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Resumen

Los frutos de las variedades de clementinas Clemenules y Clemenpons,
ambas de gran interés comercial, son morfolégicamente indistinguibles, ya que son
muy semejantes en cuanto al tamafo, peso, diametro, relacion diametro/altura,
tamafio de la corteza, color, porcentaje de zumo y ausencia de semillas. Su periodo
de cosecha también es muy similar, aunque la variedad Clemenpons es un poco mas
temprana.

El presente trabajo se centré en el estudio metabolémico de los compuestos
volétiles que integran el aceite esencial del flavedo de los frutos de estas dos
variedades, con el objetivo de intentar identificar diferencias entre ambos aceites que
permitieran distinguir ambos tipos de frutos.

La extraccion de los aceites de ambas variedades se realiz6 mediante el
sistema de destilacién Clevenger, a partir de muestras recogidas durante todo el
periodo de campafa, en dos campafias diferentes y en dos parcelas independientes.
Posteriormente estos aceites se analizaron mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas. A continuacion se realizé un analisis no dirigido
de todos los compuestos volatiles detectados en los cromatogramas y estudios
estadisticos multivariantes (PCA y PLS-DA) de todos los datos obtenidos, que
permitieron detectar diferencias cuantitativas entre los perfiles volatiles de ambas
variedades, es decir, ambos tipos de aceite mostraron los mismos compuestos pero
no en la misma concentracion.

Finalmente se procedi6 a intentar identificar los compuestos volatiles
responsables de estas diferencias, mediante el estudio de sus espectros de masas
asi como de sus propiedades cromatograficas (tiempo de retencidén). Quince
compuestos, todos ellos de tipo terpénico, se encontraron en mayor concentracion en
el flavedo de frutos de la variedad Clemenpons que en el de los frutos de la variedad
Clemenules. Diez de ellos eran monoterpenos (C,), tres de ellos hidrocarbonados (3-
careno, a-terpineno y y-terpineno), y los siete restantes oxigenados, de los cuales
solo se identificaron sin ambigiedad el trans-carveol y el acetato de a-terpinilo. Los
cinco compuestos restantes resultaron ser sesquiterpenos (Cis), entre ellos el a-




humuleno y el a-sinensal. A su vez, el aceite esencial de la variedad Clemenules
resultd mas rico en compuestos alifaticos de cadena superior a 7 &tomos de carbono,
tales como el alcohol 1-octanol y el aldehido dodecanal.

En conclusion, con este trabajo se ha demostrado que los aceites esenciales de los
flavedos de las variedades de Clemenules y Clemenpons presentan diferencias
significativas que permiten distinguir los frutos de ambas variedades, los cuales no se
pueden diferenciar desde el punto de vista morfoldgico.

Palabras clave

Aroma, Citrus, Clemenules, Clemenpons, cromatografia de gases, espectrometria de
masas, aceite esencial, extraccion de Clevenger, compuestos volatiles,
monoterpenos, sesquiterpenos, analisis de datos multivariante, andlisis de
componentes principales (PCA), proyeccion de estructuras latentes (PLS),
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Abstract

The fruits belonging to the clementine varieties Clemenules and Clemenpons,
are of great commercial interest. They are morphologically indistinguishable, since
they have a very similar size, weight, diameter, ratio diameter/height, size of the rind,
colour, juice yield and absence of seeds. Their harvesting period is also very similar,
although, in the case of the Clemenpons variety, it begins a bit earlier.

The present study focuses on the metabolomic analysis of the volatile
compounds that make up the essential oil of flavedo from the fruits of both clementine
varieties, with the aim of identifying differences between both kinds of oil that may
distinguish both types of fruits.

The oil extraction of both varieties was done by using the Clevenger distillation
system, from samples taken during the whole harvesting period, in two different
harvesting periods and in two independent plots. Subsequently, these oils were
analysed by using gas chromatography coupled to mass spectrometry. Afterwards, a
non-directed analysis of all volatile compounds found in chromatograms and
multivariate statistical studies (PCA and PLS-DA) were conducted. That enabled the
identification of quantitative differences among the volatile profiles of both varieties,
that is to say, both oil kinds showed the same compounds, but in a different
concentration.

In the end, we tried to identify the volatile compounds responsible for these
differences by studying their mass spectra and their chromatographic properties
(retention time). Fifteen compounds, all of them belonging to the terpenic type, were
found in a higher concentration in the flavedo of fruits belonging to the variety
Clemenpons than in fruits belonging to the variety Clemenules. Ten of them were
monoterpenes (C,o), three of them were hydrocarbons (3-carene, a-terpinene and y-
terpinene), and the other seven were oxygenated. Only three of those seven
compounds were clearly identified: trans-carveol and a-terpinyl acetate. The other five
compounds were sesquiterpenes (Cys), among them, a-humulene and a-sinensal. In
the same way, the essential oil of the variety Clemenules had a higher level of
aliphatic compounds of a chain superior to 7 carbon atoms, such as 1-octanol alcohol




and dodecanal aldehyde.

As a conclusion, this study proves that the essential oils of flavedos belonging
to the varieties Clemenules and Clemenpons present significative differences that
enable the identification of the fruits of both varieties, which cannot be distinguish from
a morphological point of view.

Key words

Aroma, Citrus, Clemenules, Clemenpons, gas chromatography, mass spectrometry,
essential oil, Clevenger extraction, volatile compounds, monoterpene, sesquiterpene,
multivariate analysis, principal component analysis (PCA), projection to latent structures
(PLS)
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1. INTRODUCCION
1.1. CLEMENTINAS

1.1.1. Origen de los citricos

Los citricos se originaron hace unos 20 millones de afios en el sudeste asiatico.
Desde entonces hasta ahora han sufrido numerosas modificaciones debidas a la
seleccién natural y a hibridaciones tanto naturales como producidas por el hombre
(Infoagro Systems S.L, 2015; Wu y col., 2014).

La dispersion de los citricos desde sus lugares de origen se debid
fundamentalmente a los grandes movimientos migratorios: conquistas de Alejandro
Magno, expansion del Islam, cruzadas, descubrimiento de América, etc (Infoagro
Systems S.L, 2015).

Figura 1.1. Citrus clementina

1.1.2. Taxonomia y morfologia
-Familia: Rutaceae.
-Subfamilia: Aurantioidea.
-Género: Citrus.
-Especie: Citrus reticulata. Esta es la especie de las mandarinas. Siempre se ha
considerado que las clementinas son una variedad de las mandarinas (Soler-Aznar y
col.,, 2006). Actualmente se considera que las clementinas son un hibrido de
mandarinas con otros Citrus (Wu y col., 2014).
-Porte: menor que el naranjo y algo mas redondeado (Figura 1.2.)
-Raiz: soélida, blanca y bajo condiciones de cultivo, posee gran cantidad de
pelos radiculares.
-Hojas: unifoliadas y de nerviacion reticulada, con alas rudimentarias pequefias.
-Flores: solitarias 0 en grupos de 3 0 4.



-Fruto: Tienen forma esférica o ligeramente achatada, de tamafio pequefio a mediano.
De facil pelado. Existen variedades muy semilladas y otras partenocarpicas (Infoagro
Systems S.L, 2015; Agusti, 2002).

Figura 1.2. Arbol Clemenules

1.1.3. Distribucion geografica e importancia econ6  mica

Las clementinas se cultivan por sus frutos de agradable sabor, sin semillas y
muy faciles de pelar, lo que hacen que sean muy atractivos para el consumidor. Han
alcanzado su maximo desarrollo en las areas subtropicales (30-40° latitud N y S). En
estas areas la produccion es estacional y la calidad del fruto para el consumo en
fresco es excelente. La produccion de mandarinas muestra un ritmo creciente mas
acusado que el de las naranjas. En las regiones tropicales (desde el ecuador hasta 23-
24° latitud N y S) la calidad del fruto es muy variable, dependiendo de los microclimas
y de la altitud. La produccion es casi continua a lo largo del afio y generalmente los
frutos no alcanzan su color caracteristico, aunque son jugosos, muy dulces, poco
acidos y se destinan principalmente al mercado local (Infoagro Systems S.L, 2015).

Actualmente los citricos son los frutos de mayor produccion en el mundo.
Espafia es el mayor productor de citricos de la Union Europea y quinto en el
mundo con una produccion anual superior a 5 millones de Tm durante la Ultima
década, de las cuales cerca del 80% se comercializan para el consumo en
fresco y el 60% se exportan a otros paises, sobre todo dentro de la UE (datos
del Ministerio de Agricultura). La Comunidad Valenciana es la principal regién
citricola a nivel nacional, tanto por la superficie dedicada a este cultivo
(aproximadamente 182.000 Ha, cerca del 60% del total nacional) como por
produccion (mas de 3 millones de toneladas anuales, casi un 60% de la
produccion nacional). La citricultura espafiola, y en particular la valenciana,
tiene una fuerte vocacion exportadora (el 75% de la exportacion citricola
nacional es valenciana), fundamentalmente de productos destinados al
consumo en fresco y con unos elevados estandares de calidad. De acuerdo a
la FAO, Espafia es el principal exportador de citricos en el mundo, destinando
mas de la mitad de su produccion a la exportacion. En la Comunidad
Valenciana se producen mayoritariamente mandarinas y naranjas (50% y 45%
de la produccién total de citricos, respectivamente) y en menor medida limones
(menos del 1%) (Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias, 2015).
Actualmente se cultivan en torno a 35 variedades con cierta importancia
comercial, de las cuales destacan las naranjas Navelina, Navelate y Valencia
Navel y la mandarina Clemenules. A pesar de la excelente estructura varietal
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de la que se dispone en la Comunidad Valenciana, se estan dirigiendo
constantes esfuerzos hacia la obtencién de nuevas variedades de citricos que
permitan una mejor adaptacion del sector citricola a las condiciones del
mercado. Algunos de los aspectos sobre los que se esta incidiendo son la
ampliacion del periodo de produccion, la mejora de la calidad, el aumento de la
produccion, etc. (Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias, 2014). Hay
un gran interés por las variedades precoces (Marisol, Clemenpons...) y tardias
(Moncada) de clementina y en general por las clementinas de calidad
(Clemenules).

1.1.4. Requerimientos edafoclimaticos

El arbol de mandarino mas resistente al frio y mas tolerante a la sequia
que el naranjo, pero los frutos son sensibles. El factor limitante es la
temperatura minima, ya que no tolera las inferiores a 3 °C; pues la temperatura
determina el desarrollo vegetativo, floracion, cuajado y calidad de los frutos.
Las temperaturas altas constantes mantienen altos niveles de clorofilas y su
color es persistentemente verde.

Necesitan suelos permeables y poco calizos y un medio ambiente
hamedo tanto en el suelo como en la atmosfera. Se recomienda que el suelo
sea profundo para garantizar el anclaje del arbol, una amplia exploracion para
garantizar una buena nutricién y un crecimiento adecuado. Los suelos deben
tener una proporcién equilibrada de elementos gruesos y finos (textura), para
garantizar una buena aireacion y facilitar el paso de agua, ademas de
proporcionar una estructura que mantenga un buen estado de humedad y una
buena capacidad de cambio cationico.

No toleran la salinidad y son sensibles a la asfixia radicular. En general
la salinidad afecta al crecimiento de las plantas mediante alteraciones hidricas
producidas por sus efectos osmaticos, y también por acumulacién de iones
toxicos y por Interferencias con la absorcion de elementos nutritivos esenciales,
gue provocan desequilibrios en el balance de elementos minerales. En los
citricos los efectos dafinos de las sales se combaten con estrategias de riego,
uso de material vegetal tolerante y la utilizacion de sales de calcio. (Legaz
Paredes y Primo Millo, 1995)

1.1.5. Tipos varietales

Las variedades de mayor interés entre las mandarinas (Soler-Aznar y
col., 2006) son:

Clementinas: son las de de menor tamafo y mejor calidad gustativa. Destaca la
variedad Clemenules. En general la recoleccidén es desde principios de octubre hasta
finales de enero, dependiendo de la variedad.

Satsumas: son las mas precoces, con frutos de mayor tamafio y peor calidad
gustativa, sin semilla. Destaca la variedad Clausellina. Recoleccién desde mediados
de septiembre hasta mediados de noviembre
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Otros tipos: ornamentales, mandarino Cleopatra, hibridos Nova, Citroyer, etc.
1.1.5.1. Grupo Clementino. Variedades

Clemenules : Se origind por una mutacién de clementina fina, originada en Nules
(Castellén). El arbol tiene vigor medio, poca espinosidad y alguna agalla multiyema.
Tiene forma redondeada con ramas inclinadas. Las hojas son grandes de color verde
claro. La floracién puede presentarse escalonada en el tiempo. El polen posee alto
poder germinativo. Es partenocarpica y autoincompatible (Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias, 2014). El fruto es de tamafio grande (80-100 gramos), con
forma algo achatada y de corteza de color naranja intenso. La pulpa es jugosa de muy
buena calidad. Es facil de pelar y practicamente no tiene semillas. La recoleccion es
de principios de noviembre a finales de enero, después que Oroval. Es una variedad
productiva y de rapida entrada en produccion. Los frutos se mantienen relativamente
bien en el arbol.

Clemenpons : Se origind por una mutacion espontanea de Clemenules, detectada en
Pego (Alicante). El arbol y el fruto son muy similares a los de la variedad de la que
procede, pero se adelanta 15 dias la maduracion respecto a éste. El arbol es vigoroso,
de crecimiento abierto, algo mas bajo y con presencia de espinas en las ramas
vigorosas que desaparecen con el tiempo. Presenta una caracteristica proliferacion de
yemas vegetativas en la zona inmediatamente por encima del injerto. El fruto, sin
semillas, es muy parecido a Clemenules, de forma redondeada y aplanada por los
polos. Desarrolla buen calibre, se pela facilmente y alcanza los indices de calidad
interna unas dos semanas antes de Clemenules. Requiere ser cosechada
rapidamente. La variedad es partenocéarpica y autoincompatible. Es productiva y con
muy buen desarrollo de calibre. La recoleccion es de primeros de octubre a mediados
de noviembre.

Marisol : El &arbol es muy vigoroso, con habito de crecimiento ascendente, frondoso. El
color de la madera es relativamente oscuro con entrenudos cortos. La madera de las
ramas es muy fragil y se rompe con facilidad. Tiene espinas en ramas vigorosas. Es
de recolecciéon temprana. La recoleccion es de finales de septiembre a finales de
octubre.

Oronules : El arbol tiene un crecimiento abierto y forma esférica. Las hojas son
lanceoladas, coriaceas y pequefias que recuerdan a las del olivo, con tendencia a
curvarse hacia el envés. Tiene yemas multiples en las axilas de las hojas. Las ramas
no presentan espinas. Los frutos tienen una coloracién naranja-rojiza muy intensa y
son sensibles al golpe de sol. Tienen tendencia al bufado. La recoleccion es de finales
de septiembre a principios de noviembre.

1.1.6. Partes del fruto de los citricos

El fruto de los citricos es una clase especial de baya llamado Hesperidio
(Figura 1.3.) (un hesperidio es un fruto dividido en varias secciones, las cuales estan
envueltas en una membrana). Se origina del desarrollo del ovario y esta formado por
unos diez carpelos unidos alrededor de un eje floral, formando asi los l6culos donde
crecen los sacos de zumo y las semillas. Entre dos I6culos vecinos aparece un tejido
gue constituye el septo, que se rompe muy facilmente y permite la separacion de los
I6culos o gajos del fruto maduro (Agusti, 2002).



El pericarpio, la corteza del fruto, constituye la parte mas externa del mismoy a
partir del cual se extraen los aceites esenciales. Esta formado por tres capas. El
exocarpo o flavedo es la parte mas externa del pericarpio y esta formado por una
epidermis compuesta de células parenquiméticas, de forma tabular y muy
estrechamente unidas entre si que contindan dividiéndose hasta que el fruto madura.
Contienen también los cloroplastos, que le proporcionan el color verde a los frutos
inmaduros; con la maduracion se va perdiendo clorofila y aumentado el contenido de
carotenoides que le proporcionan al fruto su color caracteristico (en las naranjas
sanguinas son los antocianos los responsables de su color rojizo). Una capa cuticular
cubre toda la superficie del flavedo e incluso se introduce entre los resquicios que
dejan entre si las células epidérmicas. El espesor de esta capa es variable y depende
de la edad de las células, aumentado con ella. Por debajo de estas células
parenquimaticas aparecen varias capas de células subepidérmicas, de formas mas o
menos globosas, que constituyen las glandulas de aceites esenciales. La capa
intermedia del pericarpio es el mesocarpo o albedo, que esta formado por un tejido
parenquimatico de varias filas de células, con grandes espacios intercelulares y de
aspecto esponjoso, normalmente de color blanco, de ahi su nombre. La capa mas
interna del pericarpio es el endocarpo, que ya forma parte de la membrana de los
l6culos y que esta formada por varias capas de células que forman un parénquima
compacto y una epidermis, que ya estd en contacto con los l6culos). Cuando el fruto
madura, la corteza puede separarse del endocarpo, quedando solo constituida por el
flavedo y el albedo (Agusti, 2002).
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Figura 1.3. Partes del fruto de citricos

1.2. ACEITES ESENCIALES
1.2.1. Concepto de aceite esencial

Los aceites esenciales son “productos de composicion generalmente muy
compleja que contienen los principios volatiles que se encuentran en los vegetales
mas o menos modificados durante su preparacion” (Bruneton, 2001). Estos aceites
son de gran importancia en la industria farmacéutica, asi como en industria cosmética
y de perfumeria y también en la industria agroalimentaria.
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1.2.2. Distribucion, localizacion y funcion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se extraen casi en su totalidad de vegetales superiores.
Se han identificado mas de 17.000 especies aromaticas. Los géneros capaces de
proporcionar los aceites esenciales pertenecen a un namero limitado de familias, como
Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae,
Poaceae, Zingiberaceae, Piperaceae, etc (Bruneton, 2001).

Los aceites esenciales pueden almacenarse en todos los érganos vegetales.
Asi se pueden obtener de las flores (bergamota, nardo), igualmente de hojas (melisa,
eucalipto, laurel) y, aunque sea menos frecuente, a partir cortezas (canela), lefios
(lefio de rosa, sandalo), rizomas (cdrcuma, jengibre), frutos (anis verde, anis
estrellado, citricos), semillas (nuez moscada). Aunque todos los érganos de una
especie pueden contener aceite esencial, la composicion de éste varia el 6rgano del
gue proceda. Asi por ejemplo, en el caso del naranjo amargo (C.aurantium L. ssp.
Aurantium, Rutaceae) el flavedo (la corteza sin el albedo) proporciona el aceite
esencial de naranja amarga, la flor produce esencia de Neroli y la hidrodestilacién de
la hoja, ramitas y pequefios frutos da lugar a la esencia de petit grain, siendo diferente
la composicion de estos tres aceites. Cuantitativamente, los rendimientos en aceite
esencial son mas bien bajos, frecuentemente inferiores a 10 mL/kg (Bruneton, 2001).

Normalmente, los aceites se sintetizan y se acumulan en estructuras
especializadas, casi siempre situadas sobre o cerca de la superficie de la planta como
por ejemplo los pelos secretores de las Laminaceae, glandulas secretoras de las
Myrtaceae o las Rutaceae (citricos) o canales secretores de las Apiaceae o las
Asteraceae (Bruneton, 2001).

En cuanto a su funcion fisiol6gica, se cree que los aceites esenciales tienen
funciones de defensa contra patégenos (insectos, hongos) y herbivoros y de atraccion
de insectos polinizadores y dispersores de semillas (Bruneton, 2001; Carrera y col.,
2007).

1.2.3. Propiedades fisicas de los aceites esenciale s

Los aceites esenciales son liquidos a temperatura ambiente, volatiles,
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 organicos como hexano o diclorometano. Pueden ser
arrastrados por corrientes de vapor de agua, siendo muy poco solubles en ella, pero
aun asi pueden proporcionarle olor al agua (Bruneton, 2001).

1.2.4. Composicion quimica de los aceites esenciale s

Los aceites esenciales son mezclas complejas y muy variables de compuestos
volatiles que pertenecen casi en su totalidad a dos grupos que se sintetizan a partir de
dos rutas metabdlicas diferentes. Un grupo lo forman los terpenoides, que derivan de
la via del &cido mevaldnico, y el otro, normalmente menos abundante, esta constituido
por compuestos aromaticos derivados del fenilpropano



1.2.4.1. Terpenos

En los aceites esenciales se encontraran Unicamente los terpenos mas
volétiles, es decir, aquellos de masa molecular mas pequefia, formados por dos o tres
unidades isoprénicas. Son los monoterpenos (diez atomos de carbono) vy
sesquiterpenos (quince atomos de carbono). Se han descrito varios millares de
compuestos en estas dos series.

Monoterpenos . (Figura 1.4.) Casi siempre se encuentran como hidrocarburos.
Estos pueden ser aciclicos (mirceno, ocimenos), monociclicos (limoneno, a- y y-
terpineno, p-cimeno) o biciclicos (pinenos, 3-careno, canfeno, sabineno). A veces
constituyen mas del 90% del aceite esencial, como es el caso de los aceites
esenciales de citricos (Gonzélez-Mas y col., 2010).
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Figura 1.4. Estructuras de monoterpenos

Los monoterpenos presentan muchas veces funciones oxigenadas en su
estructura, debido a la reactividad de los cationes intermediarios. Asi podemos
encontrar monoterpenos con las siguientes funciones:

alcoholes: aciclicos (geraniol, linalol, citronelol), monociclicos (mentol, a-terpinol, 1-
terpinen-4-ol), biciclicos (borneol, fenchol);

aldehidos: generalmente aciclicos (geranial, neral, citronelal);

cetonas: aciclicas (tagetona), monociclicas (mentona, isomentona, carvona,
pulegona), biciclicas (alcanfor, fenchona);

ésteres: aciclicos (acetato o propionato de linalilo, acetato de citronelilo),
monociclicos (acetato de mentilo, acetato de a-terpinilo), biciclicos (acetato de
isobornilo);

éteres: 1,8-cineol (llamado también eucaliptol); igualmente éteres ciclicos,
tetrahidrofuranicos o di- y tetrahidropirdnicos que, para algunos, juegan un papel
principal en el aroma de los frutos (6xidos de linalol, 6xidos de rosa);

fenoles: timol, carvacrol.



Sesquiterpenos . (Figura 1.5.) Normalmente se suelen encontrar en forma de
hidrocarburos y también formando alcoholes o cetonas o aldehidos. El alargamiento
de la cadena (Ci;5) aumenta el numero de ciclaciones posibles, de ahi su mayor
variedad de estructuras con respecto a los monoterpenos (se han descrito mas de una
centena de esqueletos diferentes). Algunos sesquiterpenos caracteristicos de aceites
esenciales son hidrocarburos mono vy policiclicos (B-bisaboleno, [B-cariofileno),
alcoholes (farnesol, carveol), cetonas (nootkatona) y aldehidos (sinensales).

HO

. carotol
bisaboleno

Figura 1.5. Estructuras de sesquiterpenos
1.2.4.2. Compuestos aromaticos

Los compuestos aromaticos son derivados del fenilpropano (Cs-C3) y son
generalmente mucho menos abundantes que los de origen terpénico en los aceites
esenciales. Se trata habitualmente de alil- y propenilfenoles, a veces de aldehidos,
caracteristicos de determinados aceites esenciales de Apiaceae (por ejemplo anis,
hinojo y perejil, en los que se han identificado los sesquiterpenos anetol, anisaldehido
y apiol, respectivamente). También son caracteristicos los sesquiterpenos del clavo,
nuez moscada, albahaca, canelas (eugenol, safrol, asaronas, cinamaldehido, etc).
Igualmente se pueden encontrar en los aceites esenciales compuestos fendlicos Ce-C;
como la vainillina.

1.2.4.3. Compuestos de origenes diversos

Se trata de compuestos que resultan de la transformacién de compuestos no
volatiles. Podemos encontrar de varios tipos segun su origen:

Compuestos procedentes de la degradacién de acidos grasos. La peroxidacion
de los &cidos linoleico y a-linolénico induce su ruptura, la formacién de acidos en Cgy 0
Ci> Yy, posteriormente la de alcoholes, aldehidos y ésteres de pequefia masa
molecular, como 3-(Z)-hexen-1-ol, 2-hexenales y sus isémeros responsables del olor
herbaceo de las hojas, octanal, decanal, acetato de hexenilo, etc.

Compuestos procedentes de la degradacion de terpenos:

Cis-norisoprenoides. Los principales constituyentes de este grupo son las iononas,
que provienen de la auto-oxidacion de los carotenos. Estan ampliamente
distribuidos en numerosos géneros y se encuentran con frecuencia en los aceites de
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los frutos. Las damascenonas (rosa, geranio) y las damasconas tienen un origen
semejante.

Ironas. Estas cetonas en Cj; son igualmente productos de degradacién de
triterpenos biciclicos. Son caracteristicas del rizoma del lirio (Iris florentina L., Iris
pallidaLamk. Iris germanica L.) y se van sintetizando durante el envejecimiento del
rizoma.

1.2.4.4. Caso concreto: Composicion del aceite esen  cial de clementinas.
Papel en la diferenciacion de variedades

El perfil volatil del aceite esencial de clementinas es semejante cualitativa y
cuantitativamente a otros citricos como naranjas (Citrus sinensis) (Viuda-Martos y col.
2009), aunque hay que tener en cuenta que soOlo se pueden comparar variedades
cultivadas en condiciones similares (Fanciullino y col., 2006). Las mandarinas, de
donde proceden las clementinas, estan clasificadas en mas de 30 especies, de
acuerdo con el sistema establecido por Tanaka (1961). Estas especies estan
compuestas por una o varias decenas de variedades, en ocasiones muy dificiles de
diferenciar morfolégicamente. Dado que la variabilidad quimica del aceite esencial de
la corteza de los citricos depende de los factores genéticos, el estudio quimico de
dicho aceite ayuda a diferenciar estas variedades (Ruberto y col., 1997; Merle y col.,
2004).

Los compuestos mas abundantes del aceite esencial de las clementinas son
los monoterpenos (Ruberto y col.,, 1997; Dugo y col., 2002; Merle y col., 2004).
Representan aproximadamente el 95% de todo el aceite esencial, siendo el limoneno
el compuesto mayoritario (alrededor del 92% del total) (Merle y col., 2004; Gonzalez-
Mas y col.,, 2010). Otros monoterpenos hidrocarbonados importantes en el aceite
esencial de mandarinas son a- y B-pineno, a- y y-terpineno, camfeno, sabineno, -
mirceno, a-felandreno, 3-careno, etc. También destacan otros monoterpenos con
funciones oxigenadas, como el alcohol linalool o trans-carveol, los aldehidos citronellal
o neral y la cetona carvona.

Otros compuestos que forman parte de los aceites esenciales de citricos son
sesquiterpenos hidrocarbonados (por ejemplo a-copaeno o a-humuleno) o con algun
grupo funcional tipo cetona, alcohol o aldehido como cis-nerolidol o a- y B-sinensal.
También se suelen identificar algunos compuestos no pertenecientes al grupo de los
terpenos, como compuestos alifaticos de mas de cinco atomos de C; ejemplos de
estos ultimos son el 2-(Z)-hexenal, muy frecuente en el aceite esencial de los citricos y
responsable del aroma a hierba fresca (Gonzélez-Mas y col., 2010) o los aldehidos
octanal y decanal, que le proporcionan un aroma a grasa (Cornell University, 2004).
También se ha descrito en estos aceites el compuesto a-ionona que pertenece al
grupo de los norisoprenoides (Viuda-Martos y col., 2009).

1.2.5. Influencia de factores extrinsecos en los ac  eites esenciales

Los factores ambientales influyen en la composicién de los aceites esenciales.
La temperatura, la humedad relativa, la luminosidad y los vientos ejercen una
influencia directa, sobre todo en especies que poseen estructuras histoldgicas de
almacenamiento superficiales (por ejemplo los pelos secretores de las Laminaceae).
Cuando la localizacion es mas profunda la calidad es mucho mas constante. En ciertos
Citrus, el contenido es tanto mas importante cuanto mas elevada es la temperatura.



Las practicas de cultivo son también determinantes en el rendimiento y la calidad del
aceite. El aporte de abonos, el régimen hidrico y la influencia de las variaciones de N,
P, K se ha estudiado en diversas especies. La experiencia demuestra que hay reglas
generales aplicables en todos los casos (Bruneton, 2001).

El proceso de obtencion también influye en la composicion de los aceites
esenciales. La labilidad de los constituyentes de los aceites esenciales explica que la
composicion del producto obtenido por hidrodestilacion, sea generalmente diferente de
la mezcla de constituyentes inicialmente presente en los 6rganos secretores del
vegetal. Durante la hidrodestilacion, el agua, la acidez y la temperatura pueden inducir
la hidrélisis de los ésteres pero también reagrupamientos, isomerizaciones,
racemizaciones, oxidaciones, etc.

Por dltimo, es necesario sefialar también la influencia del estado de la materia
prima en la composicion del aceite esencial. En algunas Lamiaceae, es suficiente el
almacenamiento durante 24 horas para inducir cambios sensibles en su composicion.
Hay que sefialar finalmente que la cinética de la destilacién no es igual para todos los
componentes de un aceite esencial (hidrocarburos, alcoholes, cetonas, etc.), por lo
gue la composicion del destilado varia en funcién de la duracion y condiciones de la
extraccion (Bruneton, 2001).

1.2.6. Actividades biologicas de los aceites esenci  ales

Se han descrito muchas actividades biologicas para los aceites esenciales
(Calo y col. 2015). En el caso de los citricos, se ha demostrado que tienen actividades
antibacterianas, antifingicas y antioxidantes (O'Bryan y col., 2008; Chutia y col., 2009;
Malhotra y col., 2009).

1.3. TECNICAS PARA AISLAR COMPUESTOS VOLATILES

Estas técnicas son usadas para el analisis de compuestos volatiles de
una gran variedad de muestras, desde el aroma de las flores (Baez y col.,
2012), hasta el aroma de algunas frutas como por ejemplo la papaya (Flath y
col., 1990) o la manzana (Hern y Dorn, 2003). Entre dichas técnicas las mas
importantes son:

1.3.1. Extraccién con disolvente

La extraccion con disolventes se realiza mediante una cromatografia de
adsorcion en columna (Martinez y Csaky, 1998). Este método consiste en
hacer pasar la muestra, previamente extraida con un disolvente apolar a partir
del material vegetal y posteriormente concentrada, por una columna de vidrio
rellena de un material adsorbente que constituye la fase estacionaria. La
muestra se afiade por la parte superior de la columna, quedando retenida sobre
el material adsorbente. A continuacion se le afiaden los disolventes organicos
(la fase mavil), de tal manera que los componentes de la muestra se desplazan
arrastrados por estos disolventes y, dependiendo de la adsorcion selectiva que
posea cada compuesto por la fase estacionaria, lo haran a velocidades
diferentes, efectuandose asi la separacion. La longitud y la anchura de la
columna son factores determinantes para la correcta separaciéon de los
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componentes de la muestra, asi como la eleccién de la fase movil y la fase
estacionaria (Figura. 1.6.).

Figura 1.6. Columna de extraccion con disolvente.

El tipo de adsorcion depende de la naturaleza del enlace que se
establece entre la fase estacionaria y los compuestos de la muestra. Puede ser
por fisisorcion, que es la forma més simple de adsorcion, y es debida a fuerzas
de union débiles, (fuerzas de Van der Waals, los puentes de hidrégeno o las
interacciones hidrofébicas) o puede ser por quimisorcion, que ocurre cuando se
establece un enlace quimico entre ambos. El grado de intercambio depende de
los materiales involucrados.

Normalmente para la separacién de compuestos volatiles se utiliza una
fase estacionaria que retiene a estos compuestos por fisisorcion. Como los
compuestos volatiles son de muy baja polaridad (con muy pocos grupos
hidroxilos y de bajo peso molecular), sélo se puede utilizar una fase
estacionaria de caracter apolar que sea capaz de retenerlos mediante
interacciones hidrofobicas (Gomez y col., 1995). Una vez el relleno haya
retenido todos los compuestos volatiles, los Unicos disolventes organicos que
van a ser capaces de arrastrar estos volatiles adheridos a la resina seran los
disolventes de baja y media polaridad (hexano, pentano, diclorometano,
acetato de etilo, etc).

1.3.2. Destilacion

La destilacion se emplea para separar los compuestos volatiles de una
mezcla liquida, siempre y cuando sus puntos de ebullicion difieran en menos de
100 °C. Puede ser sencilla (Clevenger) o puede ser fraccionada, la cual
equivale a varias destilaciones sencillas (Martinez y Cséky, 1998; Gonzalez-
Mas y col., 2010).

En la extraccion tipo Clevenger la muestra se coloca en el interior de un
matraz de vidrio donde también se afiade un determinado volumen de agua,
qgue nunca debe superar la mitad del volumen del matraz, el cual se calienta a
una temperatura no superior a 60 °C gracias a una manta calefactora. A este
matraz se le acopla una columna ladeada por donde se evaporan los
compuestos volétiles. La muestra se ha de calentar lentamente para evitar la
succion del liquido hacia la cabeza de destilacion. Al final de la columna esta
acoplado el refrigerante, que hace condensar los aceites esenciales, los cuales
caen en un pequeio tubo, que es una ramificacion perpendicular de la columna
principal (cuatro veces mas estrecho que la misma) y que esta situado en la
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parte superior de dicha columna, justo por debajo del refrigerante, lo que facilita
la condensacion de los aceites esenciales en el interior de este tubito. Estos
aceites se recuperan facilmente, ya que este tubo secundario tiene en su
extremo inferior una llave que puede abrirse y asi recoger el aceite en un vial
(Gonzalez-Mas y col., 2010) (Figura 1.7.).

Figura 1.7. Extraccion de tipo Clevenger

En la destilacion fraccionada también se dispone de una manta eléctrica
y un el matraz de destilacion de fondo redondo, donde se introduce la muestra
a destilar (Martinez y Cséaky, 1998). Acoplado a esta matraz se debe colocar
una columna, normalmente tipo Vigreux, donde entran los vapores procedentes
de la muestra (Figura 1.8.); este tubo proporciona una gran superficie para el
intercambio de calor entre el vapor ascendente y el condensado descendente,
lo que hace posible una serie completa de evaporaciones y condensaciones
parciales a lo largo de los distintos platos de la columna, donde se van
separando, con un alto grado de pureza, los diferentes compuestos volatiles
dependiendo de su punto de ebullicion. En la parte superior del tubo va unido la
cabeza de destilacion, que es la pieza que ensambla el matraz y el tubo con el
termémetro y el refrigerante. Este Gltimo debe ser recto y se coloca siempre en
la salida lateral de la cabeza de destilacién, con el angulo dictado por ella,
evitando tensiones. Finalmente, unido al refrigerante por su parte inferior se
coloca un colector de fracciones acoplado a varios matraces, lo que permite ir
cambiando de matraz en funcién de la temperatura de destilacion, de manera
rapida, por simple giro del sistema, aislando los compuestos volatiles.

Figura 1.8. Columna destilacién fraccionada
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1.3.3. Técnicas de espacio en cabeza

El espacio en cabeza es una técnica ampliamente utilizada para la
extraccion de analitos volatiles a partir de muestras solidas o liquidas (Rouseff
y Cadwallader, 2001). Se basa en el calentamiento de un liquido o un sélido en
un recipiente cerrado herméticamente y parcialmente lleno, normalmente un
vial, de modo que queda un espacio libre en la parte superior del recipiente, el
denominado espacio en cabeza. Los compuestos volatiles son liberados desde
la matriz y pasan a la fase gaseosa, estableciéndose un equilibrio entre ambas
fases. Segun como se realice la toma de muestra desde este espacio en
cabeza podemos distinguir las siguientes técnicas:

1.3.3.1. Técnica de espacio en cabeza estatico

Con esta técnica, en los sistemas mas clasicos, una vez se alcanza el
equilibrio entre la matriz y el espacio en cabeza, se toma la muestra de este
espacio mediante una jeringa biselada, tipica de cromatografia de gases, que
luego se inyecta en el cromatégrafo. En instrumentos mas modernos este vial
esta colocado en un automuestreador, el cual esta disefiado para calentar la
muestra y una vez que se alcanza este equilibrio, presuriza el espacio en
cabeza mediante una columna colocada sobre el vial que le inyecta el gas
portador, normalmente helio. Para tomar la muestra se cierran las valvulas de
paso del helio al muestreador y el vial actia como un reservorio de este gas, de
tal manera que la muestra sale del vial por diferencias de presion a traves de
esta columna y se ve obligada a atravesar la linea de transferencia (un capilar)
que es el unico espacio por donde la muestra puede discurrir. Al final de esta
linea hay una trampa fria donde la muestra queda retenida (Rouseff y
Cadwallader, 2001) (Figura 1.9.).

PRESURIZATION SAMPLING

Figura 1.9. Inyeccion de la muestra aislada por esp  acio en cabeza estatico

Al final de cada toma de muestra, las valvulas de helio son reabiertas y
el flujo de gas se normaliza a través de todo el equipo. La muestra puede
concentrarse en la trampa fria, repitiendo este proceso tantos ciclos como sea
necesario hasta acumular una cantidad suficiente para ser detectada, lo cual
incrementa enormemente la sensibilidad del equipo. Esta trampa fria esta
herméticamente unida a un cromatografo de gases, de tal manera que cuando
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se quiere introducir la muestra en el mismo se ha de calentar esta trampa
rapidamente a altas temperaturas esta trampa, asi se desorben al mismo
tiempo todos los componentes retenidos y son arrastrados por el helio al
cromatografo de gases (Figura 1.10.).

Figura 1.10. Desorcion del analito por la trampa fr ~ ia en el interior del CG
1.3.3.2. Técnica de espacio en cabeza dinamico

Cuando la mezcla de compuestos volatiles presentes en el espacio en
cabeza del vial son barridos directamente por un gas portador, helio
normalmente, sin esperar a alcanzar un equilibrio entre la matriz y el espacio,
hablamos de espacio en cabeza dinamico. El flujo de helio suele ser alto, del
orden de 80 mL/min y se hace pasar por el espacio en cabeza durante 10-20
minutos. En esta técnica el gas de arrastre con los analitos debe luego
atravesar un sélido adsorbente (Chromosorb®, Tenax® u otro), para la fijacién
de los mismos y su elusion posterior de forma subita, antes de ser introducidos
en el cromatografo de gases (Mateo y Jiménez, 2000; Kolb y Ettre, 1997).

1.3.3.3. Técnica de espacio en cabeza-microextracci 0On en fase
solida

La microextraccion en fase sélida (SPME) es una técnica extractiva que
permite concentrar y aislar los analitos de la matriz de la muestra (Pawliszyn,
1997). Estos se adsorben o absorben a unas fibras de silice fundida con un
determinado recubrimiento que, en la mayoria de los casos, es polimérico. Hay
gue tener en cuenta que en realidad existen dos formas de realizar la
extraccion en SPME, una es la extraccion por inmersion directa, donde la fibra
se introduce en el seno de la disolucion, y la otra es la técnica de espacio en
cabeza o headspace, en la que la fibra se introduce en la zona superior del vial
y sin que se sumerja en la disolucién (Figura 1.11.). Esta Gltima es la que se ha
utilizado en este proyecto.

Debido al pequefio tamafio y la geometria cilindrica de la fibra utilizada
en SPME, ésta se puede incorporar a una jeringa de acero inoxidable, asi se
facilita su manipulacion y al mismo tiempo queda protegida cuando no se
utiliza, ya que ésta permanece dentro de la aguja de la jeringa. La transferencia
de los compuestos contenidos en la fibra al sistema de analisis permite la
identificacion y cuantificacion de los mismos.
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Figura 1.11. *Técnica de inmersién directa. °Técnica de espacio en cabeza. °Desorcién en CG

Al margen de las dos formas posibles de extraccion, el proceso consta
de dos etapas: una primera etapa de adsorcion (o absorcion) y una segunda
etapa de desorcion.

- Primera etapa: Etapa adsorcion/absorcion

En esta etapa la fibra se introduce en el vial pinchando el septum del vial
con la aguja donde esta escondida la fibra. Una vez dentro del vial, se empuja
el émbolo de la jeringa, de tal manera que la fibra sale de la aguja y queda
expuesta a la muestra (bien en el espacio en cabeza o dentro de la propia
matriz). A partir de este momento se produce una migracion de los compuestos
desde la solucion a la fibra, hasta que se alcanza la situacion de equilibrio.
Para aumentar la velocidad de la extraccion es necesario utilizar un sistema de
agitacion de manera que se facilite la difusion de los compuestos hacia la
superficie de la fibra. La cantidad de compuesto extraido viene determinado por
su coeficiente de particion entre la muestra y el material que recubre las fibras.
La extraccion se considera completa cuando la concentracion del compuesto
ha alcanzado el equilibrio de distribucion entre la muestra y la fibra.

Los parametros que pueden afectar a este proceso son el tiempo y la
temperatura de extraccion, la agitacion de la muestra, el volumen de muestra y
las condiciones de la muestra (pH, adicion de sales o solventes organicos).
Ahora se procede a describir como afectan estos parametros a la extraccion.

Tiempo: El tiempo de extraccion es un parametro a tener muy en cuenta,
ya que viene determinado por el tiempo necesario para llegar al estado de
equilibrio, en el cual la cantidad de analito extraida se mantiene constante. Este
tiempo es caracteristico de cada compuesto-fibra. Para obtener un correcto
analisis debemos asegurarnos que el tiempo de extraccion sea suficiente para
alcanzar el estado de equilibrio, ya que pequeiias oscilaciones pueden variar
de manera considerable la cantidad de analito extraido.

Temperatura de extraccion. Este parametro contribuye de dos formas
completamente opuestas en el proceso. Por un lado, los coeficientes de
difusion de los compuestos en la muestra aumentan al incrementar la
temperatura, por lo que aumenta la cantidad de compuesto extraida. Al
aumentar la temperatura, aumenta la concentracion de los analitos en el
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espacio de cabeza por lo que la extraccion es mas rapida. Por otro lado, un
aumento excesivo de la temperatura disminuye los coeficientes de distribucién
del compuesto entre la muestra y la fibra, por lo que la eficacia de la extraccion
se ve afectada negativamente. Por lo tanto, segun el tipo de analitos a analizar

tendremos que seleccionar la temperatura adecuada para realizar la extraccion.

Concentracion de sal en la muestra y la modificacion del pH. La
presencia de sales en la muestra, generalmente cloruro de sodio, aumenta el
coeficiente de distribucion de los compuestos que estan presentes en forma no
ionizada, por lo que la cantidad de compuesto extraida generalmente aumenta.
Sin embargo, si los compuestos estan en forma ionizada, se observa una
disminucién de la eficacia de la extraccion. Esto se debe al aumento del
coeficiente de actividad de las especies ionicas al aumentar la fuerza idnica de
la solucion. En consecuencia, el pH de la muestra es otro factor a tener en
cuenta en la optimizacion del proceso de SPME ya que los analitos deb
en estar siempre presentes en la muestra en su forma neutra para su
extraccion.

Volumen de muestra. Es otro parametro a tener en cuenta al desarrollar
un méetodo analitico basado en SPME. Se debe seleccionar en funcion de los
coeficientes de distribucidén de los compuestos.

- Segunda etapa: Etapa desorciéon

En la segunda etapa la desorcidon se realiza térmicamente (cuando la
toma de muestra se ha hecho por espacio en cabeza) o bien por adicion de un
solvente organico (cuando la toma de muestras se ha realizado por inmersién
de la fibra en la propia matriz). En el primer caso se utilizara un cromatégrafo
de gases y para la segunda se utilizar4 un cromatégrafo liquido (HPLC).

Si la desorcion se realiza térmicamente, los parametros a optimizar en el
cromatografo de gases son la temperatura y el tiempo de desorcion, de tal
manera que la temperatura de desorcion debe ser la méxima temperatura de
uso de la fibra recomendada por el fabricante y el tiempo debe ser el adecuado
para que la desorcién de los analitos de la fibra sea completa.

Si la desorcion se realiza mediante el uso de un solvente organico, los
parametros a optimizar en el HPLC son el tipo de solvente organico y el
volumen de solvente. Asi, el tipo de disolvente debe ser compatible con la fibra
y debe utilizarse el menor volumen posible, de tal manera que la concentracion
de los compuestos sea lo mas alta posible y sean mas faciles de detectar.

- Tipos de fibras en SPME

Debido a la gran expansion de las técnicas de SPME existen muchos
tipos de fibras. Se pueden encontrar 50 recubrimientos quimicos diferentes de
fibra, por lo que se consiguen fibras muy selectivas para determinados tipos de
compuestos. El espesor del recubrimiento puede oscilar entre 7 um y 100 umy
el material sobre el que se deposita el recubrimiento suele ser silice fundida,
aunque también se han comercializado fibras preparadas con el material
StableFlex®, constituido por nicleos de fibras de aleacién metéalica, que le
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proporcionan una mayor resistencia. Existen dispositivos de fibra para uso
manual o con automuestreador. Las agujas donde queda escondida la fibra
pueden ser de calibre 24, el estandar, o bien 23; la longitud de las fibras suele
ser de 1 cm pero también las hay de 2 cm.

Los primeros recubrimientos comercializados fueron los de
polidimetilsiloxano (PDMS) y poliacrilato (PA), pero los tipos de recubrimientos
han ido aumentando progresivamente y actualmente cubren un amplio conjunto
de aplicaciones (Figura 1.12.), siendo la naturaleza de los analitos a analizar lo
que determina la fibra a utilizar. En general, se utilizan recubrimientos polares
como PA o carbowax (CW) para analitos polares como fenoles y, en cambio, se
usan recubrimientos apolares como PDMS para analitos apolares como BTEX
(benceno, tolueno, xileno y etilbenceno). También cuando se pretenden
analizar compuestos apolares de alto peso molecular (los menos volatiles) es
mejor usar fibras con un espesor de 7 o 30 um de PDMS, porque estos
compuestos son mas faciles de desorber a partir de estas fibras que a partir de
las de 100 um de espesor del mismo recubrimiento.

TI
Fase estacionaria / espesor maxima Polaridad? Usa
recomendado
de uso
Polidimetilsiloxanc {PDMS)
100w, fase no enlazada 280 °C Mo polar GC/HPLC
30 wm, fase no enlazada 280 =C Mo polar GC/HPLC
7 um, fase enlazada 340 =C Mo polar GC/HPLC
Polidimetilsiloxanc/divinilbenceno (PCMS/DVE)
G5 wm, fase parcialmente entrecruzada 270 °C Bipolar GC
60 wm, fase parcialmente entrecruzada - Bipolar HPLC
G5 wm, fase muy entrecruzada (stableffex’) 270 =C Bipolar GC
Poliacrilato {PA)
85 ym, fase parcialmente entrecruzada 320 °C Polar GC/HPLC
Carboxen/Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS)
75 wm, fase parcialmente entrecruzada 320 %C Bipolar GC
85 wm, fase muy entrecruzada (stableffex’) 320 *C Bipolar GC
Carbowax/Divinilbenzens [CW/DVEB)
85 wm, fase parcialmente entrecruzada 265 *C Polar GC
70 wm, fasze muy entrecruzada (srableffex’) 2G5 °C Polar GC
Carbowax/Templated Resin [CW/TPR])
50 wm, fase parcialmente entrecruzada - Polar HPLC
Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano
[DVB/CAR/PDMS])
50/30 wm, fase muy entrecruzada (stablefiex’) 270 °C Bipolar G
50730 um, fase muy entrecruzada |stableflex’)’ 270 °C Bipolar G

' Fibras Stablefiex: el recubrimiento estd depositado sobre una fibra de silice fundida flexible
# Longitud ezpecial d= 2 cm.
¥ Ewtraido de la referencia [3]

Figura 1.12. Tipos de fibras comercializadas por Sup  elco (2015)

La extraccion de los analitos de la muestra mediante las fibras de PDMS
se debe principalmente a un fenomeno de absorcion, al igual que en las fibras
de PA. Por el contrario, en las fibras en las que se combina mas de un
polimero, como por ejemplo las de PDMS/DVB o CW/DVB, la principal
interaccién entre la fibra y los compuestos se produce por adsorcion, por lo que
son mas adecuadas para la determinacion de compuestos volatiles, ya que al
ser analitos de bajo peso molecular, quedan retenidos con mas facilidad en los
poros de estos polimeros soélidos (Figura 1.13.).
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Figura 1.13. Clasificacion de fibras segin la extra  ccion
1.4, TECNICAS PARA EL ANALISIS DE COMPUESTOS
VOLATILES. CROMATOGRAFIA DE GASES

Las diferentes técnicas para el analisis de los volatiles se basan en una
cromatografia de gases acoplada a diferentes detectores, que normalmente es
un detector de masas (GC-MS) (Flath y col., 1990; Wirth y col., 2001) y/o un
olfactometro (GC-O) (Hognadottir y Rouseff, 2003; Brattoli y col., 2013).

La cromatografia de gases es una técnica en la cual los componentes de
una mezcla se separan a partir de las diferencias de velocidad a la que son
transportados a través de una fase fija (la llamada fase estacionaria) gracias a
una fase movil gaseosa, normalmente un gas inerte como el helio o el argon.
La muestra o en el caso de este proyecto la fibra, se inyecta en la cabeza de
una columna cromatografica y se volatiliza por las altas temperaturas del
inyector. La elucion se produce por el flujo de la fase mévil sobre la fase
estacionaria liquida o sélida (Figura 1.14.).

Esta técnica permite la separacion, identificacion y determinacion de los
componentes quimicos en mezclas complejas sin que la fase movil interaccione
con las moléculas del analito. Para el andlisis cualitativo se suele emplear el
tiempo de retencion, que es Unico para cada compuesto en las mismas
condiciones de analisis y su espectro de masas. Para la determinacién de
analisis cuantitativos se emplea la comparacion de areas o alturas de picos de
un analito frente a las de los patrones.

Cuando la fase estacionaria es un sélido, la retencion de los analitos se
produce como consecuencia de la adsorcidn fisica. Esta cromatografia gas-
sélido ha tenido una aplicacion limitada debido a la retencion semipermanente
de las moléculas activas o polares y a la obtencion de picos de elucion con
colas muy significativas (como consecuencia del caracter no lineal del proceso
de adsorcion), de modo que esta técnica no ha encontrado una gran aplicacion
excepto para la separacion de ciertas especies gaseosas de bajo peso
molecular.
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Figura 1.14. Esquema de un cromatografo de gases

Actualmente la cromatografia gaseosa mas empleada es aquella en la
que la fase estacionaria es un liquido, donde la distribucion del analito se
produce entre la fase movil gaseosa y la fase liquida inmovilizada sobre la
superficie de un sélido inerte.

En la cromatografia de gases, la fase estacionaria (un liquido
inmovilizado) esta en el interior de una columna que suele ser una columna
capilar. La longitud de estas columnas capilares es variable, de 2 a 60 metros,
y estan construidas normalmente en acero inoxidable. Suelen estar rellenas de
silice fundida especialmente pura, sin apenas contenido de 6xidos metalicos.
En el mismo proceso de obtencién de la columna se recubre con una capa de
poliimida, de forma que toda ella puede enrollarse en una forma helicoidal con
un diametro de unos pocos centimetros (10-30 cm) y puede introducirse en un
horno. Tienen diametros internos variables, entre 250 y 320 ym (para columnas
normales) y 150-200 uym para columnas de alta resolucion. Las propiedades
necesarias para una adecuada fase estacionaria liquida inmovilizada son: baja
volatilidad, baja reactividad, estabilidad térmica y capacidad de separar los
diferentes compuestos de la mezcla a analizar. Existen como mucho una
docena de disolventes con estas caracteristicas. Para elegir uno debe tenerse
en cuenta la polaridad del analito, ya que a mayor polaridad del analito, mayor
polaridad debera tener la fase estacionaria. Las fases estacionarias de silice
fundida utilizadas actualmente son:

Polidimetilsiloxano (C2H60SIi)n, fase no polar de uso general para
hidrocarburos, compuesto volatiles, drogas, esteroides y policlorobifenilos.

Poli(fenilmetildifenil)siloxano (10% fenilo), para ésteres metilicos de
acidos grasos, alcaloides, drogas y compuestos halogenados.

Poli(fenilmetil)siloxano (50% fenilo), para drogas, esteroides, pesticidas y
glicoles.

Poli(trifluoropropildimetil)siloxano, para compuestos aromaticos clorados,
nitroaromaticos, bencenos alquilsustituidos.
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Poli(dicianoalildimetil)siloxano, para &acidos grasos poliinsaturados,
acidos libres y alcoholes.

Generalmente la fase estacionaria se presenta enlazada y entrecruzada
para impedir su pérdida durante las operaciones de elucién o lavado. De esta
forma se obtiene una monocapa adherida quimicamente a la superficie de la
columna. El grosor de la pelicula varia entre 0.1 y 5 um; un analito muy volatil
requerira una capa gruesa para aumentar el tiempo de interaccion y separarlo
mas efectivamente. Para columnas tipicas (diametros internos de 0.25 o 0.32
mm) se emplean grosores de 0.25 ym.

La temperatura del horno es una variable importante, ya que de ella va a
depender el grado de separacion de los diferentes analitos. Para ello, debe
ajustarse con una precision de décimas de grado. Dicha temperatura depende
del punto de ebullicion de los compuestos y, por lo general, se adapta a un
valor igual o ligeramente superior a él. Si tenemos varios componentes con
diferentes puntos de ebullicién, se ajusta la llamada rampa de temperatura con
lo cual ésta va aumentando ya sea de forma continua o por etapas y siempre
irA de menor a mayor temperatura. Asi, el tiempo de elucién (el tiempo del
analisis) debe ser suficiente para que finalice la rampa de temperaturas y suele
oscilar entre 2 y 30-40 minutos.

Los diferentes detectores que habitualmente van acoplados al
cromatdgrafo de gases para la determinacién de compuestos volatiles son los
siguientes:

1.4.1. Detector de masas

Actualmente es el que con mas frecuencia se acopla al cromatégrafo de
gases. La espectrometria de masas se basa en la obtencién de iones en fase
gaseosa que se producen a partir de los compuestos de la muestra, bien por
impacto de electrones o por ionizacion quimica, gracias a una fuente de
ionizacion. Las fuentes de ionizacion utilizadas tienen energia suficiente para
romper los enlaces quimicos en la molécula de la muestra, pero no para
descomponer esas moléculas en sus atomos. Estas producen fragmentos, que
también se pueden ionizar. Por lo tanto, de la fuente de iones salen los iones
de las moléculas de la muestra (iones moleculares), fragmentos ionizados y
moléculas no ionizadas. Los fragmentos y moléculas sin carga normalmente
son eliminados de la fuente de iones por las bombas de vacio utilizadas para
producir el ambiente de baja presion. Los iones, en cambio, pasan al detector
multiplicador de iones donde se separan basandose en la proporcion
masa/carga (m/z) de la especie idnica (Figura 1.15.). Posteriormente los el
sistema de analisis de datos genera una grafica de la intensidad de los iones
frente al valor m/z.
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Figura 1.15. Esquema de un detector de masas

Los detectores espectrométricos de masas tienen generalmente varias
formas de presentacién de datos. Asi encontramos los cromatogramas que
registran la intensidad de todos los iones (una representacion de la suma de las
intensidades de todos los iones en funcién del tiempo), los cromatogramas que
registran la intensidad de un i6n seleccionado (una representacion de la
intensidad para uno o unos pocos iones en funcién del tiempo) y los espectros
de masas de cada pico. Algunos instrumentos estan equipados ademas con
colecciones de espectros de masas para la identificacion de los compuestos.

En este equipo se puede trabajar de dos modos diferentes para detectar
los compuestos presentes en la muestra:

- Full scan: Esta forma de trabajo consiste en analizar un amplio rango
de masas, dando como resultado un cromatograma de iones totales (TIC). A
partir de este cromatograma se puede obtener el espectro de masas completo
de cada pico, permitiendo la identificacién del compuesto. Es una funcién (til
cuando se desea informacion de compuestos no esperados y no se precisa
gran sensibilidad. Se utilizan en analisis cualitativo. A partir de este
cromatograma se puede aplicar la funcién EIC (Extracted lon Chromatogram),
gue ayuda a optimizar la integracion de los picos, evitando integrar picos donde
aparezcan solapadas las sefales de varios compuestos. Asi, tras obtener el
cromatograma TIC, como cada compuesto tiene un iOn caracteristico, se
seleccionara este ion sobre el cromatograma TIC y asi obtendremos un
cromatograma donde sélo apareceran los picos correspondientes a este i6n
(EIC).

- SIR (Selected lon Resolution): Cuando buscamos un compuesto
determinado y conocido en una mezcla, esta técnica permite analizar un rango
de masas muy estrecho o bien, una Unica masa, de forma que se obtiene un
cromatograma en el cual los picos que detecta son Unicamente aquéllos que
contiene la masa seleccionada. La funcion SIR aumenta considerablemente la
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sensibilidad del equipo frente al full scan, ya que el espectrémetro de masas
puede focalizarse durante mas tiempo sobre un rango de masas menor (Alfaro,
2006).

Es importante sefialar que no se debe confundir la funcién SIR con la funcion
EIC (Extracted lon Chromatogram). Con la funcion SIR es imposible obtener el
cromatograma TIC, mientras que con la funcibn EIC es necesario tener
previamente el cromatograma TIC. En algunos casos, como en este proyecto,
no se utilizara la funcion SIR porque se quiere detectar todos los compuestos
presentes en las muestras.

1.4.2. Detector Olfactométrico

La olfactometria se basa en la identificaciéon de un olor o del compuesto
responsable del mismo por parte de un panelista entrenado (Brattoli y col.
2013). En la técnica de Cromatografia de Gases-Olfactometro (CG-O) se
consigue una separacion previa de los compuestos responsables del olor
mediante un cromatdgrafo de gases antes de que lleguen al olfactbmetro,
consiguiendo que dichos compuestos se puedan oler uno a uno vy
descomponiendo el olor original de la muestra en multiples olores. La
identificacion de compuestos mediante técnicas espectrométricas es muy
comun, pero conocer cual de los compuestos es el que proporciona a la
muestra un tipo de olor caracteristico es un hecho diferente y en muchas
ocasiones la nariz humana tiene una sensibilidad muy diferente a la de
cualquier detector artificial. Comparando la respuesta del detector (MS) con la
respuesta del panelista es facil saber qué compuestos son y como huelen.

La parte mas importante del olfactometro es el dispositivo que permite al
panelista percibir el olor, el llamado sniffer port, el cual tiene que proporcionar
suficiente humedad al aire para impedir la sequedad de la nariz del panelista,
manteniendo intacta su sensibilidad. La interfase entre el cromatografo de
gases y el sniffer port debe estar a una temperatura suficientemente alta para
impedir la condensacion de los compuestos y el cono de salida debe ser
comodo para el panelista, pudiendo ajustarse el flujo de salida (Figura 1.16.).

Snitéing sart
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Figura 1.16. Esquema de un olfactometro
Para que un olfactdmetro sea seguro para el panelista, nunca se deben
analizar muestras desconocidas. Asi, antes de analizar una muestra mediante
CG-O se debe conocer al menos el perfil de los principales componentes de la
misma. El equipo debe estar colocado en un laboratorio de poco transito,
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aislado de olores y ruidos, de tal manera que el panelista pueda estar
concentrado. Cuando éste percibe los diferentes olores debe enviar una sefial
a un detector externo del sistema de datos del CG, que los va registrando hasta
que al final del andlisis se genera una grafica similar a un cromatograma
(odorograma). Los compuestos son facilmente identificados superponiendo el
cromatograma proporcionado por el detector FID y el odorograma.

Existen equipos en los que las sefiales sélo indican la presencia de un
compuesto detectado por el panelista y otros en los que la intensidad de la
sefal es proporcional a la intensidad del olor percibido. En este ultimo caso la
sefial procede de un generador progresivo de sefiales tipo Fingerspan, en el
cual el panelista extiende los dedos sobre un cursor segun la intensidad del
olor, de tal manera que cuando los extiende completamente se considera el
100 % de intensidad (Figura 1.17.).

Figura 1.17. Panelista

En el CG-O existen varios tipos de procesado de datos, uno de ellos es
el AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis). Este tipo de método requiere
preparar la muestra en sucesivas diluciones. El panelista tiene que evaluar
todas las diluciones y determinar en cada analisis el tiempo de salida de cada
olor especifico. Los resultados dependen del nivel de deteccidn e identificacién
del panelista.
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2. OBJETIVOS

El presente trabajo se centra en el estudio comparativo de los compuestos
volatiles que integran el aceite esencial del flavedo de los frutos de dos variedades de
clementinas, la variedad Clemenules y la variedad Clemenpons. Ambas son
variedades cuyos frutos son morfolégicamente indistinguibles, ya que son muy
semejantes en cuanto al tamafo, peso, didmetro, relacion diametro/altura, tamafio de
la corteza, color, porcentaje de zumo y ausencia de semillas. Su periodo de cosecha
también es muy semejante, aunque Clemenpons es mas temprana, ya que suele
adelantarse quince dias respecto a Clemenules y su campafia finaliza también dos o
tres semanas antes. Hasta el momento no es posible distinguir los frutos de ambas
variedades.

Los objetivos de este trabajo fueron:

1- Saber si es posible diferenciar los aceites esenciales de los frutos de
Clemenules y Clemenpons mediante un estudio metabolémico no dirigido del perfil
volatil de estos aceites, empleando muestras recogidas durante todo el periodo de
campafa de dos afios consecutivos y en dos localizaciones diferentes.

2- Si se demostrara que es posible diferenciar ambos aceites y, por lo tanto,

diferenciar los frutos de ambas variedades, se procederia a la identificacion de los
compuestos volétiles responsables de esa diferencia.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material Vegetal

En 2009 los frutos fueron recogidos a partir de arboles de Clemenules y
Clemenpons (Citrus clementina Hort. Ex Tan.) situados en la parcela numero 5 (P5) de
la Estacion Experimental del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA),
situada en Moncada, Valencia. En el segundo afio del ensayo, 2010, los frutos fueron
recogidos a partir de la misma parcela del afio anterior, asi como a partir de otra
parcela perteneciente a la coleccion de germoplasma (BG) del IVIA. Esta Estacion
Experimental tiene un clima Mediterrdneo (lluvia total de 72.7 y 82.4 mm y una
temperatura media de 14.8 y 12.5 °C entre octubre y diciembre de 2009 y 2010,
respectivamente). Los arboles de ambas variedades crecieron bajo las mismas
condiciones ambientales, de suelo y de practicas agricolas y de orientacion, ya que
ambas presentan la orientacion de las filas de arboles N-S y la de las caras de los
arboles E-O. No obstante, en el banco de Germoplasma los arboles estan mas
separados entre si, con lo cual la influencia de la orientacion en el desarrollo del arbol
y sus frutos es menos importante para esta parcela que para la P5.

3.2. Toma de muestras

En 2009, los frutos de Clemenules y Clemenpons fueron recogidos durante
ocho dias diferentes a partir de la parcela 5: 7/10/2009, 20/10/2009, 27/10/2009,
3/11/2009, 10/11/2009, 18/11/2009, 25/11/2009 y 2/12/2009 (para esta ultima fecha
solo se tomaron muestras de Clemenules, porque ya se habia acabado la campafa
para Clemenpons). Los frutos de Clemenules y Clemenpons en 2010 fueron recogidos
durante siete dias diferentes, tanto en la parcela 5 como en el banco de germoplasma:
21/10/2010, 28/10/2010, 3/11/2010, 11/11/2010, 18/11/2010, 25/11/2010 y 2/12/2010.
Cada dia de recogida se tomaban aproximadamente 15 frutos por variedad y por
localizacién, procedentes de tres arboles por variedad para la Parcela 5 y de dos
arboles por variedad para el Banco de Germoplasma.

Una vez en el laboratorio, se preparaban dos muestras por cada variedad y
también, solo en 2010, por cada localizacion. Para la obtencién de cada muestra se
tomaban cinco frutos de cada variedad de un peso medio de 80 g, sin ningun dafo
aparente y de manera aleatoria. A partir de estos cinco frutos se cortaban cerca de 50
gramos de corteza, en trozos de aproximadamente 4 cm?, a los cuales se les
eliminaba el albedo con ayuda de una cuchilla, quedando solo el flavedo, que a
continuacion se introducia en un frasco de plastico para su congelacion a —80 °C hasta
la extraccion del aceite esencial, que se realizaba como méaximo en los seis dias
siguientes a su recogida. Cada frasco pasaba a ser considerado ya una muestra. Asi
pues, durante 2009 se obtuvieron 30 muestras, cuatro muestras (dos de cada
variedad) por dia de recogida (8 dias), menos el ultimo dia que solo se recogieron dos
muestras para Clemenules. Durante 2010 se obtuvieron 56 muestras, ocho muestras
(cuatro de cada variedad) por dia de recogida (7 dias), ya que procedian de dos
localizaciones diferentes.
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3.3. Obtencion del aceite esencial

En el momento de la extraccion del aceite esencial el material de cada frasco
fue descongelado a temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se introdujo en
un matraz redondo de 250 mL. Se afiadieron 150 mL de agua destilada a cada matraz,
gue se acopldé a un sistema de destilacion Clevenger (Figura 1.7). Cada matraz se
calent6é a 60 °C durante tres horas. Al cabo de este periodo se recogio la muestra del
aceite, normalmente de 0.9 mL de volumen. El rendimiento de todas las extracciones
oscilé entre el 1.0-1.1 % (mL/100g de peso fresco). Estas muestras se mantuvieron
congeladas a —20 °C hasta el momento de su analisis. Se realizaron 86 andlisis en
total, uno de cada una de las muestras.

3.4. Condiciones del Cromatografo de Gases acoplado al
Espectrometro de Masas

El andlisis del aceite esencial de cada muestra fue realizado en un equipo de
Cromatografia de Gases 6890N acoplado a un Espectrometro de Masas 5975B
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) equipado con un
automuestreador COMBI-PAL (CTC Analytics, Zwingen, Suiza) (Figura 3.1).

Figura 3.1. Cromatografo de gases-espectometro de m  asas

Las muestras fueron inicialmente diluidas 1:100 con diclorometano, para lo
cual se diluyeron 4 pL de aceite esencial en 396 uL de diclorometano. A continuacién
se tomaron 10 pL de esta solucion y se introdujeron en un vial de espacio de cabeza
de 10 mL con tapdn de rosca junto con 990 pL de agua mili-Q. La concentracioén final
de aceite esencial fue, por tanto, de 100 nL/mL, esto es, 100 ppm. Los compuestos
volétiles se capturaron por microextraccion en fase solida sobre el espacio de cabeza
(HS-SPME) con las condiciones que se detallan a continuacién. Inicialmente se
incubaron las muestras a 50 °C durante 10 min en agitacion (500 rpm). A continuacion
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se introdujo en el vial la fibora de SPME (con un recubrimiento de 65 pm de grosor de
una mezcla de divinilbenceno y polidimetilsiloxano) durante 20 min, en las mismas
condiciones de agitacion y temperatura. Finalmente, los volatiles adsorbidos en la fibra
se desorbieron en el puerto de inyeccion del cromatégrafo de gases a 250 °C durante
1 min. Posteriormente a la desorcién, la fibra se introdujo en una estacion de
acondicionamiento a 250°C durante otros 5 min a fin de evitar contaminaciones
cruzadas. Para el cromatdgrafo de gases se utilizé una columna capilar J&W Scientific
DB-5ms de 60 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 1 um de espesor de la
fase estacionaria constituida por un 5 % de fenilpolisiloxano y un 95 % de
dimetilpolisiloxano (Agilent Technologies, USA). El tiempo de andlisis fue de 49 min,
con una temperatura inicial del horno de 40 °C durante 2 min, luego se aumenté la
temperatura 5 °C por min hasta alcanzar los 250 °C, manteniéndose asi durante 5 min.
El flujo de Helio fue de 1.2 mL/min. En cuanto al detector de Masas, se trabajo en
modo impacto electrénico, con 70 eV de energia de ionizacion y 230 °C de
temperatura de la fuente de ionizacion. La adquisicion fue llevada a cabo en modo
scan, haciéndose un barrido entre las masas de 35 a 220 m/z (siete scans por
segundo). Considerando que el peso molecular del compuesto identificado con mayor
masa (nootkatona) fue de 218 Da, no fue necesario ampliar el rango de masas. Los
cromatogramas y los espectros de masas fueron registrados mediante el software
Enhanced ChemStation Data Analysis para CG-EM (Agilent). La totalidad de los picos
cromatograficos fueron procesados mediante un andlisis no dirigido con el software
MetAlign (desarrollado en Wageningen UR, Holanda). Dicho procesamiento consistio
en el alineamiento de todos los cromatogramas y posterior cuantificacion mediante la
altura de cada uno de los picos del cromatograma, tanto conocidos como
desconocidos. Posteriormente al analisis estadistico multivariante de estos datos, para
aquellos picos que se consideraron de particular interés, es decir, los méas diferentes
entre ambas variedades, se hizo una segunda cuantificacion mas precisa en base al
area de estos picos mediante el software Enhanced ChemStation Data Analysis con
posterior revisibn manual de cada pico.

3.5. Identificacién de los compuestos

Los compuestos se consideraron identificados de forma inequivoca cuando su
espectro de masas se correspondia al de ese compuesto en la base de datos de
espectros de masas NIST 05 (National Institute of Standards and Technology) vy
ademas su tiempo de retencién fue el mismo que el del patron comercial inyectado en
las mismas condiciones cromatograficas que las muestras. Los patrones fueron
comprados a las empresas Sigma-Aldrich Quimica (Madrid) y Extrasynthese (Francia).
Algunos compuestos fueron exclusivamente identificados por la homologia de su
espectro de masas con el de los compuestos en la base de datos NIST 05 (ver Tabla 1
y Tabla 2), ya que son productos que no estan disponibles comercialmente; por lo
tanto su identificacion debe ser considerada como tentativa.

3.6. Cuantificacion de los compuestos

Como es habitual en trabajos de metabol6omica, se hizo una cuantificacion
relativa de los compuestos, esto es, los resultados de una muestra en particular se
expresan como la razén de los niveles de cada uno de los metabolitos detectados en
esa muestra respecto a los niveles de cada uno de ellos en una muestra de referencia
analizada en el mismo ensayo. Para las muestras de 2009 se tomd6 como referencia la
muestra Clemenules P5-1 (la réplica bioldgica n°1 de Clemenules recolectada mas
temprana en la parcela 5 de ese afio, eso es, el dia 7/10/2009). Para las de 2010 se
tomé como referencia la muestra Clemenules BG-1 (la réplica biolégica n°l de
Clemenules recolectada méas temprana en la parcela Banco de Germoplasma de ese
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afo, eso es, el dia 21/10/2010). Esta muestra de referencia se inyecté regularmente
cada 5-6 muestras a lo largo de todo el ensayo, y fue utilizada para corregir los sesgos
debidos a las oscilaciones en la sensibilidad por deriva del detector y, sobre todo, las
debidas al envejecimiento de la fibra.

Para el analisis del cromatograma con MetAlign se utilizaron todos los iones del
espectro de masas de cada compuesto. Para el andlisis con Enhanced ChemStation
Data Analysis de los picos seleccionados se escogio un ién con relacion carga/masa
(m/z) especifico para cada compuesto. Se seleccioné aquel i6n que fuera lo
suficientemente especifico como para permitir una buena integracion en esa region del
cromatograma y que tuviera la mejor relacion sefial/ruido.

3.7. Analisis estadistico

Dada la gran complejidad de la informacion extraida de los cromatogramas
mediante el abordaje no dirigido (mas de 11000 datos para cada cromatograma), para
su interpretacidn se recurrié a analisis multivariante. Inicialmente se realizé un analisis
de componentes principales (PCA), tanto de todas las muestras juntas como de cada
afo por separado. Posteriormente también se hicieron tres andlisis PLS-DA (analisis
de minimos cuadrados parciales o0 proyeccion de estructuras latentes-analisis
discriminante), uno incluyendo todas las muestras del 2009 y del 2010, otro incluyendo
todas las muestras del 2009 y el Ultimo con todas las muestras del 2010. En ambos
tipos de analisis, la razén de los niveles de cada uno de los metabolitos detectados en
cada muestra respecto a los niveles de cada uno de ellos en la muestra de referencia
fue transformada con el logaritmo en base 2. La normalizacion para los andlisis PCA 'y
PLS-DA fue Pareto. Para todos estos analisis se uso la version SIMCA-P version 11
(Umetrics, Umea, Suecia). Una vez identificados mediante estos analisis los
metabolitos diferenciales entre las dos variedades, se hizo un analisis estadistico t de
Student para ver la significacion estadistica de las diferencias encontradas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los frutos de las variedades Clemenules y Clemenpons son indiferenciables
desde el punto de vista morfoldégico. Ambas tienen un peso, didmetro, forma, grosor de
corteza y color muy semejante. Hasta ahora, ninguna investigacién realizada habia
permitido distinguir los frutos de ambas variedades. A nivel popular, los agricultores
siempre han afirmado que los frutos de la variedad Clemenpons tienen un aroma
anisado que no logran percibir en los de la variedad de Clemenules. En un trabajo
previo de los directores de este trabajo se consiguié diferenciar el aroma del aceite
esencial de Clemenules y Clemenpons del de otras variedades de mandarinas como
Arrufatina y Clemensol, pero fue imposible distinguir entre estas dos primeras
variedades. Para dicho trabajo se comparé el aceite esencial de los frutos de todas
estas variedades durante una sola campafa y en una sola localizacion (Gonzalez-Mas
y col.,, 2010). Se pudo apreciar que los aceites esenciales de Clemenules y
Clemenpons tenian un alto porcentaje del monoterpeno limoneno, de alrededor de un
94%. Ademas ambos tipos de aceites contenian otros terpenos, principalmente
monoterpenos, con porcentajes inferiores al 1.5%, destacando el sabineno, otro
monoterpeno hidrocarbonado.

Con el fin de saber si existen diferencias entre el aceite esencial de Clemenules
y Clemenpons, se ha disefiado otro experimento que aborda un nimero mucho mayor
de muestras, ya que incluye el andlisis de muestras de ambas variedades procedentes
de dos campafias consecutivas. Ademas en la segunda campafia se tomaron
muestras de arboles en dos localizaciones diferentes, la parcela 5 y el banco de
Germoplasma, ambas situadas en el IVIA (Moncada, Valencia). Los resultados de
dicho estudio se describen en este trabajo.

4.1. Extraccion y analisis cromatografico de los co mpuestos
volatiles del aceite esencial de la variedad Clemen ules vy
Clemenpons

La extraccion de los compuestos volatiles de los aceites se llevd a cabo
mediante la técnica de microextraccién en fase sélida (solid phase microextraction:
SPME) sobre el espacio en cabeza (head space: HS). En esta técnica dichos
compuestos quedan atrapados en una fibra, que posteriormente se inyecta en el
cromatégrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas. Actualmente, la
técnica HS-SPME es la mas utilizada para la extraccion de los compuestos volatiles
del zumo de citricos (Gonzalez-Mas y col., 2011; Rambla y col., 2014), mientras que
los aceites esenciales se suelen inyectar directamente en el cromatografo de gases,
diluidos en un disolvente organico (Fanciullino y col., 2006; Viuda-Martos y col., 2009).
Tan solo Elmaci y Onogur (2012) han utilizado una técnica de espacio en cabeza para
el estudio del aroma de la corteza de mandarinas. Sin embargo, en el presente trabajo
se decidié emplear la técnica extractiva HS-SPME, debido tanto a los excelentes
resultados obtenidos en la extraccion de compuestos volatiles de zumos de citricos
como a las ventajas derivadas de no inyectar la muestra disuelta en un disolvente
organico, el cual podria causar interferencias con los analitos de interés al ser
introducido en el sistema cromatogréfico.

Con el objetivo de obtener y comparar los perfiles metabdlicos de los
compuestos volatiles de los frutos Clemenules y Clemenpons se realizé la extraccion y
el analisis cromatografico de 86 muestras procedentes de los aceites esenciales del
flavedo de ambas variedades. El abordaje del estudio de los 86 cromatogramas
correspondientes se llevo a cabo mediante un andlisis no dirigido de todos los picos
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cromatogréaficos (mas de 11000 datos -features- por cromatograma) con el programa
informatico MetAlign (Wageningen, UR). Este programa es una herramienta muy eficaz
para el andlisis, la alineacion y la comparacion de conjuntos de datos cromatogréaficos
full-scan basados en la espectrometria de masas. El término “no dirigido” significa que
todos los datos y, por lo tanto, todas las sefiales (picos) detectados en los
cromatogramas de ambas variedades fueron tenidos en cuenta, sin ningun tipo de
discriminacién previa ni descarte, independientemente de la posibilidad o no de
identificar los compuestos correspondientes a estas sefales. Este estudio permite
generar una tabla de datos con la abundancia de cada uno de los picos en todos
cromatogramas, corrigiendo pequefias oscilaciones de los tiempos de retencién de los
picos en cada una de las muestras, ya que este programa se encarga de alinear los
cromatogramas. Gracias a este estudio ‘no dirigido’ es posible evidenciar la existencia
de diferencias entre muestras, pero en el caso concreto de este trabajo el manejo de la
gran cantidad de datos obtenidos mediante el programa MetAlign no se pudo realizar
mediante los métodos clasicos de estadistica, ya que el nimero de variables (features)
era mucho mayor que la de las observaciones (muestras). Para la correcta
interpretacion de tal volumen de datos fue necesario recurrir a analisis estadisticos
multivariantes, que se describen en los siguientes dos apartados.

4.2. Analisis de Componentes Principales (PCA)

Generalmente, el estudio estadistico multivariante mas comun es el analisis de
componentes principales (PCA), asi que se realizd6 un PCA con todas las muestras
objeto de estudio. Al estudiar dicho PCA se observo una clara tendencia de las
muestras a separarse por variedades en la mayoria de los ensayos, aunque no era
posible separarlas totalmente, por lo que dicho analisis no fue concluyente (Figura
4.1). En esta figura las muestras de la variedad Clemenules aparecen coloreadas en
verde y las de Clemenpons en azul. Este analisis no fue determinante debido a la gran
cantidad de pardmetros introducidos: dos afios de recoleccion (2009/2010), dos
variedades de frutos (Clemenules/ Clemenpons), varios estadios de maduracion (1-8
en 2009; 1-7 en 2010) y dos parcelas en la cosecha del afio 2010: Parcela 5 (P5)/
Banco de Germoplasma (BG).
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Figura 4.1. Analisis de PCA con los datos obtenidos a partir de las muestras de 2009 y 2010.
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Asi pues, se procedi6 a la realizacion de dos PCAs diferentes para las
muestras recolectadas cada afio. La figura 4.2 muestra el PCA con las muestras
recolectadas en el afio 2009 y la figura 4.3 el PCA con las muestras recolectadas en el
afio 2010, ambos normalizados a varianza unitaria. La varianza es una medida de la
dispersién de los datos; al ser unitaria implica que todos los compuestos tienen el
mismo peso a la hora de hacer el analisis, tanto los de dispersién grande entre las dos
variedades como los dispersion pequefia (Jolliffe, 2002).

En el PCA del 2009 (Figura 4.2), en el que se incluyen todas las muestras de
ese afo, correspondientes Unicamente a la parcela 5 (P5), se observa perfectamente
que la segunda componente (PC2) separa la variedad Clemenules (coloreadas en
verde) de la Clemenpons (coloreadas en azul) y explica el 14.3 % de la varianza de los
datos, es decir, que solo el 14.3% de la varianza existente en las muestras del 2009
permitia diferenciar entre ambas variedades (Figura 4.1). La primera componente
(PC1), en el caso de la variedad Clemenules determina el estado de maduracion (1-7).

I Nules
. Pons

80

60

40 |

20

t[2]
o

-20 -

40 4

-60 -

80 4

-100 T ! T
-150 -100 -50 0 50 100

R2X[1] = 0,183 R2X[2] = 0,143 F1lince: Hotellina's T2 (A5%)

Figura 4.2. Andlisis de PCA con los datos obtenidos a partir de las muestras del afio 2009.
1-7 son los estados de maduracién de menos (1) ama s maduracion (7), el (8) no se mostré
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Sin embargo, al realizar el PCA con las muestras del afio 2010, en el que se
incluyen los datos de dos localizaciones diferentes (P5 y banco de germoplasma), no
es posible conseguir una componente que distinga ambas variedades (Figura 4.3.).
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Figura 4.3. Analisis de PCA con los datos obtenidos a partir de las muestras del afio 2010.
1-7 son los estados de maduracion de menos (1) ama s maduracion (7)

Con el objetivo de conseguir una componente que distinguiera las variedades
Clemenules y Clemenpons segun su contenido en compuestos volatiles, tal y como se
habia logrado con las muestras recolectadas en el afio 2009, se realizaron por
separado los PCAs con los datos del afio 2010 de cada una de las parcelas: la parcela
5 (P5) y el banco de Germoplasma (BG). Asi se observd que trabajando solo con las
muestras de la P5 del afilo 2010 fue de nuevo imposible encontrar una componente
que lograra diferenciar las variedades objeto de estudio (datos no mostrados). Sin
embargo, la componente 1 (PC1) del PCA llevado a cabo con los datos obtenidos a
partir de la nueva localizacién BG separé claramente ambas variedades explicando el
19.4% de la varianza (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Analisis de PCA de los datos obtenidos a partir de las muestras del afio 2010 del Banco
de Germoplasma. 1-7 son los estados de maduracion d e menos (1) a mas maduracion (7)

A la vista de estos estudios metabolémicos se puede concluir que el PCA es
una herramienta estadistica lo suficientemente potente como para separar las
variedades Clemenules y Clemenpons, en funcién de su contenido en compuestos
volétiles y de muestras recolectadas en el afio 2009 en la parcela 5. Sin embargo no
es Util para distinguir ambas variedades al afio siguiente, al proceder las muestras de
dos parcelas diferentes.

4.3. Proyeccion de Estructuras Latentes y Analisis
Discriminante (PLS-DA)

Con el fin de obtener un andlisis estadistico mas concluyente, en el que
participaran todas las variables, se decidié realizar un analisis de minimos cuadrados
parciales o proyeccién de estructuras latentes (PLS) combinado con un analisis
discriminante (DA) y utilizando una varianza tipo Pareto (Jolliffe, 2002).

Un andlisis PLS es un andlisis en el que se crea una nueva variable, llamada
variable latente, que facilita encontrar las diferencias entre dos matrices de datos, en
este caso, los datos de los cromatogramas de Clemenules y los datos de los
cromatogramas de Clemenpons. Para este estudio PLS-DA esta nueva variable fue el
tipo de variedad y a cada una de las dos variedades se le dio un valor.

A su vez el analisis discriminante (DA) proporciona informacion sobre qué
variables permiten diferenciar a las dos matrices de datos y cuantas de estas variables
son necesarias para alcanzar la mejor clasificaciébn posible. La pertenencia a cada
matriz, conocida de antemano, se utiliza como variable dependiente. Las variables que
se supone que permiten diferenciar los grupos se utlizan como variables
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independientes o variables de clasificacibn (también llamadas variables
discriminantes). Deben ser variables cuantitativas continuas, que en este trabajo seran
las alturas de los picos de los cromatogramas.

En este analisis se utilizé una varianza de tipo Pareto, y no varianza unitaria, de
tal manera que los compuestos con mayor dispersion de datos entre ambas
variedades tuvieran méas importancia que los compuestos con menor dispersion de
datos a la hora de determinar las diferencias, pero sin impedir totalmente que la
influencia de estos Ultimos quedase reflejada en los resultados de este andlisis
estadistico (Jolliffe, 2002).

Al estudiar el PLS-DA con todas las muestras juntas del 2009 y del 2010 se
observd que no era posible separarlas totalmente segun la variedad (Figura 4.5). No
obstante, cuando se hizo un PLS-DA con los datos con los datos de cada afo de
forma independiente se observé que era posible diferenciar las muestras de ambos
tipos de variedades por su contenido en compuestos volatiles, tanto en el afio 2009
como en el afio 2010 (Figura 4.6 y Figura 4.7).
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o

-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80

R2x[1] = 0,12 R2X[2] = 0,0934 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Figura 4.5. Andlisis PLS-DA de los datos obtenidos a partir de las muestras del 2009 y del 2010.
1-8 son los estados de maduracion de menos (1) ama s maduracion (8)

El PLS-DA de los datos obtenido a partir de las muestras del afio 2009 muestra
gue la combinacion de la primera componente (PC1), que explica el 12 % de la
varianza de los datos, con la segunda (PC2), que explica el 6.9 % de la varianza,
permite distinguir perfectamente entre ambas variedades (Figura 4.6). En este caso
ambas componentes estan rotadas aproximadamente 30 grados.
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Figura 4.6. Analisis PLS-DA de los datos obtenidos a partir de las muestras del afio 2009.
1-8 son los estados de maduracion de menos (1) ama s maduracion (8)

El PLS-DA realizado con los datos procedentes de las muestras recolectadas
en el afio 2010, tanto en la parcela 5 como en el Banco de Germoplasma, fue capaz
de separar perfectamente ambas variedades a través de la combinacién de la primera
componente (PC1), que explica el 12.8 % de la varianza de los datos, con la segunda
componente (PC2), que explica el 7.4 % de la varianza (Figura 4.7). Como en el caso
anterior, las componentes aparecen rotadas. La combinacion de estas dos
componentes también permite distinguir en cierta medida los estadios de maduracién
de los frutos recolectados, de modo que las muestras de recoleccion mas temprana (1-
3) tienden a estar situados abajo a la derecha y las recolectadas mas tardiamente (5-
7) arriba a la izquierda.
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Figura 4.7. Andlisis PLS-DA de los datos obtenidos a partir de las muestras del afio 2010.
1-7 son los estados de maduracién de menos (1) ama s maduracion (7)

4.4. ldentificacion de los compuestos diferenciales entre la
variedad Clemenules y Clemenpons

Una vez obtenido un analisis estadistico capaz de diferenciar metabdlicamente
los aceites esenciales de ambas variedades, se procedié a la identificacién de los
compuestos volatiles responsables de estas diferencias, tanto en las muestras
recolectadas en el afio 2009 como en las del afio 2010.

Solamente aquellos compuestos diferenciales que fueron comunes en ambos
afios, se consideraron como discriminantes entre los dos tipos de aceites esenciales.
Las diferencias entre los compuestos volatiles fueron diferencias de tipo cuantitativo y
no de tipo cualitativo, es decir, ambos aceites contenian los mismos compuestos
volatiles, pero algunos de estos compuestos tenian diferente concentracion segun la
variedad. A continuacién se enumeran cuales son estos compuestos que presentan
diferencias cuantitativas entre ambas variedades y que permiten distinguir ambos
aceites.

4.4.1. Compuestos mas abundantes en Clemenpons que en
Clemenules

La tabla 1 muestra los quince compuestos volatiles que estaban en mayor
concentracion en el aceite esencial de Clemenpons que en el de Clemenules. En dicha
tabla también se indica el ratio entre la abundancia (medida como altura de los picos
cromatograficos) de dichos compuestos en el aceite esencial de Clemenpons y la
abundancia de los mismos en el aceite esencial de Clemenules.
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Tabla 1. Compuestos mas abundantes en Clemenpons que en Clemenules

Nombre del Tr Tipo de Olor segln Ratio
compuesto (min) compuesto * | Flavornet b Clemenpons/
Clemenules °©

3-careno 24.31 mt hdc limén 1.44 £ 0.36

o-terpineno 24.55 mt hdc limén 1.26 £0.29

y-terpineno 25.93 mt hdc turpentina 1.43+0.39

(pino)

no 28.16 mt oxig - 2.79+1.89
identificado

no 28.91 mt oxig - 3.32+2.79
identificado

trans-carveol 31.29 mt alc alcaravea 2.11+£0.79

(anisado)
p-ment-1-en- 31.47 mt ald - 1.91+£0.80
9-al’

no 33.49 mt oxig - 2.03+0.97
identificado

acetato de a- | 34.98 mt est cera 1.68+0.51

terpinilo

no 36.64 mt oxig - 1.71 £ 0.55
identificado

no 38.64 sq hdc - 1.13+0.15
identificado

a-humuleno 38.71 sq hdc madera 1.12+0.18

no 39.40 sq hdc - 1.62 £0.49
identificado

no 39.89 sq hdc - 1.43+0.41
identificado

a-sinensal’ 43.90 sq ald fresco 1.83+0.45

(dulce)

®mt hd= monoterpeno hidrocarbonado; mt oxig= monoterpeno con funcién
oxigenada; mt alc= monoterpeno alcohdlico; mt ald= monoterpeno aldehidico; mt
est= monoterpeno esterificado; sq hdc= sesquiterpeno hidrocarbonado; sq hdc=
sesquiterpeno hidrocarbonado, sq= sesquiterpeno aldehidico. ®Cornell University,
2004. ‘Las medias de las abundancias para cada uno de los compuestos mostraron
diferencias significativas entre ambas variedades, p<0.05, seglin t de Student.
dcompuesto detectado tentativamente.

Diez de estos compuestos diferenciales son de naturaleza monoterpénica,
estando presentes en los aceites de Clemenpons en una cantidad entre 3.3 y 1.3
veces superior que en los aceites de Clemenules. En concreto, tres de ellos son los
monoterpenos hidrocarbonados 3-careno, a-terpineno y y-terpineno, mientras que los
otros siete son monoterpenos oxigenados, de los cuales se han identificado sin
ambigiedad dos de ellos, el trans-carveol y el acetato de a-terpinilo, y un tercer
compuesto, p-ment-1-en-9-al, que se ha identificado tentativamente solo por su
espectro de masas, ya que no existe el patron comercial (Figuras 4.8, 4.9y 4.10).
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Figura 4.9. Monoterpenos oxigenados identificados
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Figura 4.10. Informacion proporcionada por la NIST s obre el compuesto con tr= 31.47 min

Se sabe que los cuatro monoterpenos sin identificar son oxigenados por la
homologia de su espectro de masas con el de varios monoterpenos oxigenados, de
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acuerdo con la base de datos NIST; sin embargo, estos cuatro compuestos no
muestran una probabilidad de semejanza muy elevada con respecto a ninguno de los
compuestos propuestos por la NIST, por lo que no es posible identificarlos, ni siquiera
tentativamente (Figura 4.11).
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Figura 4. 11 Informamon proporcionada por la NIST sobre el com puesto con tr=28.16 min

El resto de compuestos diferenciales son sesquiterpenos: cuatro
hidrocarbonados, de los cuales solo se ha podido identificar sin ambigtiedad el a-
humuleno, y un sesquiterpeno aldehidico, el a-sinensal, que solo ha podido ser
identificado de forma tentativa en base a su espectro de masas, ya que no es posible
adquirir su patron de forma comercial (Figura 4.12). Estos cinco compuestos
sesquiterpénicos no llegan a duplicar su concentracion en Clemenpons con respecto a
Clemenules, de acuerdo con el ratio mostrado en la tabla 1.

a-humuleno

o-sinensal
Figura 4. 12. Sesquiterpenos identificados
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4.4.2. Compuestos mas abundantes en Clemenules que en
Clemenpons

La tabla 2 muestra los cinco compuestos volatiles que estaban en mayor
concentracion en el aceite esencial de Clemenules que en el de Clemenpons. En dicha
tabla también se indica el ratio entre la abundancia de dichos compuestos en el aceite
esencial de Clemenpons y la abundancia de los mismos en el aceite esencial de
Clemenules.

Tabla 2. Compuestos més abundantes en Clemenules que en Clemenpons

Nombre del Tr (min) Tipo de Olor segun Ratio
compuesto compuesto * Flavornet Clemenpons/
Clemenules °©
1-octanol 25.90 alcohol musgo, 0.91+0.32
nuez,
setas
1-decanol 32.39 alcohol grasa 0.83+0.38
dodecanal 36.43 aldehido grasa’ 0.72 £0.22
tetradecanal® 41.67 aldehido grasa, 0.61+0.19
floral,
madera'
pentadecanal® | 46.58 aldehido fresco 0.65+0.31
(floral)

3Todos son alifaticos, "Cornell University, 2004. ‘Las medias de las abundancias para cada
uno de los compuestos mostraron diferencias significativas entre ambas variedades, p<0.05,
segun t de Student. dMiyazawa y col., 2010. *Compuesto detectado tentativamente. 'Chisholm
y col., 2003a.

Estos metabolitos diferenciales son todos alifaticos de ocho o mas atomos de
carbono. En concreto se trata de los alcoholes 1-octanol y 1-decanol y los aldehidos
dodecanal, tetradecanal y pentadecanal (Figura 4.13); estos dos ultimos compuestos
solo han podido ser identificados de forma tentativa por su espectro de masas. Su
abundancia en los aceites de Clemenpons es entre un 39 y un 9 % inferior que en los
aceites de Clemenules, aproximadamente (Tabla 2).

/\/\/\/\/\)|O
dodecanal
/\/\/\/\/\/\)|O
tetradecanal
/\/\/\/\/\/\/\ﬁ

pentadecanal

Figura 4.13. Aldehidos alifaticos identificados
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De acuerdo con lo expuesto en los dos subapartados anteriores, se observa
que el aceite esencial de la variedad Clemenpons es mas rico en algunos
monoterpenos y sesquiterpenos (Tabla 1). Los compuestos terpénicos derivan de la
via del &cido mevaldnico (Bruneton, 2002). Dado los resultados obtenidos, esta via
parece mas potenciada en la variedad Clemenpons que en Clemenules. Los
compuestos monoterpénicos a-terpineno y a-terpineno, ambos hidrocarbonados y
monociclicos (Figura 4.6), se suelen identificar en todos los analisis de aceites
esenciales de citricos (Ruberto y col., 1997; Lota y col., 2001; Merle y col., 2004;
Njoroge y col., 2005; Lan Phi y col.; 2006; Boussaada y Chemli, 2007; Viuda-Martos y
col., 2009; Akakabe y col., 2010; Omori y col., 2011; Deterre y col., 2012; Bourgou y
col.; 2012; Tomiyama y col., 2012; Liu y col., 2012; Costa y col., 2014; Wang vy Liu,
2014). Ambos compuestos proporcionan al aceite esencial un aroma tipico de limon,
de acuerdo con la base de datos de Flavor.net (Cornell University, 2004) (Tabla 1). El
compuesto 3-careno, hidrocarbonado y biciclico (Figura 4.6), no ha sido identificado
tan frecuentemente en el aceite esencial de citricos, aunque proporciona un aroma
parecido a los dos anteriores compuestos, segun Flavor.net (Ruberto y col., 1997; Lota
y col., 2001; Hognaddéttir y Rouseff, 2003; Bourgou y col., 2012; Tomiyama y col.,
2012; Wu y col., 2013).

En cuanto a los dos monoterpenos oxigenados identificados sin ambigiedad, el
acetato de a-terpinilo y el trans-carveol (Figura 4.7), también mas abundantes en
Clemenpons que en Clemenules, es importante sefialar que son monociclicos y que
proporcionan aromas diferentes a los tres monoterpenos hidrocarbonados citados
anteriormente, segun Flavor.net (Tabla 1). Asi, el acetato de a-terpinilo, que ha sido
identificado en pocos aceites esenciales de citricos (Ruberto y col., 1997; Hognadottir
y Rouseff, 2003; Bourgou y col., 2012), tiene un aroma a cera. El trans-carveol,
identificado en mas ocasiones (Minh Tu y col., 2002; Hognadottir y Rouseff, 2003;
Njoroge y col., 2005; Lan Phi y col., 2006; Viuda-Martos y col., 2009; Omori y col.,
2011; Cheong y col., 2011; Liu y col., 2015), tiene un aroma a alcaravea (Carum carvi)
gue es una planta aromética que se suele emplear como condimento alimentario y que
tiene un aroma semejante al anis (Cornell University, 2004). Esto ultimo, junto con el
hecho de que este compuesto duplica su abundancia en el aceite de Clemenpons con
respecto al aceite de Clemenules (Tabla 1), podria explicar por qué los agricultores
afirman que la corteza del fruto de Clemenpons tiene un aroma anisado que no logran
percibir en los frutos de Clemenules.

La variedad Clemenpons también resultd mas rica en sesquiterpenos que la
variedad Clemenules. Este tipo de terpenos poseen quince atomos de carbono, frente
a los diez atomos de carbono que forman los monoterpenos, de ahi que los
sesquiterpenos sean menos volatiles y tengan un tiempo de retencion mayor en los
analisis cromatograficos que los monoterpenos (Tabla 1). De los cinco sesquiterpenos
més abundantes en Clemenpons que en Clemenules, tan solo se han podido
identificar dos, el a-humuleno y el a-sinensal, aunque solo se ha identificado sin
ambigiedad el primero de ellos (Figura 4.10). Ambos han sido detectados muy
frecuentemente en el aceite esencial de citricos (Ruberto y col., 1997; Lota y col.,
2001; Min Tu y col., 2002; Chisholm y col., 2003b; Merle y col., 2004; Njoroge y col.,
2005; Fanciullino y col., 2006; Lan Phi y col., 2006; Boussaada y Chemli, 2007,
Akakabe y col., 2010; Bourgou y col., 2012; Deterre y col., 2012; Liu y col, 2012; Costa
y col., 2014; Dong y col., 2014; Wan vy Liu, 2014). El primero de ellos, monociclico,
tiene un aroma a madera, y el segundo, de estructura lineal, tiene un aroma fresco y
dulce (Cornell University, 2004).
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Por otra parte, este trabajo también permiti6 observar que el flavedo de la
variedad Clemenules era mas rico en compuestos alifaticos que el flavedo de la
variedad Clemenpons. Estos compuestos (Tabla 2), dos alcoholes y tres aldehidos,
proceden de la oxidacion de los acidos grasos. Asi pues, este proceso de oxidacion de
lipidos parece mas potenciado en la variedad Clemenules que en Clemenpons
(Bruneton, 2001). Los dos alcoholes, el 1-octanol y el 1-decanol, emiten un aroma a
musgo Yy a grasa, respectivamente (Cornell University, 2004). El primero se ha
identificado en muchas ocasiones en el aceite esencial de citricos (Ruberto y col.,
1997; Chisholm y col., 2003; Lan Phi y col., 2006; Cheong y col., 2011; Bourgou y col.,
2012; Deterre y col., 2012; Liu y col., 2012; Tomiyama y col., 2012), mientras que el 1-
decanol se ha identificado en pocas ocasiones (Liu y col.,, 2012; Tomiyama y col.,
2012). Los aldehidos dodecanal, tetradecanal y pentadecanal (Figura 4.11) también se
han identificado en los aceites esenciales de citricos, aunque en mucha mayor medida
el primero de ellos (Ruberto y col., 1997; Chisholm y col., 2003; Hognadéttir y Rouseff,
2003; Njoroge y col., 2005; Lan Phi y col., 2006; Akakabe y col., 2010; Miyazawa y
col., 2010; Deterre y col., 2012; Liu y col., 2012; Tomiyama y col., 2012; Costa y col.,
2014; Liu y col.,, 2015), mientras que el tetradecanal y el pentadecanal se han
identificado en escasas ocasiones, siempre junto al decanal, en el aceite esencial de
pummelo, pomelo y lima (Njoroge y col., 2005; Chisholm y col., 2003a). Los dos
primeros aldehidos proporcionan un aroma a grasa, al igual que el 1-decanol, mientras
el pentadecanal aporta un aroma floral (Chisholm y col., 2003a; Cornell University,
2004; Miyazawa y col., 2010).

De acuerdo con los resultados obtenidos, el flavedo de la variedad Clemenpons
parece mas rico en compuestos terpénicos que el flavedo de la variedad Clemenules,
los cuales le podrian proporcionar a dicho flavedo mayores notas aromaticas de limén,
madera, pino e incluso de alcaravea, que recuerda al anis. Por el contrario, el flavedo
de la variedad Clemenules se muestra mas rico en compuestos alifaticos aldehidicos y
alcoholicos de cadena de mas de siete atomos de carbono, que suelen aportar unas
notas aromaticas de grasa, musgo e incluso florales. No obstante, para confirmar
estos matices olfativos seria necesario realizar un estudio empleando un olfactometro
acoplado al cromatégrafo de gases, ya que la sensibilidad del olfato humano no es
directamente proporcional a las concentraciones mostradas por el detector de masas.
El ser humano tiene un umbral de reconocimiento del olor diferente para cada
compuesto, de tal manera la nariz humana no tiene por qué apreciar necesariamente
las variaciones de concentracion de los compuestos volatiles que hemos determinado
en este trabajo.
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5. CONCLUSIONES

Tras el estudio comparativo de los compuestos volatiles que constituyen los
aceites esenciales del flavedo de los frutos de la variedad Clemenules y de los frutos
de la variedad Clemenpons, se puede concluir lo siguiente:

1- El perfil volatil de los aceites esenciales de ambas variedades presenta diferencias
que permiten distinguir ambos tipos de frutos, lo cual no era posible hasta el momento
a través de ninguna caracteristica morfoldgica de dichos frutos.

2- El aceite esencial de ambas variedades tienen diferencias cuantitativas, no
cualitativas, es decir, ambos presentan los mismos compuestos pero no en la misma
concentracion.

3- De acuerdo con los compuestos volatiles presentes en mayor concentracion en el
aceite esencial de Clemenpons que en el de Clemenules, el flavedo de la variedad
Clemenpons parece mas rico en monoterpenos, como por ejemplo los compuestos 3-
careno o trans-carveol y en sesquiterpenos, como a-humuleno.

4- De acuerdo con los compuestos volétiles presentes en mayor concentracion en el
aceite esencial de Clemenules que en el de Clemenpons, el flavedo de la variedad
Clemenules es mas rico en compuestos alifaticos de cadena superior a 7 &tomos de
carbono, como el alcohol 1-octanol y el aldehido dodecanal.
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