplio de
compuestos potencialmente Utiles.

2. Los resultados obtenidos indican, y por primera vez, la posibilidad de identificar un
patron de aceites esenciales en el Oroblanco (C. maxima x C. paradisi), el Lumia de
Borneo (C. maxima x (C. ichangensis x C. medica)), el Lumia de Valencia (C. maxima x (C.
aurantium x C. medica)), el Pummelo Valentine (C. maxima x (C. sinensis x C. reticulata)),
el Pomelo Chandler (Citrus maxima), y el Pomelo Star ruby (Citrus paradisi Macf) lo
que representa una contribucion original y significativa en esta drea. En relacion a esto,
seria conveniente profundizar mas en estudios posteriores.

3. Por dltimo, el pummelo ha transmitido la capacidad de producir nootkatona a la mayoria
de sus descendientes, excepto a la lumia de borneo.

Objetivos y metas de desarrollo sostenible:

- ODS 2: Hambre cero: Los compuestos bioactivos de los aceites esenciales tienen una
cierta actividad antimicrobiana y antioxidante que permite conservar los productos
alimentarios alargando su vida util, lo que permitira evitar perdidas econdmicas.

- ODS 3: Salud y bienestar: Los aceites esenciales tienen muchas aplicaciones en la
medicina natural y pueden contribuir al bienestar humano y la salud, como por ejemplo
en aromaterapia.

- ODS 9: Industria, Innovacién e Infraestructuras: Desarrollo de nuevas tecnologias y
procesos en la industria de la cosmética, la farmacéutica y la alimentaria.

- ODS 12: Produccidn y consumo responsables: Aprovechamiento de subproductos.
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