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Latransformacion industrial del limén, y més en concreto la obtencién de
su aceite esencial, se puede considerar que ha sido el origen y la principal
causa de la industria de elaboracion de derivados de los frutos citricos en la
Region de Murcia, donde hoy estas industrias suponen un sector muy signi-
ficativo de la economia agroindustrial.

En efecto, hace escasamente cuatro décadas el aceite esencia del limoén
era précticamente la Unica justificacién econdmica desechando, en este caso
del limén, hasta su zumo que sblo parcialmente encontraba algunas aplica-
ciones en la fabricacion de écido citrico natural por € método Scheele, o en
pequefias proporciones para bebidas o en muy concretas aplicaciones indus-
triales, como la fabricacion de citrato calcico. Si bien hoy dia esta situacion
ha cambiado radicalmente hacia un aprovechamiento integral del limén pre-
parando productos derivados muy diversos y de gran interés econémico
(zumos diversos y pulpas, sustancias pécticas, bioflavonoides, etc.), pode-
mos considerar todavia a aceite esencial del limén como € primer producto
resultante de su industrializacion y que justifica el abordaje de su tratamiento
industrial.

El aceite esencial natural extraido en frio (cold pressed) ha conseguido,
a este respecto, ser €l principal elaborado; por destilacion se prepara aceite
de menor calidad. Aceites solubles en mezclas hidroacohdlicas han contri-
buido durante mucho tiempo a las bases en |a preparacion de bebidas refres-
cantes y gaseosas, asi como en muy diversos productos alimentarios, alavez
gue mediante desterpenacidn por rectificacion se preparan productos aroma-
ticos més especializados y de mayor valor afiadido, si bien estos ultimos
productos escapan la mayor parte de las veces a la industria transformadora
primaria 'y son preparados en industrias principalmente de aromas, mas es-
pecificas. No obstante su interés, es de destacar que € valor de aceite
esencial de limén extraido en frio —que por los afios sesenta alcanzaba pre-
cios en los mercados internacionales que llegaban a superar las mil pesetas
el kilo—, no ha visto actualizado su valor econémico, ya que su precio esca
samente se ha visto triplicado en el tiempo transcurrido desde entonces,
logrando cotizaciones en muchos casos inferiores al producido en otros paises
con mayor tradicion, como sucede con ltalia. Si bien en los comienzos esta



produccién espafiol a era escasamente conocida en los mercados del ramo, no
sucede asi hoy en dia en que existe una demanda que permite asegurar que
précticamente no existen excedentes de produccion en cada campaia de
elaboracion.

A pesar de algunos intentos, hasta la fecha no se ha publicado ningiin
texto de normalizacion del aceite esencia de limon de Espafia, ni de caracter
nacional ni de organismos internacionales, 1o que puede justificar en parte
esta situacion anteriormente mencionada. Mas recientemente, AENOR esta
colaborando en la elaboracion de una norma internacional con 1SO, que
recoja conjuntamente los aceites esenciales de limén de diferentes origenes,
entre ellos € de nuestro pais.

Laautoradel presente trabajo ha realizado su tesis de grado de Doctor en
e estudio de las caracteristicas y andlisis de aceites esenciaes de limoén
producidos en Espafia en diferentes campafias, siendo conocedora de la in-
dustria regional y de su problematica. Todo esto le permite aportar una
amplia serie de datos sobre |la propiedades fisico-quimicas y la composicion
de nuestro aceite esencial de limén, que con esta publicacion ofrece, tanto
a propio sector industrial escaso de esta informacién, como a los organis-
mos interesados en su tipificacion. El tratamiento del andlisis gascromato-
grafico del aceite resulta a este respecto muy interesante, ya que esta técnica
eslaprincipal herramienta para el andlisis de los aceites esenciales, y es muy
completo en cuanto a empleo de columnas diversas. Por todo ello, auguro
un éxito para esta publicacién que realiza la Consejeria de Agricultura, Agua
y Medio Ambiente de la Region de Murcia

José Laencina Sanchez
Catedrético de Tecnologia de Alimentos
Universidad de Murcia
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El cultivo de los citricos en la cuenca del Mediterréneo tiene su principal
exponente en las naranjas y los limones, cuya produccion adquiere especial
importancia en Espafia e Italia fundamentalmente, como principales suminis-
tradores de frutos frescos a los paises comunitarios de la Unién Europea. A
su vez laindustrializacién de los frutos citricos tiene una amplia tradicion en
estos paises y constituye posiblemente la via mas interesante de aprovecha
miento y regulacién de excedentes. En nuestro pais y mas concretamente en
la Regién de Murcia la transformacion industrial del limén se realiza desde
hace tiempo, constituyendo desde el principio € aceite esencial de limén,
por sus aplicaciones y extraordinario valor, €l primer producto derivado, en
contraste con la naranja para la que siempre €l aceite esencia ha sido con-
siderado un subproducto.

Existen estudios anteriores sobre |os aceites esenciales de limén elabora-
dos en Esparia, pero hasta el momento no se ha desarrollado ninguna norma
de las caracteristicas y composicion del aceite esencia de limoén espariol, que
sirva de referencia de su genuinidad y calidad con respecto a procedente de
otros origenes. Los objetivos del trabajo que se presenta se orientan hacia la
puesta a dia del conocimiento de las caracteristicas de este aceite esencial
y la consiguiente aportacion de datos a una posible propuesta de normaliza-
cion del aceite esencial de limén producido en Espafia.

Los organismos oficiales [ AENOR (Asociacién Espafiola de Normaliza-
cion y Certificacién), 1SO (International Standard Organization)— vienen
normalizando los distintos métodos de trabajo con vistas a facilitar las de-
terminaciones a redlizar, que garanticen la autenticidad y pureza de los pro-
ductos existentes en el mercado. Ldgicamente alcanzar estas certificaciones
supone un incremento del valor afiadido de los productos incluidos en ellas.

En éste trabajo, se aportan los datos obtenidos en la realizacion de latesis
doctoral “El Aceite Esencial de Limén producido en Espaia. Contribucién
a su Evaluacion por Organismos Internacionales’ (Albaladegjo, Q. 1999), en
la que se pretende colaborar con la caracterizacion del aceite esencial de
limén producido en Espafa, para lo que se llevan a cabo estudios de la
composicién fisico-quimica, asi como del perfil cromatografico representa
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tivo de la fraccién volatil responsable de la calidad organoléptica 'y en de-
finitivade su valor comercial. A tal fin se establecen los siguientes objetivos:

1. Estudio de las caracteristicas organol épticas de muestras de aceites esen-
ciales de limon.

2. Estudio de las caracteristicas fisico-quimicas del aceite esencial de limon.
Para €ello se consideran los siguientes parametros: indice de refraccion,
rotacion Optica, peso especifico, indice de carbonilo (expresado como
porcentaje del aldehido citral), solubilidad en etanol y residuo seco.

3. Andlisis mediante espectrofotometria de ultravioleta, para la obtencion
del espectro caracteristico y el valor del indice CD.

4. Andlisis por cromatografia de gases, para la identificacion de un nimero
de componentes suficientemente significativo de la fraccion volatil del
aceite esencial.

5. Consideracién de datos para elaboracion de una monografia de |as carac-
teristicas del aceite esencial de limén producido en Espafia.

La importancia tecnolégica y econémica que tiene la determinacion de
las normas de calidad de un producto como € aceite esencia de limon,
justifica €l interés del presente trabajo. Serd preciso que los organismos
internacionales determinen, junto con las normativas comunes de técnicas
analiticas hasta ahora recogidas, unas bases de datos que permitan conocer
lainfluencia de los distintos factores externos sobre las campafias anuales'y,
por otra parte, las relaciones entre distintos componentes, para poder deter-
minar la genuinidad. Por Ultimo, se aportan los valores para colaborar en la
elaboracion de la norma de calidad para aceite esencial de limén obtenido en
Espafia.



I1.INTRODUCCION
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I1.1. PRODUCCION E INDUSTRIALIZACION EN ESPANA

La produccién mundial de limonero Citrus limon (L.) Burm. f. segin
denominacién habitual, supera los 1,5 millones de hectéreas Los mayores
productores del mundo son, por este orden: Estados Unidos, Argentina, Ita-
lia, Espafia, Grecia, Israel, Costa de Marfil,... En nuestro entorno préximo
del area de la cuenca mediterranea destaca en primer lugar Italia cuyo limén
proviene sobre todo de la zona de Sicilia, donde su cultivo goza de gran
tradicion.

La distribucion geografica del cultivo se encuentra localizada en nuestro
pais en la zona del Mediterrdneo sobre todo en la Region de Murcia y
Provincia de Alicante. La superficie dedicada a cultivo de citricos en Espa-
fia en € afio 1994 alcanza las 250.000 Ha, de las que & 20% se destinan al
limdn, lo que supone una produccion cercana alas 500.000 Tm; actualmente
se superan las 800.000 Tm. En el Levante espafiol, y en concreto en Murcia,
se procesa limén durante casi todo el afio, casi € 50% del total de limén
recogido en toda Espafia. (Consgjeria deAgricultura Aguay Medio Ambien-
te Region de Murcia, 2001). La produccién por comunidades auténomas se
muestraen laTablall.1.1. Se puede observar, que es en la Regidn de Murcia
donde se produce la mayor parte, seguida de la Comunidad Valenciana,
representada por Alicante sobre todo en la zona sur en torno a Orihuela

Esta produccion de limén se ha incrementado notablemente en las dos
Ultimas décadas. La exportacién para e consumo en fresco, constituye €l
principal destino de la produccion, de la que se dedican a comercio Intraco-
munitario cercade 300.000 Tm (Tablall.1.2), y aexportacion cerca de 200.000
Tm, destacando Polonia como principal destino de la misma. Aln asi no
resulta suficiente como para asumir €l total de lo producido. Se observa la
tendencia de aumento de los volimenes de fruta destinados a industria que se
consolida en los Ultimos afios, no sblo por € interés econdmico del aceite
esencial del que se producen anualmente mas de 750 Tm, lo que supone un
total aproximado de cerca de mil millones de pesetas a afio, sino de otros



16

subproductos de limén como corteza para pectinas, limoneno, harina de se-
millas, etc., elaborados de ato valor afiadido, que permiten el aprovecha
miento integral de los frutos (Laencina 'y Carpena, 1974; Coll, 1992).

Tabla 11.1.1.- Distribucién por comunidades auténomas
de la produccién de limoén en las Ultimas campafias

98/99 (Tm)  99/00 (Tm)  00/01 (Tm)  OL/02 (Tm)

Murcia 361.500 395.000 420.000 433.000
Valencia 220.314 308.911 342.390 359.957
Andalucia 90.738 177.459 161.165 168.923
Catalufia 1.000 1.125 855 —
Baleares 2.000 2.000 2.000 —
Otras 13.300 12.700 10.900 —
Total 688.852 897.195 937.310 —

INTERCITRUS, 2001

Tabla I1.1.2.- Envios intracomunitarios de limén

Pais Limones (Tm)
Francia 79.431
Bélgica-L uxemburgo 12.171
Paises Bgjos 28.671
Alemania 91.740
Itaia 21.225
Reino Unido 36.921
Irlanda 1.126
Dinamarca 4,554
Grecia 49
Portugal 4.072
Suecia 6.504
Finlandia 1.826
Austria 3.579
Total 00/01 (a 30/06/01) 291.869

INTERCITRUS, 2001
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[1.2. TRANSFORMACION INDUSTRIAL DEL LIMON EN LA
OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL

Limdn, materia prima paralaindustria citrica

El aceite esencial se obtiene de la expresién en frio del pericarpio fresco
de las distintas variedades de limoén, gque presentan ligeras diferencias de
grosor de corteza. Lavariedad “Verna’ que ha pasado de ser mayoritaria con
un 70% del cultivo de limon, a representar tan sdlo € 40% aproximadamente
en los ultimos afios, y la variedad conocida como “Fino” o “mesero” al que
también se llama limén de invierno, que constituye casi € 60% del cultivo
en laactualidad, y que permite obtener frutos desde septiembre/octubre hasta
casi febrero, siendo éstos los més interesantes para la obtencion del aceite
esencial de limén ademés de por su riqueza en &cido citrico en € zumo.

Tratamiento del fruto

La recoleccién de los frutos debe ser sumamente cuidadosa ya que la
integridad del pericarpio vaainfluir en € rendimiento y la calidad del aceite
esencial obtenido. Una parte importante de los frutos que se industrializan
provienen de la seleccidn realizada en los almacenes de comercializacion en
fresco, de donde se transportan a las industrias transformadoras; alli se re-
cibe generalmente en balsas de agua. En caso de que provengan directamen-
te de la recoleccion, se eliminan las partes sobrantes —restos de hojas y
peciolos- y se procede a lavado de los frutos que a continuacion pasarén a
ser procesados. La humedad se elimina posteriormente mediante aire forzado
gue inciden sobre los frutos dispuestos en mesas de rodillos.

La seleccidn de los frutos es especia mente importante ya que €l coste de
la materia prima corresponde a mas del 80% del coste industrial, y la calidad
del producto fina esta intimamente ligada con la calidad de la fruta. Por
tanto, se debe adquirir la variedad, calidad y cantidad necesarias de frutos,
con un estado de maduracion adecuado (limpios, sanos, con buen aspecto
externo, de madurez y tamafio uniforme). La falta de uniformidad en €l
tamafio y la maduracion causa serios problemas en el rendimiento y en la
calidad de los productos obtenidos (FMC, 1980). Los frutos adecuadamente
cultivados soportan mejor la manipulacién a que son sometidos en las diver-
sas fases del proceso, permitiendo que la fabrica trabaje con mayor eficien-
cia al presentar mayor rendimiento, menores pérdidas, menos mano de obra
para separar frutos en las cintas transportadoras, y permiten la obtencion de
mayores rendimientos de subproductos.
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Los golpes pueden, a dafiar las células, producir transformaciones fisico-
quimicas indeseables o favorecer € desarrollo de hongos que contaminen el
producto y por supuesto pérdidas de aceite esencial. Las condiciones ideales
de transporte estdn més o menos lgjos de la realidad, ya que es imposible
eliminar totalmente las magulladuras en los frutos cuando estamos hablando
en términos de decenas de toneladas métricas por hora, aungque se descarga
d limén sobre lechos acuosos para minimizar los golpes. Si hubieran de
amacenarse se haria en un lugar ventilado, ala sombra, manteniendo la fruta
seca y procurando procesarla lo antes posible.

Obtencion del aceite esencial

Industrialmente, la extraccion de aceites esenciales de los frutos citricos
se asocia siempre a la obtencion de zumo; para €llo la tecnologia opta por
uno de los dos esquemas de procesos que se basan fundamentalmente en la
recuperacion preliminar del aceite esencial y posterior exprimido del zumo
0 en la obtencion simultdnea de ambos productos, en funcion de los equipos
extractores existentes, que alo largo del tiempo han evolucionado en distin-
tas concepciones mecanicas.

Existe gran profusion de maquinaria como: Pickin Roll, Fraser-Brace
“excoriator”, AMC “scarifier”, Brown “peel shaver”, etc., que recuperan €
aceite del fruto en un paso previo a la extraccién de zumo (Bushman vy,
Holbrook 1978). En este tipo de maquinaria se opera sobre e fruto entero
por abrasion como en los primeros sistemas manuales; pertenecen a éste
sistema las méaguinas “Pelatrice” (peladora) tales como Speciade, Indelicato
y Avena, italianas. El raspado del fruto completo se lleva a cabo mediante
varios pares de rodillos de superficies punzantes, dispuestos trapezoidal men-
te con € ge longitudina paralelo a sentido de avance de los frutos, la
rotacion hacia e exterior impide que los frutos se aplasten, haciendo que
resbalen sobre si, cambiando continuamente su posicion y ofreciendo toda la
superficie ala accién abrasiva de las puntas de los rodillos, a mismo tiempo
gue el aceite es arrastrado mediante la presion de finos chorros de agua fuera
de la méquina (Di Giacomo y Mincione, 1994).

La extraccién simultdnea de zumo y aceite esencial, se lleva a cabo me-
diante dos copas dentadas que intercalan sus dientes cuando se cierran a
presion. Los frutos clasificados por tamafios, se sittian en el centro de la copa
inferior, la presién generada por la bagjada progresiva de la copa superior
produce la ruptura de las glandulas oleiferas, al mismo tiempo se produce la
extraccion de zumo mediante un cuchillo circular situado en el centro de la
copainferior que abre el paso a un tubo pre-refinador que se encaja entre las
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dos copas y actlia de colador (Figural), dejando pasar €l zumo al interior del
tubo y reteniendo la pulpa y demés fracciones sdlidas. Un potente chorro de
aguamicronizada arrastra €l aceite y se produce asi una primera emulsion con
cuatro componentes. agua, aceite, restos de corteza y solidos en suspension.

Entre la maquinaria que sigue este proceso se debe citar en primer lugar
el original extractor FMC “In-Line” (Food Machine Corporation) de Nor-
teAmeérica; tambien SPECIALE de Italia, FOMESA y LUZZY SA de Espa
fla. Un esquema de elaboracion del aceite esencia de limén se muestra a
continuacion (Esguema 11.2.1).

Se obtiene asi por cualquiera de ambos procesos una emulsion con €l
aceite esencial liberado de los utriculos y €l agua de arrastre. A esto se sigue
una primera tamizacion para eliminar restos groseros, y dos centrifugacio-
nes, la primera de enriquecimiento y la segunda de pulido o refinado de la
gue se obtiene e aceite esencial.

LINONES

LIBERACION DEL ACEITE POR RUPTURA DE LAS GLANDULAS

ARRASTRE MECANICO POR AGLUA

EMULSION

FANIEALC

PRIMERA CENTRIFUGACION DE ENRIQUECIMIENTO

SEGUNDA CENTRIFUGACION DE PULIDO

AVOENTE ESENCITAL

El tratamiento mediante enzimas pectoliticas de las emulsiones acuosas
durante &l proceso industrial del aceite esencial de limoén, permite reciclar los
efeluentes de extraccién, suponiendo un ahorro importante de agua ademas
de evitar la contaminacion ambiental, a la vez que mejora las caracteristicas
del aceite obtenido a disminuir las pérdidas de componentes aromaticos
oxigenados més solubles (Coll et al., 1995).
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Los detritos y las emulsiones de rechazo se someten a prensado y poste-
rior destilacion para aprovechar més los frutos. Para esto se utiliza maqui-
naria como el “Torchio” (prensa de tornillo) que realiza el prensado de la
corteza mediante dos hélices que giran en sentidos opuestos, situadas en
jaulas que hacen de filtro y abrasivo al estar surcadas longitudinalmente por
fresas y talladas con fisuras calibradas para permitir la salida de la esencia.
L os restos de corteza se someten a un segundo prensado de mayor intensidad
consiguiendo una pasta densa que diluida con la fase acuosa procedente de
la centrifuga atraviesa €l filtro y se destina a la destilacién, método con €l
que también se pueden tratar efluentes liquidos residuales.

Almacenamiento y conservacién del Aceite Esencial

El aceite esencial refinado se almacena en tanques de acero inoxidable
gue se mantienen a temperaturas comprendidas entre -5 °C y -25 °C durante
e proceso denominado de “winterizacion”, paralograr la separacion de ceras,
trasvasandol o a continuacion a bidones de 200 L de capacidad revestidos de
resinas fendlicas e incluso de acero inoxidable. Asi envasado, se almacena
en atmésfera inerte (de nitrégeno o carbonico) y +5 °C de temperatura.

1.3. APLICACIONES

Aungue € limén no se consume de igual forma que la mayoria de citri-
cos, tiene mayor variedad de usos —culinarios, bebidas, aplicaciones medici-
nales e industriales— que ninguna otra fruta; es probablemente €l tercer con-
dimento mas ampliamente utilizado tras el azlicar y la sal, para ensalzar los
aromas inherentes ala comida (Swisher y Swisher, 1980). El aceite de limén
extraido en frio tiene tantas aplicaciones como € zumo por su uso genera-
lizado en alimentos, refrescos, cosméticos, farmacos y productos de uso
doméstico (ambientadores, limpiadores, etc.) (Safina, 1971 y 1984; Laenci-
na, 1983; Carter, 1993).

El aceite esencial de limon obtenido durante €l procesado del fruto, se
considera como material aromético de “Primera generacion”. Actualmente la
tecnologia de extraccion del aceite esencial parece haber Ilegado al limite en
cuanto se trata de conseguir los mejores rendimientos y calidades, por lo que
€ interés de las industrias se desplaza hacia la obtencién de distintos produc-
tos, a partir de este material.

Se han creado nuevos materia es aromaticos, mediante el uso de distintos
procesos fisicoquimicos, que constituyen las sucesivas generaciones dentro
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de los productos arométicos y que son considerados. Productos de segunda
generacion (Aceites esenciales deterpenados y desesquiterpenados).
Productos de tercera generacion (Concentrados o “Folded oils’). Productos
de cuarta generacién (“Top notes’, fracciones carbonilicas o determinados
componentes) (Fleisher et al. 1987; Pino et al. 1993; Kern, 1996). Asi mis-
mo interesa la recuperacion de los aromas que se producen durante el
procesado de aceite esencial y zumo y que posteriormente se reincorporan al
Zumo ya que potencian la mejora de calidad aromatica.

11.3.1. Deter penados

La éiminacion total o parcia de los hidrocarburos monoterpénicos y
sesquiterpénicos de |os aceites esenciales natural es se denominan respectiva-
mente deterpenacién y desesguiterpenacion, se efectlian principalmente con
los siguientes fines:

* Aumentar la concentracion de los componentes que contribuyen en ma-
yor medida al aroma.

* Incrementar la solubilidad del aceite esencia de limoén en etanol, incluso
de baja graduacién y/o agua, y asi mismo en disolventes aptos para tec-
nologia alimentaria, ademas los deterpenados son practicamente solubles
en agua a las dosis usadas en la aromatizacién de las bebidas refrescantes
y desaparece € antiestético collarin provocado por los terpenos en la
parte alta de la botella.

» Eliminar la aparicion de olores desagradables procedentes de procesos
como la resinificacion y enranciamiento provocados por los hidrocarbu-
ros terpénicos.

Los sistemas de deterpenacion utilizados son los siguientes:
Destilacion fraccionada a vacio.

Extraccién con disolventes.

Cromatografia de adsorcién.

Nuevas tecnologias, entre las que cabe destacar |os Procesos de membra-
na (Ultrafiltracion -UF-, y la Osmosis inversa -OR-), Tratamiento enzi-
matico de la emulsion obtenida y empleo de la Extraccion con fluidos
supercriticos.

> w bR

I1.3.2. Alcoholatos

Los extractos alcohdlicos de los aceites esenciales se conocen comun-
mente como alcoholatos 0 aromas solubles, y revisten particular interés en
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los sectores industriales de bebidas y perfumeria, ya que a ser solubles en
fase acuosa, permiten la aromatizacién de bebidas y siropes, ademas poseen
mayor resistencia a fendmenos de oxidacion, y mayor proporcion de los
componentes gque mas contribuyen a aroma, que el aceite esencial de par-
tida. Se elaboran a partir de cortezas mediante maceracion y destilacién con
columnas de rectificacion.

[1.3.3. Aromas en polvo

La produccion de las llamadas esencias o aromas en polvo, se basa en la
ya conocida técnica de microencapsulacion por “spray drying” (secado por
pulverizacién). Se forma una microemulsién estable de la sustancia aromé
ticay el componente que va a servir de revestimiento, que a continuacion se
pulveriza para obtener el producto microencapsulado. Los materiales em-
pleados para e revestimiento son polimeros organicos, gomas y gelatinas
modificadas. La eleccién dependera del tipo de maquinaria disponible, de las
condiciones necesarias para la formacion de la emulsién estable, con una
viscosidad aceptable y a baja concentracion, y si su destino es el uso alimen-
tario debe estar permitido como aditivo con este fin.

I1.3.4. Aceite esencial destilado

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



l1l. MATERIAL Y METODOS
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I11.1. ACEITE ESENCIAL DE LIMON

La materia prima utilizada la constituyen muestras de aceite esencial de
limén suministradas por diferentes empresas del sector de transformacién de
frutos citricos ubicadas en laregién de Murcia, alas que deseo agradecer su
colaboracion ~AGRUMEXPORT; CIMUSA; CITROMIL; PARRA; RIVER-
BEND; TANA- y que procesan fruta en su mayor parte procedente de las
producciones de la Vega baja'y media del rio Segura, y de la provincia de
Almeriay Méaga. Son, por tanto, muestras genuinas de aceite esencial de
limdn recogidas directamente en las factorias de elaboracion y representan al
aceite esencia de limén que se produce en nuestro pais.

Las variedades de limén procesadas son: la variedad Verna cuya produc-
cion se extiende més en € tiempo a lo largo del afio por presentar varias
floraciones durante el mismo, y de la variedad Ilamada de limén Fino que
se considera como limén de invierno. Dado que las zonas de cultivo de
l[imén en Espafia se han difundido de forma espectacular en las Ultimas
décadas, desde zonas préximas al litoral maritimo hasta areas del interior,
desde el Sur de la Provincia de Alicante hasta la provincia de Mélaga, los
calendarios de produccion se han extendido solapdndose ambas variedades
en muchas ocasiones en sus momentos de recoleccion.

Muestras de aceite esencial delimon

Se han tomado ciento cuarenta y seis muestras de distintas épocas de
produccién de varias campafias desde el afio 1993, siendo € afio 1996 del
gue mayor nimero de muestras se recogieron, y por Ultimo varias muestras
de la campaiia 1998-99. Se toman las muestras directamente de la linea de
produccién, concretamente a la salida de la centrifuga de pulido, y algunas
de la camara frigorifica de conservacion, dias después de su industrializacion
en momentos de produccion mas limitada. Las muestras se recogen en en-
vases de vidrio color topacio de hasta 200 mL, cerradas herméticamente y
se conservan en camara frigorifica a temperatura ligeramente superior a0 °C.
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Las muestras se someten a su andlisis directamente, actuando segin cada
técnica lo requiere.

I11.2. ANALISIS SENSORIAL

El andlisis sensorial de los aceites esenciales en general y en concreto €l
de limén se limita a la estimacién de los atributos de aspecto, color y olor
fundamentalmente, en la mayoria de los casos, sdlo se toma nota cuando el
aspecto o0 el aroma que se observa no son los habituales. El aceite esencial
de limén es un liquido ligeramente coloreado, que puede variar de amarillo
paido a amarillo-verdoso, algunas veces presenta incipiente turbidez y olor
caracteristico del pericarpio fresco de limén (1SO 855, 1981).

En cuanto a aroma en concreto algunos expertos pueden utilizar para
describirlo diferentes calificativos: Fondo correcto, fresco, aspero, plano,
regular etc. Salida muy bien, bien, correcta, verde, frutada, enclenque, etc.
Cabe destacar que €l olor a pericarpio fresco de limoén, cuando es percibido
por un experto acostumbrado, encuentra una gran cantidad de matices que
pocos aprecian, de aqui la importancia que se deriva de técnicas como €l
estudio del espacio de cabeza y de la nariz electronica sobre todo, ya que
entre los paneles de expertos existen también variaciones en la apreciacion
que resultan dificiles de relacionar pues a veces depende también del des-
tino final del aceite, por e emplo, para aplicacion en alimentacion, como
se ha venido usando en mejorar € gusto de los concentrados de zumo y
para potenciar el aroma de zumos congelados y bebidas refrescantes y en
perfumeria.

Para el estudio del color se ha utilizado un colorimetro Minolta CR-200
gue permite medir la cromaticidad absoluta, es decir matiz, color y lumino-
sidad. Las muestras de aceite esencial se sitUian en tubos de vidrio de veinte
mL de capacidad, Ilenos hasta la mitad de aceite esencial, y se realizan las
medidas sobre fondo blanco. En cualquier caso la gama de color obtenida
por los procedimientos de extraccidn actual es son cominmente aceptados en
el mercado. Las muestras con excesiva coloracion incluso con tonalidades de
pardeamiento son indicativas de un exceso en el tratamiento mecanico y en
la separacién del aceite esencia tal como sucedia con los sistemas de pela
dora Avena gue hoy ya no se utilizan. No conviene que los frutos estén
excesivamente maduros ya que las glandulas de aceite esencial en esas con-
diciones suelen estar mas 0 menos agotadas y €l aceite esencial asi obtenido
es menos aromético, ni demasiado verdes que proporcionarian un aroma
excesivamente aspero.
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111.3. ANALISIS FISICO-QUIMICOS

Para el control analitico de aceites esenciaes de citricos se utilizan entre
otras las siguientes determinaciones:

Residuo de Evaporacion

Este representa la fraccion no volétil de aceite esencial que generalmente
esta constituida por ceras, parafinas, cumarinas, furocumarinasy componen-
tes de elevado peso molecular. Su determinacion se lleva a cabo mediante €l
método descrito en la norma 1SO 4715 de 1978, para aceites esenciaes. Es
el porcentgje de masa que se obtiene tras la eiminacion de la fraccion
voldtil, por caentamiento de la muestra, a bafio maria y posterior enfria-
miento en un desecador. El resultado se expresa como porcentgje de masa
del residuo respecto de lamasainicial. Parece estar relacionado con €l tiem-
po que esta el aceite en contacto con la corteza durante la expresion, y con
el tipo de proceso de extraccion que produce un mayor 0 menor esfuerzo
mecanico sobre la corteza del fruto (Rodano, 1930; Kesterson et al., 1971),
este contacto es mayor en las maguinas tipo “pelatrice” que en las de tipo
espumadora.

Solubilidad en Alcohol

Por este método (AENOR: UNE 153, 1984; 1SO 875, 1981) se puede
observar la posible adicion de ciertos adulterantes, que no son solubles en
alcohol de una graduacion en la que se conoce la solubilidad de la esencia
genuina, asi como también la solubilidad disminuye en aceites esenciales
envejecidos, ya que se produce la polimerizacion sobre todo de hidrocarburos
terpénicos, que presentan este fendmeno con gran facilidad. Para los aceites
esenciales de citricos se emplean normal mente disoluciones de alcohol etilico
de elevada graduacion alcohdlica, comprendidas entre 80% y 96%. La solu-
bilidad sera tanto mayor cuanto mas rico sea en componentes oxigenados.

Peso Especifico

Se utilizan dos métodos para esta determinacion: El primero mediante
picnémetro, a temperatura ambiente 20 °C (1SO 279, 1981). La relacién
entre € peso del picnémetro lleno de aceite esencial y de agua nos permite
calcular la densidad del aceite esencial en g/mL.

En el segundo método (AENOR PROPUESTA UNE 84-402, 1992), se
emplea un Densimetro Digital, instrumento de medida cuyo fundamento es
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la variacion que experimenta la frecuencia de un circuito oscilante, excitado
eectrénicamente, al contener un volumen fijo de muestra. La frecuencia de
oscilacion estd influida Unicamente por la masa del volumen de muestra; al
mantenerse constante ésta magnitud para una temperatura dada (por las ca
racteristicas de la c8ula de medida), la densidad de la muestra se obtiene
como funcién de la medida de la frecuencia (o0 del periodo) de oscilacion
segln la expresion:

p=(VA) x (T?- B)

donde T es el periodo de oscilacion del sistemay A y B son constantes del
aparato gque se determinan en la operacion de calibrado.

Indice de Refraccion

Es la relacion del seno del angulo de incidencia de un rayo de luz y €
seno del angulo de refraccion (1SO 280, 1976) medida a 20 °C. Se determina
con un refractometro de precision, que permite apreciar las diezmilésimas.
Puede usarse luz blanca si €l refractémetro utilizado posee un dispositivo de
compensacion cromdtica. Se pone una gota del aceite esencial en el espacio
comprendido entre los dos prismas, y se lee después de cinco minutos, al
menos, de contacto.

Rotacion Optica

Los aceites esenciales de citricos tienen la propiedad de producir una
rotacion dextrégira, mas o menos acentuada, del plano de la luz polarizada.
Esta medida se realiza segiin la norma 1SO 592, 1981; y sus equivalentes
AFNOR 75-113, 1982 y AENOR 159, 1984. Se utilizan dos polarimetros
uno manual gue tiene como fuente de luz una lampara de sodio, y un pola-
rimetro semiautomatico ATAGO Polax-D. La medida se efectlia igualmente
a 20 °C, se introduce la muestra de aceite esencial en tubos de 20mm o de
100 mm. Se redlizan tres medidas de cada muestra y obtenemos la media
—siempre gue no difieran entre ellas méas de 0'08° o0 1'4 mrads, en cuyo caso
se rechazan-.

indice de Carbonilo

El fundamento de ésta técnica (1SO 1279, 1984) se basa en que la adicién
del clorhidrato de hidroxilamina produce la oximacion —por parte de la hi-
droxilamina— del doble enlace carbonilico del grupo aldehido formando una
adoximay liberando &cido clorhidrico. Completada la reaccion se valora €l
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HCI liberado que se relaciona con el contenido en grupos carbonilicos en la
muestra y que se calcula en gramos del aldehido. El fina de la reaccion se
determina por viraje de indicador (azul de bromofenaol) o por potenciometria.
En € caso de que més de un aldehido o cetona estén presentes en el aceite
esencial, se expresan todos como uno de ellos, que se considera mas repre-
sentativo. El aldehido predominante en el aceite esencial de limén es €l citral
gue presenta dos isdmeros citral trans o gerania y citral cis o neral.

HC=C-CH,-CH,-CH,-C-CH,
I Il
CH, HC — CHO
Citral

I11.4. ESPECTROFOTOMETRIA UV. INDICE CD

El método se basa en la determinacion del espectro de absorcion de la
disolucion alcohdlica de aceite esencia de limén (250 mg en 100 mL alco-
hol etilico), usando de blanco etanol, en € rango de longitudes de onda
comprendido entre 260 y 400 nm, seguin la norma |SO 4735 (1981). Lalinea
CD se determina por la distancia entre el maximo de absorcion y e punto
gue corta la tangente entre el minimo y € punto de inflexién delacurva. Las
medidas de absorbancia se realizan en un espectrofotémetro digital UVIKON
de la marca KONTRON. Para evitar €l uso del método gréfico se disefia un
programa en lengugje BASIC, gque permite calcular el valor de la linea CD
introduciendo los datos de las absorbancias y longitudes de onda de maximo
minimo y punto de inflexion.

I11.5. DETERMINACION DE LA FRACCION VOLATIL POR
CROMATOGRAFIA DE GASES

El siguiente paso en la caracterizacién de limoén es e estudio del perfil
aromatico por inyeccion directa en cromatografia en fase gaseosa —técnica
de eleccion en € andlisis de aceites esenciales—, que permite la separacion
e identificacion de los componentes de mezclas muy complejas como es €l
caso del aceite esencial (ISO 7609, 1985), y de una forma eminentemente
préctica, ya que a ser un producto de elevada volatilidad, puede ser some-
tido a ésta técnica sin necesidad de tener que actuar sobre la muestra, evi-
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tando por tanto, toda alteracion en el producto original, cosa que no es usual
en la mayoria de los métodos de fraccionamiento e identificacion. A lo largo
de varias campafias se ha redlizado el andlisis cromatogréfico utilizando
columnas capilares de diferente polaridad.

Se utiliza la inyeccién directa de muestra, aplicando cantidades de aceite
esencial comprendidas entre 0'05 pL y 0'7 pL. Se emplea un cromatégrafo
equipado con un detector de ionizacion de llama (FID). La separacion se
Ileva a cabo en tres columnas capilares diferentes. OV-101, apolar cuya fase
estacionaria esta constituida por 100% de Polidimetilsiloxano; HP-5 ligera-
mente polar con un 5% de difenil y 95% de polidimetilsiloxano y CPWax
52-CB, polar con un 100% Poalietilén glicol (PEG20M). La mayoria de los
programas de temperatura comienzan sobre los 60 °C y finalizan entre 180
y 210 °C ya que se considera que en ese rango de temperatura eluyen todos
los componentes.

El perfil cromatogréfico da unaidea a simple vistatanto del aceite de que
se trate como de la columna. Depende de la polaridad de |a fase estacionaria
utilizada, del programa de temperatura aplicado, del flujo de gas portador, y
de la concentracion de algunos componentes mayoritarios que asumen en su
concentracion a picos minoritarios que eluyen muy proximos. Para determi-
nar este orden se han utilizado las referencias bibliogréficas existentes sobre
cada columna o similares en su composicién, ademas se han utilizado mez-
clas de patrones, bien, inyectadas a modo de estandar, bien, afiadiendo una
aicuota a la muestra de aceite para observar €l incremento del pico a deter-
minar. Asi mismo se ha utilizado la inyeccién de la muestra junto con pa
trones de la serie hidrocarburos saturados comprendidos entre C7 y C24, con
d fin de determinar los indices de retencion. Seria deseable poseer todos los
patrones de los componentes gque se supone forman parte del aceite esencial,
pero estos son compuestos naturales a veces dificilmente purificables y en
cantidades realmente pequefias como para obtenerlos comercialmente. Por
ultimo se determinan también por espectrometria de masas (MS).



V. RESULTADOS Y DISCUSION
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IV.1. DETERMINACION DEL AROMA, ASPECTO Y COLOR

Todas las muestras estudiadas presentan € aroma caracteristico del peri-
carpio fresco de limén. Las muestras limpidas y transparentes sin residuo
alguno presentan un color visual propio de los frutos de origen que compren-
de desde un verde ligero al amarillo definido. El ensayo de color realizado
con muestras obtenidas a lo largo de una campafia nos permite observar que
las variaciones en e mismo dependen de la época de procesado, estado de
madurez de los frutos y sistema de extraccién. El rango de valores obtenido
para las muestras mediante € colorimetro digital es el que corresponde a la
zona del amarillo y verde, cercana en algunos puntos a anaranjado. Los
valores L* (luminosidad) se sittan entre 31y 35 = 0’'1. Los valores de a*
negativos indican cromaticidad verde y los positivos rojiza, los val ores encon-
trados van de -1'02 a 0'26. Los valores de b* positivos que indican croma-
ticidad amarilla, se sitlian para las muestras estudiadas entre 0'09 y 3'64.

IV.2. DETERMINACIONES FiSICO QUIMICAS

Los andlisis fisico-quimicos habituales (densidad, indice de refraccion,
rotacién optica, residuo de evaporacion, solubilidad en etanol, y sobre todo
determinacion del indice de carbonilo) permiten la deteccion rapida de alte-
raciones groseras caso de que se presentaran. Los valores maximos y mini-
mMos encontrados para estos ensayos muestran que se sitllan dentro de los
valores normales del aceite esencial de limén determinados anteriormente
por otros autores para aceites de otras procedencias.

Residuo de Evaporacion

En la determinacion del residuo seco redlizado con cuarenta y siete
muestras, procedentes de varias campafias, se obtuvieron porcentajes que
oscilanentre 1' 7'y 3'0% y son comparables a | os obtenidos por Di Giacomo
y Mincione en 1994 (1’ 78% minimo y 3' 77% maximo), para maquinas de
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tipo “Sfumatrice’, ya que las muestras no provienen de maguinas raspado-
ras y presentan menor porcentaje de residuo de evaporacion. Kesterson et
al. (1971) encuentran para limén italiano un minimo de 1'5% y un maximo
de 2'2%; y para el procedente de USA un minimo de 1'5% y un maximo
de 1'8%. En muestras de limén espafiol Liberti et al. (1973) obtienen va
lores comprendidos entre 1'92% y 3’ 24%. Los datos obtenidos en nuestras
muestras son méas proximos a los que presenta €l aceite esencia de limoén
italiano.

Solubilidad en Alcohol

En las diversas aplicaciones industriales de los aceites esenciaes de li-
mon (alimentacion farmacia, perfumeria, etc.) es muy frecuente recurrir ala
preparacion de disoluciones etandlicas. Por otro lado, la adicion de sustan-
cias poco solubles en acohol influyen de forma notable en la solubilidad De
modo similar en & proceso de envejecimiento se producen polimerizaciones,
principalmente de los constituyentes de caracter terpénico, con formacién de
polimeros insolubles (Di Giacomo y Mincione, 1994). Las disoluciones
obtenidas pueden ser totalmente limpidas o pueden ser mas o menos turbias.
Los vaores encontrados por Calvarano et al. (1988) se encuentran compren-
didos entre 5’0 y 85 volumenes de alcohol de 90% (v/iv) a 20 °C. Las
muestras estudiadas son totalmente solubles en alcohol de 95°, y en acohol
de 90° son solubles entre diez voliumenes y seis. Liberti et al. en 1973
encuentran valores similares a los de este estudio.

Peso Especifico

Los valores bajos de peso especifico se deben a ato contenido en hidro-
carburos terpénicos — os deterpenados poseen densidades més elevadas-y en
general ala presencia de componentes volatiles por 1o que pueden indicar la
presencia de aceites esenciaes destilados (Di Giacomo y Mincione 1994).
Los valores obtenidos con densimetro se sitlan para la densidad absoluta
entre un maximo de 0’8534 y un minimo de 0’ 8519; y para densidad relativa
se encuentran entre 0’8534 y 0’ 8549 respectivamente. El picnémetro nos da
valores comprendidos entre 0'8420 y 0'8520. Teniendo en cuenta que los
datos encontrados por Liberti et al. en 1973 y posteriormente por Drouet en
1982 y Di Giacomo y Mincione en 1994, varian sus minimos entre 0’ 8462;
0'849; 0'8555 y 0’8566 y sus maximos respectivos entre 0°'8575; 0'858;
0’8572 y 08590, se consideran los valores encontrados dentro del rango de
valores nhormales para €l aceite esencia de limon.
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Indice de Refraccion

En los valores de Indice de Refraccion el minimo esta mas cercano a los
valores de limén Italiano y el méximo cercano a los de aceite esencial de
USA. El valor méximo de indice de refraccion observado en las muestras es
de 1'4752 + 0’0001, y € minimo de 1'4722 + 0'0001. El valor minimo y
el maximo tan sdlo lo presenta una muestra, otras tres muestras tienen un
valor de 1'4726 y cuatro més de 1'4728; diez se encuentran entre 1’4730 y
1'4732, diecinueve entre 1’4734 y 1’4739 y nueve entre 1’4740y 1'4752 |o
gue implica que la mayoria de los valores obtenidos para estas camparias se
hallan entre 1’4730 y 1'4740.

Rotacion Optica

Los componentes en mayor proporcion en el aceite esencial de limén (d-
limoneno y 3-pineno), son los responsables de las variaciones que se produ-
cen en la rotacién éptica. El limoneno es de naturaleza dextrégira 'y es €
componente mayoritario en € aceite mientras que 3-pineno, segundo en
importancia, es de naturaleza levégira. La variacion de las proporciones de
ambos componentes es la principal causa que provoca los cambios en éste
parédmetro.

El valor méximo encontrado en las muestras procesadas corresponde a
+61'86 y e minimo a +56'4. Esto sitUa los valores del aceite esencial de
limén de origen espafiol obtenidos durante estas camparias (1992-1994), en
un margen més estrecho que € resto, pero las diferencias no son significa-
tivas, Unicamente consecuencia de las multiples variaciones que afectan alos
frutos procesados en cada campafia. En cuanto a la variacion a lo largo de
la misma, parece que en estas del 1992-1994 son més elevados los valores
hasta los meses de abril/mayo, empezando a disminuir a partir de entonces
durante la época de verano hasta diciembre, pero no son variaciones que
realmente se puedan considerar como significativas de una determinada es-
tacion. De los valores normales del aceite esencia de limon determinados
anteriormente por otros autores para la Rotacion Optica vemos que los de
limén espafiol son mas préximos a los de Itaia

Para ofrecer una vision de conjunto de algunas de las propiedades fisicas
se muestran las gréficas con las variaciones de Rotacion Optica, Indice de
Refraccion y Densidad durante la campafia de produccion 1994-1995, en la
Figura 1V.2.1. Los resultados obtenidos de los tres dltimos parametros en
distintas muestras a lo largo de varias campanfias, se reflgjan en la Tabla
IvV.2.1.
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Figura IV.2.1.- Evolucién de los parametros de rotacion Optica,
indice de refraccién y densidad.

Hadmrim § hpdlia
|mellbce de Hedroois

I3nsisdand

i ndice de Carbonilo expresado como porcentaje de citral

La determinacién quimica del indice de carbonilo, expresando € resul-
tado como porcentaje de citral, ha sido usada durante mucho tiempo como
indicativa de la calidad comercial del aceite esencial de limdn, y ain hoy
dia sigue siendo utilizada, ya que al citral se le atribuye ser e principa
responsable del toque mas caracteristico del aroma del mismo y, como
consecuencia, su contenido es en cierta medida un indicador del valor co-
mercial del aceite esencial. Este valor de indice de carbonilo se correspon-
de, por exceso, con el porcentgje total de aldehidos que se obtiene por
cromatografia de gases.

Las variaciones del indice de carbonilo se ven afectadas por humerosos
factores y, aunque e valor del mismo es mas elevado en los meses de enero
y febrero, en la actualidad y debido a la extension de los cultivos de flora-
cion mas o menos tardia, se obtienen frutos de variadas caracteristicas a lo
largo de toda la campaiia. Esto influye en que se observen en este parametro
algunos valores en los meses de enero/febrero inferiores a los procedentes de
muestras de diciembre de la misma campafia, e incluso de los procesados en



37

Tabla 1V.2.1.- Valores de Rotacion Optica, Indice de Refraccion y Densidad.

PARAMETRO Minimo Méaximo
DENSIDAD RELATIVA
Picnémetro 0'842 0852
Densimetro 0853 0855
OTROS AUTORES
Liberti et al. (1973) Limén Espariol 0'846 0'857
Drouet (1982) Limén Costa de Marfil 0849 0'858
Di Giacomo y Mincione(1994) Limon Italia 0’855 0’857
0856 0859
INDICE DE REFRACCION 14734 1,4752
OTROS AUTORES
Kesterson et al. (1971) Limén U.SA 1'4738 1'4745
14742 1'4755
[.S.0. (1981) Limon Italia 1'4740 1'4760
Di Giacomo y Mincione (1994) Limon ltalia 1'4734 1’4765
ROTACION OPTICA +56° +620
OTROS AUTORES
Kesterson et al. (1971) Limén U.S.A +57' 82° +69' 98°
[.S.0. (1981) Limon Italia +57° +65°
Calvarano et al. (1988) Limon Itaia +59' 37° +67' 26°

abril/mayo. Asi mismo dependiendo del afio, los valores de indice de carbo-
nilo son méas o menos elevados. En lafigura 1V.2.2, se observa la variacion
gue se produce dentro de las muestras estudiadas durante una misma época
del afio y la que se produce de la media de todas €ellas a lo largo de la
campafia, ademés de la tendencia (representada por la linea fina), se ve la
variabilidad en los valores de las distintas muestras de un mismo mes.

Se determina el contenido en aldehidos, expresados como porcentaje de
citral, en ciento dieciséis muestras y los valores obtenidos oscilan entre 4' 07
y 1'73%. Lagran mayoria de los valores estan comprendidos entre dos y tres
por ciento —ochentay dos valores—, y de tres a cuatro por ciento —veintiocho
valores-. Los valores maximos y minimos encontrados para el indice de
Carbonilo sitlan a aceite esencial espafiol entre el de Estados Unidos y €l
de Itaia
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Tabla IV.2.2.- Valores de indice de Carbonilo expresados como citral.

PARAMETRO Minimo M &ximo
INDICE DE CARBONILO 1'73% 407%
OTROS AUTORES

Stanley et al. (1958) 2'74% 316%
Y okohama et al. (1961) 1'87% 3'54%
Di Giacomo y Mincione (1994) 3% 4'5%

3%

Figura IV.2.2.- Variaciones dd indice de carbonilo expresado como% de
citral entre muestras de la misma campafia tomadas de forma aleatoria.
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IV.3. ESPECTROFOTOMETRIA UV. INDICE CD

El valor CD depende en parte de los hidrocarburos terpénicos, del citral,
y principamente de los constituyentes de naturaleza no volétil, como psora-
lenos y cumarinas. La curva de absorbancia en UV produce un maximo en
torno a los 315 nm y un minimo cercano a los 280. La posicion de éste
minimo se desplaza hacia longitudes de onda més bajas cuando aumentan los
compuestos cumarinicos, y hacia longitudes de onda més altas cuando au-
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Figura IV.3.1.- Registros espectrométricos de varias
muestras de aceite esencial de limén
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mentan los hidrocarburos terpénicos (Calvarano et al., 1979). ES un pardme-
tro Util para determinar la fraccién no volatil de aceite esencial. Parece estar
relacionado con € tiempo que esta € aceite en contacto con la corteza
durante la expresion, ya que a mayor tiempo aumentan los materiales de
deshecho (Sinclair 1984). Los valores anormamente altos podrian indicar
una contaminacion con aceites de diverso origen, por el contrario valores
muy bajos determinarian una mayor presencia de terpenos.

Por tanto la presencia en |os aceites esenciales de citricos de constituyen-
tes como cumarinas, furocumarinas, y € citral, determina el comportamiento
caracteristico en la zona de absorcion dd ultravioletay ha sido utilizado para
la puesta a punto de métodos de valoracién de la calidad y para contribuir
a determinar €l origen geogréafico, la tecnologia empleada, |a época de pro-
duccién e incluso, a desvelar sofisticaciones que pueden escapar a andlisis
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tradicional (Riganensis, 1955; Sergi et al., 1968; Di Giacomo y Mincione,
1994). Los espectros de Ultravioleta obtenidos de diferentes muestras nos
dan una pequefia banda entre el minimo de absorcién sobre 285nm vy €
méximo sobre 315. Los valores de CD obtenidos de |as muestras estudiadas
se sitlian entre 0°'332 y 0'668 |la mayoria comprendidos entre 0'39 y 0'56
(Figura 1V.3.1). Para limén italiano los valores se encuentran entre 0°49 y
057y para USA entre 0’2 y 0'67.

IV.4. DETERMINACION DE LA FRACCION VOLATIL POR
CROMATOGRAFIA DE GASES

El perfil cromatogréfico da unaidea a simple vistatanto del aceite de que
se trate como de la columna (Figuras 11, IV y V), pero para afinar méas en
la determinacion de los componentes se debe conocer € orden en e que
aparecen |os componentes en el cromatograma, y este depende, ademés de
la polaridad de la fase estacionaria utilizada, del programa de temperatura
aplicado, del flujo de gas, y de la concentracion de algunos componentes
mayoritarios gque asumen en su concentracion a picos minoritarios que elu-
yen muy proximos. La comparacion de los resultados obtenidos en columnas
capilares de diferente polaridad puede resultar, en casos como este, en que
la muestra es realmente compleja, quizas mas Util resolutivamente que la
deteccion de los espectros de masas, ya que es dificil tener los patrones
naturales de todas las sustancias gque intervienen en la muestra, y las canti-
dades en que se presentan son muy pequefias respecto a otros picos muy
préximaos de proporciones mucho mayores y que por otra parte son los mas
claramente identificados. En OV-101y en CPWAX laresolucién de p-cime-
no es mejor que en HP-5 aunque ésta mejora respecto de OV-101 en la
separacién de los pares de picos octanal/mirceno y geraniol/acetato de nerilo
y las dos (HP-5 y OV-101) aventgjan en la resolucion de los picos de gera-
nial acetato de nerilo y bisaboleno respecto a CPWax-52CB gue tiene como
ventaja que permite acortar los tiempos de elucién respecto a las anteriores
y resuelve €l pico de R-felandreno que no resuelven las anteriores. De la
comparacion de los datos obtenidos en las tres columnas se logra la identi-
ficacién de 74 componentes del aceite esencial de limén frente a los 65
recogidos en bibliografia.

Las diferencias de concentracién encontradas al comparar |os resultados
obtenidos en dichas columnas son debidas a la diferente capacidad de reso-
lucion de las mismas. Las columnas apolares ofrecen la identificacion de un
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mayor nimero de componentes, resultado coincidente por |o expresado por
Staroscik et al. (1982). Sin embargo la comparacion de muestras de distintas
fechas y distintas campafias nos puede dar valores muy variados, como
variados son los factores externos que influyen en la formacién del aceite
esencia en los frutos.

Los valores de limoneno suelen ser més elevados hacia el inicio de la
campafa, lo que no significa que no podamos encontrar valores altos de
limoneno a mediados o finales de la misma campafia. En este caso €l valor
mas ato es e encontrado en el mes de enero, que se corresponde con €l
maximo también para canfeno, terpinoleno y a-terpineno y con € minimo
encontrado para €l resto de hidrocarburos terpénicos. Mirceno y [3-ocimeno,
presentan su maximo en febrero, coincidiendo con e minimo de sabineno.
El maximo de limoneno coincide asi mismo con los méaximos de octanal,
dodecanal y perillilaldehido y con los minimos de citronela y decanal, tam-
bién con & minimo encontrado para todos los alcoholes y los ésteres. neral
y geranial en cambio presentan su maximo en el mes de febrero y su minimo
en mayo, coincidiendo con e minimo y € maximo de sabineno respectiva
mente. La mayoria de los trabajos presentan los valores de unas muestras
aisladas, salvo los de Cotroneo et al. (1986), Calvarano et al. (1988), que
ofrecen las variaciones de los valores de 32 componentes, de noviembre a
mayo y octubre a mayo respectivamente. Esto se realiza sobre una sola clase
de columna, concretamente la apolar SE-52.

El estudio de las muestras a lo largo de una campafia nos ha permitido
ver las variaciones sufridas por los distintos componentes a lo largo de la
misma. Los terpenos mayoritarios limoneno R-pineno y y-terpineno tienen
una evolucién muy relacionada entre ellos de forma que los aumentos de
limoneno de enero, abril y mucho menor en junio, implican descensos en
[3-pineno y y-terpineno.

En cuanto a los aldehidos se dan mayores proporciones de geranial y
neral que presentan un maximo hacia enero febrero y otro hacia junio de
menor intensidad que se corresponde con los valores més altos de indice de
carbonilo y justifica el uso del indice de carbonilo como método de deter-
minacion de citral. La variacion de los restantes aldehidos no aparece como
significativa.

Los alcoholes mayoritarios parecen presentar valores bajos hacia enero,
febrero y aumentan hacia octubre y llama la atencién que la correlacion de
todos los alcoholes mayoritarios esta rel aciénada con la evolucion inversa de
limoneno. Los ésteres presentan mayores proporciones hacia € final de la
campaiia.
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Di Giacomo y Mincione (1994), mediante el estudio en cromatografia de
gases, dan unos valores maximos y minimos de porcentajes de unos 62
componentes del aceite esencial de limén italiano, entre estos € p-cimeno
comprendido entre un minimo de 0'025 y un méximo de 0'675 —que se
supone habra separado con otro programa distinto, como ocurre en el presen-
te trabgjo—, ya que en e cromatograma presentado por dichos autores, el
pico del p-cimeno no aparece separado del limoneno y no menciona la
utilizacion de otra columna. Las muestras agui estudiadas ofrecen valores de
este componente comprendidos entre 0’030 y 0'500.

De los trabgjos anteriormente citados se pueden obtener los porcentajes
maximos y minimos de una campafia —Cotroneo et al. (1986) la de 82/83 y
1984 Calvarano et al. (1988) de octubre de 1987 a mayo del 1988-. Estos
porcentajes comparados entre si, nos indican que las distintas camparias
producen variaciones de los maximos y minimos de cada componente. Por
gemplo, para Cotroneo et al. (1986) los valores de limoneno més p-cimeno
presentan un minimo de 61'393% y un maximo de 65'920% y Calvarano et
al. (1988) encuentran también en limon italiano un minimo de limoneno sin
p-cimeno de 64’559 y un méximo de 69’ 387. Di Giacomo y Mincione (1994)
ofrecen los porcentgjes alo largo de varias campafias y encuentra para limo-
neno valores comprendidos entre 59'570 y 71'060. Probablemente seria
conveniente disponer de un banco de datos con los porcentajes de los dis-
tintos componentes, pero esto s6lo —como se deduce de las variaciones para
un mismo compuesto en campafias aisladas— no nos aseguraria la genuini-
dad, lo que si es més caracteristico son las proporciones relativas de unos
componentes respecto de otros, como puede deducirse a partir de las gréficas
de evolucion de los componentes

Esto se aprecia claramente, por gemplo, en € caso de limoneno y 3
pineno: si el primero aumenta e segundo disminuye y viceversa. Existen
ademés correlaciones entre las variaciones de porcentajes de unos compues-
tos respecto de otros que deberan poner de manifiesto la relacién filogenética
de los mismos junto con la mayor produccién de unos u otros dependiendo
de la climatologia, portainjerto y tipo de suelo por el que se vean afectados.

Los valores absolutos pueden variar de unas a otras ya que las propias
cosechas varian los porcentgjes de los mismos. Y esto se ve en |os porcen-
tajes maximos y minimos recogidos en las campafias desde el afio 1993 hasta
1999. A veces se pueden presentar sustancias en proporciones muy bajas y
gue dependiendo de las proporciones del resto de los componentes puedan
dar o no problemas de perfil de aroma, como ocurre con e p-cimeno forma-
do a partir del y-terpineno, que depende de las concentraciones de citral para
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ser detectado. Los datos observados nos permiten hacer una aportacion ala
propuesta de norma de calidad para aceite esencial de limén producido en
Espafia, recogida en el Anexo |, y que incluye ademés de la definicion y los
datos de caracteristicas fisico-quimicas los valores de porcentgjes de &rea
maximos y minimos encontrados para los setenta y cuatro componentes
identificados entre las tres columnas.






V. FIGURAS






Figura |I. Esquema de funcionamiento extractora tipo FMC “in ling”.




Figura Il. Esquema planta de procesado “Pelatrice’.

VISTA DE ARRIBA

WlaTA LATERE AL AN

1) Vaso de alimentacién

2) Elevador a tazas

3) Extractor automdtico del aceite esencial.

4) Filtro-prensa rotativo automdtico

5) Bomba de la emulsiéon aceite-agua.

6) Vaso de alimentacién de la centrifuga.
7) Separador autolimpiador.

8) Separador abrillantador.

9) Vaso de decantacién.

10) Bomba de recirculacion.

11) Palco de acero.

12) Extractor del jugo.

13) Vaso del jugo.

14) Bomba «mono» del jugo.

15) Refinadora.

16) Bomba «mono» del jugo.

17) Vaso del jugo de clarificar.

18) Clarificador centrifugo.

19) Cuadro eléctrico de distribucion.

20) Céclea de las cascaras y desechos.
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Figura Il1. Perfil cromatogréafico de un aceite esencial de limoén en ov101.
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Figura IV. Perfil cromatografico de un aceite esencial de limén en CPWax
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Figura V. Perfil cromatografico de un aceite esencial de limoén en HP5.
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APORTACION AL PROYECTO DE MONOGRAFIA
DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMON ESPANOL
[Citruslimon (L.) Burm. f.] OBTENIDO POR EXPRESION

1. Ambito de aplicacién:

Esta norma especifica ciertas caracteristicas del aceite esencial de limén,
de Espafia, obtenido por expresion, en vistas a facilitar la certificacién de su
calidad.

2. Referencias:

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

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

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

[.S.0. 279: Aceites Esenciales. Determinacion de la densidad relativa a 20°.
[.S.0. 280: Aceites Esenciales. Determinacion del indice de refraccion.
1.S.0. 592: Aceites Esenciales. Determinacién de la rotacion optica

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

1.S.0. 4715:; Aceites Esenciales. Evaluacion cuantitativa del residuo de eva-
poracion.

1.S.0. 4735: Aceites Esenciales de citricos. Determinacion del valor CD
mediante espectrofotometria ultravioleta.

3. Définicion:
Aceite esencial de limén de Espafia, obtenido por expresion: es el aceite

extraido, sin calentar, mediante tratamiento mecanico, dd pericarpio fresco
del fruto de Citrus limon (L.) Burm. f., cultivado en Espafia.
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4. Caracteristicas:

4.1. Aspecto:

Liquido transparente, que puede enturbiarse cuando disminuye la tempe-
ratura.

4.2. Color:
De amarillo pdlido a verde amarillento.

CIE L*a*b*-(s6lo informacién).
L*: valores comprendidos entre 31y 35 + 0,1.
a*: valores comprendidos entre —=1'02 y 0’ 26.
b*: valores comprendidos entre 0'09 y 3'64.

4.3. Olor:
Caracteristico del pericarpio fresco de limon.

4.4. Densidad relativa d (20/20 °C):
Minimo:0' 842

Maximo:0’ 855

4.5. Indice de refraccion a 20 °C:
Minimo:1'472

Maximo:1'476

4.6. Rotacion 6ptica a 20 °C:
Comprendida entre +56 y +62°

4.7. Residuo de evaporacion:

Minimo: 1' 7%

Maximo: 3'0%

4.8. indice de Carbonilo expresado como porcentaje de citral:
Minimo: 1'70%

Maximo: 4'07%

4.9. Valor CD:

Minimo: 0’ 332

Maximo: 0’ 668

Dilucién de 0'25g de aceite esencial en 100mL de etanol 95%(v/v).



4.10. Composicién porcentual de componentes individuales

de la fraccion volatil del aceite esencial mediante cromatografia de gases.
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Componente % min. % max.
tricicleno 0’005 0'010
o-tuyeno 0390 0'560
o-pineno 1740 2'430
canfeno 0’040 0'170
metil-heptenona 0003 0030
sabineno 0870 2'380
A3-careno tr 0'010
B-pineno 8300 15’760
octanal 0’030 0150
[3-mirceno 1'140 2'050
o-felandreno 0'016 0080
[B-felandreno 0’004 0'030
o-terpineno 0130 0400
p-cimeno 0030 0’500
limoneno 56’280 68’800
Cis--ocimeno tr

cineol-1,8 tr 0029
trans-3-ocimeno 0'010 0150
y-terpineno 7370 12'090
trans-hidrato de sabineno tr 0’009
octanol 0’006 0’070
tepinoleno 0290 0'630
cis-hidrato de sabineno tr 0'010
linalol 0’070 0’190
nonanal 0’053 0'110
cis-6xido de limoneno tr tr
trans-6xido de limoneno tr tr
alcanfor tr 0’010
citronela 0’070 0’190
borneol 0’005 0’030
terpinen-4-ol 0’007 0120
o-terpineol 0070 0300
decanal 0'020 0'110
acetato de octilo 0’007 0’040
nerol 0'004 0’090
citronelol 0’004 0150
neral 0’390 1580
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4.10. Composicién porcentual de componentes individuales de la fraccién
volatil del aceite esencial mediante cromatografia de gases (continuacion).

Componente % min. % max.
piperitona tr 0'010
geraniol 0’005 0160
acetato de lindlilo 0028 0'120
acetato de nonilo tr 0’001
geranial 0'670 2'780
perillilaldehido 0’005 0'018
acetato de bornilo 0004 0'050
undecanal 0'020 0’080
geranoato de metilo tr 0'070
acetato de citrondlilo 0'026 0090
acetato de nerilo 0'330 0'820
a-copaeno tr 0010
acetato de geranilo 0306 0'820
dodecanal 0'004 0’080
acetato de decilo 0003 0019
antranilato de etilo tr 0’040
B-cariofileno 0160 0680
bergamoteno 0330 0900
y-cadineno tr tr

a-humuleno 0'010 0’080
cis-B-farneseno + +

+ B-santaleno 0'020 0030
y-muroleno tr 0'004
germacreno D 0003 0060
valenceno 0'020 0'150
tridecanal 0040 0090
[3-bisaboleno 0390 0’950
y-elemeno 0'002 0’060
espatulenol 0008 0'020
tetradecanal 0’008 0’030
2,3-dimetil-3(4metil-3-pentenil)2-norbornanol 0'003 0’050
canferenol 0'010 0’400
o-bisabolol 0’010 0’110
cis-carveol tr tr

trans-carveol tr tr

nerolidol tr 0'018
nootkatona 0'010 0’060

(+) eluyen juntos



ABREVIATURAS
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Abs. Absorbancia

AENOR  Asociacion Espafiola de Normalizacion

AFNOR  Asotiation Francaise de Normalisation

°C grado Celsius

C.L.AM. Commite de Lieson d' Agromiculture Mediterraneen
Carbowax ® Union Carbide Corp.

cm? centimetros cubicos

FCC Food Chemical Codex

FID Flame lonisation Detector

g gramo

GC Gas Chromatography

GLC Gas Liquid Chromatography

Ha Hectareas

HP ® Hewlett Packard

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
SO International Standard Organization

MAPA Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
min minuto

mL mililitro

pL microlitro

mm milimetro

mrads miliradianes

MS Espectrometria de masas
N Normal

nm nanémetro

ov ® Ohio Valley

pp pagina

ppb partes por hillén
ppm partes por millén
ppt partes por trillén
™m Toneladas métricas
uv Ultravioleta

viv volumen/volumen

WCOT Columna capilar de pared recubierta “wall coated open tubular”
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