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1. INTRODUCCION. JUSTIFICACION DE ESTE TRABAJO.

Desde el punto de vista de la produccién de plantas aro
miticas destaca Espafia, entre otros paises, por la diversi-
dad, riqueza y finura de los aceites esenciales contenidos
en su flora.

En este aspecto, ocupan un lugar importante las esencias
derivadas de los citricos, cuyo volumen de produccién ha ex
perimentado un notable desarrollo en los ultimos anos.

Por consiguiente, parece 1logico suponer que esta fuente
de riqueza deberia estar bien conocida y estudiada. Sin em-
bargo, no sucede asi y, a excepcién de algunos trabajos par
ciales (1), (2), (3), (4), no existe ningin estudio de con-
junto que se ocupe de una manera sistematica de la composi-
cién quimica de las esencias de los citricos en relacién con
las diferentes areas geograficas de cultivo y métodos de ex
traccidn.

El contenido relativo de los componentes de las esencias
es un indice de calidad de las mismas y, ademas, cobra espe
cial interés si se tiene en cuenta que estos aceites esen-
ciales son en muchos casos primera materia para la obtencidn
de especies quimicas puras que tienen especial aplicacidén en
numerosas industrias. Las técnicas de analisis instrumental
empleadas en este trabajo permiten, relaciondndolas conve-
nientemente, un analisis rapido, facil y seguro de los acei-

tes esenciales.



En un mercado competitivo, tal como el de las esencias,
es fundamental que los productos que se ofrecen presenten
una calidad al menos normalizada. En este aspecto, se pue-
den senalar las frecuentes adulteraciones de los aceites na
turales y la sustitucidén de éstos por sus sucedaneos sinté-
ticos. Estos Ultimos, considerados en su totalidad, cumplen
las especificaciones analiticas requeridas (5). Constituye,
pues, un capitulo de nuestro trabajo el estudio de los pro-
cedimientos analiticos que nos permitan detectar los acei-
tes esenciales producidos sintéticamente.

Por otra parte, un factor asociado a la calidad de las
esencias, en general, es su estabilidad frente al proceso de
envejecimiento. En efecto, es de sobra conocido que los acei
tes esenciales sufren con ei.tiempo transformaciones quimi-
cas de oxidacidén, polimerizacidén, etc., que hacen disminuir
sensiblemente su calidad. Con buenas condiciones de almace-
namiento se atenda, pero no se elimina, este proceso que,
auin producido en pequeno grado, se acusa notablemente por
las propiedades aromaticas de los productos de oxidacidén (6).

Un conocimiento detallado del mecanismo de envejecimien-
to contribuiria al hallazgo de la solucidén mas adecuada para
la conservacién de estos materiales. Por ello, hemos consi-
derado de importancia dedicar una parte de este trabajo a
profundizar en el proceso de envejecimiento bajo un triple

punto de vista:



a) Identificacién de los productos de envejecimiento y
de las especies quimicas mas labiles que fundamentalmente
los originan, asi como el mecanismo de dichas transformacio
nes.

b) Determinacién de los componentes mas estables y de
aquellos de naturaleza antioxidante que contribuyen a la es
tabilidad de los aceites.

c) Estudio comparativo de aceites esenciales de citri-
cos, de diferente procedencia geografica y método de obten
cién, respecto a su estabilidad frente a los factores que

originan el envejecimiento.



TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS. ANTECEDENTES.

Antes de la aparicidén de las técnicas analiticas instru-
mentales, se realizaba el andlisis de las esencias siguiendo
los métodos de determinacién de constantes fisicas y los 1lla
mados métodos humedos que implican una reaccién quimica (1).

Los métodos de determinacidén de constantes fisicas, los
de deteccién de funciones quimicas y los métodos clasicos de
analisis, en general, no son siempre adecuados por su falta
de especificidad.

Esto no quiere decir que no se haya podido establecer un
buen control de la calidad de los aceites, cuando tales deter
minaciones han sido acompanadas de las pruebas oddriferas, no
fadciles de realizar si no es por personal muy especializado.

Los métodos instrumentales modernos, por su especificidad
y rapidez dan un impulso notable al conocimiento de las esen
cias naturales y sustituiran, casi totalmente, a las determi
naciones clasicas para detectar posibles adulteraciones y pa
ra identificar y valorar con seguridad céda uno de los compo

nentes.

Espectroscopia de absorcidn infrarroja.

Existe un cierto numero de publicaciones en las que la es
pectroscopia infrarroja ha sido utilizada en el estudio de los
aceites esenciales de agrios, pero ninguno de ellos constitu-
ye un trabajo sistematico y completo, y mucho menos en lo que

se refiere a aceites de origen espatiol. Ademas, en otros ca-



sos las limitaciones instrumentales han obligado a conside-
rar zonas espectrales estrechas y generalmente se utiliza-
ron aparatos de prisma de cloruro sdédico que carecen de bue
na resolucién en determinadas regiones espectrales.

Entre los trabajos consultados merecen citarse el de Thei
le y colaboradores (7), que recurrieron a la espectroscopia
infrarroja para detectar la adicidén de terpenos en la esen-
cia de bergamota; el estudio de aceites esenciales de 1limén
y de sus residuos obtenidos por destilacidén a vacio por Ca-
zu y Reggiani (8) y el de Slater (9), que detectd adultera-
ciones en las esencias de 1imén sicilianas.

Pennisi y Di Giacomo (10) registraron los espectros in-
frarrojos de esencias de 1limén italiano de diferentes plan-
taciones, recolectadas en el curso de los afios 1964-1967.

Rogers (6) utilizé la espectroscopia infrarroja para de
terminar el grado de envejecimiento de la esencia de naran-
Jja.

Recientemente, J. Bellanato y A. Hidalgo (11) han regis
trado en un instrumento de red los aceites esenciales de 1i
mén, naranja, mandarina y bergamota identificando algunos
componentes mas e indicando métados analiticos cuantitati-
vos o semicuantitativos,

Cuando, como ocurre en el caso de los aceites esencia-
les de los agrios, existe un componente mayoritario, el es-

pectro de éste en los de las esencias totales enmascara y



hace dificilmente identificables las bandas de absorcién ca
racteristicas de los componentes minoritarios. Por esta ra-
zén, un fraccionamiento previo por cromatografia en columna,
tal como el que hemos realizado en este trabajo y discutimos
mas adelante, permite, por la consideracidén de los espectros
infrarrojos de las fracciones obtenidas, un analisis méas pre

ciso.

Cromatografia en columna.

La cromatografia en columna, como método de fracciona-
miento, casi ha desplazado a la destilacidén a vacio, debido
a que esta Gltima produce, en general, efectos destructivos
en los componentes de las esencias (1).

En relacidén con esta técnica, se resefia en la bibliogra-
fia una gran variedad de métodos que se caracterizan por la
naturaleza del soporte sélido y los disolventes empleados en
la elucién (12).

Kirchner y Miller (13) fueron los pioneros en poner a pun
to un método para la preparacidén de aceites esenciales dester
penados. Utilizando como soporte gel de silice, los hidrocar
buros terpénicos eran arrastrados con n-hexano y los compues
tos oxigenados con acetato de etilo. Este procedimiento, mo-
dificado segin se indica mas adelante, es el que hemos segui
do para el fraccionamiento de los aceites esenciales conside

rados en este trabajo.



Cromatografia de gases.

La cromatografia gas-liquido realiza una separacidén de
las especies quimicas componentes de una mezcla, por la dis
tinta capacidad que tiene cada una de ellas para ser reteni
da por la fase estacionaria y arrastrada por la fase mévil.
Es esta una de las técnicas més empleadas en el analisis cua
1li y cuantitativo de los aceites esenciales y en la biblio-
grafia se describen numerosos métodos que se caracterizan por
la naturaleza de la fase estacionaria y relleno de la colum-
na, dimensiones de la misma, gas portador y condiciones ter-
modindmicas (12).

Para determinar los componentes no identificados por es-
pectroscopia infrarroja en unos casos, o para comprobar re-
sultados en otros, hemos recurrido a la utilizacidén de la cro
matografia en fase de vapor en el analisis de algunos acei-
tes completos y de las fracciones volatiles obtenidas por cro
matografia en columna.

El parédmetro que corresponde a la retencién de una sus-
tancia puede no ser exclusivo de ésta, sobre todo cuando el
nimero de componentes a analizar es elevado. De ahi que sur-
Ja la necesidad de utilizar varias fases estacionarias o di-
ferentes condiciones termodinamicas para hacer mis segura la
identificacién de un compuesto, lo que hace relativamente len

to el uso de la cromatografia en fase de vapor.



Cromatografia de gases-Espectrometria de masas.

La cromatografia de gases asociada a la espectrometria
de masas permite conocer si el espectro de cada pico croma
tografico corresponde o no a una sustancia solamente, ade-
mas de ayudar a su identificacién.

Esta técnica analitica, que se ha aplicado en algunos
casos a los aceités esenciales (12), (14), ha sido emplea-
da por nosotros en la identificacién de los productos oxi-
genados que se forman en el proceso de envejecimiento del
aceite esencial de naranja. Este ultimo aceite ofrece la
ventaja, sobre el de las demas especies estudiadas, de que
la cantidad de productos oxigenados propios del aceite fres
co es muy pequena y, por tanto, no interfieren en la iden-
tificacién de los productos oxigenados que se forman en el
aceite envejecido.

Los productos de oxidacién derivados del limoneno que
hemos identificado en el aceite esencial de naranja enveje
cido, los hemos hecho tentativamente extensibles a las cua
tro especies de aceites estudiados, ya que todos estos con
tienen limoneno y, cuando estan oxidados, presentan en los
correspondientes cromatogramas los mismos tiempos de reten
cién para los picos fundamentales que aumentan en el enve-

jecimiento.



Espectroscopia ultravioleta.

En los aceites esenciales derivados de los citricos exis
ten productos cumarinicos y flavonas que presentan bandas ca
racteristicas a 325 nm, correspondientes a una transicién de
n --» m* (15). Si bien estas bandas, por su anchura, no son
muy Utiles para identificar los mencionados productos en los
aceites totales, si son adecuadas para realizar determinacio
nes semicuantitativas y dar con ello unos valores proporcio-
nales a su concentracidén, que suele ser alrededor del 0.4 %
(16) y, por tanto, no adecuada para ser medida con precisién
por espectroscopia infrarroja.

La espectroscopia ultravioleta ha sido utilizada por Na-
varro Albaladejo (4) y otros autores (12) para determinar las
caracteristicas de los aceites esenciales de limén extraidos
por diversos procedimientos, asi como para detectar adultera
ciones por adicidén de terpenos.

En nuestro trabajo, hemos aplicado esta técnica para de-
terminar semicuantitativamente el contenido en cumarinas y
flavonas en aceites esenciales de bergamota y naranja respec
tivamente, con cuyos resultados se puede explicar, como se in
dica mas adelante, la estabilidad de las distintas muestras
de aceites frente a los factores que originan el envejecimien

to.
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Espectrofluorimetria.

La espectrofluorimetria ha sido utilizada recientemen-
te para el estudio comparativo de aceites de 1imén y naran
ja cultivados en distintas regiones de los Estados Unidos
(17), (18), considerando las intensidades de fluorescencia
de estos aceites. Asimismo ha sido empleada como método de
deteccién de adulteraciones en aceites esenciales de manda
rina (19), y en combinacidén con la cromatografia en colum-
na, para la identificacién de los componentes fluorescentes
que existen en el aceite de lima (20).

En este trabajo hemos utilizado la espectroflucrimetria
pafa determinar pequernias cantidades (indicios) de antrani-
lato de metilo en el aceite esencial de naranja, ya que, en
tre otros productos, es el que determina su calidad y, da-
da su pequena concentracién en la esencia, no es detectable
por otras técnicas analiticas. Por otro lado, hemos deter-
minado cumarinas en aceites de limdén y confirmado las deter
minaciones cuantitativas del N-metil antranilato de metilo
en aceites esenciales de mandarina realizadas por espectros

copia infrarroja.



2. PARTE EXPERIMENTAL






-11-

ACEITES ESENCIALES ESTUDIADOS.

Los aceites esenciales considerados en este trabajo son
liquidos viscosos extraidos de la corteza del fruto. Quimica
mente estadn constituidos por mezclas muy complejas, ya que
la cromatografia de gases muestra normalmente la existencia
de 30 a 50 componentes, sobrepasando la centena cuando se eXx
treman la sensibilidad y la resolucidén instrumental. E1 por-
centaje en el que se encuemtran los componentes de los acei-
tes esenciales comprende muchos O6rdenes de magnitud: desde
ser uno solo el componente fundamental en porcentaje superior
al 60 %, hasta alcanzar concentraciones de trazas, detecta-
bles actualmente gracias a separaciones y concentraciones pre
vias y a la extraordinaria sensibilidad de las técnicas mo-

dernas de analisis.

1) Aceite esencial de naranja.

Se obtiene de la piel del fruto de Citrus Aurantium Ri-
sso. Las zonas principales de produccién comprenden fundamen
talmente Italia, California, Florida, Israel, Brasil y Espa-
fia. En nuestro pais la regidén mas importante es Valencia, cu
yos aceites son los mas cotizados. E1 considerable desarro-
1lo que esta experimentando la produccidén de Murcia y Sevilla
nos ha llevado al estudio de los aceites de naranja cultiva-
da en estas zonas.

La mayor parte de las muestras de esta esencia considera-

das en nuestro trabajo han sido obtenidas por el procedimien-
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to denominado expresidn, que consiste en someter adecuadamen
te a compresidn mecanica las cascaras del fruto para que se
libere la esencia por ruptura de las glandulas o bolsas don-
de ezta almacenada. Este, junto con el método de raspado, son
los procedimientos mas usados.

En la tabla 1 se da una relacidén de las muestras de acei-
te esencial de naranja estudiadas, en la que se indican las
correspondientes cosechas, areas geograficas de cultivo, mé-
todos de extraccidén e iniciales de las firmas suministradoras.
Estas firmas han sido: Bordas (B), Givaudan (G), Garcia de la
Fuente (GF), Munioz Galvez (MG), Romirén (R), y Puig (P). En
las muestras numero 1 y 2 de la mencionada tabla no ha sido
especificado por las firmas suministradoras el origen concre-
to dentro de nuestro pais, y en las muestras 2 y 3 el método

de obtenciédn.
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TABLA 1
ACEITES ESENCIALES DE NARANJA
Muestra .
p , C h P
(Método de obtencidn) Origen osecha roveedor

1. Naranja (expresién) Espatia 1970 B
2. Naranja (+) Espatia " G
3. Naranja (+) Valencia " GF
4, Naranja (expresién) Valencia n MG
5. Naranja clara (expresién) Murcia " MG
6. Naranja oscura (expresién) Murcia " MG
7. Naranja (12 presiédn) Carcagente " R
8. Naranja (destilada) Brasil " R
9. Naranja (expresién) Israel " MG
10. Naranja (expresién) Rhodesia " MG
11. Naranja (expresién), f. p. Florida " MG
12. Naranja (expresién), f. m. Florida " MG
13. Naranja (expresién) Valencia 1971 G
14, Naranja (expresién) Murcia " P
15. Naranja (expresién) Sevilla " P
16. Naranja (expresién) Sevilla " B
17. Naranja (expresién) Florida n B
18. Naranja (expresién) Valencia 1972 B
19. Naranja (expresidn) Sevilla " B
f. p.: frutos primerizos.
f. m,: frutos maduros.

(+): Método de obtencién no especificado.
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2) Aceite esencial de 1limén.

Se extrae de la piel del fruto Citrus limonum Risso, per
teneciente a la familia botédnica de las Rutaceas, subfamilia
de las Auranciaceas.

Actualmente se encuentra la mayor produccidén en el lito-
ral mediterrédneo y muy especialmente entre Niza y Génova, en
Calabria, Sicilia, Espana, Portugal y costas de Liguria. Me-
nos importancia tiene en Australia, habiéndola adquiridc re-
cientemente Palestina. En los Estados Unidos, se cultiva en
California especialmente. Nuestro pais comprende como zonas
productivas mas importantes Murcia, Sevilla y Malaga.

En nuestro trabajo hemos considerado varios tipos de ob-
tencidn:

a) Limén esponja.

Este tipo de aceite se obtiene por eliminacidén previa de
la pulpa del fruto, sometiendo después las cascaras a compre
sién mediante una esponja por un procedimiento manﬁal.

Suele ser el método de extraccidédn mas favorable desde el
punto de vista de la calidad, ya que posee una mayor propor-
cidén de productos oxigenados con respecto a los demds tipos
de extracciodn.

b) Limén maquina.

Dentro de este método, se incluyen fundamentalmente los
aceites obtenidos con la maquina constituida por dos rodillos

con superficie cubierta de carborundo, que giran rapidamente
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en igual sentido raspando las cascaras de los frutos, intro-
ducidos enteros. Se dirige a ellos, directamente, agua para
eliminar por lavados y emulsidn la esencia aislada.

c¢) Limén avena.

Se trata de un método mecanico por el que la esencia se
obtiene directamente punzando los frutos enteros por unas
puas situadas en el interior de un cilindro giratorio, desde
donde la esencia es arrastrada con agua. Es un proceso muy
utilizado, por ser el que menos mano de obra necesita y te-
ner gran capacidad de producciédn.

d) Limén aguja.

Se obtiene también por un procedimiento mecanico, median
te el cual una pla, acabada en unas pequeiias cuchillas en for
ma de triedro, va recorriendo la superficie del fruto entero
y arrancando las raspaduras que posteriormente son prensadas.

En la tabla 2 se indican las muestras de aceites de 1li-
mén estudiados en este trabajo. Las anotaciones I a V se uti-
lizan para diferenciar las muestras de iguales origenes ob-
tenidas por el mismo procedimiento y suministradas por dife-
rentes firmas, o bien por la misma firma en fecha distinta

dentro de la misma cosecha.
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TABLA 2

Muestra

(Método de obtencién) Origen Cosecha Proveedor
1. Limén (esponja) I Murcia 1970 B
2. Limén (esponja) II Murcia " R
3. Limén (esponja) III Murcia " MG
4., Limén (maquina) Murcia " MG
5. Limén (avena) Murcia " GF
6. Limén (aguja) Murcia " GF
7. Limén italiano (+) Italia " G
8. Limén (esponja) I Murcia 1971 R
9. Limén (esponja) II Murcia " G
10. Limén (esponja) III Murcia " B
11. Limén (esponja) IV Murcia " R
12. Limén (esponja) Murcia " B
13. Limén (maquina) Murcia " B
14, Limén (maquina) II Murcia " R
15. Limén (méquina) Sevilla " B
16. Limén (maquina) Italia L B
17. Limén (avena) I Murcia " B
18, Limén (avena) II Murcia " R
19, Limén italiano (+) Italia u G
20. Limén (sintético) D
21. Limén (méquina) Murcia 1972 B
22, Limén (méaquina) Sevilla " B
23, Limén (méquina) Italia " B

(+):

Método de obtencidén no especificado.
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3) Aceite esencial de bergamota.

Este aceite se extrae de la epidermis del fruto de Ci-
trus bergamia Risso, que es un arbol perteneciente a la fa-
milia de las Rutéaceas. Se trata de una planta muy sensible
a las variaciones climaticas, y una alteracidén relativamen-
te pequenia puede estropear toda una cosecha (1).

Su produccidén se limita fundamentalmente a Reggio-Cala-
bria, mas, por su importancia en la industria de los acei-
tes esenciales y derivados, varios paises han realizado ex
perimentos para el cultivo del arbol de bergamota y para la
produccidén del citado aceite esencial. Uno de ellos es Espa
fia en las provincias de Mallorca y Sevilla.

La esencia se suele obtener en frio mediante la maquina
calabresa, por la forma redonda propia de los frutos. Con-
siste esencialmente en un receptaculo que contiene dos dis-
cos cuya superficie estd recubierta de puas. Estas perforan
la epidermis del fruto, liberandose asi la esencia.

En la tabla 3 se da una relacién de las muestras de aceli
te de bergamota estudiadas en este trabajo, indicando el area
de cultivo y cosecha.

Las iniciales (H. M. S.), (P) y (D) se refieren a las fir
mas Herederos de Manuel Salas, Puig y Dragoco, respectivamen

te.
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TABLA 3

ACEITES ESENCTALES DE BERGAMOTA

Muestra Origen Cosecha Proveedor
1. Bergamota Sevilla 1970 H. M. S.
2. Bergamota Mallorca i H. M. S.
3. Bergamota Mairena (Sevilla) 1971 H. M. S.
4, Bergamota Sanldicar (Sevilla) n H. M. S.
5. Bergamota Mallorca " P.
6. Bergamota Mairena (Sevilla) 1972 H. M. S.
7. Bergamota Italia 1966 P.
8. Bergamota Sintética D.
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4) Aceite esencial de mandarina.

Se extrae de la epidermis del fruto Citrus madurensis.

Su area geografica de produccidon comprende fundamental-
mente Italia, radicando en Sicilia los principales cultivos.
En Espana se produce especialmente en Murcia y Valencia.

En este trabajo hemos considerado aceites esenciales ex-
traidos de frutos verdes y maduros, mediante un método de ex
presidén por escudilla. Consiste esencialmente en un embudo
metalico con el interior recubierto de puntas cdnicas; el
fruto se introduce entero y mediante un movimiento rotatorio
se perfora la epidermis que expulsa la esencia.

En la tabla 4 se da una relacidén de las muestras de acei

te esencial de mandarina estudiadas.
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TABLA 4

Muestra Origen Cosecha Proveedor
1. Mandarina natural Carcagente 1970 R
2. Mandarina verde Espana n B
3. Mandarina natural Italia " G
4, Mandarina verde Espafia 1971 B
5. Mandarina natural Italia " G
6. Mandarina verde Espafa 1972 B
7. Mandarina natural Italia " G
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TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS.

1) ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION INFRARROJA.

En el presente trabajo, para el estudio de la composi-
cién quimica de los aceites esenciales de los agrios hemos
empleado como técnica fundamental la espectroscopia infra-
rroja, que nos ha permitido el analisis cuali y cuantitati-
vo, tanto de las esencias totales como de las fracciones ob
tenidas por cromatografia en columna. También hemos utiliza
do la espectroscopia infrarroja para el estudio del proceso
de envejecimiento de los aceites esenciales.

Veamos las razones por las cuales hemos elegido esta téc
nica fundamentalmente. En el estudio de la composicidén qui-
mica de los aceites esenciales se ha utilizado frecuentemen-
te la cromatografia en fase de vapor, cuya funcidén especifi-
ca reside principalmente en su capacidad separativa. Como
técnica analitica de identificacidén en mezclas tan complejas
como los aceites esenciales no es muy segura, pues se sabe
que los componentes de estas esencias son muy semejantes y
pueden presentar parametros de retencidén no especificos. Ello
nos ha movido a utilizar una técnica separativa, como la cro-
matografia en columna, y, por otro lado, la espectroscopia
infrarroja, que como es sabido se considera actualmente como
una de las técnicas analiticas mas iddéneas para la identifi-
cacidén de las moléculas. La facilidad de aplicacidn de esta

técnica, unida al hecho de la escasez de datos sobre la mis-
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ma encontrados en la bibliografia, es lo que nos decididé a
elegirla sin olvidar el complementarla por otras técnicas
instrumentales.

Analisis funcional.

Comparando los espectros de un gran numero de compues-
tos se ha observado que la presencia de ciertos enlaces en
moléculas diferentes puede relacionarse con la apariciodn
constante de ciertas bandas de absorcidén infrarroja cuya
posicidén estd poco modificada al pasar de un compuesto a
otro; se podra suponer, pues, que el grupo de atomos consi-
derado tiene una vibracién independiente con frecuencia pro
pia. Estas frecuencias se conccen con el nombre de frecuen-
cias caracteristicas de grupo.

Con arreglo a este criterio general se ha confecciona-
do la tabla 5 en la que se dan las frecuencias caracteristi
cas de los grupos funcionales contenidos en los componentes
principales de las esencias en estudio.

Analisis cualitativo.

La aplicacidén de la espectroscopia infrarroja al anali-
sis quimico se funda en un conocido principio que puede enun
ciarse como sigue:

Cuando varios compuestos, que no reaccionan entre si,

que no forman asociaciones moleculares y que no contienen
ellos mismos asociaciones entre sus moléculas, se encuentran

formando una mezcla, el espectro de esta Gtltima es el resul-



ouaoITW .ozmzﬂalu ‘ousuouwTT

(H¢D) SOOT3}gJTTe sopryeple £
saToyooTe

ousurdaey-A ‘Tooutdiej-y

ousutrd-¢d ‘ousurd- p

u
u

u

13}

soTaIep

sojlsandwo)

GOCT-GLET A GLET-GQET

GL0E-560¢

0cl

GOTT-GLTI

GleT
0sHT
TLA
08¢
Scbe
0482
096¢

(1

wo) UQTOTSOod

NIOMUN& ﬁm

(H-2) A

ouanbye odnay

|EONAmEUV us

|NZO| sA

2% (*no) ue
uo sg
‘uo eg :£15 ue
-"HO- ¢ :-%Ho- ue
HO- ef :-°Hd- ue
‘uo sa
¢ .€

HD ef :“HD ue

mmum

(H-2) 3

‘uo sg

(H-2)8
(H-2) ¢

(H-J) A

(H-2) A

ortnbTe odnayn

SOOIYLIO dd SHATVIONISH SIHLITOV dA SHALNINOIWOD SOT dIA

VCOdYVHINT

S VIgvl

NOIDYO0SdV dd SVANVH SATVAIONTIHd



SLuT-G2ST

‘wapy ~ GlST-S29T
OTT32W 89p ojefTURIIUE TIJaUW-N
‘seuoaeTy ‘seutaeumd ‘ousawro-d O0TEE€-00€€
To-T-ustpejusw-d-g‘g-suexy 0.6
TeIX3TO ‘TOTBRUIT ‘OUdUOMTT 08.-0%¢Q
OUdDJITW ‘oOUuldaUoWTT ANEUHV 006
OU9OJITW ‘OUSUOWTT {=HD2-) .066
To-T~uatpejusw-d-9‘z-sTId 00K T-0CHT
To-T-uatpejusw-d-g‘g-sueay 062T-0T¢T
ousdarw ‘ousutrd-g ‘ousuowTty OTHTI-0CHT
sotTaea 049T-089T
o:wdﬂala ‘ ousuowWTI T 0%9T-049T
ouadITW .wmzﬁhﬁEso 0091
8J%2eTua aTqop uod sopeaTIxap A souadaajl O0%91T-099T
SOTJIeA 010€-0%0¢
sojsanduwo) (. _wo) uordTSod

T

(uoroenuUIlUO)) G VIdVL

(0=0)A

(H-2) A

odTjewote odniy

suexl YHO=DHY ue Am;uv»

¥HD=2%y ua (H-2) A

®Ho=oHY we (H-D) A

STO YHO=DHY U® (H-I)Q

sueJxl YHO=OHY U@ (H-D) §
®Ho=0%4 ue (H-2) ¢
OpTIN}T}Snsed191 O TI} (I=I)A
®Ho=52%4 ue (9=2)4p

ope3nfuoo (2=3)Q(

ovmw:hioo ou {5=2)f

¥HD=0%" ue (H-D)

ousnbyte odnuay



(239 ‘tojtraadid
‘TOo9AIERD) SBIQTIT SOTIVPUNDIIS SOTOYOITE

(*239 ‘ToTueasd
‘Toueloo-u) s9xqIT sorxemrad safoyooTe

Teueqd0-u *‘TeuruUOouU-U ‘Teuedap-u

Je-T-uaxay-g ‘Teaau ‘feruexad ‘evuoaxed

OTT3}3aw ap ojeyTu
-exjue [TI}awW-N ‘OTTI3aW 3ap ojefrIURIUe

OTT1® ap ojzreoadeo ‘oTtT3a@ ap ojzertradeo
‘OTTITeUTIT ‘OTTI9Uu ‘oOTTUueaas ap sojzezase

Teuejdo0-u ‘fTeueuou-u *‘Teuedsp-u

(ouswto~d) SOPINITIISNSIP-f‘T SOPRATISP

(OTT39Ww Sp ojeyruRIjUE TT3aw-N £ ojefy
-Tuexjue) SOPENITISNSIP-Z ‘T SOPRATIIP

seutrtaeumdoang

soj3sondwo)

029€-0£9¢

0£9£-0%9¢

049T-00.4T
0691

€2l1-28GlT

02.T-0%.T

008-09¢

cgl-0LL
Lyl K 629

¢

wd>) UQIOISOog

(uordoenUIlUO)) ¢ VIAVI

otaepundsss (H-0) A

orxewtrad (H-0) A

OTTXOoJpPTY odnay
Od0T3eJTTe OPTYSpPTe (H-I)A
sopexnjesur-g¢ ‘®
seuo3sd L SOpTIYepIe (0=D) A

odTjewoxe (0=J)A

SOOT3LJTTC S§9I93183 (0=0)A

sopTyaptTe (0=I)A

oTTUOqJIeD odnay

(H-2) A

(H-2) A
(H-2) A

oo Tjewoxe odnay



OTT19Ww 3ap ojerytueIjUEe TI3auW-N

OoOTTIj)2W 8ap ojefrURIUE 069 © 006 NIZQ~ A AE|ZV>
OTT3aw 3p ojeTruURIIUER TTIISU-N Ommdnowmﬁ
OTT3™Ww 3p ojeTTURIIUE TTI3UW-N 092T-0S€T H-HN-JIV U3 (N-D)A
OTTI3oW °9p oOjeTIURIUER 062T-06¢T etxewtad eotjewoxe (N-J)A
OTT39W 9p oOjeTTURIIUE TTISUW-N 06%T-09ST eTIepuUNdas (H-N) ¢
OTT3}aw Sp ojerrIuURIUE 06ST-059T eraewtaxd (H-N) §
OTT3a3w 9p ojeTTUBIJUER TTISUW-N OOmmnOOmm . erTIepundsas (H-N)QA
OTT}aw ap ojeyIURIIUR (SA) 00L€¢ (Sepd) 00S¢E eradewtad (H-N) (N

outwe odnay.

(°°3° ‘toTeUTIT

‘1osutdisj-p) SOTIRTOIS]) SdTOYOOT® OTET-OTHT ‘OSTT
(939 ‘TOdAIED) SOTJIELPUNDIDS SITOYOOITE 092T-0SE€T ‘O0TT
(9239 ‘Totueua . _
-98 ‘toueydo-u) sorxewrad saToyoodTe 092T-0SET ‘0S0T (0-2)A + (H-0)S%
SOoTxeA 002£-006¢ opetrdose (H-0O)A
(*2318 ‘yoteutry ‘yoautd
-JX93-X) S9IQqIT SOTILIDIS) SaToyodIT®E 0T9€£-029¢ oTIeTIdIa83 (H~-0) (£
sojsenduwo) AA|EOV uQoIdTISog olTIXoxp Ty odnuay

(uotroenurluo)d) G VIAVL



-27-

tado de la superposicidén de los espectros de cada uno de los
componentes.

La primera condicidén para poder aplicar el método anali-
tico por espectroscopia infrarroja, es el conocimiento exac-
to del mayor numero posible de espectros de sustancias puras.

Hemos realizado el analisis cualitativo de las distintas
esencias comparando sus espectros de absorcién infrarroja con
los obtenidos por nosotros de noventa sustancias puras, com-
pletados con los que cita la bibliografia (21)-(28).

Si bien pueden ser identificados asi, en principio, to-
dos los componentes de una esencia natural, se produce fre-
cuentemente el enmascaramiento de las bandas de los minorita
rios, lo cual dificulta su reconocimiento. De aqui la impor-
tancia, como hemos indicado, de recurrir previamente a un
fraccionamiento de las esencias.

Anadlisis cuantitativo.

La aplicacidén de la espectroscopia infrarroja permite la
valoracidén de los componentes de una mezcla sin su separa-
cidén previa. E1 analisis cuantitativo se funda en la medida
de la intensidad de absorcidén de ciertas bandas clave, de in
tensidad adecuada, que presenten la minima superposicién po-
sible con bandas de otros componentes.

Como en toda espectrometria de absorcidn, el cidizculo de
la concentracidén se realiza utilizando la ley de Lambert-Beer,

que relaciona la densidad éptica o absorbancia, a una deter-
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minada frecuencia, con la concentracién del componente en la

mezcla analitica. Dicha ley se formula asi:
D = log ------- = E . 1 . C

donde D es la densidad 6ptica; IO e I son las intensidades de
la radiacidén infrarroja monocromatica incidente y transmiti-
da por la sustancia, respectivamente; 1 es el espesor de la
célula de absorcién en centimetros; c¢ la concentracién en mo-
les/litro del componente analitico y € el coeficiente de ex-
tincidén molar, caracteristico de cada especie y funcidén de la
frecuencia de la banda.

El producto €.1 puede determinarse previamente, midiendo
las densidades 6pticas de la especie patrdédn en varias mezclas
sintéticas de concentraciébn cénocida o en varias disoluciones
patréon del componente analitico en el disolvente elegido.

Si la ley de Lambert-Beer no se cumple, no habra lineari-
dad entre las densidades Opticas y las concentraciones, y ha-
brad que trazar curvas empiricas que representen para cada cons
tituyente de la mezcla las desviaciones de la ley de Beer.

Cuando la transmisidén T = I/Io toma el valor 1/e, una va-

an
riacién dT acusa el menor cambio de dc/c en la concentracidn
c. Si existe un solo componente, los mejores resultados se ob-
tienen tedricamente con T préximo a 37 % (en la practica se

opera entre 25 y 50 %). Hemos elegido adecuadamente las concen

traciones y espesores de las células para aproximarnos lo mas
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posible a estas condiciones ideales.

En lo posible, deben ser preferidas como bandas clave las
bandas anchas, porque en ellas son menores las desviaciones
de la ley de Lambert-Beer, que dependen de la relacidén entre
la anchura media de la banda y la anchura espectral de 1é ren
dija (29).

Para la medida de IO en este trabajo hemos escogido el mé
todo de las lineas de base de Wright que se considera mas ven
tajoso cuando se trata de valorar componentes de mezclas com-
plejas. En otros casos, para determinar la linea de base he-
mos tomado el maximo de transmisidn correspondiente a un pun-
to, situado en uno de los lados de la banda clave del compo-
nente a valorar.

Hemos calculado, para cada una de las bandas clave y para
las diversas concentraciones patrdén, los valores de la densi-
dad 6ptica, construyendo las curvas de valoracidén correspon-
dientes y ajustando por minimos cuadrados las ecuaciones de

las rectas a los puntos experimentales obtenidos, mediante las

ecuaciones:
p . $(x . vy) - $(x) . %(y)
m R e i e T e e T
p . f(xz) - $(x) . £(x)
$(y) . £(x%) - §(x) . $(x . ¥)
n m e e e o e o = = - - - —
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donde m es la pendiente de la recta, n la ordenada en el ori
gen, p el numero de puntos experimentales, X la concentra-
cién de los componentes e y la densidad Ooptica.

Preparacién de las muestras.

Los aceites esenciales y sus fracciones liquidas fueron
analizados cualitativamente utilizando células de ClNa y/o
ICs con espesores de 0.025, 0.05, 0.1 vy 1.0 mm. Para el re-
gistro de las bandas mads intensas se prepararon films entre
cristales, sin intercalar separador.

El analisis cuantitativo se realizd mediante disolucio-
nes en c14c y/o SZC’ con células de 0.1-0.2 mm. También uti-
lizamocs células de cuarzo de 1 cm. de espesor para estudiar
los componentes, que sufren asociaciones moleculares, en di-
solucidén muy diluida.

Para el analisis de los pfoductos o fracciones sdélidas,
empleamos la técnica de los comprimidos de KBr. Para ello pe
samos 300 mg de KBr, a los que anadimos aproximadamente 2 mg
de muestra, que convenientemente dispersa se sometié duran-
te varios minutos (tres o cuatro) a vacio y presidén adecua-

da.

Espectrofotémetros utilizados.

Todos los espectros de absorcidén infrarroja que figuran
en este trabajo se han obtenido en un espectrofotémetro Per-
kin-Elmer 457. Este es un instrumento de haz doble, que uti-

liza como monocromador dos redes entre 4000-250 cm_l.
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En algunos casos los resultados obtenidos se han confir
mado mediante registros realizados en un espectrofotdémetro
Beckman IR-7, que es un instrumento de doble haz, dotado de
un monocromador doble formado por un prisma anterior de clo
ruro sdédico y una red. La zona espectral registrada con es-

te aparato es la comprendida entre 4000 y 650 cm-l.
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2) CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

El procedimiento seguido en este trabajo para el frac-
cionamiento de los éceites esenciales es el de Kirchner y
Miller (13), modificado para obtener una separacién de los
componentes oxigenados, de acuerdo con el proceso que se des
cribe posteriormente.

Dimensiones y caracteristicas de la columna,

En la figura 1 se da un esquema en el cual vienen re-
presentadas las partes esenciales de la columna utilizada.
Posee unas dimensiones de 45 cm de altura y 2.5 cm de dia-
metro, y sus caracteristicas responden a las del tipo Sepha
dex K 25. Consta de un tubo interior de vidrio, donde va in
troducido el soporte, que en la parte inferior queda reteni
do por un filtro de superpolioximetileno, soportado a su vez
por_una rosca de plastico de la misma naturaleza quimica. Es
ta ultima posee un orificio desde el cual son recogidas ca-
da un; de las fracciones a través de un tubo capilar de po-
litetrafluoretileno.

La parte superior de la columna estia enlazada, por otro
capilar de plastico del mismo tipo que el citado anterior-
mente, con un frasco de Mariotte, desde el cual y por un efec
to de sifén se va vertiendo automaticamente el disolvente a
la columna, con una velocidad que depende de la diferencia
de altura entre el frasco y la parte superior del lecho.

Para evitar la volatilizacidén de los eluyentes y mante-
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ner una temperatura aproximadamente constante, la columna po
see una camisa de refrigeracién con agua.

Soporte utilizado.

El soporte utilizado en este trabajo ha sido gel de sili
ce Merck para cromatografia, de un tamano de grano comprendi
do entre 0.05 y 0.2 mm.

No hemos procedido a una activacién del mismo con la tem
peratura, dadas las posibles transformaciones quimicas que
con ello sufre el aceite esencial (30).

Para introducir el soporte en la columna procedimos del
siguiente modo:

Depositamos en el tubo interior una cantidad adecuada de
n-hexano y se fue afladiendo sucesivamente gel de silice, del
tamano de grano indicado anteriormente, hasta una altura de
lecho de 42 cm. Entre adiciones sucesivas de silice, intro-
duciamos una varilla de vidrio con una placa circular en un
extremo para ayudar a sedimentar el adsorbente y eliminar las
burbujas de aire que permanezcan en el seno del mismo. Con
ello se consigue una buena uniformidad a lo largo de la co-
Jumna y la experiencia se hace reproducible. Con este fin
se ha procurado ademas la existencia permanente de cierta can
tidad de liquido puro por encima del soporte, con lo que se
ha evitado ademas el secado parcial de la columna.

Proceso cromatografico.

Uno de nuestros objetivos perseguidos en el fraccionamien
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to cromatografico era separar, dentro de los compuestos oxi-
genados, los volatiles de los no volatiles, lo que en los tra
bajos de la bibliografia se realiza por destilacién en co--
rriente de vapor (31).

En el caso de los aceites esenciales de naranja, limén y
mandarina, que poseen una proporcién pequeinia de productos oxi
genados, se tiene que partir, naturalmente de grandes cantida
des de aceite (unos veinte centimetros cubicos) con objeto de

obtener cantidad suficiente de cada fraccidén oxigenada para

someter ésta a posterior andlisis espectroscépico y a cromato
grafia en fase de vapor. En el aceite esencial de bergamota,

cuya fraccidén oxigenada es la mas abundante, se puede partir

de una cantidad menor (10 cc, aproximadamente).

Una vez introducida la muestra en la parte superior de la
columna, se pasaron a través de ella unos 300 cc de n-hexano
hasta que todos los terpenos fueron eluidos, lo que se compro
b6 por medidas del indice de refraccién, mediante un refractd
metro de Abbe, con referencia a la raya D del sodio y a una
temperatura aproximada a los 1592C mantenida por refrigeracidn
con agua. Para comprobar la separacién de las fracciones, se
siguio en algunos casos el fraccionamiento mediante los espec
tros infrarrojos de las fracciones elementales, recogidas en
tubos de ensayo.

Posteriormente se pasaron alrededor de 400 cc de una mez-

cla de n-hexano-acetato de etilo en las proporciones volumé-
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tricas de 88:12, y se obtuvo de esta manera la fraccidén oxi
genada mas volatil.

A continuacién se pasaron a través de la columna unos
300 cc de acetato de etilo, con lo que se obtuvo una frac-
cidén no volatil constituida, principalmente, por productos
derivados de la cumarina en el caso de los aceites de 1imén
y bergamota, y por flavonas en los aceites de naranja y man
darina.

Finalmente, procedimos al arrastre de una fraccidn re-
sinosa pasando a través de la columna alrededor de 300 cc de
metanol.

Eliminacidén de los disolventes.

Para la eliminacidén de los eluyentes utilizados en el
arrastre de cada una de las fracciones cromatograficas recu
rrimos a la destilacidén a vacio.

Se utilizdé para ello un matraz de 250 cc de tres bocas
unido a una columna de destilacidén, de anillos Rasching, de
45 cm de altura y conectada a una bomba de vacio. Este fue
regulado por un capilar introducido en una de las bocas la-
terales del matraz de destilacidén. Se obtuvo asi un vacio
adecuado para eliminar los disolventes a unas temperaturas

comprendidas entre 25 y 4092 C.
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3) CROMATOGRAFIA DE GASES.

Instrumentos utilizados y condicibnes experimentales.

Para el analisis de los aceites totales envejecidos y
las determinaciones cuali y cuantitativas realizadas en los
aceites esenciales de bergamota hemos empleado un cromaté-
grafo de gases Perkin-Elmer F-11 con las siguientes condi-
ciones experimentales:

Columna capilar rellena de 12 m de longitud y 0.7 mm de
diametro interior.

Relleno: Chromosorb W (AW) IV.

Fase estacionaria: Reoplex 400.

Gas portador: nitrégeno (P: 1 kg/cmz).

Flujo de gas portador: 10 ml/min.

Presidon de aire: 1 kg/cmz.

Detector de ionizacién de llama (PH2: 0.6 kg/cmz)

Temperatura constante: 1402 C.

Reparticién de flujo: 1:15.

El analisis de las fracciones obtenidas por cromatogra-
fia en columna se llevé a cabo en un cromatégrafo de gases
Perkin-Elmer 990, con las siguientes condiciones experimen-
tales:

Columna capilar rellena de 19 m de longitud y 0.7 mm de
diadmetro interior.

Relleno: Chromosorb W (AW) IV.

Fase estacionaria: Ucon LB 550-X.
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Gas portador: nitrégeno (P: 1 kg/cmz).g

Flujo de gas portador: 10 ml/min,

Reparticion de flujo: 1:15.

Detector de ionizacién de llama (PHZ: 1.2 kg/cmz).

Presidén de aire: 2 kg/ cm?

Temperatura programada de 502 C a 1402 C.

Velocidad de programacién: 32 C/min. y 22 C/min.

Tiempo inicial: O minutos.

Tiempo final: 30 minutos.

Las columnas fueron preparadas en los dos casos pasan-
do por ellas fase estacionaria en solucién de cloruro de me
tileno al 0.2 %. E1 peso total de fase estacionaria fue de
24 mg y 30 mg, respectivamente.

Las sustancias constitutivas de una mezcla pueden ser
identificadas por sus retenciones caracteristicas en croma-
tografia de gases.

En cierto modo y a efectos de identificacidén, los datos
de retencidén de una sustancia son caracteristicos, pero no
especificos de ella. De ahi la necesidad de cambiar diver-
sos parametros operativos, como la temperatura y fase esta
cionaria para obtener contrapruebas repetidas que hacen mas
segura la identificacidén de una sustancia. También se sue-
le recurrir a otras técnicas analiticas.

Para el analisis cualitativo hemos comparado los tiem-

pos de retencién de cada componente de la mezcla con los
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correspondientes a patrones puros. A efectos de comprobaciodn
hemos utilizado las condiciones termodindmicas del trabajo
de I. Calvarano y M. Calvarano (5).

Analisis cuantitativo.

Para la determinacidén cuantitativa de los componentes de
los aceites esenciales hemos seguido el calculo de las areas
de los picos (producto de la altura por la anchura media).

Si llamamos Si al area de un componente determinado, la
concentracidén aproximada de éste viene dada por la siguiente

expresioén:

% = mmmmmmeea- . 100 (1)

Esta expresién sera valida siempre y cuando la sensibili
dad del detector parg cada componente sea la misma. Hay que
aplicar a dichas areas unos factores de correccidén que se
pueden definir como la razdén existente entre el area del pi-
co que resultaria si la proporcionalidad fuese la misma para
todos los componentes y el area del pico que realmente se ob

tiene en el cromatograma:

£, = —---io__o (2)

siendo S° el area corregida.
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La ecuacidén (1) serad correcta si se utilizan areas corregi

das:

% = —mmmta-—oo . 100 (3)

Introduciendo en la ecuacidén anterior los factores de

de calibrado definidos en la ecuacidén (2), se obtiene:

%, = i3I, 100 (&)

Cuando se utiliza, como en este casd, un detector de
ionizacién de llama de hidrégeno y se analizan moléculas
analogas, como terpenos y derivados, la multiplicacién de
las areas de pico por los valores correspondientes del fac
tor carbono proporciona resultados relativamente buenos
en la interpretacidén cuantitativa de los cromatogramas (32).

El factor carbono es caracteristico de cada componen

te y se define por la siguiente expresiodn:

Peso molecular del componente

(N2 de atomos de C del componente) . 12

Conviene excluir del recuento de carbonos aquéllos que

estén unidos a a4tomos de oxigeno.
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Para calcular semicuantitativamente las proporciones re-~-
lativas de un componente en los aceites esenciales se aplica

la ecuacién (4).

4) CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS.

La asociacidén de estas dos técnicas analiticas puede con
siderarse como un método nuevo de identificacidén ideal para
el analisis de mezclas tan complejas como los aceites esen-
ciales, donde frecuentemente los componentes inferiores al 0.1
por ciento tienen decisiva influencia sobre el olor y el sa-
bor de la mezcla. Este acoplamiento aprovecha las mejores'cui
lidades de ambas técnicas: la capacidad separadora de la cro-
matografia gas-liquido y la enorme sensibilidad de la espec-
trometria de masas, que solo requiere una cantidad del orden
del microgramo del componente en estado de vapor.

Como hemos mencionado, en este t?abajo hemos obtenido uni
camente los espectros de masas de los prodﬂctos de oxidacién
del limoneno que se forman en el envejecimiento del aceite
esencial de naranja y los resultados pueden aplicarse tenta-
tivamente a los demas aceites estudiados.

Instrumento utilizado y condiciones experimentales.

Se ha utilizado un espectrometro de masas Perkih—Elmer 270
acoplado a un cromatégrafo de la misma firma, modelo 900.

El cromatograma de la mezcla se obtiene por medio de un mo
nitor de iones totales, colocado entre los sectores electros-

tatico y magnético. Este instrumento trabaja a velocidad de ba
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rrido de 1 a 100 segundos por diez unidades de masa, lo que
permite registrar incluso los picos agudos rapidos,.

Hemos utilizado una columna capilar de vidrio, con fase
fija Reoplex 400 y trabajado con las condiciones termodinami
cas indicadas anteriormente para el cromatégrafo de gases Per
kin-Elmer F-11.

El instrumento citado funciona por bombardeo de electro-
nes dotados de una energia aproximada a los 70 ev.

Interpretacién de los espectros de masas.

En la camara de ionizacidén las moléculas organicas afec-
tadas absorben una parte de la energia del haz de electrones
y se transforman en los correspondientes iones moleculares
(la energia de primera ionizacidén es del orden de 10 ev), que
estdn representados casi siempre por la linea de mayor masa
del espectro, la cual corresponde, por tanto, al peso molecu
lar del producto quimico en cuestién. Todos los electrones
de valencia, que son los mas labiles, pueden separarse con
igual posibilidad (33). La energia residual absorbida se des
plazé a través de la molécula, y cuando se concentra sufi-
ciente energia en un enlace determinado éste se rompe y la
molécula se fragmenta, apareciendo asi cationes de menor ma-
sa y fragmentos radicales neutros que no son detectados.

La distribucién resultante de fragmentos idénicos depende
de la naturaleza del proceso de disociacién molecular, que

estd relacionado con la estructura y estereoquimica de la mo
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lécula neutra. La probabilidad de que se asocie un electrén
a una molécula neutra dando un idén negativo es del orden de
10_2, y por ser tan pequefia no se considera.

La prediceidn de las caracteristicas principales de un
espectro de masas exige el conocimiento de los procesos y me
canismos de fragmentacidén (34). La causa de esta tuptura hay
que buscarla en la tendencia del sistema a la estabilidad.
Solo se dispone de una teoria de tipo estadistico y se utili
zan reglas de fragmentacidén empiricas.

El procedimiento mas sencillo de identificacidén estriba,
naturalmente, en comparar el espectro problema con el de una
sustancia patrén, obtenidos ambos en las mismas condiciones
experimentales. Desgraciadamente, no hemos dispuesto de pa-
trones puros, por lo que hemos recurrido a los espectros pu

blicados en la bibliografia (35)-(39).

5) ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA.

Los espectros de absorcién ultravioleta se han obtenido
en un espectrofotéometro Perkin-Elmer 350, instrumento de do
ble haz que utiliza un monocromador de red. La zona espec-
tral registrada‘es la comprendida entre 160 y 400 nm,

Hemos estudiado por esta técnica analitica las flavonas
de los aceites esenciales de naranja y las cumarinas de los
aceites esenciales de bergamota, que presentan una banda ca
racteristica a 320-330 nm (25), (29). Aunque estas bandas

son muy anchas y corresponden a varios compuestos, hemos de
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terminado su densidad 6ptica en idénticas condiciones para
cada muestra. Los valores asi hallados son comparativos y
proporcionales a las concentraciones.

Los espectros fueron obtenidos en disoluciones en alco-
hol etilico Uvasol, utilizando concentraciones del orden de

10 mg/cc y células de cuarzo de 1 cm de espesor.,

6) ESPECTROFLUORIMETRIA

Los compuestos cumarinicos, por sus propiedades antioxi
dantes, y el antranilato de metilo y N-metil antranilato de
metilo por conferir calidad a los aceites esenciales de mag
darina y naranja, ofrecen en su valoracidén interés induda-
ble.

Los compuestos cumarinicos se encuentran en el aceite
esencial de l1limoén con unas concentraciones del orden del 2 %.
Las densidades 6pticas de las, bandas de estas sustancias en
el espectro infrarrojo del aceite son pequehnas, vienen in-
fluidas por las de otros componentes y, por tanto, no son
adecuadas para realizar con garantia determinaciones cuanti-
tativas por espectroscopia infrarroja.

LLa estructura aromatica de las cumarinas y de los éste-
res metilicos del acido antranilico les confiere propieda-
des fluorescentes y, por tanto, para su determinacidén semi
o cuantitativa hemos utilizado la espectrofluorimetria, que
posee unos limites de deteccidén muy pequefios.

Determinaciones semicuantitativas.

Es de sobra conocido que en el analisis cuantitativo por
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espectrofluorimetria se debe operar a bajas concentraciones
por ser entonces la intensidad de la radiacidén fluorescente
proporcional a la concentracidén de la muestra.

Generalmente se cumple esta linearidad para concentra-
ciones menores de 10'3 g/1, dependiendo ademas del compues-
to de que se trate. Teniendo presente tal condicién de 1li-
nearidad, preparamos unas disoluciones patrén en alcohoi eti
lico. Las concentraciones elegidas comprendian a la del com
ponente en la muestra de esencia disuelta. Por lectura di-
recta de la intensidad de fluorescencia emitida por las di-
soluciones patrdén se determindé la curva de calibrado en cada
caso.

Hemos dado caracter semicuantitativo a las valoraciones
que hemos realizado por este método en este trabajo por exis
tir en cada aceite varias sustancias fluorescentes que pre-
sentan bandas muy préximas. Valiéndonos, no obstante, del hg
cho de que la posicidén de las bandas de excitacidén y emisidn
del aceite corresponde a las del compuesto fluorescente mayo
ritario, las curvas patrdén realizadas con este componente nos
han dado concentraciones de cumarinas y antranilato que, apar
te de ser comparativas en las distintas muestras, son del mis
mo orden que las indicadas en la bibliografia.

Espectrofluorimetro utilizado.

Los espectros de fluorescencia se registraron en un es-

pectrofotémetro Hitachi-Perkin Elmer MPF-3, dotado de una lam
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para de xenon como fuente productora de energia radiante que
excita la muestra. Con este instrumento se registra la regiodn
espectral comprendida entre 200 y 800 nm, pudiéndose obtener
dos espectros para la identificacién analitica de una sustan-

cia: el de excitacidén y el de emisidn.
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METODOS UTILIZADOS EN EL ENVEJECIMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Son dos los métodos que hemos seguido para envejecer ar-
tificialmente los aceites esenciales:

Por un lado se siguidé el procedimiento de someter a 602 C
durante diferentes periodos de tiempo (60, 85, 110 y 230 ho-
ras) iguales cantidades de diferentes aceites, introducidos
en tubos de ensayo del mismo tamaiio.

Otro método seguido fue el de someterlos a la accién de
la luz ultravioleta de una lampara de xenon. Para ello se to
maron cantidades iguales de las distintas muestras, introdu-
cidas en tubos de cuarzo similares.

Los resultados asi obtenidos fueron comparables a los del
envejecimiento natural, producido por almacenamiento prolon-

gado de las muestras.
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS: COMPOSICION QUIMICA.

Hace una treintena de afios s6lo se encontraban en el mer
cado las esencias de naranja procedentes de Sicilia, Calabria,
California (de olor débil), Florida, Espania (muy coloreadas),
Jamaica, Japén y Africa del Sur, especialmente. Hacia los afios
cincuenta aparecieron las esencias procedentes de la Guinea
Francesa, Indias Orientales, Palestina y Brasil.

La composicidén quimica del aceite esencial extraido de 1la
corteza del fruto ha sido muy estudiada, sobre todo la de las
esencias oriundas de Italia, Califormnia, Florida y Palestina.

Las sustancias hasta ahora identificadas las podemos aso-
ciar, por funciones quimicas, en los siguientes grupos:

Hidrocarburos terpénicos.

Constituyen la fraccidn mayoritaria del aceite, siendo el
mas abundante el limoneno (alrededor del 90 % en la esencia).

Han sido también identificados el mirceno, & -pineno, can-
feno, o¢-terpineno, A3-careno, &-felandreno, P-pineno, sabi-
neno y terpinoleno (40), (41). En los aceites oriundos de Flo
rida fueron ademas detectados X-tujeno, 2,4-p-mentadieno,
B-terpineno y p-cimeno (42).

Hidrocarburos sesquiterpénicos.

Estos componentes constituyen en el aceite esencial de na
ranja una fraccidén minoritaria que suele encontrarse en con-
centraciones menores del uno por ciento.

Se han identificado & -copaeno, P-copaeno, cariofileno,
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5-elemeno, of —-humuleno, PB-humuleno, valenceno, A-cadine-
no, y farneseno en aceites procedentes de Italia y Florida.
En estas Gltimas, se detectaron ademas o -ylangeno (42) y
Yy ﬁ-cubeneno en las de origen italiano (43).

Alcoholes.

Esta fraccidén constituye alrededor del 0.5 % del aceite
total. Los alcoholes identificados hasta ahora son numero-
sos (41). De la serie alifatica se han detectado los de nG-
meros de atomos de carbono comprendidos entre 1 y 12, ambos
inclusive, mas los alcoholes isobutilico e isoamilico.

En los aceites de origen valenciano, se han identifica-
do varios alcoholes de la serie alifatica, desde el C7 al
Clz’ y varios alcoholes terpénicos (linalol, & -terpineol,
citronelol, geraniol, nerol, elemol, cis-carveol, trans-car
veol, cis-2,8-p-mentadien-1-0l, trans-2,8-p-mentadien-1l-ol,
1,8-p-mentadien-9-0l, l-p-menten-9-0l1 y 8-p-menten-1,2-diol
(44).

Aldehidos.

De los compuestos aldehidicos se han identificado los
correspondientes a la serie alifatica, desde el hexanal has
ta el aldehido palmitico, mas los aldehidos foéormico y acéti
co (41).

En esencias de origen valenciano se han encontrado otros
aldehidos «, P -insaturados: o -hexil- P -heptil, o -hexil-
P-octil, o-heptil-P -heptil, o« -octil-P -heptil y & -hexil

B-nonil acroleina (45).
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Cetonas.

Entre los compuestos cetdnicos del aceite esencial de na
ranja se encuentran la metilheptenona, carvona, piperitona y
6-metil-5-hepten-2-ona (41).

Esteres,

Los ésteres constituyen una fraccidon que se encuentra en
el aceite de naranja en proporciones del 0.5 %, aproximada-
mente (1).

Los citados en la bibliografia son los ésteres del acido
férmico (formiato de geranilo y de terpenilo), acético (ace-
tato de isobutilo, octilo, decilo, citronelilo, linalilo, ge
ranilo, terpenilo y bornilo), hexanoico (hexanoato de etilo
y metil etilo), caprilico (caprilato de etilo y nonilo), pro
pibdnico (propionato de etilo) y butirico (butirato de gerani
lo) (41).

Acidos.

Los acidos identificados comprenden los de la serie ali-
fatica hasta el butirico, mas el hexanoico, caprilico, céapri
co, palmitico y hexacosanoico (41). La cantidad total de aci
dos en este aceite es del orden del 0.5 %. No se disponen de
antecedentes acerca del estudio de la fraccidon acida en acei
tes esenciales de naranja de procedencia espanola.

Oxidos, compuestos nitrogenados, terpenoides y parafinas.

Otros compuestos que han sido identificados en este acei

te son los O6xidos de linalilo c¢cis y trans, antranilato de me
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tilo, B-sitosterol, friedelina y citrostadienol. Sin embargo,
carecemos de antecedentes sobre la identificacidén de estos pro
ductos en aceites esenciales de naranja oriundos de Espana.

G. D°Amore (43) en las esencias italianas ha identificado
un conjunto de parafinas que corresponden al pentadecano y to-
dos los términos de la serie comprendidos entre el C21 y el

le, ambos inclusive.

Cumarinas y flavonas.

Constituyen fundamentalmente el residuo no volatil obteni-
do por destilacidn a vacio.

La bibliografia (41) cita como componentes cumarinicos de
este aceite a la 5,7-dimetoxicumarina (citropteno), 7-metoxi-
8-epoxi-2,3-isopentilcumarina (merancina), 7-geranoxicumarina
(aurapteno), 5-hidroxipsoraleno (bergaptol), y 5-(Y,Y -dime-
til aliloxipsoraleno) (isoimperatorina).

Como componentes flavonicos vienen citados los siguientes:
5,8-dihidroxi~3,7,3  ,4" -tetrametoxiflavona, 5,6,7,8,4  -penta-
metoxiflavona (tangeretina), 5,6,7,8,3  ,4  -hexametoxiflavona
(notiletina), 3,5,6,7,8.3 ,4  -heptametoxiflavona, 5,6,7,3" ,4" -
-pentametoxiflavona (sinensetina) y 5,6,7,4  -tetrametoxiflavo-
na (41).

No existen antecedentes en la bibliografia sobre el anali
sis de cumarinas y flavonas en aceites de naranja espatioles.

Carotenoides.

Son treinta y tres los componentes de esta naturaleza qui
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mica que la bibliografia cita como sustancias constitutivas
de este aceite (41). Omitimos su descripcibén por haber pres-
cindido del estudio correspondiente, ya que las concentracio
nes son minimas.

Nuestro estudio de aceites esenciales de naranja, asi co
mo de otros aceites, no tiene como fin fundamental hacer un
analisis completo de todos los componentes, ya que la propor
cion de muchos de ellos esta por debajo de los limites de de
teccidén de la técnica analitica que fundamentalmente hemos
utilizado, la espectroscopia infrarroja. Nos hemos limitado
a aplicar las diferentes técnicas mencionadas al analisis cua
litativo, y cuantitativo en muchos casos, de los componentes
mas importantes y caracteristicos que nos han permitido por
otra parte un estudio comparativo de las esencias.

A continuacioén indicamos los resultados obtenidos.
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ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES DE NARANJA. VARIACION DE LA

COMPOSICION QUIMICA CON EL AREA DE CULTIVO.

1) Andlisis infrarrojo de los aceites sin fraccionar.

En el espectro infrarrojo del aceite esencial de naranja
hemos identificado todas las bandas visibles (tabla 6), com-
pletando los resultados obtenidos por anteriores autores (11).

Los componentes que se indican en primer lugar son los que
mas contribuyen a la absorcibén infrarroja a la frecuencia co-
rrespondiente,

Las figuras 2-4 corresponden a tres muestras de '"aceite ex
presion” de naranja cultivada en las provincias de Valencia,
Murcia y Sevilla (cosecha 1¢71), respectivamente, y las 5-6 oo
rresponden a dos componentes del mismo aceite,

El1 limoneno se encuentra en esta esencia en concentracio-
nes del orden del 90 %; por ello, la mayoria de las bandas vi
sibles del espectro pertenecen a este compuesto, El1 mirceno
se observa por el aumento de intensidad a 1595 cm-l, en donde
aparece la banda VYC=C de los dobles enlaces conjugados, su-
perpuesta a una banda débil del limoneno. Los demas terpenos
que cita la bibliografia y que se encuentran en concentracio-
nes menores del 1 %, tienen una estructura similar y, por tan
to, no son observables mediante esta técnica analitica.

La fraccidén oxigenada total constituye alrededor del 5 %

del aceite, por lo cual s6lo son visibles las bandas mas in-
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tensas (véase tabla 6), como las del n-octanal y n-decanal,
(1730 cm_l), esteres (1740 cm-l), citral (1680 cm-l) y fla-
vonas (1515, 835 cm-l). ‘

La banda a 1515 cm-l ha sido atribuida al p-cimeno en es
te aceite (11]). Sin embargo, generalmente esta banda es ori-
ginada por las f%avonas, compuestos también con nacleo aro-
matico, que preséntan una absorcidén en la misma frecuencia.
La posibilidad de la presencia de p-cimeno en los aceites
esenciales de naranja sera discutida mas adelante.

Los acidos alifaticos (fundamentalmente caproico, capri-
lico y caprico) son identificables por la banda V€=0 a 1712
cm ~, que viene superpuesta a una banda muy débil del limo-
neno.

Teniendo en cuenta las indicaciones anteriores, en las
figuras 2-4 pueden observarse a simple vista variaciones sig
nificativas en el contenido en flavonas, aldehidos y acidos.

Datos mas concretos se daran en el apartado de analisis cuan

titativo y en el estudio separado de fracciones.
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Fig. 2. Aceite de naranja expresidén Valencia (1971);
.1 = Ool mm y 0005 mme.
Fig. 3. Idem, Murcia (1971).

Fig. 4. Idem, Sevilla (1971).
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'Fig. 6. Tangeretina obtenida del residuo sedimentable de

mandarina (impurificada), en KBr.
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TABLA 6

Aceite esencial de naranija.

Nameros de onda (cm—l) de las bandas registradas.

-1
cm

3085
3075
3042
3010
2965
2920
2860
2840
2725
1780
1740

1730

1712

1692
1680
1645
1595
1515
1455
1438
1378
1331
1310
1287
1275
1255
1245
1228
1208

Componente

limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno

esteres (caprilato de etilo, caproato de
etilo, acetato de geranilo)

aldehidos (n-octanal, n-decanal)
limoneno + acidos (caproico, caprilico)
2-hexen-1-al + 2-octen-1l-al

citral + limoneno

limoneno

mirceno + limoneno

flavonas (tangeretina + nobiletina)
limoneno

limoneno

limoneno

limoneno

. limoneno

limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno

limoneno



cm

1198
1180
1155
1145
1115
1105
1078
1050
1040
1018
985
955
940
913
890
835
798
789
755
720
712
678
638
570
540
520
498
488
468
425
342
325
288
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TABLA 6 (

Continuacién)

Componente

limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
flavonas
limoneno
limoneno
limoneno
terpinol
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno

limoneno

+ mirceno

+ mirceno

(tangeretina + nobiletina)

eno



-58-

Determinacidn cuantitativa de limoneno. Contenido relativo

aldehidos/limoneno.

Como este producto constituye alrededor del 90 % del acei
te esencial de naranja, la medida de su concentracidon vendra
poco afectada por los demas componentes de la esencia._Para
obtener la curva de calibrado (fig. 7) hemos partido de disc-
luciones de limoneno en tetracloruro de carbono, empleando con
centraciones 0.072-1.51 M. (1 = 0.098 mm). Como banda clave
elegimos la situada a 1645 cm‘l.

La ecuacidn resultante, ajustada por minimos cuadrados es:

——————— = 6.18 . M + 0008]—

donde D es la densidad o6ptica de la banda clave, 1 el espesor
de la célula en mm y M la concentracién molar.

En la tabla 7 se dan los resultados en diversas muestras
correspondientes a tres cosechas.

Los aldehidos alifaticos presentan la banda VC=0 a la mis
ma frecuencia y por encontrarse, ademas, en baja proporcidén nd
pueden ser valorados de un modo absoluto. Hemos realizado unas
determinaciones semicuantitativas considerando el cociente en-
tre las densidades Opticas de las bandas a 1730 cmﬂ1 (n-octa-
nal y n-decanal fundamentalmente, segin los datos cromatogra-
ficos) y 1645 em™ 1 (limoneno). Los resultados para diversas

muestras se dan en la tabla 8.



(1enmm)
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1
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M = Concestracién moler

Fig. 7. Curva de calibrado del limoneno. Banda a 1645 cm”

1
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Los tantos por ciento en peso de limoneno y su concen-
tracién relativa respecto a los aldehidos no son, segun
muestran las mencionadas tablas, caracteristicos del origen,
S6lo dentro de una misma cosecha el contenido en limoneno se
ha mostrado inferior en las muestras de origen sevillano con

respecto a las procedentes de Valencia o Murcia.

2) Fraccionamiento por cromatografia en columna.

En la tabla 9 se dan los tantos por ciento en peso de ca
da una de las fracciones obtenidas por cromatografia en co-
lumna de tres muestras de aceites esenciales de naranja cul-
tivada en las provincias de Sevilla, Valencia y Murcia (5, 18
y 19 de la tabla 7).

Los resultados indican que las proporciones de limoneno
(arrastrado con n-hexano) y aldehidos (arrastrados con n-he-
xano-acetato de etilo) siguen en las mencionadas muestras unas
diferencias concordantes con las obtenidas en el analisis in-

frarrojo de los aceites totales.
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TABLA 9

ACEITE ESENCIAL DE NARANJA

Fraccionamiento cromatografico de las muestras (1)

Eluyente Muestras
Valencia Murcia Sevilla
n-hexano 92.20 91. 30 90.95
n-hexano-acetato de etilo 4,91 5.35 5.73
acetato de etilo 2.50 2,47 2.41
metanol 0.40 0.41 0.32

(1) Tanto por ciento en peso.
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3) Analisis infrarrojo de las fracciones cromatograficas.

a) Fraccién terpénica.

La concentracién de limoneno en la fraccién terpénica
del aceite esencial de naranja es del orden del 98 %. Por
ello las bandas de este componente son las que dominan en
el espectro.

A pesar de su pequefia concentracién, (alrededor del
1 %), el mirceno puede observarse a 1595 cm-1 superpuesto
a una banda del limoneno. La banda a 720 cm_1 es probable
mente debida al terpinoleno. Los demas componentes de es-
ta fraccidén terpénica son minoritarios y de estructura mo
jecular semejante a la del limoneno y, por tanto, como ya
hemos indicado, no son observables por la técnica infra-
rroja, al menos con suficiente certeza.

Las figuras 8«10 corresponden a las fracciones terpé-
nicas de tres muestras de aceite esencial de naranja (5,
18 y 19 de la tabla 7). Aunque no existen diferencias muy
marcadas, las relaciones enire las densidades 6pticas de
las bandas a 1680 y 1595 cm_l muestran que el contenido
relativo mirceno/limoneno es superior en la muestra de ori

gen seviliano.
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70 gy
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Fig. 8. Fraccién terpénica. Naranja expresidén Valencia (1972);

1 =0.1 mmy 0.03 mm,

133) W3y
NAVENUMIER (CM |

Fig. 10, Idem, Sevilla (1972).
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b) Fraccién n-hexano-acetato de etilo.

Estd constituida fundamentalmente por aldehidos, esteres
y alcoholes. Las figuras 11-13 corresponden a los espectros
de tres fracciones en disolucidén en tetracloruro de carbono.

Son caracteristicas las bandas de los aldehidos de larga
cadena, como n-octanal y n-decanal (2930, 2855, 1730 y 1720
Cm-l) y la del grupo carbonilo del citral (1680 cm-l). Los al
dehidos d,P-insaturados de cadena lineal, como el 2-hexen-1-
al, 2-octen-1-al y 2-decen-1l-al se hacen visibles en la ban-
da a 1692 em™ 71,

La relacidon de las densidades dpticas de las bandas a
1692 y 1680 cm_l, distinta para cada muestra, depende, por
tanto, de la relacién aldehidos d,p ~-insaturados lineales/ci
tral.

Los esteres normales absorben en la regién de 1740 cm’
(VY C=0). La banda correspondiente se solapa con la de los al
dehidos alifaticos de cadena lineal; sin embargo, existen
otras bandas caracteristicas,.por ejemplo a 1240 cm—l (acetg
to de geranilo), 1170, 1100 y 1035 em™ ! (caprilato y caproa-
to de etilo) etc., que pueden dar una informacién importante
sobre este tipo de compuestos.

En esta fraccidén pueden identificarse por infrarrojo va-
rios alcoholes, como el linalol (3615 y 3545 cm_l. en diso-
lucidén diluida en €1,C y 920 cm-l) y carveol (bandas méas ca-

racteristicas a 1642 y 890 cm_l, correspondientes a vibracio
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nes del doble enlace terminal). El1 estudio de la regién VO-H
en disoluciones muy diluidas (con células de 1 cm y 4 cm de
espesor a fin de eliminar las asociaciones moleculares) permi
te detectar la presencia de otros alcoholes. Asi, los alcoho-
les primarios del tipo octanol, nonanol, etc., se revelan por
el hombro a 3640 cm™ L. Por otra parte, el desplazamiento de
la banda del linalol a 3615 cm_l hacia mayores frecuencias asi
como el aumento de la relacidén de densidades é6pticas D3615/

/D

3545 dan informacidn sobre la presencia de alcoholes como
geraniol y citronelol, que se confirma ademas en otras regio-
nes del espectro.

El examen cuidadoso de los espectros de las tres fraccio-
nes estudiadas, registrados en diferentes condiciones, mues-
tra diferencias apreciables, por =2jemplo, contenidos en ci-
tral y otros aldehidos o, P-insaturados que pueden relacio-
narse con la calidad de la esencia.

En la tabla 10 se dan los numeros de onda medidos en los

espectros registrados en disolucién o en fase liquida y las

atribuciones correspondientes.
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Fig. 1l. Fraccidén n-hexano-acetato de etilo en

Naranja expresién Valencia (1972).

Fig. 12. Idem, Murcia (1970).

1) o 40 , 50 HIC2ONS 60 70 93 -0 [ " 6
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Fig. 13. Idem, Sevilla (1972).
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TABLA 10

Aceite esencial de naranja

Fraccidén n-hexano-acetato de etilo. En Clqg

Nameros de onda (cm_l) de las bandas registradas.

-1
cm

Componente

3640
3610
3540
3080
3010
2960
2930
2860
2720
1740

1730
1692

1680
1642
1612
1465
1455
1445
1420
1380
1370
1240

1170

alcoholes primarios (n-octanol)

linalol

linalol

linalol

linalol + citral

n-decanal + n-octanal + linalol + citral
n-decanal + n-octanal + linalol + citral
n-decanal + n-octanal

n-decanal + n-octanal + citronelal

esteres (caproato de etilo + caprilato
de etilo + acetato de geranilo)

n-decanal + n-octanal + citromnelal

2-octen-1-al + 2-hexen-1l-al + 2-decen-1-
al

citral (geranial + neral)

linalol + carveol + citronelal

citral

n-decanal + n-octanal + linalol

varios

varios

varios

linalol + n-decanal + n-octanal + citral
varios

acetato de geranilo + caprilato de etilo
+ caproato de etilo

n-decanal + caprilato de etilo + caproa-
to de etilo



cm

1160 L
1140 L

1115
1110
1100
1055

1035

1025
1010
995
990
980
920
890
835
830
720
695
540

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

(+):

-70 -

TABLA 10 (Continuacién)

Componente

linalol + citronelal + citral

caprilato de etilo + caproato de etilo

citronelol + alcoholes alifaticos pri-
marios

n-decanal + n-octanal + caprilato de eti
lo + caproato de etilo

citronelal

linalol

n-decanal + n=-octanal
citronelal

linalol

carveol + n=-octanal
linalol

citronelal

n-decanal + n-octanal etc.,
linalol

citral

medidos en fase liquida.
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c) Fraccién acetato de etilo.

Con este disolvente se arrastra de la columna cromato-
grafica una fraccién constituida en su mayor parte por sus
tancias no volatiles, como flavonas, cumarinas y acidos.

Las figuras 14-16 corresponden a los espectros de las
fracciones acetato de etilo, en forma liquida, de las tres
muestras cromatografiadas. Los numeros de onda y la inter=-
pretacién de las bandas correspondientes ée indican en la
tabla 11.

En los citados espectros aparecen bien definidas las ban
das de la tangeretina (1513, 1268, 1077, 1020, 1008, 655,
572, 510 cm-l) y nobiletina (1513, 1268, 1331, 1302 cm-l).
Otras flavonas por ser mincritarias y de esfructura simi-~-
lar, presentan bandas que se superponen a las de la tange-
retina y nobiletina, y por tanto son dificilmente observa-
bles. Esto sucede con la sinensetina (5,6,7,3 ,4 -pentame-
o)

toxiflavona) (1513, 1055 cm ), 5,8-dihidroxi-3,7,3",4 -te

trametoxiflavona (3430 cm'l) y 3,5,6,7,8,3",4"-heptametoxi

flavona (1248, 1145 cm‘1

).

La absorcidén a 3400 cm-l es debida al grupo O-H de al-
coholes, fundamentalmehte & -terpineol, que también absor-
be a 1145 y 915 cm_l.

Las bandas situadas a 1735 y 1715 em™ 1 corresponden,

respectivamente, a cumarinas y &cidos. Estos ultimos tam-

bién se ponen de manifiesto por la absorcidénm compleja a



2800-2500 cm‘l.

Los espectros de las tres muestras estudiadas revelan
notables diferencias en cuanto al contenido relativo de fla
vonas, cumarinas y acidos, lo que se hace patente mediante
la relacidén de las densidades o6pticas de las bandas a 1735,

1715, 1640, 1605, 1513 cm ', etc.

d) Fraccién metanol.

Lés figuras 17-19 muestran los espectros infrarrojos de
las fracciones arrastradas con alcohol metilico. No hemos
identificado los componentes de esta fraccién, sin embargo,
algunas de las bandas son caracteristicas de parafinas, ce-
ras y compuestos con grupos OH e insaturados.

El anadlisis de esta fraccidén indica la existencia de un

residuo inorgéanico que contiene sobre todo calcio y sodio.
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Fig. 14. Fraccién acetato de etilo, tilm.

Naranja expresién Valencia (1972)-
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Fig. 16. Idem, Sevilla (1972).




TABLA 11

Aceite esencial de naranja

Fraccidén acetato de etilo

Numeros de onda (cm-l) de las bandas registradas.

-1
cm

3625
3540
3430
3010
2960
2930
2855

1735
1715
1645
1635
1605
1590
1560
1513
1480
1462
1448
1440
1422
1408
1378
1365
1331
1309
1302

(+)
(+)

L (+)

(+)
(+)

(+)

Componente

terpineol +
linalol
terpineol
tangeretina
tangeretina
terpineol +

tangeretina
+ ceras

cumarinas +

acidos

linalol

+ terpineol + ceras
ceras

+ nobiletina + terpineol +

ceras

flavonas (tangeretina + nobiletina)

sinensetina
cumarinas +
tangeretina
nobiletina
tangeretina
tangeretina

tangeretina

tangeretine
nobiletina
tangeretina

tangeretina

nobiletina
tangeretina

nobiletina

sinensetina + tangeretina

+ nobiletina
+ nobiletina + sinensetina

+ nobiletina

+ nobiletina + ceras

+ nobiletina + terpineol



cm

1268
1260
1255
1248
1235
1220
1210
1200
1175
1165
1145
1135
1115
1110
1077
1055

1038
1020
1008
980
960
950
940
920
910
892

(+)

(+)
(+)

(+)

L (+)
(+)

(+)

~75-

TABLA 11 (Continuacién)

Componente

tangeretina + nobiletina

ceras + heptametoxiflavona

tangeretina + nobiletina + terpineol

nobiletina + tangeretina

nobiletina + heptametoxiflavona

terpineol

nobiletina + tangeretina
tanger2tina

heptametoxiflavona + sinensetina + terpi-
neol

tangeretina + nobiletina + terpineol
tangeretina

tangeretina

tangeretina + nobiletina

tangeretina + nobiletina

terpineol

acidos

terpineol

nobiletina + terpineol

tangeretina
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TABLA 11 (Continuacién)

cm Componente

778 terpineol

770 nobiletina + sinensetina + terpineol
748 nobiletina + sinensetina + cumarinas
720 ceras + nobiletina + sinensetina
688 sinensetina + heptametoxiflavona
655 tangeretina

600 tangeretina

572 tangeretina

510 tangeretina

(+): medidos en solucidén en ClQC
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Fige. 17. Fraccidén metanol, en KBr.

Naranja expresién Valencia (1972).
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Fig. 19. Idem, Sevilla (1972). -




k) Cromatografia de gases de la fraccién n-hexano-acetato

de etilo.

El valor comercial de la esencia de naranja viene deter-
minado fundamentalmente por su contenido en compuestos oxi-
genados y distribucidén porcental de estos Gltimose.

Ademas de las especies quimicas que hemos analizado en
esta fraccidén por espectroscopia infrarroja, la bibliografia
(41) cita otros componentes, que estan en concentraciones pe
querias y que se pueden identificar por otras técnicas anali-
ticas mas precisas, como la cromatografia de gases.,

La gran similitud que, por ejemplo, existe entre las es-
tructuras moleculares de los aldehidos alifaticos de cadena
lineal no permite que éstos puedan ser diferenciados por sus
espectros infrarrojos en el caso del aceite esencial de na-
ranja. Sin embargo, es facil distinguirlos por cromatografia
en‘fase de vapor.

Utilizando las coridiciones experimentales ya citadas he-
mos identificado por los tiempos de retencidn de patrones pu
ros los siguientes componentes: n-heptanal (1), n-octanal (2),
n-nonanal (3), citronelal (4), linalol (5), n-decanal (6),
neral (8), geranial (9) y acetato de geranilo (10). La nume-
racion de estos componentes corresponde a la indicada en las
figuras 20 y 21. E1l pico numero siete lo hemos identificado
tentativamente como terpinen-4-0l, comparando su retencién re-

lativa con la citada por la bibliografia (5).
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Si bien los resultados no son genuinamente cuantitati-
vos, al comparar los cromatogramas de las figuras 26 y 21
se advierten a simple vista diferencias significativas. El
octanal, nonanal y linalol estdn en concentraciones supe-
riores en la fraccidén de la esencia sevillana, que, sin em
bargo, es mas pobre en neral y geranial. Se confirman asi
los resultados sobre el contenido en citral obtenidos me-
diante el estudio de los espectros infrarrojos de esta frac

,

cion.
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5) Determinacidén por espectrofluorimetria del antranilato

de metilo en aceites esenciales de naranja.

Sobre el antranilato de metilo como componente del acei
te esencial de naranja no existen resultados concordantes
en los trabajos de la bibliografia (1), (12), (40), (41).

Aunque dentro de la instrumentacién analitica la croma-
tografia de gases no tenga igual por su capacidad separado-
ra, ésta se hace insuficiente cuando el nuimero de componen-
tes es elevado, como en el caso de los aceites esenciales.

Surge ademas otra limitacidén en esta técnica si las sus
téncias a analizar se encuentran en qpncentraciones tan pe~
quefias que rozan los limites de deteccién del instrumento.
Por ello, no hemos visto con esta técnica el antranilato de
metilo y hemos recurrido a la espectfofluorimetria, tan sen
sible a los compuestos aromaticos de este tipo, ﬁara la in-
vestigacién de dicho componente en la esencia de naranja.

El espectro de excitacidén de las disoluciones de aceite
esencial de naranja en alcohol etilico muestra una banda an
cha entre 250 y 700 nm. En esta misma regién espectral prei
senta excitacién las cumarinas, flavonas y antranilato de
metilo, por lo que la identificacién de este ultimo no se
puede tampoco realizar por esta técnica de una manera cate-
gérica. De hecho, las disoluciones de esencia de naranja en
alcohol etilico presentan una fluorescencia débil. Para ob-

tener su espectro de excitacidén hay que utilizar gensibili-



dad y apertura de rendija considerables, de forma que en es
tas condiciones se advierte la influencia del disolvente.
Para determinar en los aceites esenciales de naranja los
limites médximos de concentracién de antranilato de metilo
preparamos unas disoluciones de este producto en alcohol eti -
lico. Cuando la concentracién de antranilato es de 2.5 . 10_8
g/1, la intensidad de fluorescencia de esta disolucidn se ha
ce igual a la de aquella que contiéné el aceite en 0.1 g/1.

De donde se deduce inmediatamente que la concentracidén maxi-

ma de antranilato seria del 2.5 . 10—5 % en peso.
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ENVEJECIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE NARANJA,

1) Antecedentes,

Hasta la aparicién de las modernas técnicas instrumenta
les de analisis, los estudios sobre el envejecimiento de las
esencias se realizaban con objeto de establecer un criterio
de control, basado en la medida de constantes fisicas y qui-
micas, tales como la densidad, indice de refraccién, indice
de perdéxido y de acidez (1).

Se consideraba el proceso de envejecimiento como un fe-
némeno de polimerizacidén y autooxidacién que podia atenuar-
se mediante algunas sustancias dadoras de hidrégenos en for
ma de radicales (46)..

Hasta el afio 1963 no se comenzé a profundizar sobre el
mecanismo del envejecimiento de los aceites esenciales de na
ranja. Rogers (6), por espectroscopia infrarroja y cromato-
grafia de gases identificé algunos productos de oxidacién de
este aceite, como carveol, carvona, 6xido de limoneno-1,2,
asi como los componentes mas estables frente a los factores
que originan este proceso. Algunos trabajos que cita la bi-
bliografia tratan del estudio sobre la autooxidacidén del 1i
moneno (47), (48), operando a una temperatura de 502 C en
la oscuridad y a la luz, en ausencia de sensibilizadores. Los
autores pudieron identificar nueve de los productos formados;
sin embargo, los mencionados trabajos omiten el mecanismo de

formacidon de los 6xidos de limoneno.



2) Productos de oxidaciédn.

Envejecimiento por accién de la luz ultravioleta.

Se han sometido seis muestras de aceite esencial de na-
ranja de diferente origen (Murcia, Valencia, Florida frutos
primerizos y frutos maduros, Rhodesia e Israel) a la accién
de una lédmpara de xenon durante 8, 24 y 102 horas. Los cam-
bios mads importantes observados en los espectros totales han
sido: aumento de la banda tipica de &cidos a 1715 cm-l; au-
mento de la absorcién a 1678 em™ 1 (carvona); disminucidén de
la absorcidén a 1595 cm_l (mirceno); disminucién de la banda

1 (flavonas); aumento de la absorcidén a 1105, 1073,

1040, 940 em~ L,

a 1510 cm”

En igualdad de condiciones, la esencia mas vulnerable es
la procedente de Rhodesia, y dentro de las dos muestras es-
pafiolas estudiadas, la procedente de Valencia es mas afecta-
da que la de Murcia. Esto se puede explicar por el contenido
en flavonas, como veremos mas adelante.

Envejecimiento por accién del calor.

Con el fin de acelerar el proceso de envejecimiento, se
han sometido 17 muestras a la accién del calor (602 C) duran
te 30, 85 y 230 horas (muestras 1-17 de la tabla 7).

Los cambios experimentados son mayores que por accidén de
la luz ultravioleta y similares, por otra parte, a los que
se producen p?r un prolongado almacenamiento (fig. 22-24),

Las muestras calentadas 30 horas a 602 C no muestran diferen
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Fig. 22. Aceite esencial de naranja envejecido naturalmente

(8 meses almacenado); 1 = 0.03 mm.

Fig. 23. Aceite esencial de naranja envejecido 85 h. a 602 C;

1 = 0.05 mm.
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cias apreciables en los espectros, Unicamente se observa una
disminucién de la banda a 1730 cm-l, debida a la absorciédn
carbonilo de los aldehidos, y también se hace patente la ab-
sorcién O-H caracteristica de oxidaciédn.,

El calentamiento durante 85 horas ya altera notablemente
la mayoria de los aceites esenciales. En estas condiciones,
las muestras menos estropeadas son la naranja oscura expre-
sién (Murcia) y la naranja destilada del Brasil.

Los espectros de las muestras calentadas durante 230 ho-
ras muestran profundas alteraciones: gran absorcién en la re
gién 0-H, originada por los diversos alcoholes formados; au-
mento de la absorcidén a 1715 cm*l, debida a la formacidén de
dcidos; incremento de las densidades 6pticas de las bandas a
1678, 1250, 1110, 700, 400 cm™ ! (carvona), 840 em™1 (atribui
da a losléxidos de limoneho), 1035 cm-l (cis-caryeol), 960 y
940 em~ 1 (trans-carveol), 735 em™ 1 (¢gis-2,8-p-mentadien-1-
-0l) y otras variaciones més dificilmente atribuibles por coin
cidir con bandas del limoneno.

Las muestras mas alterables de las éstudiadas han sido, en

general, las espafiolas con excepcidén de la naranja oscura ex-

presién (Murcia).

De nuevo la esencia practicamente inalterable es la brasi-
lenia, lo que hay que atribtirlo a una gran proporcién de fla-
vonas.

Las figuras 22-24 representan los espectros correspondien-
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tes a una muestra envejecida por almacenamiento durante 8 me
ses y por calentamiento a 602 C durante 85 y 230 horas.

Los espectros infrarrojos de las fracciones correspondien
tes a una muestra envejecida permiten detectar con mas faci-
lidad los productos de envejecimiento que en el aceite esen-
cial total.

El espectro infrarrojo de la fraccidén terpénica muestra
que la densidad é6ptica de la banda a 1595 cm_l, en donde ab-
sorbe el mirceno, ha disminuido, lo que parece indicar que es
te componente es especialmente lédbil. Como no se observan nue
vas bandas correspondientes a otros terpenos, podemos descar-
tar, en principio, la posibilidad de que existan isomerizacio
nes (por ejemplo, limoneno a terpinoleno), lo que en cierto
modo es 1l4égico por ocurrir estos procesos de isomerizacidn en
condiciones acidas y energéticas.

Los espectros de las figuras 26-27 muestran los cambios
producidos en la fraccidén n-hexano-acetato de etilo. Solo de
la muestra mds estable al envejecimiento hemos tenido volumen
suficiente para realizar una cromatografia en columna. A pe-
sar de ser poco alterable la citada muestra, se hacen paten-
tes en loé espectros de las figuras 26-27 el aumento de la
densidad 6ptica de la banda a 890 cm-1 (productos oxigenados
derivados del limoneno con doble enlace terminal =CH2, como
carvona, carveol, etc.) y a 840 em™ 1 correspondiente a la for

macién de 6xidos de limoneno.
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Fig. 28. Fraccién acetato de etilo. Naranja oscura expresién

Murcia (1970); 1 = 0.03 mm y film.

Fig. 29. Idem, envejecida 230 h. a 609 C; 1 = 0.03 mm y tilm.
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La fraccién acetato de etilo muestra un pequefio aumento
de la concentracién de terpineol (3450, 915, 835, 805 cm-l)
y disminucién de flavonas (1640, 1513 cm™ ') (figs. 28-29).

Por dltimo, la composicién quimica de la fraccién arras

trada con metanol permanece practicamente invariable.

Cromatografia de gases de las fracciones del aceite enveje-

cido. Con objeto de determinar cudles son las especies qui-
micas mds estables frente al proceso de envejecimiento y con
firmar algunos resultados obtenidos por espectroscopia infra
rroja, hemos analizado por cromatografia de gases las frac-
ciones de una muestra envejecida artificialmente por acciodn
de la temperatura (602 C).

Los componentes que hemos identificado en la fraccién
terpénica son:

limoneno, o -pineno, P—pineno y mirceno. En la muestra
envejecida, el area de pico del P-pineno permanece practi-
camente constante, lo que parece indicar que esta sustancia
es mas estable que los demds terpenos mencionados. Estos re
sultados estdn de acuerdo con los obtenidos por Widmark y
S. H. Blohm (49) que estudiaron la autooxidacién de estas
sustancias.

En las figuras 30 y 31 damos los resultados cromatogra-
ficos del analisis de la fraccidén oxigenada total obtenida
de un aceite esencial de naranja envejecido 230 horas a 60°2C,

Se identificaron los siguientes componentes: n-octanal (1),
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n-nonanal (2), citronelal (5), linalol (6), n-decanal (7),
terpineol + neral (9), carvona (10), geranial (11) y aceta-
to de geranilo (12).

Aunque por la naturaleza viscosa de esta fraccién no ha
ya sido posible reproducir la cantidad inyectada, puede ob-
servarse c6mo la carvona aumenta con relacién al geraniale.
También aumentan los picos 3 y 4 que hemos identificado co~
mo 6xidos de limoneno por espectromefria dé:masas. El &rea
del pico del n-decanal sufre una dismiﬁucién con respecto a
la del terpineol.

A la vista de estos resultados, los componentes mas vul
nerables frente a los factores que originan el envejecimien
to son los aldehidos y terpenos. De estoévﬁltimos, y dentro
de los identificados por nosotros, el mas estéble es el P—pl
neno. Dentro de los compuestos oxigenados, los mas estables

son los alcoholes y ésteres.
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Cromatografia de gases-espectrometria de masas. Con el fin

de precisar mejor los productos de envejecimiento y compro-
bar si se forman los compuestos esperados de la autooxida-
cién del limoneno, hemos analizado por cromatografia de ga-
ses-espectrometria de masas tres muestras de aceite esencial
de naranja envejecido 230 horas a 602 C.

Los productos que hemos identificado corresponden a va-
rios alcoholes, cetonas y 6xidos derivados del limoneno, y
son los siguientes:

Oxidos de limoneno-1,2 cis y trans:

En las condiciones experimentales utilizadas no nos ha
sido posible conseguir una buena separacién cromatografica
de ambos isémeros, por lo que hemos obtenido para los dos
productos el mismo espectro, correspondiente a la mezcla de
estas dos sustancias (36). |

El espectro de masas (fig. 32) presenta un ion molecu-
lar a 152, lo que se demuestra por la existencia de los frag
mentos a m/e = M - 15 y M - 43, que corresponden respectiva-
mente a la pérdida de un grupo metilo e isopropileno (35)a

cis y trans-2,8-p-mentadien-1-o0l:

Los espectros de masas obtenidos para ambos isdémeros se
dan en las figuras 33 y 34. Presentan un ion molecular a 152
unidades de masa. Los fragmentos iénicos a M - 18 y M - 15
proceden de la pérdida de una molécula de agua y de un grupo

metilo. E1 grupo isopropileno se deduce por la aparicién de
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iones a M - 15 - 43, Estos espectros de masas corresponden
a los publicados en la bibliografia para estos productos

(39).

Cis y trans-carveol:

Los espectros de masas de las figuras 35 y 36 correspon
den a los dos isémeros del carveol (Pm = 152)., Como era de
esperar, aparecen los iones a m/e = M - 15 y M - 18, corres
pondientes a la pérdida de un grupo metilo y una molécula
de agua.

El ion a m/e = 84 procede de la ruptura de la molécula

por un proceso de retro-Diels-Alder:

OH rJ§JOH
- ——— ’
- + S
g X
’d

Los espectros de ambos isémeros corresponden a los pu-

blicados en la bibliografia (39).

Carvona:

La figura 37 muestra el espectro de masas obtenido para
esta sustancia.

Aparece un ion molecular a 150, lo que se confirma por

los valores de los fragmentos a M - 15 y M - 43, que corres
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ponden, respectivamente, a la pérdida de un grupo metilo e
isopropileno.

El pico a 82 unidades de masa procede de la ruptura de
la molécula por un proceso de retro-Diels-Alder, andlogo al

citado anteriormente:

3\

)
-
OQ‘O

\

" L
~ 7

El espectro coincide con el publicado en la bibliogra=

fia para esta sustancia (38).
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Fig. 32. Espectro de masas del 6xido de limoneno-1,2.
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Fig. 33. Espectro de masas del cis-2,8-p-mentadien-1l-ol.
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Fig. 34. Espectro de masas del trans-2,8-p-mentadien-1l-ol.
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Fig. 35. Espectro de masas del trans-carveol.
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Fig. 36. Espectro de masas del cis-carveol.
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3) Mecanismo del proceso de envejecimiento.

De acuerdo a lo anterior, los productos de oxidacién
que hemos identificado en el proceso de envejecimiento del
aceite esencial de naranja son los siguientes: 6xido de 1li

moneno-1,2 cis y trans; cis y trans-2,8-p-mentadien-1-o0l;

cis y trans-carveol y carvona.

Varias han sido las reacciones que se han postulado pa
ra explicar la formacidén de carveol y carvona a partir del
limoneno. Segin Simonsen (50) el oxigeno del aire forma un
perdéxido entre las posiciones 1 y 2. En esta molécula, se
rompe el enlace 0-0 para dar un biradical que, en presen-
cia de un hidrocarburo terpénico, daria limonenglicol-1l,2,

Este, por deshidratacidén, da carveol que se oxida pos-

teriormente a carvona. E1 mecanismo transcurre asi:

OH

~ = ~ ~

limoneno carveol carvona

Aunque este proceso es tedéricamente posible, realmente

exige unas condiciones fuertemente Acidas para producirse
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la deshidratacidén del glicol que conduce al carveol. El1 me-
dio, débilmente &acido, del aceite esencial de naranja no es
suficiente para justificar este mecanismo.

H. Flores (51) postulé para la formacién del carveol y

carvona la siguiente via que implica formacién de radicales:

. 00° OOH
; . 0
. : M —_— . _RH__ —
e

limoneno

o . . . OH
—> + OH; + OH e
~ -~

’d

carveol

La intervencién de hidroperdéxidos, por otra parte, po-
dria explicar en el aceite envejecido el pequeiio aumento de
la concentracién de terpineol que hemos observado y cuya far
macién se discute en la bibliografia (6). Asi, los radicales
OH.que intervienen en el proceso anterior reaccionarian de

la siguiente forma:
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OH RH

Z . OH 0OH

limoneno ’ &-terpineol

Los resultados indican que este proceso sélo tiene lu-
gar para un pequeno numero de moléculas, dada la pequeina
elevacién que se produce en la concentracién de terpineol
cuando el aceite se envejece.

Si en los cromatogramas de las esencias envejecidas de
naranja (fig. 38) sumamos las 4reas corregidas de los picos

de alcoholes y carvona y por otro lado las areas de los 6xi
dos de limoneno y hallamos el cociente entre ambas sumas,
los valores asi obtenidos se aproximan a uno en menos de dos
décimas. Esto parece indicar que, por cada molécula de 6xi-
do de limoneno que se forme, se producira al mismo tiempo
otra de alcohol o carvona.,.

Todos estos resultados apoyan el mecanismo que se indi-
ca en la figura 39 y que no es mds que un caso particular
del propuesto por G. A. Russell (52) para la autooxidacidn
de sustancias hidrocarbonadas. Por tanto, pensamos que és-
ta es la via por la que fundamentalmente transcurre la oxi-
dacién del limoneno en el aceite esencial de naranja, con

intervencién de radicales, cuando se forman 6xidos de limo-

nenoe.



-102-~

Fig. 38. Aceite esencial de naranja envejecido 230 h.
a 602 C.
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Estabilidad frente a los factores que originan el envejeci-

miento. De acuerdo con el mecanismo mencionado, la oxidacién
del aceite se atenuaria inhibiendo la actuacién de los radica
les. Las sustancias que gozan de esta propiedad se llaman an-
tioxidantes.

Un antioxidante puede inhibir una oxidacién cediendo radi

cales hidrégeno (53):

R + InH — RH + 1In

El nuevo radical puede estabilizarse por deslocalizacién
de su carga electrdénica o dimerizadndose consigo mismo.

En el caso de que el antioxidante no posea hidrégenos la-~
biles, se puede unir a un radical para dar otro nuevo que pue

de dimerizarse (53):

. o
R + In —— In-R

2 (In-R) . e (In-R) - (R-In)

Las flavonas, como antioxidantes, estdn incluidas en este
ultimo caso. Los radicales terpénicos que se unen a ellas for
man un nuevo radical que se estabiliza por deslocalizacién de

la carga en los tres ciclos, del siguiente modo:
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@§r© S — @Ef;

R

La unién del radical R* en el grupo carbonilo de la fla-
vona estd de acuerdo con la disminucidén de la banda n ---3 n*
(330 nm) en el espectro ultravioleta conforme avanza el enve
jecimiento del aceite (54).

El radical flavdénico de la reaccidén anterior puede unir-
se a otro radical terpénico o dimerizarse, inhibiéndose asi
la autooxidacidn.

La naturaleza antioxidante de las flavonas queda demos-
trada experimentalmente cuando se mide la densidad o6ptica de
la banda de absorcidén infrarroja a 3500 cm-l en un aceite
oxidado y se compara con la intensidad de la banda n ---3 n*
(330 nm), proporcional a la concentracién de flavonas, en el
correspondiente aceite fresco. El1 grado de envejecimiento de
la esencia, medido por la absorcidon a 3500 cm—l, es mayor
cuanto menor es el contenido en flavonas. Un ejemplo lo pre-

senta la figura 40.
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FIG. 40 D (3s00cm™)

Relacidén entre el grado de envejecimiento (absorbancia
a 3500 cm_l) y la.absorbancia de la banda a 330 nm caracte

ristica de las flavonas.



ACEITE ESENCIAL DE LIMON






-107-

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS: COMPOSICION QUIMICA.

Empleando diversos metodos analiticos se ha podido deter
minar la existencia de muchos componentes en el aceite esen-
cial de 1imén que, agrupados por sus caracteristicas quimi-
cas reseilamos a continuaciédn:

Hidrocarburos terpénicos.

Esta fraccién constituye alrededor del 60-70 % del acei-
te.

A. Di Giacomo (55) identificé en las esencias italianas
o -pineno, trazas de canfeno, P-pineno, sabineno, mirceno,
limoneno y Y-terpineno,

En los aceites esenciales de California Mac Leod (56) de
tecté ademds A3-careno, o-felandreno, o« -terpineno, p-cime-
no, terpinoleno y o,p-dimetilestirenoa

Hidrocarburos sesguiterpénicos.

Se trata de una fraccién minoritaria (concentraciones de
alrededor del 1 %).

Se disponen de pocos antecedentes acerca del analisis de
la fraccidén sesquiterpénica del aceite de limén. Mac Leod
(56), usando temperatura programada y columnas capilares iden
tificé bergamoteno, cariofileno, bisaboleno y w-cadineno, y
A. Di Giacomo (41) cita ademads como componentes de este acei-
te al o ~humuleno y P-humuleno.

Aldehidos y cetonas.

En las esencias de origen italiano A. Di Giacomo (55) de
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tectd los aldehidos n-octilico (0.29 %), n-nonilico (0.15 %),
n-decilico (0.04 %), citronelal (0.08 %), neral (1.1 %) y ge-
ranial (2.3 %). Se conoce también como componente la metilhep
tenona (0.15 %).

Ademds de los compuestos anteriores, O. Carpena (57) de-
tecté en las esencias de origen espariol undecanal y dodeca-
nal.

R. M. Ikeda (58) cita como componentes probables en las
esencias de California todos los aldehidos de la serie alifé
tica, desde el n-octanal hasta el heptadecanal, ambos inclu-
sive.

Esteres.

Esta fraccién se encuentra aproximadamente en las propor-
ciones del 1.5 % vy estéd constituida por los ésteres del &cido
acético (acetato de geranilo, nerilo, linalilo, octilo, noni-
lo, decilo y citronelilo) y caprilico (caprilato de nonilo)
(41). De ellos, en los aceites esenciales espafioles se han de
tectado acetato de octilo, linalilo, geranilo y nerilo (57).

Alcoholes,

A. Di Giacomo (41) cita como componentes alcohdélicos del
aceite esencial de 1limén el n-octanol, n-nonanol, n-decanol,
terpinen-4-01, linalol, citronelol, geraniol, nerol, « -terpi
neol, carveol y tetrahidrogeraniol., En las esencias espamnolas
se han identificado, dentro de la serie aliféatica, el n-hepta

nol y n-dodecanol (57).
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La fraccién alcohdlica constituye alrededor del 0.8 %
del aceite total.

Acidos, derivados nitrogenados y parafinas,

La bibliografia (41) solo cita los &acidos alifaticos de
numero par de Atomos de carbono, desde el C8 al 016’ mas el
oleico, linoleico y linolénico. Como componentes de este
aceite se consideran también el antranilato de metilo, tetra
decano y pentadecano.

Los &cidos se encuentran en la proporcién del 0.5 %. No
existen antecedentes sobre su anédlisis en los aceites esen-
ciales de 1limén espatiol.

Cumarinas.

En las esencias oriundas de California, Stanley (59)
ideﬁtificé 5,7-dimetoxicumarina (citropteno), 7-metoxi-5~-ge
ranoxicumarina, 5-isopenteniloxi-7-metoxicumarina, 5,8-pso-
raleno, 5-hidroxipsoraleno (bergaptol), 5,8-dimetoxipsoral§
no (isopimpinellina), 5-(Y,Y'-dimetil)-aliloxipsoraleno (iso
imperatorina), 8-(2,3-dihidroxi-3-metilbutiloxi)-5-metoxip-
soraleno (biacangelicina), 8-geranoxipsoraleno y 5-geranoxip
soraleno (bergamotina). Constituyen alrededor del 1 % del
aceite, Sobre el andlisis de los compuestos cumarinicos en
los aceites esparioles no existen antecedentes bibliografi-
cCoSs.

Carotenoides.

Son veintidés los componentes que cita la bibliografia
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(41), de cuya descripcién prescindimos por estar en concen-
traciones muy pequeiias y, por tanto, no haber sido estudia-

dos por mnosotros,.
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ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES DE LIMON, VARIACION DE LA COM-

POSICION QUIMICA CON EL METODO DE OBTENCION Y EL AREA GEOGRA-

FICA DE CULTIVO,

1) Andlisis infrarrojo de aceites sin fraccionar,

Recientemente, J. Bellanato y A. Hidalgo (11) han estu-
diado en la regién 4000-650 cm"l los espectros de absorcién
infrarroja de aceites esenciales de 1limén de diversas proce-
dencias e identificaron las bandas correspondientes al limo-
neno, «-pineno, p-pineno, Y-terpineno, p-cimeno, canfeno,
geranial, neral, acetato de geranilo y trazas de P-felandpg
no.

En nuestro trabajo hemos hecho uso de la regidén 4000-250
cm ~ para el andlisis de aceites esenciales extraidos por di’
versos procedimientos y de diferente origen. En las figuras
41-45 se dan algunos ejemplos de muestras representativas en
forma liquida y en las 46-50 de las mismas muestras en diso-
lucidén. Los correspondientes numeros de onda los damos en la
tabla 12,

Los componentes identificados, agrupados por sus funcio-
nes quimicas se clasifican como sigue:

Terpenos. El1 componente mds abundante en este aceite es el
limoneno (fig. 5) (60-70 %) y, por tanto, la mayoria de las
bandas visibles del espectro se deben a este producto. No obs

tante, se pueden identificar otros componentes, completando

asi los resultados obtenidos por otros autores (11).
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El limoneno se pone de manifiesto por las bandas del do-

ble enlace terminal (=CH2) a 1645 em™ L y 890 cm"l. En esta

Gltima regién absorbe también el P-pineno, a 875 y 855 cm-la
Otras bandas caracteristicas del mismo son las situadas a
602 y 524 em™ L. Las bandas a 949 y 780 —_— corresponden al
Y-terpineno ( Y (=C-H) en dobles enlaces trisustituidos.

El ~-pineno presenta bandas que coinciden con las de los
terpenos ya citados y dada su baja concentracidén es dificil
de identificar. Sin embargo, la relacidén de las absorbancias
a 789 y 798 cm_l unido a la existencia de los hombros a 1125
y 1217 cm"1 permite dar una idea de la concentracién de este
terpeno en el aceite esencial total.

Dado el caracter aromatico del p-cimeno, es facilmente de
tectable por sus bandas a 1513, 815 y 720 cm—l.

Por dltimo, se puede identificar el sabineno por su banda
a 865 cmﬁl. Este componente se encuentra en el aceite esen-
cial de 1limén en proporciones muy pequeiias (menos del 1 %),
por lo que solo puede observarse su banda mas intensa que es

la indicada.

Compuestos oxigenados, El1 linalol, terpineol y nerol dan una

banda VO-H en las proximidades de 3620 cm"l cuando se obtie-

.

ne el espectro en disolucidén diluida de tetracloruro de carbo
no. E1 linalol presenta ademas otra banda a 3540 cm—l.
El citral origina una banda a 1680 em™! debida a 1la vibra

cién de valencia del grupo carbonilo conjugado con el doble
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enlace. Este compuesto es una mezcla de dos isdémeros: gera-
nial y neral. Este Gltimo puede diferenciarse por un hombro
a 842 cm™ T,

La banda a 1615 cm_l estd originada por las cumarinas y
por el geranial, por lo que no es apta para la determinacidn
cuantitativa.

La vibracidén de valencia del grupo C=0 de los acetatos
presentes (principalmente acetato de geranilo y nerilo) es
responsable de la banda a 1745 cm-l. Otra absorcidén caracte-
ristica de esos compuestos se presenta en la regidén de 1232

-1
cm T,
Las cumarinas pueden identificarse por sus bandas a 1745

-1
cm (superpuesta a la de los acetatos), 1615, 1580, 825 ¥y

‘747 cm_l que corresponden fundamentalmente al 5-geranoxipso-

raleno.
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Fig. 48. Idem, maquina Sevilla (1971).
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TABLA 12

Aceite esencial de 1limdén

Nameros de onda (cm_l) de las bandas registradas.

-1
cm

3640
3620
3610
3540
3085
3075
3042
3010
2965
2920
2850
2830
2725
1742
1730
1712
1680
1645
1615
1595
1580
1513
1495
1455
1438
1378
1331
1310
1285

(+)
(+)
(+)
(+)

Componente

n-nonanol + n-decanol + n-octanol

alcoholes (terpineol + geraniol + mnerol)

linalol

linalol

limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno

limoneno

+

ﬁ-pineno

acetatos (nerilo, geranilo,

etc.) + cumarinas

aldehidos (n-octanal + n-decanal)

cumarinas (citropteno)

citral

limoneno

geranial + cumarinas

limoneno + mirceno

5-geranoxipsoraleno

p-cimeno

citropteno

limoneno
limoneno
limoneno
limoneno
limoneno

limoneno

+

+

-pineno

Y-terpineno



cm

1255
1232
1217
1205
1198
1180
1155
1145
1125
1115
1105
1090
1075
1050
1018
985
955
949
925
913
890
875
865
855
842
825
815
798
789
780
765
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TABLA 12 (Continuacién)

Componente

limoneno + P-pineno

acetato de nerilo + acetato de
X -pineno

o -pineno

limoneno + citral

limoneno

limoneno

limoneno

X -pineno

limoneno + acetato de geranilo
B-pineno + limoneno
Y—terpineno

Y-terpineno

limoneno

limoneno + Y-terpineno
limoneno + mirceno

limoneno + acetato de geranilo
T—terpineno

p-pineno

limoneno

limoneno

P -pineno

sabineno

B-pineno

neral

cumarinas + T-terpineno
p-cimeno

limoneno

limoneno + ©& -pineno
Y-terpineno

p_pineno + ¥-pineno

geranilo
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TABLA 12 (Continuacién)

cm Componente

755 limoneno

747 L 5-~-geranoxipsoraleno
730 o -felandreno

720 terpinoleno + p-cimeno
670 canfeno

638 limoneno

602 B -pineno

570 limoneno

565 sesquiterpeno

540 limoneno + p-cimeno
524 limoneno + P-pineno
498 limoneno

488 limoneno

468 limoneno

450 citral

425 limoneno

388 limoneno + P-pineno
342 limoneno

325 limoneno

288 limoneno

L: hombro

(+): medidos en disolucidén diluida en C1,C.
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Determinacién semicuantitativa de cumarinas.

Se han medido, en las mismas condiciones para todas las
muestras, las densidades 6pticas de las bandas caracteristi
cas de las cumarinas que existen en el aceite esencial de 1i_
mén, sin fraccionar, utilizando células de 0.1 mm.

Aunque la banda carbonilo a 1742 cm-'1 coincide con la
del acetato de geranilo (11) y la situada a 825 cm-l com una
del Y«terpineno, la variacién del contenido en cumarinas al
pasar de una muestra a otra es significativa y se acusa en
la relacidon de densidades o6pticas entre dichas bandas. Tam-
bién se refleja en la absorcién a 745 em .

En la tabla 13 se dan los resultados para varias de 1las
muestras estudiadas. Como se observa en ella, la diferencia
mas notable se advierte entre los aceites de procedencia es-
paniola e italiana, siendo estos Gltimos mas pobres en deriva
dos cumarinicos.

La ligera disminucién que se produce al pasar de las esen
cias de 1limén esponja a las de tipo maquina se puede expli~
car por la hidrdélisis del anillo lactdénico (por agitacidén con
el agua) en el proceso mecanico de extraccidn.

Como veremos mas adelante, el contenido en cumarinas es-
tad ligado a la estabilidad que estos aceites esenciales de 1i
mén poseen frente a las causas que originan el envejecimien-

to.
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Determinacidén cuantitativa de citral.

Como es sabido, el contenido en citral constituye un in
dice de calidad en el aceite esencial de 1limén (1).

Los métodos mas conocidos para la determinacién de ci-
tral son generalmente métodos volumétricos, basados en algu
na reaccién caracteristica del grupo carbonilo. Recordamos
a este respecto el método de la fenilhidracina (60), adopta
do por la farmacopea de los Estados Unidos, el de la hidro-
xilamina, adoptado por la farmacopea britanica y el clasico
de Stillman y Reed (61).

Calapaj y Sergi (62) han puesto a punto un método espec
trofotométrico de valoracién de citral, que consiste en ha-
cerlo reaccionar con la hidracina del &4cido isonicotinico,
con lo que se produce una sustancia coloreada que sigue la
ley de Lambert-Beer hasta una concentracidén de citral de
0.28 mg/ml. E1 color del producto de la reaccién colorimé-
trica estda influenciado por el tiempo, la temperatura y el
pH. Lo han utilizado prinéipalmente para valoraciones en
aceites esenciales de limén. Aunque este método no es mas
especifico que el oficial, sin embargo es mas rapido y me-
nos laborioso.

Nosotros hemos utilizado la espectroscopia infrarroja
para la valoracién de este producto, que presenta una absor
cidén caracteristica e intensa a 1680 cm-l, la éual he@os

elegido como banda clave (fig. 51).
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51l. Espectro infrarrojo del citral.
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Hemos utilizado disoluciones patrdén en tetracloruro de
carboiio de concentraciones 1.2 mg/cc - 25.2 mg/cc y células
de 0.098 mm de espesor. La curva de calibrado resultante se
da en la figura 52.

La ecuacidén de la recta, ajustada por minimos cuadrados,

es:

= 72.12 . M 4+ 0.006 (1)

en donde D es la densidad 6ptica de la banda clave, 1 el es
pesor de la célula en milimetros y M la concentracién molar.
El limoneno, componente que se encuentra en esta esencia
en concentraciones del orden del 65 %, absorbe también en la
misma regién, por lo que es necesario corregir la ecuaciébn
anterior.
Las densidades 6pticas de las bandas del limoneno a 1645

y 1680 cm-l vienen ligadas por la siguiente expresiédn:
Dyggo = Digys + 0-12 - 0.005 (2)

Sustituyendo la ecuacién anterior en la (1) obtenemos:

D - (0.12 . D - 0.005)
1680 1645 = 72.12 . M + 0.006

1

en donde D1680 y Dl645 son las densidades 6pticas medidas a

las respectivas frecuencias.
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Fig. 52. Curva de calibrado del citral. Banda a 1680 cm-l.
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Para determinar la exactitud del método se formaron mez-
clas binarias de citral y limoneno, de concentraciones com-
prendidas en el rango en que se encuentran en el aceite de
limén, y se disolvieron en tetracloruro de carbono. Los erro
res relativos resultaron ser menores del 1 %.

Las cantidades de citral en las diversas muestras se de~
terminaron preparando disoluciones de aceite en 0140, en con
centraciones de 0.1 g/cc.

Los resultados obtenidos para las muestras estudiadas se
dan en la tabla 14, en la que se advierte mayor riqueza en
citral en los aceites de origen italiano con respecto a los
espanoles. Las diferencias encontradas son concordantes con
las citadas en la bibliografia (1).

Anadlogamente, los aceites obtenidos por el procedimiento
de esponja son ligeramente mas ricos en citfal que los de ti
po maquina, de acuerdo con los resultados obtenidos por A.
Di Giacomo por cromatografia en fase de vapor (63).

Dentro de las esencias de 1imén de origen espanol, no se
han encontrado diferencias sistemdticas en el contenido en
citral, variando de una cosecha a otra. Resalta el bajo con-
tenido en la muestra 15 de la tabla 14 (1imén méquina Sevi-
l1la, 1971).

El aceite sintético estudiado presenta la mayor concen-

tracidén de citral observada.
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TABLA 14
CONTENIDO EN CITRAL (% EN PESO) EN ACEITES DE LIMON.
(MétodoMgzszziencién) Origen Cosecha % en peso
1. Esponja, B Murcia 1970 2.5
2. Esponja, MG Murcia n 2.4
3. Esponja, R Murcia " 2.3
4k, Maquina, MG Murcia " 2.2
5. Avena, GF Murcia " 1.8
6. Aguja, GF Murcia " 1.7
7. Italiano, G Italia " 2.9
8. Esponja, R Murcia 1971 2.9
9. Esponja, G Murcia " 2.9
10. Esponja, B Murcia " 2.8
11. Esponja, B Murcia " 2.7
12, Maquina, B Murcia " 2.7
13. Avena, B Murcia " 2.6
14. Avena, R Murcia " 2.7
15. Maquina, B Sevilla " 0.8
16. Maquina, B Italia " 3.1
17. Italiano, G Italia " 3.2
18. Maquina, B Murcia 1972 .
19. Maquina, B Sevilla " .
20. Maquina, B Italia " .
21. Sintético, D Jok
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Valoracién de B-pineno y limoneno.

Para determinar cuantitativamente P-pineno hemos obte-
nido la curva patrén utilizando mezclas binarias de limone-
no y P-pineno, con tantos por ciento en peso de este Glti-
mo comprendidos entre 4.53 y 14.72, y células de O.1l mm de
espesor (cristales de ioduro de cesio).

La ecuacién de la recta, ajustada por minimos cuadrados

resultd ser:

D
1

= 0.045 . C + 0.020

siendo D la densidad éptica de la banda clave a 602 em™ 1,

1l el espesor de la célula en milimetros y C la concentra=-
cién en tanto por ciento en peso.

La banda clave elegida es la mas idénea que presenta el
B-pineno para su valoracién; sin embargo, su coeficiente
de extincién es pequefio y la ecuacidén anterior no es, por
tanto, muy precisa, pero puede ser apta para dar buenos re
sultados comparativos.

Los resultados obtenidos para los aceites en fase 1li-
quida se dan en la tabla 15. En la misma tabla se incluyen
los contenidos en limoneno, obtenidos a partir de disolu-
ciones en C1,C, utilizando como banda clave la 1645 em™1 se

gun se describe en el estudio del aceite esencial de naran-

Jae
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El contenido en limoneno oscila entre unos porcentajes
comprendidos entre el 61 y 72 %, que esta de acuerdo con la
bibliografia (1), y no es caracteristico de la procedencia
y el método de obtencidén. Sin embargo, en el caso del p-pi
neno hay que sehalar que los aceites esenciales obtenidos
por el procedimiento de esponja son, en general, mas ricos
en este producto que los extraidos por el método de avena y
maquina, lo que puede explicarse por ser algo soluble en aguaa
Esta, cuando se utiliza en el método avena y maquina puede
arrastrar selectivamente pequenas cantidades de P-pineno y
dar lugar a ligeras diferencias entre los métodos de extrac-

cién de esponja, avena y maquina.
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Fig. 53. Curva de calibrado del P-pineno. Banda a 602 cm-l.
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Determinacién semicuantitativa de alcoholes.

La mayor parte de los alcoholes que contienen los acei-
tes esenciales de 1limén (linalol, terpineol, geraniol, ne-
rol, citronelol, etc.) absorben en las proximidades de 3620
cm"l en disoluciones de tetracloruro de carbono (vibracién
VO0-H). Los alcoholes alifaticos de cadena lineal presentan
la banda a frecuencia mas elevada, 3640 cm-l.

Como dijimos en el aceite esencial de naranja, el lina-
lol se distingue por dar una segunda banda a 3540 cm"l que
no desaparece al diluir.

Si se miden en un aparato de buena resolucidén y con es-
cala ampliada, las pequenas diferencias de frecuencia dan
idea de la composicién de alcoholes primarios (n-octanol,
n-decanol) y terciarios (linalol, terpineol).

Por otra parte, la relacidén de densidades O6pticas dada
/D

por el cociente D sirve como indice de la riqueza

3620 73545
en linalol frente a otros alcoholes.

En la tabla 16 se da una relacidén de los resultados ob-
tenidos para catorce muestras pertenecientes a dos cosechas.

Como puede observarse, el contenido en alcoholes es va-
riable anualmente. Se destaca el elevado porcentaje de la
muestra de Sevilla (1971) que, como hemos visto, se compor-
ta también anormalmente en otros aspectos. El1 1limén sintéti

co también da valores altos. Por otra parte, al considerar

estas medidas de valoracidén hay que tener en cuenta que tam
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bién va incluida la aportacién de productos de oxidacién, co

mo ,

por ejemplo, el carveol,

si bien esta influencia es pe-

queiia cuando se consideran aceites frescos, como en este tra-

bajos

CONTENIDO EN ALCOHOLES. DENSIDADES OPTICAS A 3620 cm~

TABLA 16

ACEITE ESENCIAL DE LIMON

1 (+)

(MétodoMgzszgiencién) Origen Cosecha Densidades oOpticas
l. Esponja, B Murcia 1971 0.23
2. Esponja, G Murcia " 0.21
3. Esponja, R Murcia " 0.40
4, Esponja, B Murcia " 0.21
5. Avena, B Murcia " 0.21
6. Avena, R Murcia " 0.20
7. Maquina, B Murcia " 0.21
8. Maquina, B Sevilla " 0.87
9. Maquina, B Italia " 0.37
10, Italiano, G Italia " 0.35
11. Maquina, B Murcia 1972 0.14
12. Maquina, B Sevilla " 0.23
13. Maquina, B Italia " 0.17
14, Sintético, D 0.76
(+): ¢ = 0.1 g/cc; 1 = 1 cm.
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2) Fraccionamiento cromatografico.

El estudio de los aceites sin fraccionar presenta las
ventajas de su rapidez y comodidad. Sin embargo, existen
muchos componentes que se escapan al analisis, por lo que
es muy conveniente una separacién previa. Por ello hemos
procedido a un fraccionamiento en el caso de seis muestras
de las citadas anteriormente (n2 8, 14, 18, 19, 20 y 21 de
la tabla 14).

En la tabla 17 se dan los tantos por ciento en peso de
cada una de las fracciones obtenidas por cromatografia en
columna. Los valores suman aproximadamente cien, alrededor
del 0.5 % por defecto, por los residuos procedentes de la
epidermis del fruto que suelen llevar los aceites y que
permanecen retenidos en el soporte de la columna cromato-
grafica.

De estos resultados se deducen los porcentajes relati-
vamente bajos de la fraccidén acetato de etilo en los acei-
tes italianos y sintético. Esto es debido a la menor con-
centracidn de cumarinas, en concordancia con los analisis

infrarrojos de los aceites sin fraccionar.



gT°0 o%°2 4B 00°26 a ‘09T393uUIs °9

T€°0 60°1 02°9 Qe 26 “ eryesl g ‘eurnbep °¢
ézc*o TH°¢C T A4 £9°16 " eTTTA®S g ‘eurnbey -y
€2°0 ze ¢ 06°% 0S° 16 2L6T etoxny g ‘eurnbey °¢
¢2*0 ch°C 0oc*¢g 0G°T6 “ eToanpy d ‘eusay °g
I€°0 oL°¢ oL/ A 66°6Q TL6T eToanK g ‘efuodsy °*T

Touejau OTT3® °®°390® OTT3® ®390e= ouexay-u
; -ouexay-u

uotTooeIy eyoaso) uU9STIQ (UQTOUS3QqO 9P OPOIIN)
exlsanp

(0Sdd N3 %) °O0O2I4VYHOLVWOUD OINIIWVNOIOOVHA °“NOWIT dd TTVIONASH ALIAODV

LT VI9VL



-137-

3) Andlisis infrarrojo de las fracciones cromatograficas.

a) Fraccién terpénica.

En las figuras 54-56 se muestran los espectros de tres
fracciones terpénicas obtenidas por cromatografia en colum
na. Las otras tres fracciones estudiadas son similares.

Por ser el limoneno el componente mayoritario, sus ban
das son las que predominan en el espectro (tabla 18). Tam-
bién son observables el sabineno (865 cm-l) p-cimeno (1513,
l), o -pineno (1217, 1205, 789 em™ 1)

815, 720 cm~ , Y—terpl

neno (949, 825, 780 cm 1) y P-pineno (1105, 875, 855, 602,
450 y 388 cm-l).

La banda a 825 cm-l, atribuida en la bibliografia a las
cumarinas (11), viene, sin duda, influenciada por el Ylter-
pineno, sustancia fundamentalmente precursora del p-cimeno
en el envejecimiento del acejte esencial de limén. Sin em-
bargo, y como muestran los resultados, el p-cimeno también
es un componente propio de la esencia fresca, donde se en-
cuentra en proporciones del 0.8 % aproximadamente.

La regién 700-250 cm—l contribuye a la identificaciédn
mas segura de algunos componentes, como el P-pineno, que

da bandas caracteristicas a 602, 450 y 388 cm—l.
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vEN43E3 ‘2 NAVENGHBER 1M}

Fig. 54. Fraccién terpénica. Limén méquina Italia (1972)

1 =0.1 mmy 0.03 mm.
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Fig. 56. Idem, mdquina Sevilla (1972).
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TABLA 18

Fraccidén terpénica. Aceite esencial de limén.

Nuimeros de onda (cm_l) de las bandas registradas.

em™ 1 Componente

3085 limoneno

3075 limoneno + P-pineno
3045 limoneno

3010 limoneno

2960 limoneno

2920 limoneno

2870 limoneno

2830 limoneno

2730 limoneno

1780 limoneno

1680 limoneno

1665 L sabineno

1645 limoneno

1595 mirceno + limoneno
1513 p-cimeno

1450 limoneno

1438 limoneno

1378 limoneno

1331 o -pineno + P-pineno + limoneno
1310 limoneno

1285 limoneno + Y-terpineno
1255 limoneno + P-pineno
1241 limoneno

1230 limoneno + p-pineno
1217 L p-pineno + of -pineno
1205 L o -pineno

1198 limoneno

1182 limoneno
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TABLA 18 (Continuacién)

cm™t Componente
1155 limoneno
1145 limoneno
1125 L o -pineno
1105 limoneno + P-pineno
1090 Y-terpineno

1075 Y -terpineno
1050 limoneno

1030 L Y-terpineno

1018 limoneno + Y-terpineno
985 limoneno

955 limoneno

949 Y -terpineno

925 L p-pineno

913 limoneno

890 limoneno

875 L B -pineno

855 p -pineno

825 Y -terpineno + P-pineno
815 p-cimeno

798 limoneno

789 limoneno + K -pineno
780 Y-terpineno

765 L P-pineno-f X -pineno
759 limoneno

720 terpinoleno + p-cimeno
675 limoneno

639 limoneno

602 B -pineno
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TABLA 18 (Continuacién)

cm Componente

570 limoneno

540 "limoneno + p-cimeno
520 limoneno + P—pineno
498 limoneno

489 limoneno

468 limoneno

450 P -pineno

425 limoneno

388 P-pineno + p-cimeno




-142-

b) Fraccién n-hexano-acetato de etilo.

Estd constituida por esteres (acetatos), aldehidos y al
coholes (tabla 19).

Las figuras 57-59 muestran los espectros de esta frac-
cidén para tres muestras de 1imén maquina de distinto origen.

Las bandas que predominan en el espectro pertenecen fun
damentalmente al citral (geranial y neral, 1680, 1630 y 1611
_1)

cm « También se hacen visibles otros componentes oxigena-

dos minoritarios, tales como acetato de linalilo (1250, 1090
cm_l) y citronelal (1118, 525 cm-l).
En estas fracciones es caracteristico el contenido en al
dehidos, que se muestra superior en las muestras de origen
espaniol. Lo inverso ocurre con el contenido en citral. Mas

adelante se confirmaran estos resultados mediante el anali-

sis de las fracciones por cromatografia en fase de vapor.
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N
WAY MM 1M

Fig. 57. Fraccién n-hexano-acetato de etilo. Limén miquina

Italia (1972); 1 = 0.1 mm, 0.03 mm y film.

r.23
WAENGMIER (TMT]

Fig. 58. Idem, maquina Murcia (1972).
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Fig. 59. Idem, mAquina Sevilla (1972).
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TABLA 19

Aceite esencial de limon.

Fraccidén n-hexano-acetato de etilo.

Numeros de onda (cm‘l) de las bandas registradas.

-1
cm

Componente

3500
3340
2969
2920

2860
2760
2728

1740
1728
1680
1630
1611
1460
1445
1415
1375
1365
1320
1300
1270
1250
1230
1192
1180
1170

alcoholes (principalmente linalol)
citral
citral + acetatos de geranilo y nerilo

citral + acetatos de geranilo y nerilo
+ aldehidos

citral
citral

aldehidos + citral + acetatos de gerani-
lo y nerilo

acetatos (geranilo, nerilo y linalilo)
aldehidos

citral

neral

geranial

aldehidos

citral

linalol

citral + acetatos

acetatos de geranilo y nerilo
citral

citral

acetatos de geranilo y nerilo
acetato de linalilo

acetatos de geranilo y mnerilo
citral

citral

acetato de linalilo
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TABLA 19 (Continuacién)

cm Componente
1152 citral
1118 citral + acetato de linalilo + citrone-
lal

1105 L citral
1080 acetato de linalilo
1040 L citral

1020 acetatos de geranilo y nerilo

998 L linalol

980 citral

952 acetatos de geranilo y nerilo

920 acetato de geranilo + linalol

888 carveol

862 citral

842 neral

830 acetatos de geranilo y merilo + linalol
820 geranial

740 citral + acetatos de geranilo y nerilo
720 alcoholes y aldehidos alifaticos

695 linalol + acetato de linalilo

640 acetatos de geranilo y nerilo

602 acetatos (geranilo, nerilo y linalilo)
595 L citral

535 citral

525 citral + citronelal

490 citral

458 citral

450 citral

k20 acetatos de geranilo y nerilo

4os citral

375 citral
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c) Fraccién acetato de etilo.

En las figuras 60-62 se dan los espectros correspondien
tes a las tres muestras estudiadas.

La fraccibén estad constituida, fundamentalmente, por cu-
marinas y o -terpineol (tabla 20). Las cumarinas tienen una
estructura molecular muy parecida, y por ello solo son obser
vables claramente las mayoritarias: 5-geranoxi-7-metoxicuma-
rina (1200, 1150, 1110 cm-l), bergamotina 6 5-geranoxipsora-
leno (1579, 748 cm™1), citropteno (1495, 1015 cm™ '), 8-gera-

l), 8-metoxipsoraleno (1590,

noxipsoraleno (1290, 995 cm
1330, 1095, 870 cmnl). También se detectan las principales
bandas del bergapteno.

La fraccién del aceite procedente de Sevilla se caracte
riza por poseer mas «-terpineol (3500, 1050-1030, 910, 835,
800, 778, 770 cm™ ') y menos citropteno (1494, 1150 cm™ L, etca)
que las demas fracciones consideradas.

De acuerdo a lo encontrado por Stanley (59) para el acei
te esencial de 1imén por separacidén cromatografica y detec-
cién por espectroscopia ultravioleta, en nuestro caso las ban

das que predominan son las de la 5-geranoxi-7-metoxicumarina,

citropteno y bergamotina.
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MICROMS A

1307
WAVENUIMBEX (M)

700 T3ge
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Fig. 60. Fraccidn acetato de etilo. Limén mdquina Italia

(1972); en film.

s Sh b e
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Fig. 62. Idem, Sevilla (1972).
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TABLA 20

Aceite esencial de 1limén.

Fraccidén acetato de etilo.

Numeros de onda (cm~!) de las bandas registradas.

-1
cm

Componente

3500
3125
3080
2960

2930

2855
1735

1710 L

1670

1620 L

1610

1590 L
1579
1545
1495
1470
1455
1441
1400 L
1378
1360
1345
1330 L
1320 L
1310 L

alcoholes ( «(-terpineol)
5-geranoxi-7-metoxicumarina
5-geranoxi-7-metoxicumarina

« -terpineol + 5-geranoxi-7-metoxicumari-
na + bergamotina

ceras + 5-geranoxi-7-metoxicumarina + ber
gamotina

bergamotina + 5-geranoxi-7-metoxicumarina

5-geranoxi-7-metoxicumarina + bergapteno
+ bergamotina + ceras

citropteno + 8-metoxipsoraleno

bergamotina + bergapteno

5-geranoxi-7-metoxicumarina + citropteno
+ bergamotina

8-metoxipsoraleno

bergamotiné + bergapteno

bergamotina + bergapteno

citropteno

bergapteno

citropteno

5-geranoxi-7-metoxicumarina + bergamotina
citropteno + 8-metoxipsoraleno

« -terpineol

5-geranoxi-7-metoxicumarina + bergapteno
citropteno

8-metoxipsoraleno

bergamotina

citropteno
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TABLA 20 (Continuacidn)

cm Componente
1290 8-geranoxipsoraleno
1280 bergamotina
1255 bergapteno
1236 citropteno
1220 5-geranoxi~7-metoxicumarina + citropteno
+ bergamotina
1200 5-geranoxi-7-metoxicumarina + bergamoti-
na + citropteno
1150 5-geranoxi~7-metoxicumarina + citropteno
+ bergamotina
1130 L o ~-terpineol
1125 bergamotina + bergapteno
1110 5-geranoxi-7-metoxicumarina + citropteno
1095 8-metoxipsoraleno
1090 5-geranoxi-7-metoxicumarina + bergamotina
1070 bergamotina .
1045 5-geranoxi-7-metoxicumarina + citropteno
1025 8-geranoxipsoraleno
1020 8-metoxipsoraleno
995 8-geranoxipsoraleno + 8-metoxipsoraleno
980 bergamotina
945 5-geranoxi-~7-metoxicumarina + citropteno
+ bergamotina
920 bergamotina
910 a-terpineol
892 5-geranoxi-7-metoxicumarina + citropteno
+ bergamotina + bergapteno
870 8-metoxipsoraleno
861 bergamotina

835 L d-terpineol + bergapteno
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TABLA 20 (Continuacién)

cm™1 Componente

822 bergamotina + citropteno + 5-geranoxi-
~-7-metoxicumarina

800 L o -terpineol

778 o -terpineol

770 of -terpineol

748 bergamotina

718 bergamotina + ceras

Citropteno: 5,7-dimetoxicumarina
Bergamotina: 5-geranoxipsoraleno

Bergapteno: 5-metoxipsoraleno
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d) Fraccién metanol.

Los espectros de esta fraccién se dan en las figuras 63-
-65.

La composicién quimica es analoga a la obtenida del acei
te esencial de naranja.

Existen diferencias caracteristicas entre dichas fraccio
nes, sobre todo en el contenido en grupos CH2 y CH3 de las

cadenas alifaticas.
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Fig. 63. Fraccidén metanol, en KBr.

Limén maquina Italia (1972).

MICRONS ¢ N N My I
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Fig. 65. Idem, Sevilla (1972).
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3) Cromatografia de gases de la fraccién n-hexano-acetato

de etilo.

Para comprobar la identificacidén de los productos oxi-
genados minoritarios realizada por espectroscopia infrarro
ja y determinar el contenido relativo de los mismos, hemos
recurrido al anadlisis por cromatografia de gases de las
fracciones oxigenadas mas volatiles (eluidas con n-hexano-
acetato de etilo 88-12 v:v).

En las figuras 66-68 se dan los cromatogramas corres-
pondientes a las fracciones de tres muestras de diferente
origen (18, 19 y 20 de la tabla 14).

Los componentes identificados fueron:

n-octanal (1), n-nonanal (2), citronelal (3), linalol
(4), n-decanal (5), terpinen-4-0l1 (6) ?, neral (7), gera-
nial (8), acetato de nerilo (9) y acetato de geranilo (10).

Como se deduce de los resultados obtenidos, la distri-
bucién porcentual de los componentes es distinta en cada
fraccionm.,.

En la tabla 21 se da una relacidén del tanto por ciento
de area de pico para cada uno de los componentes identifi-
cados.

La muestra italiana revela mayor proporcién de geranial
y neral que las de procedencia espanola, de acuerdo con los
datos infrarrojosA(tabla'lQ). De la comparacién de las mues
tras de Sevilla y Murcia se deduce un porcentaje mayor de
aldehidos alifaticos y de linalol en la primera, como ya se

fialamos en otros lugares.
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Fig. 66. Fraccidén n-hexano-acetato de etilo.

Limén miquina Italia (1972).
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67.

Fig.

Fraccidén n-hexano-acetato de etilo.

Limén mAquina Murcia (1972).

Sevilla (1972).

68. Idem,

Fig.
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4) Determinacidén de cumarinas por espectrofluorimetria.

Como en los aceites esenciales de limén los productos cu
marinicos estan en concentraciones muy pequefias que rozan
los limites de deteccidén de la espectroscopia infrarroja, he
mos recurrido a la espectrofluorimetria para realizar medi-
das mas precisas del contenido en cumarinas en las muestras
estudiadas-

La concentracién de estos productos, como se discute mas
adelante, es de considerable importancia por estar ligada a
la estabilidad de los aceites esenciales de 1limén frente a
los factores que originan el envejecimiento.

Se ha estudiado la fluorescencia del aceite esencial de
1imén en tres muestras (n2 18, 19 y 20 de tabla 14).

La fraccidén terpénica y compuestos oxigenados volatiles
poseen una fluorescencia muy débil y la intensidad de fluo-
rescencia del aceite total viene determinada fundamentalmen
te por las cumarinas.

Estos productos, como ocurre en todos los casos de de-
terminacién cuantitativa por espectrofluorimetria, no siguen
linearidad en la intensidad de fluorescencia respecto a su
concentracién cuando ésta es elevada. Hemos comprobado, por
ejemplo, que la 5,7-dimetoxicumarina y 5-geranoxi-7-metoxi-
cumarina siguen una relacidén lineal a concentraciones infe-
riores a 0.005 g/l. Por otra parte, sus espectros de excita

cién dan un maximo a 331 nm, coincidiendo con el maximo de
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la banda de excitacidén fluorescente del aceite total, debi-
do a que, junto con la bergamotina, son las cumarinas mayo-
ritarias y las de mayor intensidad fluorescente.
Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, se

ha determinado la cantidad de cumarinas, tomando como patroén
el citropteno, en tres muestras de aceite esencial de limon.
Para ello preparamos una disolucién de citropteno en alcohol
etilico con una concentracién de 0.001 g/l. Las intensidades
de fluorescencia para el patrén y muestras de aceite en alco

hol etilico (0.1 g/1) se indican en la tabla 22.

TABLA 22

DETERMINACION DE CUMARINAS (+) POR ESPECTROFLUORIMETRIA

Muestra Origen Cosecha 1I. F. Concentracién
Patron 100.0 1073 g/1
Limén maquina, B Italia 1972 10.0 0.10 %
Limén maquina, B Sevilla " 13.5 0.13 %
Limén maquina, B  Murcia " 39.5 0.39 %

(+): expresado en citropteno.
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ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES SINTETICOS. METODO DE IDEN-

TIFICACION.

Desde hace treinta anos aproximadamente, la produccién
de esencias sintéticas y naturales ha experimentado un no-
table desarrollo.

Los progresos realizados recientemente en el conoci-
miento de los constituyentes de los aceites esenciales y
de la influencia que cada uno de ellos puede tener sobre
los valores de las constantes analiticas han aportado un se
rio ataque a la calidad e igualmente al prestigio de las
esencias naturales debido a la adulteracidén con sustancias
sintéticas.

Por otra parte, el impulso dado al conocimiento de los
componentes volatiles minoritarios y sus respectivas concen
traciones ha hecho que incluso por técnicas tan sensibles
como la cromatografia de gases se haga realmente dificil 1la
identificacién de los sucedaneos sintéticos de los aceites
naturales (5).

En cuanto a los componentes sélidos con absorcién en el
espectro ultravioleta, se han afiadido productos ajenos a
las esencias naturales para producir una absorcidén dentro de
los limites establecidos para los aceites genuinos (5). Sin
embargo, como las fracciones s6lidas de los aceites de citri
cos son caracteristicas de cada especie (41), su analisis

puede constituir un método para detectar adulteraciones que
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se llevan a cabo con mezclas de diferentes especies y/o por
adicidén de aceites sintéticos.

Como el espectro infrarrojo de una muestra sintética no
difiere esencialmente del correspondiente a una muestra na-
tural, hemos recurrido a un fraccionamiento cromatografico
previo y a la comparacidén de los espectros de las fracciones

respectivas en una muestra sintética y otra natural,

Separacidén cromatografica. Andlisis infrarrojo de las frac-

ciones.

Las fracciones que mas se diferencian en un aceite sin-
tético y natural, por espectroscopia infrarroja, son las elui
das con acetato de etilo y metanol. En las figuras 69-73 se
dan los espectros correspondientes. En la fraccidén del acei-
te sintético eluida con acetato de etilo se advierte una pro
porcién considerable de o -terpineol (3400, 920, 798, 780,
770, 690 cm—l) y por el contrario menor proporcioén de cumari
nas que en una esencia natural,

También es caracteristica la fraccién eluida con alcohol
metilico, que en la muestra sintética carece de algunas ban-
das con respecto a las de origen natural (3010, 1720, 1380,

1240, etc.) (figs. 72 y 73).
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MTRONS

Fig. 69. Aceite de limén sintético; 1 = 0.1 mm y 0.03 mm.

S A, e - - o e ~

Fig. 70. Fraccidén acetato de etilo, en film.

Limén mAquina Sevilla (1972)
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Fig. 71. Fraccién acetato de etilo. Limén sintético.

1 = O,l mm, 0.03 mm y film.
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Fig. 72. Fraccién metanol, en KBr.

Limén maquina Sevilla (1972).
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Fig. 73. Fraccidén metanol, en KBr. Limén sintetico.
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Cromatografia de gases de la fraccidén n-hexano-acetato de

etilo,

Segin muestran los cromatogramas de las figuras 74 y
75, los componentes fundamentales de esta fraccidén son los
mismos en los aceites naturales y sintéticos. Sin embargo,
se observan diferencias significativas en las proporciones
relativas de los componentes, por ejemplo, entre geranial
y/o neral y acetato de geranilo. También hay difereucias
notables en la proporcién de linalol y en la existencia de
algunos componentes minoritarios no comunes en las dos frac
ciones.

La conjugacién de la espectroscopia infrarroja, croma-
tografia en columna y cromatografia de gases permite, por
tanto, identificar los sucedaneos sintéticos de los aceites
naturales mediante el analisis de las fracciones sélidas y

de los productos minoritarios volatiles.
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74. Fraccién n-hexano-acetato de etilo.

Fig.

1limén sintético.

75. Idem,

Fig.
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ENVEJECIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMON,

1) Antecedentes.

En relacién con el envejecimiento del aceite esencial de
1limén se indicdé en la bibliografia (64) que este aceite es
especialmente susceptible a deteriorarse a causa del alto por
centaje en terpenos y bajo contenido en compuestos oxigena-
dos. La primera etapa de este envejecimiento es la oxidacién
de los aldehidos alifadticos n-octanal, n-nonanal, n-decanal,
y n-dodecanal a los correspondientes Acidos. La ciclacién aci
da del citral produce p-cimeno. Se da una explicacion a la
ausencia de p-cimeno en los aceites esenciales de naranja y
bergamota por el menor contenido en citral y por la elevada
proporcion de compuestos oxigenados en los aceites de bergamo
ta.

Ikeda y colaboradores (65) demuestran que la tormacién de
p-cimeno podria no ser debida al citral, porque la concentra-
cién de este ultimo en el aceite no es suficiente para expli-
car la cantidad de p-cimeno formado en el aceite envejecido.
Ademéas, el p-cimeno no aparece cuando el citral es afiadido al
aceite esencial de naranja. Se establece, por tanto, que el
precursor del p-cimeno es el Y-terpineno, por un mecanismo
de oxidaciédn.

Rogers (6), tras un estudio del envejecimiento de este
aceite por espectroscopia infrarroja y cromatografia de gases

establece que los principales componentes que originan el en-
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vejecimiento son los terpenos, principalmente el Y-terpi-
neno y el limoneno. El1 primero, en este proceso, da lugar a

la fermacién de p-cimeno y el segundo produce cis y trans-

carveol, 6xidos de limoneno-1l,2 y carvona. Por medidas de
concentracioén comprueba que el p-cimeno procede fundamen-
talmente del Y-terpineno, de acuerdo con los autores ante-

riormente citados (65).

2) Productos de oxidacion. Residuos sedimentables.

a) Envejecimiento natural.

Se han registrado los espectros infrarrojos de algunas
muestras de aceites esenciales que se han almacenado duran-
te un periodo largo de tiempo. El envejecimiento observado
depende, entre otros factores, de la temperatura ambiente,
de la transparencia a la luz visible del recipiente y tam-
bién del origen - de la muestra. Como ejemplo, las figuras
76-78 dan los espectros de 3 muestras de aceite esencial de
1limén de tipo maquina, almacenadas dos anos en las mismas
condiciones (frasco transparente y temperatura ambiente).
La alteracién observada en este caso, especialmente activa-
da por la accién de la luz, es grande y, como discutiremos
después, mucho mayor en el aceite de origen italiano.

Las variaciones espectrales son analogas a las produci
das por calor y las comentaremos en el apartado correspon-

diente.
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Fig. 76. Limén maquina Italia (1972) almacenado 2 afios;

1l = 0.1 mm,:
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Fig. 78. Idem, 1imén maquina Murcia (1972).




-168-

b) Envejecimiento por luz ultravioleta.

Se han sometido siete muestras de aceite esencial de 1i
mén de diferente origen (Italia y Murcia) a la accidén de la
luz ultravioleta durante 8, 24 y 102 horas.

En el espectro infrarrojo se observan las siguientes va
riaciones, que aumentan con el tiempo:

Aumento de la absorcidén a 1725 cm—l atribuida al grupo
carbonilo de acidos y a 1678 cm"l correspondiente a la mis-
ma vibracién en la carvona. Aumenta también la absorcién en
la regién de 3500 cm_l (grupo 0-H de alcoholes) y la de las
bandas a 1513 y 815 cm-l del p-cimeno. Estos cambios en los
espectros son analogos a los observados por envejecimiento
natural y por accidén del calor.

Caracteriza el envejecimiento por radiacidén ultraviole-
ta, que al cabo de un tiempo relativamente corto (24 horas)
se observa una disminucidén de las bandas a 1742, 1611 y 825
cm ~ y la presencia de una banda nueva a 1770 cm-l, lo que
indica la transformacién de cumarinas, probablemente en
otros compuestos del mismo tipo. Nielsen (15) sugiere la po
sible dimerizacidén de las cumarinas por la accidén de la ra-
diacidén ultravioleta. La banda a 1770 cm-l puede también
atribuirse simplemente a una lactona que se forma a partir
de productos de oxidacién intermedios.

En los ensayos realizados, a igualdad de condiciones,

se ha observado un mayor deterioro en los aceites de origen
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italiano, atribuible a su contenido menor en cumarinas co-
mo veremos mas adelante.

c) Envejecimiento por accién del calor,

Con el fin de aceferar el proceso de envejecimiento se
han sometido dieciocho muestras (las indicadas en la tabla
24) a la accién del calor (602 C) durante 20, 85 y 230 ho-
ras. | |

Los cambios experimentados son mayores que los produci
dos por accién de la luz ultravioleta y similares, por otra
parte, a los que se producen por un prolongado almacenamieg
to, al menos en lo que se refiere a las bandas visibles.

En los espectros de las muestras envejecidas durante
20 horas se advierten pocas alteraciones, apareciendo sola-
mente un pequefio aumento de la absorcidém a 1720 cm-1 (aci-
dos) y 3500 cm-l (alcoholes).

En los espectros de las muestras envejecidas durante 85
y 230 horas (figs. 78a y 78b) aparecen cambios mis profun-
dos que se manifiestan por la aparicién de éxidos de limo-

neno (840 em™ 1) y de los isbémeros cis y trans del carveol y

del 2,8-p-mentadien-1-0l, como veremos mas adelante.

El fraccionamiento cromatografico de las muestras enve-
jecidas permite una identificacién mAs precisa de los pro-
ductos de oxidacién. En las figuras 79-80 se dan los espec-
tros correspondientes a las fracciones terpénicas de dos

aceites envejecidos, uno por almacenamiento y otro por la



-170-

temperatura, y en la 81 el espectro infrarrojo del p-cimeno.

Como transformacidén mas importante se advierte la del
Y -terpineno (949, 780 cm-l) a p-cimeno (1893, 1513, 1300,
1275, 1182, 1018, 815 cm-l) y disminucién de la concentra-
cién relativa mirceno/limoneno.

Los demas terpenos constitutivos de este aceite no su-
fren aparentemente isomerizaciones que, como se sabe, son po
sibles por catalisis &cida.

Los espectros correspondientes a la fraccién n-hexano-
-acetato de etilo (figs. 82, 83 y 83a) presentan notables
cambios, especialmente la muestra sometida a la accidén de 1la
temperatura. En primer lugar, se observa una disminuciéﬁ, ma
yor o menor segun los casos, de las bandas del citral. Por
otra parte, aparecen bandas nuevas en los espectros debidas
a productos de oxidaciédn:

. La banda a 3500 cm-1 corresponde a varios alcoholes que
pueden identificarse por otras absorciones: cis-carveol
(1080, 1040, 1000, 913 y 805 cmnl), trans-carveol (1170, 1155
1055 y 805 cm-l), cis-2,8-p-mentadien-1-0l1 (1108, 946 y 735
cm_l) y trans-2,8-p-mentadien~1-0l (1120, 983, 745 y 722
cm-l). Las bandas a 3080, vy (=C-H), 1643, y(c=C) y 888 cm‘l,
w(=CH2), comunes a estos compuestos, son también caracteris-
ticas &e la fraccidén oxigenada en un aceite envejecido. Por
no disponer de patrones, para la identificacién de los alco-

holes terpénicos mencionados hemos recurrido a espectros de
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la bibliografia (23), (tabla 23).

La absorcién a 1678 cm-l, que aumenta con el envejeci-
miento, corresponde a la carvona y esta originada por la
vibracién de valencia del grupo carbonilo (conjugado con un
doble enlace). Este compuesto presenta también, entre otras,
bandas a 1330, 1110, 898, 570, 513, 490 y 303 cm™ L,

Los 6xidos de limoneno se caracterizan, principalmente,
por la banda a 840 cm-l, ya mencionada. Ademég, el aumento
de la absorcién a 1095 y 915 cm-l puede servir para diferen
ciar el isémero cis del trans, que presenta bandas a 1030 y
945 em™ L,

Aunque en algunos casos, la asignacién de bandas infra-
rrojas puede parecer ambigua, debido a la superposicién o
solapamiento de las mismas, la presencia de la mayor parte
de estos compuestos oxigenados, producidos en el envejeci-
miento de la esencia y derivados del limoneno, ha sido con-
firmada en el caso del aceite esencial de naranja por croma
tografia de gases-espectrometria de masas.

Otro de los compuestos identificados a partir de los da
tos de la bib}iografia (23) ha sido el limonen-10-0l1l (1.8-
-(10)-p-mentadien-9-0l1). Las bandas de absorcién a 1330,
1310, 1233, 1200, 1155, 1143, 1110, 1080, 1043, 1027, 990,
980, 955, 912, 897, 797 y 757 cm-l, aunque algunas se super

ponen a las de otros compuestos, justifican la Ppresencia de
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este alcohol terpénico en el aceite envejecido.

En los espectros de las fracciones arrastradas por ace
tato de etilo (figs. 84, 85 y 85a) se observa también un
marcado aumento de la absorciénm VO-H asi como de la inten
sidad de las bandas a 3080, 1643 y 888 cm-l, que correspon
den a una insaturacién terminal. Los alcoholes terpénicos
detectados son los mismos que en la fraccién n-hexano-ace-
tato de etilo. Por otra parte, los resultadqs infrarro jos
para los aceites envejecidos por la temperatura revelan un
gran deterioro de las cumarinas y formacidén de polimeros.

La comparacién de la fraccidén metanol para un aceite
fresco y envejecido (figs. 87-88), muestra, en este ultimo
caso, la formacién de un polimero con grupos hidroxilo y
carbonilo y, por otra parte, la presencia de dobles enla-
ces terminales,

La figura 86 representa el espectro infrarrojo de los
residuos sedimentables del aceite esencial de limén, que
corresponden fundamentalmente a cumarinas (1725, 1620,

)

1125, 1070, 825, 745 cm ~), advirtiéndose ademas la pre-

sencia de ceras (2930, 1450, 720 cm'l)
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Fig. 78b. Idem, envejecido 230 h. a 602 C.
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Fig. 79. Fraccién terpénica. Limén esponja Murcia (1966), enve-

jecido maturalmente 6 afios; 1 = 0.1 mm y 0.03 mm.
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Fig. 80. Fraccién terpénica. Limén esponja Murcia (1971), en-

vejecido 230 h. a 602 C.

Fig. 81. p~cimeno.
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Fig. 82. Fraccién n-hexano-acetato de etilo. Limon esponja
Murcia (1966), envejecido naturalmente 6 aifios;

1 =0.1 mm, 0.03 mm y tilm.
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Fig. 83. Fraccidén n-hexano-acetato de etilo. Limon esponja

Murcia (1971); 1 = 0.1 mm, 0.03 mm y film.
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Fig. 83a. Idem, envejecido 230 h. a 60¢ C.
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Fig. 84. Fraccién acetato de etilo. Limén esponja Murcia (1966),

envejecido naturalmente 6 anos; en film.
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Fig. 85. Fraccidén acetato de etilo. Limdén esponja Murcia (1971);

en tilm.
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Fig. 85a. Idem, envejecido 230 h. a 602 C.
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86. Residuo sbélido depositable por almacenamiento,

en KBr. Limdén esponja Murcia (1966).
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TABLA 23

Aceite esencial de 1limén envejecido 230 h. a 602 C

Fraccidén n-hexano-acetato de etilo.

cm-l Componente

3400 alcoholes (carveol, 2,8-p-mentadien-
-1-01

3080 carvona + carveol + 2,8-p-mentadien-
-1-01 + oxidos de limoneno

2970 carvona + carveol + 2,8-p-mentadien-
-1-01

2930 carvona + carveol + 6xidos de limoneno

2870 carveol + carvona

1740 acetatos de nerilo y geranilo

1715 acidos

1678 carvona

1642 carvona + carveol + 6xidos de limoneno

1450 carvona + carveol + 6xidos de limoneno

1375 carvona + carveol + 2,8-p-mentadien-
-1-01 + 6xidos de limoneno

1330 carvona + limonen-10-01l

1315 limonen-10-01

1300 carveol

1235 acetatos de nerilo y geranilo

1215 6xidos de limoneno

1200 limonen-10-0l1 + 2,8-p-mentadien-1-o01l

1180 cis-carveol

1170 cis-carveol + trans-carveol

1155 cis-carveol + trans-carveol + limonen-
-10-01

1142 carvona + limonen-10-ol

1120 6xidos de limoneno

1110 acetato de geranilo + carvona

1095 L cis-2,8-p-mentadien-1-0l1 + cis-6xido de
limoneno-1,2

1080 cis-carveol + limonen-10-0l

1060 L carvona



cm

1055
1040
1030

1010
1000
983
962
945
915
900
890

840
805
798

755

735
722
605
570
560
535
513
490
475
bho
koo
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TABLA 23 (Continuacién)

Componente

trans-carveol
cis-carveol + limonen-10-0l

acetato de geranilo + trans-6xido de
limoneno-1,2

2,8-p-mentadien-1-o01l

cis-carveol

trans-2,8-p-mentadien-1-0l + limonen-10-o0l
cis-6xido de limoneno-1,2 + trans-carveol

trans-6xido de limoneno-1,2 + trans-carveol

cis-carveol + cis-6xido de limoneno-1,2
cis-2,8-p-mentadien-1-01

cis y trans-carveol + carvona +
2,8-p-mentadien-1-o0l

6xidos de limoneno

cis y trans-carveol + carvona

cis y trans-6xido de limoneno-1,2 + limonen-
-10-01

cis y trans-6xido de limoneno-1,2 +
limonen-10-01l

cis-2,8-p-mentadien~1-o0l
trans-2,8-p-mentadien-1-0l
acetatos de geranilo y nerilo

carvona

carvona
carvona
carvona
carvona
carvona

carvona
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d) Cromatografia de gases de la fraccién n-hexano-acetato

de etilo.

Para el estudio mas detallado de los compuestos oxige-
nados que se forman en el proceso dg envejecimiento del
aceite esencial de 1limén hemos analizado por cromatografia
de gases la fraccidén n-hexano-acetato de etilo de aceites
envejecidos. En las figuras 89 y 90 se dan los cromatogra-
mas correspondientes a dos muestras, fresca y envejecida.

Fueron identificados los siguientes productos: n-octa
nal (1), n-nonanal (2), citronelal (5), linalol (6), n-de-
canal (7), terpinen-4-o01 (8) ?, neral (9), carvona (10),
geranial (11), acetato de nerilo (12) y acetato de gerani-
lo (13). Los picos (3) y (4) suponemos que corresponden a

los 6xidos de limoneno-1,2 cis y trans, que presentan los

mismos tiempos de retencién en los cromatogramas del acei
te envejecido de naranja y que hemos identificado por es-
pectrometria de masas. Por la misma razén, los picos a, b
Y €, que aumentan también en la fraccidén envejecida, son

atribuibles a alcoholes derivados del limoneno.

Por comparacion de las alturas relativas de los picos
se puede observar que los componentes mas lAbiles son el
geranial y neral, y los mds estables son los esteres (ace-
tato de nerilo y geranilo) y alcoholes (linalol). Incluso
los aldehidos alifaticos lineales (n-octanal, n-nonanal)

son mas estables que el citral, resultado que esta en c¢onse
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tra de la hipétesis de Strausz (64) de que los compuestos
aldehidicos de cadena lineal se oxidan muy facilmente a

4dcidos que posteriormente ciclan el citral a p-cimeno.

3) Mecanismo del proceso de envejecimiento.

Los productos de oxidacidén del limoneno identificados
por espectroscopia infrarroja y espectrometria de masas en
el aceite esencial de naranja se presentan también en los
cromatogramas de los aceites esenciales de 1limén envejeci-
dos, por lo cual se puede admitir que el limoneno sigue un
mecanismo de oxidacidén semejante en el envejecimiento de
ambos aceites: oxidacidén con intervencidén de radicales y
feéccionabilidad de las moléculas terpénicas en los carbo-
nos 1 y 2 fundamentalmente.

Como se indica en anteriores paginas, uno de los compo
nentes oxigenados menos estables es el citral. En efecto,
el espectro infrarrojo de la fraccidén n-hexano-acetato de
etilo, tras un periodo de almacenamiento de 19 meses mues-
tra la desaparicién de la banda a 1680 cm™! del citral
(¥ C=0 conjugado con el doblebenlace) y aumento de la ab-
sorcién a 3500 y.l720 cﬁ_l (fig. 92). La-aﬁseﬁeia de la
banda a 2720 cm"'l indica que el prodﬁcto formado en el en-
vejecimiento del citral, al menos preponderantemente, no es
un aldehido, como sefialaba Strausz (64), sino un compuesto
cetdénico, responsable de la absorcién a 1720 cm-l.

Segun G. A. Russell (52), la autooxidacién produce la
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ruptura de enlaces C-H fundamentalmente en posiciones alfa
respecto a los dobles enlaces carbono-carbono. Por ello,

la considerable reaccionabilidad de la molécula del citral
puede explicarse mediante 1la pequeﬁavenergia necesaria para
romper los enlaces C-H anteriormente citados, sobre todo

si se da ademas la circunstancia, como en este caso del ci-
tral, de que existan en la molécula dobles enlaces conjuga-
dos. En la autooxidacidén de este compuesto resultan asi ra-
dicales que se estabilizan por deslocalizacidén de carga,
tal como se indica en la figura 91.

La desaparicién de la banda a 1680 cm-l exige una trans
posicién del doble enlace conjugado al grupo carbonilo des-
de la posicién 2-3 a 3-4, andloga a la observada por otros
autores (66), o una saturacién del mismo doble enlace (fig.
91).

Los productos del tipo (1) y (2) pueden transformarse
en compuestos cetdénicos mediante los radicales que intervie
nen en la oxidacidén y por ruptura de los enlaces C-H alde-
hidicos (66).

De acuerdo con los resultados infrarrojos, el producto
final podria ser una molécula ciclica con grupos hidroxilo,
cetdénico e isopropilo (doble banda en la regién 1380-1360
cm_l).

Anadlogamente, el Y-terpineno se transforma facilmente

en p-cimeno por la formacién intermedia de radicales que se
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estabilizan por deslocalizacidén de carga:

02
e ‘--———- i
Y-terpineno (1) (2) (3)

Estos radicales se estabilizan aUn por pérdida de un

atomo de hidrégeno y formando un anillo aromatico:

(0]
2
(1) ~-—— (2) —-— (3) ———————-— ?

p-cimeno

También existe la posibilidad de que los radicales se
unan entre si dando lugar a los fenémenos de polimeriza-

cién tan conocidos en los aceites esenciales (52).
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Estabilidad frente a los factores que originan el envejeci-

miento.

De acuerdo con lo indicado anteriormente y admitiendo
el mecanismo de oxidacién por medio de radicales, las cuma
rinas deberan comportarse como productos antioxidantes de

manera analoga a las flavonas:

~N ) N .
SN + R —— O,C-O—R
(1)

El que la unidén del radical a la cumarina se produzca
en el grupo carbonilo estd de acuerdo con la disminucidn
de la densidad 6ptica de la banda a 330 nm conforme avan-
za el envejecimiento del aceite (54).

El radical resultante de la reaccién anterior puede es
tabilizarse por deslocalizacién de carga o unirse a otro,

formando una molécula neutra:

o~ : 0
0JC-0-R -0-R
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Una prﬁeba experimental de que las cumarinas actdan co
antioxidantes la constituye el espectro de la figura 92,
correspondiente a la fraccidén n-hexano-acetato de etilo,
sin cumarinas, tras un periodo de almacenamiento de 15 me-
ses.

Comparativamente, la fraccién oxigenada conteniendo cu
marinas, conserva buenas propiedades aromaticas y los com-
ponentes apenas han acusado transformacién (fig. 92a).

Cuando los aceites difieren en la proporcién de cumari
nas, como ocurre entre los aceites italianos y espanoles,
la estabilidad frente a los factores que originan el enve-

Jecimiento es distinta y de hecho bastante acusada (figs.

76-78).
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Fig. 92. Fraccidén n-hexano-acetato de etilo, almacenada 19 me-

0.03 mm.

ses. Limén esponja Murcia (1971); 1

Fig. 92a. Fraccién oxigenada total almacenada 19 meses.

Limén esponja Murcia (1971); 1 = 0.03 mm.
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Control del envejecimiento por espectroscopia infrarroja.

Determinacidén cuantitativa de p-cimeno.

En las tablas 24 y 25 se indican los grados de enveje-
cimiento medidos por el tanto por ciento en peso de p-cime
no y las densidades 6pticas a 3500 cm—l, respectivamente.

Hemos llevado a cabo la valoracidén de esta sustancia a
partir de mezclas patron de limoneno y p-cimeno, con con-
centraciones de éste Gltimo comprendidas entre 0.7 y 7.8 %
en peso. Hemos elegido como banda clave la situada a 1513
cm-l y utilizado células de 0.098 mm de espesor.

La ecuacién de la curva (fig. 93), ajustada por mini-

mos cuadrados, resultd ser:

= 0.692 . C - 0.015
1

en donde D es la densidad é6ptica de la banda clave, 1 el
espesor de la célula en mm y C la concentracién de p-cime
no en tanto por ciento en peso.

Los resultados obtenidos para las muestras estudiadas
se dan en la tabla 24. Como sefialamos anteriormente, se
advierten sobre todo diferencias acusadas entre los acei-
tes de origen italiano y espanol. Por otra parte, el gra-
do de envejecimiento del aceite sintético estudiado es
considerablemente elevado, lo que puede constituir un pa-
rametro mas para la identificacidén de los sucedaneos sin-

téticos de los aceites naturales.
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Fig. 93. Curva de calibrado del p-cimeno. Banda a 1513 em™ 1,
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ACEITE ESENCIAL DE BERGAMOTA
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS: COMPOSICION QUIMICA.

El estudio de la composicidén quimica del aceite esencial
de bergamota ha sido realizado fundamentalmente por M. Calva
rano (67) en las esencias oriundas de Reggio-Calabria. De
acuerdo con los componentes identificados, podemos hacer la
siguiente clasificacidén por funciones quimicas:

Hidrocarburos terpénicos y sesquiterpénicos.

En los aceites de origen italiano se han identificado sa
bineno, o ~pineno, canteno, P-pineno, mirceno, o-felandre-

no, A

3—careno, limoneno, p-cimeno, Y-terpineno, terpinole-
no y o&-tujeno.

S6lo tres sesquiterpenos se han encontrado formando par-
te de este aceite, a saber, bisaboleno, cariofileno y &-her

gamoteno.

Aldehidos, cetonas, esteres.

Entre los aldehidos alifaticos lineales se conocen como
componentes a los comprendidos entre el C7 y 012’ ambos in-
clusive, excepto el n-undecanal.

Entre los compuestos ceténicos solo se han identificado

la cis y trans-jasmona y la dihidrojasmona.

El acetato de linalilo es el componente mayoritario (al-
rededor del 40 %) y el que determina el valor comercial de
este aceite, que también contiene otros esteres del &cido

acético (acetato de octilo, terpenilo, nerilo y geranilo).
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Alcoholes.

Se han identiticado solamente el linalol, terpinen-4-o01l,
citronelol y &-terpineol (41).

Acidos.

Los acidos presentes en el aceite esencial de bergamota
son numerosos. De la serie alifatica lineal han sido detec-
tados el n-octanoico, n-nonanoico, n-decanoico, n-undecanoi
co, palmitico, tricosanoico, tetracosanoico, pentacosanoico
y hexacosanoico.

También contiene este aceite los acidos oleico, linolé-
nico, cis-geranico, trans-geranico y dihidrogeréanico.

Cumarinas.

Han sido identificadas las siguientes cumarinas: 5,7-di
metoxicumarina (citropteno), 5-geranoxi-7-metoxicumarina,
5-hidroxipsoraleno (bergaptol), 5-metoxipsoralen§ (bergapte
no) y 5-geranoxipsoraleno (bergamotina).

Carotenoides.

Se conocen alrededor de treinta carotenoides constitu-
yentes del aceite esencial de bergamota. Prescindimos de su

estudio por estar en concentraciones muy pequeiias.
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ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES DE BERGAMOTA. VARIACION DE LA

COMPOSICION QUIMICA CON EL AREA GEOGRAFICA DE CULTIVO,

1) Analisis infrarrojo de aceites sin fraccionar.

J. Bellanato y A. Hidalgo (11) han analizado este aceite
por espectroscopia infrarroja en la regidén espectral compren
dida entre 4000 y 650 cm-l. Identificaron las bandas del 1i-
moneno, p-cimeno, citral, P—pineno, acetato de linalilo y
linalol,

En el presente trabajo, completamos los resultados ante-
riores considerando ademas la regién de 650 a 250 cm-l. En
la tabla 26 se dan los numeros de onda y asignaciones de las
bandas infrarrojés correspondientes a las diversas muestras
estudiadas. Las figuras 94-96 representan los espectros de
tres aceites esenciales de diferente origen. En las figuras
97 v 98 se dan los espectros del acetato de linalilo y lina-
lol, que son los componentes fundamentales de esta esencia.

Las bandas que predominan en el espectro pertenecen al
acetato de linalilo (1740, 1253 cm-l, etc.) y linalol (3470,
1110 cm-l, etc.), que son los componentes mas abundantes.

Entre los hidrocarburos terpénicos se hacen visibles el

limoneno (1645, 890, 798 cm-l, etc.), PB-pineno (855 cm-l)

1

1
p-cimeno (1513, 813 cm ~), Y-terpineno (780 em™1) y o —pi-

neno (789 cm-l).
Respecto al contenido en limoneno y acetato de linalilo,

la muestra de bergamota italiana presenta una concentracién
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intermedia entre la de Sevilla y Mallorca. En estas dos ul-
timas se han observado, durante las cosechas consideradas,
notables diferencias sistematicas respecto al contenido en

limoneno, citral, acetato de linalilo y linalol.
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"Fig. 9h. Aceite esencial de bergamota Sevilla (1971);
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Fig. 96. Idem, Italia (1966).
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Fig. 98. Linalol; 1 = 0.025 mm.
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TABLA 26

Aceite esencial de bergamota

Numeros de onda (cm-l) de las bandas registradas..

-1
cm

Componente

3640 (+)

3620 (+)
3540
3088

3075
3042
3010 L

2970
2930
2860

2830 L
2730

1740
1730 L
1680
1645

1610
1595
1580
1513
1450
1435
1411

alcoholes primarios

nol)

linalol
linalol

acetato de
no

limoneno
limoneno
acetato de

acetato de
no

acetato de
no

acetato de
no

limoneno

acetato de
no

acetato de

linalilo

linalilo

linalilo

linalilo

linalilo

linalilo

linalilo

(n-octanol,

+ linalol +

+ limoneno

+ linalol +

+ linalol +

+ linalol +

+ linalol +

n-decg

limone

limong
limone

limone

limone

cumarinas (principalmente bergapteno)

citral

acetato de
lol

bergapteno
limoneno +
bergapteno
P-cimeno

acetato de
acetato de

acetato de

linalilo + limoneno + lina-

mirceno

linalilo + linalol

linalilo

linalilo + linalol
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Componente

TABLA 26 (Continuacidn)

1370
1342
1253
1245
1208
1171
1155
1145
1125
1110
1090
1042
1018
992
955
942
919
889
875
855
864
832
813
798
789
780
755
745
740

-

acetato de
acetato de
acetato de
acetato de
acetato de
acetato de
limoneno
limoneno
bergapteno
acetato de
acetato de
acetato de
acetato de
acetato de
limonenc
acetato de
acetato de
limoneno
P-pineno
B-pineno
acetato de
acetato de
p-cimeno
limoneno

limoneno

linalilo
linalilo
linalilo
linalilo
linalilo

linalilo

linalilo
linalilo
linalilo
linalilo

linalilo

linalilo

linalilo

linalilo

linalilo

Y-terpineno

limoneno

bergapteno

+ linalol

linalol

linalol

linalol

linalol

acetato de linalilo + linalol

+ limoneno

+ limoneno
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TABLA 26 (Continuacidn)

cm™ 1 Componente

720 p-cimeno + bergapteno

689 acetato de linaiilio + linalol
638 L limoneno

622 acetato de linalilo

608 acetato de linalilo

541 limoneno

520 limoneno + P-pineno

488 limoneno

468 limoneno

450 acetato de linalilo + linalol
425 limoneno

400 linalol

381 linalol

350 acetato de linalilo

325 limoneno

288 acetato de linalilo + limomneno

(+):

medido en disolu@idén en ClQC
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Determinacidén cuantitativa de acetato de linalilo, linalol

y limoneno.

Como el valor de esta esencia est& relacionaao directa
mente con el contenido en acetato de linalilo y linalol y
viene disminuido por la concentracidén de limoneno, hemos
procedido a determinar estos componentes en cada una de las
muestras estudiadas. |

Para el acetato de linalilo se eligié como banda clave
la banda carbonilo a 1740 cm-l preparando disoluciones en
ClQC 0.015-0.104 M en una célula de 0.098 mm. Para el limo-
neno la banda clave mas conveniente es la 890 cm—l. Las con
centraciones empleadas fueron 0.124-0.453 M y el mismo espe
sor de célula. En el caso del linalol se prepararon disolu-
ciones diluidas en Cqu, de molaridad 0.0025-0.013, en célu
las de cuarzo de 1 cm eligiendo como banda clave la VY O-H
a 3620 cm-l; en ello va implicado que se supone que no se
encuentran presentes otros alcoholes en cantidad apreciable
en la esencia.

Las ecuaciones para el acefato de linalilo, linalol y
limoneno ajustadas por minimos cuadrados fueron, respectiva

mente:
D
—— = 59,06 . M + 0.074

D = 64.73 . M + 00073
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= 14.87 . M + 0.009

siendo D la densidad é6ptica de la banda clave, 1 el espesor
de la célula en milimetros y M la concentracién molar. En
las figuras 99 y 100 se representan las curvas correspondien
tes al acetato de linalilo y limoneno.

A partir de mezclas sintéticas de estos tres componentes
se obtuvieron, por aplicacién de las ecuaciones referidas,
unas concentraciones que difieren de las reales en menos del
1 %. Como veremos més adelante, las determinaciones cuantita
tivas realizadas por espectroscopia infrarroja se aproximan
considerablemente a las obtenidas por cromatografia en fase
gaseosa.

En la tabla 27 damos una relacidén de los resultados obte
nidos para las esencias de bergamota estudiadas. Aunque la
muestra italiana pertenece a la cosecha del 1966, la hemos
incluido por no acusar su espectro infrarrojo transformacio
nes caracteristicas del envejecimiento. Respecto a los com-
ponentes fundamentales, se ve en esta tabla que las esencias
de Mallorca se aproximan mas a los aceites de bergamota ita-
liana. Los aceites esenciales de bergamota cultivada en la
regién sevillana muestran un porcentaje grande en limoneno.
Datos adicionales se dan en los andlisis realizados por cro-

matografia en fase de vapor.
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Fig. 99. Curva de calibrado del acetato de linaliloe.

Banda a 1740 cm'l.
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Fig. 100, Curva de calibrado del limoneno. Banda a 890 cm-l.
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2) Fraccionamiento cromatografico de las muestras.

En la tabla 28 se dan los tantos.por ciento en peso de
las fracciones obtenidas por cromatografia en columna, de
seis aceites de diferente origen.

De acuerdo con la mencionada tabla y con los resulta-
dos obtenidos por espectroscopia infrarroja (tabla 27), los
aceites de origen mallorquin son mas ricos en fraccién oxi-
genada que los de bergamota cultivada en Sevilla y muestran
un porcentaje del mismo orden que el aceite italiano estu-

diado. Por el contrario, el contenido en limoneno es menor.
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3) Analisis infrarrojo de las fracciones cromatograticas.

a) Fraccién terpénica.
En las figuras 101-104 se muestran los espectros in-
frarrojos de las fracciones terpénicas obtenidas de tres

esencias de bergamota espatiola y una italiana. Se identi-

fican facilmente las bandas del limoneno (1645, 890 cm‘l,

1), B-pineno (1225, 1105,
b

etc.), of-pineno (1125, 789 cm_

875, 855, 602, 450 cm™ 1

), Y-terpineno (948, 780 cm 7)),
mirceno (1595 cm-l) y p-cimeno (1513, 813, 388 cmhl). Tam
bién parece clara la presencia de &-bergamoteno, aungue
las bandas infrarrojas se superponen mas o menos a las de
otros componentes. En la tabla 29 damos la interpretacidén
propuesta para las bandas registradas.

Las diterencias mas acusadas entre las tres fraccio~
nes de las figuras corresponden al contenido en Y-terpl
neno, p-cimeno y P—pineno, mAs abundantes en el aceite

mallorquin, que sin embargo, presenta una proporcidén me-

nor de limoneno, segin indican los datos de la tabla 27.
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Fig. 101. Fraccidén terpénica. Bergamota Mairena (Sevilla), 1971;

1 = 0.1 mm, 0.03 mm y film,
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Fig. 102. Fraccidén terpénica. Bergamota Sanlucar (Sevilla),

1971; 1 = 0.1 mm, 0.03 mm y film.
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Fig. 104. Fraccién terpénica. Bergamota italiana (1966);
l =0.1 mm, 0.03 mm y film.
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TABLA 29

Aceite esencial de bergamota

Fraccidn terpénica

Ntémeros de onda (cm_l) de las bandas registradas.

-1

cm Componente

3085 limoneno

3075 limoneno + Pp-pineno
3045 limoneno

3010 limoneno

2960 limoneno

2920 limoneno

2870 limoneno

2830 limoneno

2730 limoneno

1780 limoneno

1680 limoneno

1665 sabineno

1645 limoneno

1595 limoneno + mirceno

1513 p-cimeno

1450 limoneno

1438 limoneno

1378 limoneno

1331 limoneno + p—pineno + of -pineno
1310 limoneno

1285 limoneno + Y-terpineno
1260 o -pineno

1255 limoneno + B-pineno
1241 limoneno

1230 limoneno + P -pineno
1217 o -pineno + P~pineno + o -bergamoteno
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TABLA 29 (Continuacién)

cm_l Compongnte

1205 L of-pineno

1198 limoneno

1182 . limoneno

1155 limoneno

1145 limoneno

1125 L ol -pineno

1105 P-pineno + o -bergamoteno
1090 Y -terpineno

1075 Y-terpineno

1050 limoneno

1030 L Y-terpineno

1018 limoneno + Y-terpineno
1010 L X -bergamoteno

985 limoneno + mirceno

955 limoneno

948 Y-terpineno

925 L B-pineno

913 limoneno

890 limoneno + mirceno

875 L B-pineno

855 B-pineno

825 Y-terpineno + w-bergamoteno
813 p-cimeno

798 limoneno

789 limoneno + & -pineno

780 Y-terpineno + oi-bergamoteno
765 L P-pineno + o -bergamoteno

759 limoneno
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TABLA 29 (Continuacién)

cm Componente
730 ofl-bergamoteno
720 p-ciheno

675 limoneno

639 limoneno

625 limoneno

602 B-pineno

570 limoneno

540 limoneno

520 P-pineno + limoneno
498 limoneno

489 limoneno

468 limoneno

450 p-pineno

kas limoneno

388 p-cimeno

342 limoneno

325 limoneno
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b) Fraccién n-hexano-acetato de etilo.

Las bandas que predominan en los espectros de esta
fraccién corresponden al acetato de linalilo y linalol (ta
bla 30). También se hacen visibles el citral y los aldehi-
dos alifaticos, como n-octanal, n-decanal (1730, 720 cm-l),
etc.

En las figuras 105-106 se dan 1los espectroé de esta
fraccién para dos muestras, una espafiola (Sevilla) no rese
nada en tabla 27 y otra italiana. Se observan diferencias
cuantitativas entre las dos muestras; por ejemplo, el me-

nor contenido en citral y mayor proporcién de linalol en la

esencia italiana.
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Fig. 105. Fraccidén n-hexano-acetato de etilo. Bergamota Sanltcar-

Mairena 50-50 (v:v) (1971); 1 = 0.1 mm, 0.03 mm y film.
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Fig. 106. Idem, Italia (1966).
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TABLA 30

Aceite esencial de bergamota,

Fraccién n-hexano-acetato de etilo.

Numeros de onda (cm-l) de las bandas registradas.

-1
cm

‘_Componente

3470
3088
3010
2970
2930
2860
2730
1740
1730
1680
1645
1611
1450
1435
1411
1370
1342
1253
1245
1208
1171
1110
1090
1042
1018

992

alcoholes (principalmente linalol)

acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato

acetato

aldehidos (n-octanal,

de
de
de
de
de
de
de

linalilo
linalilo
linalilo
linalilo
linalilo
linalilo

linalilo

+ linalol

linalol
linalol

linalol

+ o+ o+ o+

linalol

citral (geranial + neral)

acetato de linalilo + linalol

geranial
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato

acetato

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

linalilo
linalilo
linalilo
linalilo
linalilo
linalilo
linalilo

linalilo

linalilo-

linalilo

linalilo

linalilo

linalilo

linalilo

+ linalol

+ linalol

+ linalol

+ linalol

+ linalol

n-decanal)



cm

942
919
861
832
802
740
720
689
625
602
558
530
452
438
422
350
290
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TABLA 30 (Continuacién)

Componente

acetato
acetato
acetato
acetato
acetato

acetato

aldehidos alifaticos

acetato
acetato
acetato
linalol
acetato
acetato
acetato
acetato
acetato

acetato

de
de
de
de
de
de

de
de
de

de
de
de
de
de
de

linalilo
linalilo
linalilo
linalilo
linalilo

linalilo

linalilo
linalilo

linalilo

linalilo
linalilo
linalilo
linalilo
linalilo

linalilo

+

+

+

+

linalol

linalol

linalol

linalol

linalol

linalol

linalol
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c) Fraccidén acetato de etilo.

En las figuras 107-108 se dan los espectros de las frac
ciones de los aceites de Sevilla e Italia (correspondientes
a las figuras 105-106). Los espectros 109-111 muestran las
fracciones oxigenadas totales (II + III) de esencias culti-
vadas en Mairena (Sevilla), Sanldcar (Sevilla) y Mallorca.

La fraccidén acetato de etilo esta constitufda fundamen-
talmente por bergapteno 6 5-metoxipsoraleno (1735, 1255
cm-l, etc.), 5-geranoxi-7-metoxicumarina (1500 cm_l) berga-
motina 6 5-geranoxipsoraleno (1340, 1125, 1075 cm-l) y ter-
pineol (3500, 918 cm-l) (tabla 31).,

Considerando las figuras 107-108 se advierte menor con-
centracién de bergapteno (1580, 1545, 1125 em™ 1) y mayor ri
queza de 5-geranoxi-7-metoxicumarina (1155 cm-l) en la frac
ciéon de origen sevillano (mezcla 50:50 de Sanltcar y Maire-
na).

La comparacidén de las fracciones oxigenadas totales
(figs. 109-111) muestra diferencias significativas respecto
al contenido en terpineol (1125, 802 cm-1L citral (1680 cm™1)

y cumarinas (1580, 747 cm-l). Las fracciones de origen sevi-

l1lano son mas ricas en derivados carbonilicos.
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Fig. 107. Fraccidén acetato de etilo. Bergamota Sanlicar-Mairena

50-50 (v:v) (1971); film.

Fig. 108. Idem, bergamota Italia (1966).
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TABLA 31

Aceite esencial de bergamota.

Fraccidén acetato de etilo.

Nimeros de onda (cm-l) de las bandas registradas.

-1

cm Componente

3450 terpineol + bergaptol

3160 5-metoxipsoraleno 4 bergapteno

3130 bergapteno

3090 bergapteno

3010 L bergapteno

2960 cumarinas + ceras + terpineol

2930 ceras + terpineol + cumarinas

2860 ceras + terpineol + cumarinas

1735 bergapteno

1715 L acidos

1625 bergapteno + bergamotina

1610 bergapteno + citropteno + 5-geranoxi-
~7-metoxicumarina

1580 bergapteno

1545 bergapteno

1500 5-geranoxi-7-metoxicumarina + citrop»
teno

1470 bergapteno

1458 bergapteno + citropteno

1380 bergapteno

1355 bergapteno + citropteno

1340 bergamotina

1330 5-hidroxipsoraleno (bergaptol)

1281 bergapteno

1255 bergapteno

1240 citropteno

1220 citropteno

1205 bergapteno



cm
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TABLA 31 (Continuacidn)

Componente

1155
1125
1095
1075
1042
1022
983
940
918
895
862
822
748
718
690
645
635
620
602
575
540
515
502
465
430
415
405
370
345

bergaptol + bergapteno + citropteno

bergaptol + bergapteno + bergamotina

bergapteno

bergaptol + bergapteno + bergamotina

bergapteno
bergapteno
bergapteno

citropteno

+ citropteno

+ bergapteno

terpineol + bergapteno

bergapteno
citropteno
bergapteno
bergapteno

bergaptena

bergapteno

+ citropteno
+ citropteno + bergamotina
+ bergamotina

+ ceras

+ citropteno

terpineol + citropteno

citropteno
bergapteno

bergapteno

terpineol + bergapteno

citropteno
bergapteno
citropteno
terpineol

citropteno
bergapteno

citropteno

+ bergapteno
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d) Fraccién metanol.

En las figuras 112-115 se dan las fracciones arrastra-
das con alcohol metilieo pertenecientes a una muestra de Mai
rena (Sevilla), Sanlidcar (Sevilla), Mallorca e Italia. Dichos
espectros presentan bandas similares a los de la fraccidén me-
tanol extraida de aceites de 1imén y naranja, aunque muestran
menos cadenas parafinicas.

Las bandas a 1580 cm™ ! y 1420 em™1 parecen indicar la exis
tencia de un ién carboxilato. El1 catién fundamental encontra-

do por analisis espectroquimico fue calcio.



~227-

IS IN N AN T |

) 2530 2000 EX) 1420 on 200 C% 03 "o “n
WA JENUMBER (CM) NAVENUMSER ||

Fig. 112. Fraccidén metanol, en KBr. Bergamota Mairena (Sevi-

villa) 1971.

Fig. 113. Idem, Sanlucar (Sevilla) 1971.
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Fig. 114. Fraccién metanol, en KBr. Bergamota Mallorca (1971).
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Fig. 115. Idem, Italia (1966).
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4) Cromatografia de gases de la fraccién oxigenada.

Con el fin de ampliar el nUmero de componentes identifi
cados por espectroscopia infrarroja en la fraccién oxigena-
da, hemos recurrido a la cromatografia en fase de vapor to=
mando en este caso lo que llamamos '"fraccion oxigenada to-

"
tal.

En las figuras 116-120 se dan los cromatogramas corres-
pondientes a esta fraccidén para cuatro muestras de diferen-
te origen. Las sustancias identificadas fueron las siguien-
tes:

n-octanal (1), n-nonanal (2), linalol (3), n-decanal (4),
n-octanol (5), acetato de linalilo (6), terpineol (7), gera
nial (8), acetato de nerilo (9) y acetato de geranilo (10).
El neral, presente también zn esta fraccién, queda enmasca-
rado por el pico del terpineol.

Como nota caracteristica, se advierte mayor contenido
en geranial en las fracciones de los aceites sevillanos con
respecto a la correspondiente al aceite mallorquin. Este
contiene, sin embargo, mas terpineol, lo que esta de acuer-
do con los resultados de los analisis infrarrojos de las
fracciones. Por otra parte, la composicion cualitativa en
compuestos oxigenados de los aceites italianos es muy simi-

lar a la del aceite de bergamota cultivada en Espana.
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Fraccién oxigenada total.

116.

Fig.

Bergamota Mallorca (1971).
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Sanlacar (Sevilla) 1971.

117. Idem,

Fig.
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Fig. 118. Fraccidén oxigenada total.

Bergamota Mairena (Sevilla) 1971.
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Fraccién oxigenada total. Bergamota Sanlucar-

Mairena 50-50 (v:v) (1971).

Fig. 120. Idem, Italia (1966).



5) Determinaciones semicuantitativas en aceites totales por

cromatografia de gases.

Por medida de los tantos por ciento de areas de pico co-
rregidas, hemos determinado semicuantitativamente en aceites
totales acetato de linalilo, linalol y limoneno por cromato-
grafia de gases. En la tabla 32 se indican los resultados pa
ra muestras de diferente origen y cosecha.

Los tantos por ciento en peso obtenidos para el acetato
de linalilo por espectroscopia infrarroja (tabla 27) y croma
tografia de gases (tabla 32) son comparativos, lo que confir
ma la validez del método de valoracidén de este componente
por espectroscopia infrarroja.

Como ya indicamos en la tabla 27, se repite sistematica-
mente, durante las cosechas estudiadas, el mayor contenido
de acetato de linalilo y linalol en los aceites de origen ma
llorquin, mostrando éstos, por otro lado, menos limoneno que

los aceites de procedencia sevillana.
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6) Determinacidén semicuantitativa de cumarinas por espec-

troscopia ultravioleta.

El bergapteno y otros productos andlogos pPresentan una
banda de absorcién a 315 nm (transicién n ——> n de los
electrones no enlazantes del oxigeno carbonilico. Esta ban
da es caracteristica de los productos cumarinicos en el
aceite esencial de bergamota y la densidad 6ptica (en mues
tras disueltas en alcohol etilico) nos da un pardmetro pro
porcional a la concentracidén de cumarinas en cada caso.

En la tabla 33 se dan los valores correspondientes pa-
ra concentraciones de 0.01 g/cc y células de cuarzo de 1
cm de espesor., El1 contenido en cumarinas no es caracteris-
tico del origen, pues varia de una cosecha a otra.

Los valores espectrofotométricos en el ultravioleta pa
ra los aceites sintéticos de bergamota estan incluidos den
tro de los limites correspondientes a los aceites natura-
les. Sin embargo, como veremos por el fraccionamiento cro-
matografico en éolumna y el analisis posterior por espec-
troscopia infrérroja, no todas las cumarinas de los acei-
tes naturales que dan lugar a la absorcidén en el ultravio-

leta estdn presentes en la esencia sintética ni en las mis

mas proporciones.
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ANALISIS DE DOS MUESTRAS SINTETICAS DE ACEITE DE BERGAMOTA

Como ocurre’en otras especies de aceites esenciales,
el espectro infrarrojo de una muestra sintética no ditiere
apreciablémente del de una esencia natural, observandose
Gnicamente una mayor proporcién de linalol en la primera
(figs. 121-121a), por lo que hemos procedido a una separa-
cién cromatografica en columna y el anllisis subsiguiente
de las fracciones obtenidas.

Las fracciones n-hexano-acetato de etilo son muy simi
lares, observandose sd6lo variaciones en la proporcidén de
linalol, igual que en los aceites sin fraccionar.

En las fracciones terpénicas existen diferencias mar-
cadas en la proporcién de p-pineno Yy p~-cimeno que es ma-
yor en la esencia sintética (figs. 122 y 122a). E1 mayor
porcentaje de p-cimeno, que es un producto de envejeci-
miento, puede gxplicarse fadcilmente si se tiene en cuenta
las propiedadeé antioxidantes de las cumarinas, a que nos
hemos referido anteriormente, productos que se encuentran
en menor proporcidén en la muestra sintética estudiada (ban
das a 1580 y 1125 cm_l, figs. 121 y 12la). Como consecuen
cia de la transformacidn Y-terpineno a p-cimeno, el con-
tenido del primero es mayor en la esencia natural.

En las figuras 123-126 se muestran comparativamente
los espectros de las otras fracciones. La eluida con ace-

tato de etilo (fig. 123-124) en el aceite sintético acusa
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la presencia de algunas bandas a 1225 cm-1 caracteristicas
de esteres, lo que parece indicar la existencia de cumari-
nas con algin grupo hidroxilo esteriticado por un‘ééido. La
proporcién de bergapteno (1580, 1545, 1125 cm—l, etc.) es
muy pequeha, asi como la de 5-geranoxi-7-metoxicumarina
(1500 cm-l). Aparecen ademas bandas aromadticas a 1511 cm~
ajenas a la fraccién natural.

Otra fraccién muy caracteristica es la eluida con alco
hol metflico (tig. 125-126); En la regién 1600-1400 se ad-
vierte la presencia de iones carboxilato en ambos casos.

En la fraccidn sintética aparecen bandas caracteristicas de
un compuesto s6lido de larga cadena alifética.

El analisis infrarrojo de las dos fracciones menciona-
das, obtenidas por cromatozrafia en columna, puede consti-
tuir, por tanto, un método eticaz para la identificacién de

los aceites sintéticos de bergamota.
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Fig. 121. Aceite esencial de bergamota Mairena (1972);
1 =0.1mmy 0.03 mm.

Fig. 12la. Idem, sintética. Muestra I.
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Fig. 122. Fraccidén terpénica. Bergamota Mairena (Sevilla) 1971;

1 =0.1 mm, 0.03 mm y film.
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Fig. 122a. Fraccién terpénica. Bergamota sintéticaj

l =0.1 mm y film.
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Fig. 123. Fraccidn acetato de etilo, tilm. Bergamota Sanlicar-

Mairena 50-50 (v:v) (1971).
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Fig. 124. Idem, bergamota sintética. Muestra I.




-242-

7530 3k
ey

70 00 90
PRSP AP PP SN PRTRE ISR

1200 WG
WAVENUMBER [CM7)

Fig. 125. Fraccién metanol, en KBr. Bergamota Mairena (Se-

villa ) 1971.
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Fig. 126. Idem, bergamota sintética. .
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ENVEJECIMIENTO DEL ACEiTE ESENCIAL DE BERGAMOTA.

Antecedentes,

No hemos encontrado antecedentes bibliograficos sobre
el estudio del envejecimiento de este aceite, lo que posi
blemente es debido a la gran estabilidad que posee, con-
servando buenas propiedades arométicasudurénte largos pe-
riodos de almacenamiehto.

Productos de oxidacién. Residuos sedimentables.

Los resultados que hemos obtenido por envejecimiento
natural y acelerado a 602 C muestran solamerite una peque-
ha transformacién del Y-terpineno a p-cimeno. La gran es
tabilidad que posee este aceite puede atribuirse al alto
contenido en cumarinas, que estan presentes en una propor
cidén de alfededor dél 5 %.

Por almacenamiento prolongado sedimenta un residuo sé-
lido constituido por cumarinas. En la figura 127 se da el
espectro infrarrojo de este residuo, que esti constituido
fundamentalmente por bergapteno (1580, 1540, 1095, 640,
602 cm_l, etc.). También aparecen las bandas correspondien
1y

tes al 5-geranoxipsoraleno (1430, 1325, 1195, 748 cm” y

5,7-dimetoxicumarina (1100, 1042 cm_l). La banda a 3420

cm corresponde al grupo OH del bergaptol 6 5-hidroxip§g

raleno, segin indican las bandas a 1325, 1154, 1122, 1076,

y 1027 em™ L,
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Fig. 127. Residuo s6lido depositable por almacenamiento, en

KBr. Bergamota Mallorca (1970).
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Estabilidad frente a los factores que originan el envejeci-
miento. |

Como hemos indicado anteriormente, la transformacién
del Y-terpineno a p-cimeno se produce en menor grado cuan
to mayor es la concentracidn de cumarinas, segin se deduce
de los datos incluidos en la tabla 34.

Otra prueba experimental de que las cumarinas conteni-
das en el aceife esencial de bergamota son antioxidantes lo
~constituye el analisis pér cromatografia de gasés e infra-
rrojo de la traccidn oxigenada con y sin cumarinas (frac-
cién oxigenada total y n-hexano-acetato de etilo) tras un
periodo de almacenamiento de dieciocho meses. En las figu-
ras 128 y 128a se observa que la fraccidén carente de cumari
nas muestra una disminucién de geranial (pico num. 8) y for
macién de un componente nuevo junto al acetato de geranilo.
Este pico, que presenta mayor tiempo de retencién que el ge
ranial, puede ser un producto de oxidacién de este ultimo,
ya que el geranial, segin indicamos en el aceite esencial
de 1limén, es un producto facilmente oxidable. Las mismas con
clusiones se obtienen de la comparacidn de 19s espectros in-
frarrojos de las correspondientes fracciones en oﬁra muestra

de aceite (tigs. 129 y 129a).
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Fig. 128. Fraccién oxigenada total. Bergamota Mairena

(Sevilla) 1971. (Almacenada 18 meses).

Fig. 128a. Fraccidén n-hexano-acetato de etilo. Bergamota

Mairena (Sevilla). (Almacenada 18 meses).
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Fig. 129. Fraccion oxigenada total. Bergamota Italia (1966).

(Almacenada 18 meses); 1 = O.1 mm y 0.03 mm.

Fig. 129a. Fraccion n-hexano-acetato de etilo. Bergamota Italia

(1966). (Almacenada 18 meses); 1 = 0.1 mm y 0.03 mm.



‘wu GI¢ e AN [° ud eprpauw eor3de pepisuaq :(+)

SHe°T eT°1 T0°1 SWH ‘ejowelasg °g
Gl T 06°T 6¢°T SWH ‘ejomeSasg °T
wu mHmQ s9sam G sosaw @

Teanjieu ojudrwioalaaus xod oprtonpoad ouswto-d ap ¢

0ST°¢ go-1 99°0 “ BOJIOTTeN d ‘ejowelaag °*°g
9g6°2 69°0 g7°0 " Jeoniueg SWH ‘ejowelasag °y
QC¥#*2 T8°0 £€6°0 1461 eusaten SWH ‘ejowedxag °¢
SHYT 8T ¢ I8°T n edJI0TTeN SWH ‘ejowelaag °g
gGL°1 9Q°¢ G1°2 0L6T eTTTASS SWH ‘ejowel3xag °T
(+) wu mﬂmo seaoy Q€2 sexoy GgQ
D 509 e ojrudTwrdalaauyg 'YD9S0) uadTao exlsanpy

OINAIWIOACAANT d0d 0dIONAOYd ONIAWIO-d dd % °*VIOWVDHHAd dd TIVIONAST FALIIOV

7L V1AVl



ACEITE ESENCIAL DE MANDARINA
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS. COMPOSICION QUIMICA.

En la bibliografia aparecen trabajos sobre la composi-
cidén quimica del aceite esencial de mandarina, extraido de
la corteza de los frutos cultivados en Sicilia, California
e Israel, fundamentalmente (1), (41).

Los componentes detectados se pueden agrupar por fun=
ciones quimicas en los siguientes grupos:

Hidrocarburos terpénicos y sesquiterpénicos.

Por cromatografia en faseAde vapor han sido identifica
dos &-tujeno, o -pineno, canfeno, sabineno, mirceno, P-=pi
neno, « -felandreno, p-cimeno, limoneno, Y;terpineno Yy
terpinoleno. En las esencias de California han sido ademés
identificados A3—careno, B-felandreno y o-terpineno. Es
ta fraccidén constituye alrededor del 90 % del aceite.,

Han sido identificados, por otro lado, los siguientes
sesquiterpenos: p-bisaboleno, ﬁ-elemeno, Y-cadipeno,

A -cadineno, cariotileno, & -copaeno, longifoleno, X-berga
moteno, selineno y Y-selineno. Esta fraccidén es minorita-
ria y se encuentra en unas concentraciones de alrededor del

1 %.

Aldehidos, cetonas, esteres.

Dentro de la serie alifatica de los aldehidos, se han
encontrado los términos comprendidos entre el enaftaldehi-
do y laurilaldehido, ambos inclusive. También han sido iden

titricados el citronelal, geranial, neral, perilaldehido,
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benzaldehido, cuminaldehido, metilheptenona y mentona.

Entre los esteres figura como el mas importante el N-me
til antranilato de metilo, del que depende, en parte, la ca
lidad de este aceite. También han sido detectados algunos
esteres del A4cido acético (acetato de nonilo, decilo, unde-
cilo, citromnelilo, linalilo, geranilo, nerilo, terpenilo y
bencilo).

Alcoholes.

Se conocen como componentes de este aceite los alcoholes
alifaticos de cadena lineal comprendidos entre el hexanol y
dodecanol ambos inclusive, y citronelal, linalol, geraniol,

nerol, o-terpineol, terpinen-4-0l, cis y trans-carveol, ti-

mol, 1,8-p-mentadien-9-0l1 y alcohol bencilico (41).
Acidos.

Los acidos alif4ticos lineales, comprendidos entre el he
xanoico y mirfstico inclusive, constituyen el 1 % del aceite
de mandarina (41).

Cumarinas y flavonas.

Se han identificado la 7-metoxicumarina (erniarina), 5-me
toxipsoraleno (bergapteno), 5,6,7,8,4 -pentametoxiflavona

(tangeretina) g 5,6,7,8,3",4" -hexametoxiflavona (nobiletina).

Carotenoides y parafinas.
Por su pequeiia concentracidén en este aceite y por care-
cer de propiedades aromaticas, hemos prescindido del estudio

de estos componentes.
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ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES DE MANDARINA. VARIACION DE

LA COMPOSICION QUIMICA CON EL AREA GEOGRAFICA DE CULTIVO.

1) Analisis infrarrojo de aceites sin fraccionar.

J. Bellanato y A. Hidalgo (11) han analizado el acei-
te esencial de mandarina por espectroscopia infrarroja e

identificaron las bandas comprendidas entre 4000 y 650
cm-l.
En este trabajo hemos estudiado siete muestras de acei
te esencial de mandarina correspondientes a tres cosechas
(1970, 1971 y 1972). Cuatro de las muestras estudiadas eran
espafiolas (tres con la denominacién de mandarina verde, es
decir, aceite extraido de los frutos verdes) y tr#s de ori
gen italiano.

En las figuras 130 y 131 se muestran los espectros co-
rrespondientes a dos aceites de mandarina espafiola (aceite
obtenido de los frutos verdes) e italiana, respectivamen-
te. Segin se deduce de la tabla 35, se pueden identificar
directamente el limoneno (1645, 1155, 1145, 890 cm_l, etc),

Y-terpineno (1072, 1018, 948, 780 cm-l), p-pineno (875,
855 cm-l), p-cimeno (1513, 813 cm-l), o -pineno (789 em™1)
y N-metil antranilato de metilo (1690, 1608, 1581, 1260,
1242, 1172, 748, 702 cm-l, etc.). En los mencionados espec

tros, la ampliacién hasta 250 cm-1 no permite identificar

mas componentes que los visibles hasta 650 cm-l, lo que es
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debido al enmascaramiento producido por los componentes ma-
yoritarios, tales como limoneno y N-metil antranilato de me
tilo. Por otra parte, se observan en los citados espectros

diferencias apreciables en la composicidén cuantitativa, que

comentamos mas adelante.
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Fig. 130. Aceite esencial de mandarina verde espafiola (1971);

1 =0.1 mmy 0.05 mm,
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Fig. 132. N-metil antranilato de metilo.
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TABLA 35

Aceite esencial de mandarina.

Numeros de onda (cm-l) de las bandas registradas.

-1

cm Componente

3380 N-metil antranilato de metilo
3085 limoneno

3075 limoneno

3042 limoneno

3010 limoneno

2965 limoneno

2920 limoneno

2880 limoneno

2850 limoneno

2830 limoneno

1780 limoneno

1745 esteres

1732 aldehidos

1712 limoneno

1690 N-metil antranilato de metilo
1680 L citral

1645 limoneno + P-pineno

1608 N-metil antranilato de metilo
1594 limoneno + mirceno

1581 N-metil antranilato de metilo
1521 N-metil antranilato de metilo
1513 p~cimeno

1475 L p~-cimeno

1450 limoneno

1435 limoneno

1375 limoneno

1362 Y-terpineno



cm
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TABLA 35 (Continuacién)

Componente

1331
1310
1285
1278
1260
1242
1225
1205
1198
1190
1172
1165
1155
1145
1125
1115
1105
1090
1072
1050
1039
1018
995
987
955
948
913
890
875
855
842
830

N-metil antranilato de metilo
limoneno

Y-terpineno + limoneno
limoneno

N-metil antranilato de metilo
N-metil antranilato de metilo
limoneno

limoneno

limoneno

N-metil antranilato de metilo
N-metil antranilato de metilo
N-metil antranilato de metilo
limoneno

iimoneno

N-metil antranilato de metilo
limoneno

limoneno + p-pineno

N-metil antranilato de metilo
Y-terpineno

limoneno

N-metil antranilato de metilo
Y-terpineno + limoneno
mirceno + linalol

limoneno

limoneno

Y-terpineno

limoneno

limoneno

p-pineno

B -pineno

N-metil antranilato de metilo

N-metil antranilato de metilo

+ limoneno

+ limoneno
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TABLA 35 (Continuacién)

cm Componente

825 Y-terpineno

8113 p-cimeno

798 limoneno

789 limoneno + o -pineno

780 Y-terpineno

755 limoneno

748 N-metil antranilato de metilo
720 pP-cimeno

702 N-metil antranilato de metilo
662 N-metil antranilato de metilo
638 limoneno

570 limoneno

540 limoneno

530 N-metil antranilato ae metilo
522 limoneno + P-pineno

498 limoneno

488 limoneno

468 limoneno

455 B-pineno

425 limoneno

384 p-cimeno

342 limoneno

325 limoneno

288 limoneno
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Determinacion cuantiteétiva de N-metil antranilato de meti-

lo por espectroscopia infrarrojae..

Para determinar la concentracidén de N-metil antranila-
fo hemos partido de disoluciones en sulfuro y tetracloruro
de carbono, eligiendo ias bandas clave a 748 y 1690 cm-l;

En ambos casos, utilizamos concentraciones comprendi-
das entre 0.009 y 0.068 moles/1.

Las ecuaciones obtenidas mediante ajuste por minimos

cuadrados fueron, respectivamente, para las bandas a 748 y

1690 cm~! 1as siguientes:

61.60 . M -~ 0.003

1

80.65 . M - 0.031
1

donde D es la densidad 6ptica de la banda clave, 1 el espe
sor de la célula en mm y M la concentracién molar. “

En la tabla 36 se dan los tantos por ciento en peso de
este componente para las muestras estudiadas durante tres
cosechas., Estos resultados muestran en todos los casbs ma-
yor proporcidén de N-metil antranilato de metiio en ias
esencias espaholas.

En la tabla 36 se dan también los tantos por ciento en
peso de limoneno (siguiendo el mismo procedimiento que el
indicado an anteriores especies a partir de la banda‘a
1640 cm‘l). Este componente se encuentra en menor propor-

cién en las esencias de origen espafiol.
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Determinacidén cuantitativa de N-metil antranilato de meti-

lo por espectrofluorimetria.

Para valorar este componente en aceites esenciales de
mandarina, hemos determinado en primer lugar los limites
de concentracidén para los que existe linearidad con la fluo
rescencia. Hemos trabajado con disoluciones patrén de N-me-
til antranilato de metilo en alcohol etilico, en concentra-
ciones comprendidas entre 0.0001 g/l1. Para disoluciones de
0.1 g/1 de aceite en alcohol, que contendran aproximadamen
te 0.001 g/1 de N-metil antranilato de metilo, la intensi-
dad de fluorescencia queda comprendida entre las correspon-
dientes a las disoluciones patrén. La figura 133 muestra 1la
curva de calibrado utilizacda para la valoracidn.

Por interpolacibédn lineal y por lectura directa determi-
namos las concentraciones de N-metil antranilato de metilo
en las muestras estudiadas (tabla 37), que corresponden a
las numero 4-7 de la tabla 36.

Si comparamos los resultados de la citada tabla con los
obtenidos para las mismas muestras por espectroscopia infra
rroja (tabla 36), se deduce la concordancia entre las dos
técnicas, cualquiera de ellas valida para valorar el N-metil

antranilato de metilo en aceites esenciales de mandarina.
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TABLA 37

N-metil antranilato de metilo en aceites de mandarina

Origen Cosecha % en peso
1. Mandarina verde, B Espafa 1971 1.48
2. Mandarina natural, G Italia " 0.69
3. Mandarina verde, B Espana 1972 1.56
4., Mandarina natural, G Italia " 0.78

Podrian objetarse las posibles interfeggmcias de los
compuestos flavonoides, que también son fluorescentes (19),
pero, como las concentraciones de N-metil antranilato de me
tilo son mucho mayores, se puede despreciar la fluorescen-
cia de las flavonas eligiendo unas condiciones experimenta-

les adecuadas en el aparato.



I. FLUORESCENCIA

n L

0's | 1's

Fig, 133. Curva de calibrado del N-metil antranilato de metilo.

Banda a 423 nm.
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2) Analisis infrarrojo de las fracciones cromatograficas.

a) Fraccién terpénica.

En el espectro infrarrojo de esta fraccién (fig. 134 y
tabla 38) se hacen visibles fundamentalmente los mismos
componentes que en los aceites totales. Sin embargo, se ha
cen patentes con mas margen de seguridad «-pineno (1125,
789 cm-l) y B-pineno (875, 855, 602, 450 cm_l). La zona
espectral entre 650 y 250 cm-l no permite la observacidn
de otros componentes que los visibles en zonas de mayor fre
cuencia, debido al enmascaramiento de los terpenos mayori-

tarios.
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Fig. 134. Fraccidn terpénica. Mandarina Carcagente (1970);

1 =0.1 mmy 0.05 mm.
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TABLA 38

Aceite esencial de mandarina.

Fraccidén terpénica.,

Nimeros de onda (cm-l) de las bandas registradas.

-1

cm Componente
3085 limoneno
3075 limoneno
3045 limoneno
3010 limoneno
2960 limoneno
2920 limoneno
2870 limoneno
2830 limoneno
2730 limoneno
1780 limoneno
1680 limoneno
1645 limoneno
1595 limoneno + mirceno
1513 P-cimeno
1450 limoneno
1438 limoneno
1378 limoneno
1331 limoneno
1310 limoneno
1285 limoneno
1255 limoneno
1241 limoneno
1230 limoneno
1205 limoneno
1198 limoneno

1182 limoneno



cm
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TABLA 38 (Continuacidn)

Componente

1155
1145
1125
1105
1090
1075
1050
1030
1018
995
985
955
948
913
890
885
875
865
825
813
798
789
780
759
720
675
639
602

limoneno

limoneno

o -pineno

limoneno + Pp-felandreno
Ynterpineno

Y -terpineno

limoneno

Y -terpineno

limoneno + 'Y-terpineno
mirceno

limoneno + p-felandreno
limoneno

Y-terpineno

limoneno

mirceno

limoneno

B -pineno

sabineno

Y -terpineno + P-pineno
p-cimeno

limoneno

limoneno + o -pineno
Y’-terpineno

limoneno

p-cimeno

limoneno

limoneno

P-pineno
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TABLA 38 (Continuacién)

cm Componente
570 limoneno

540 limoneno

520 limoneno + P -pineno
498 limoneno

489 limoneno

468 limoneno

450 B -pineno

Las limoneno

388 p-cimeno

342 limoneno

328 limoneno

288 limoneno
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b) Fraccidén n-hexano-acetato de etilo.

En esta fraccidén (fig. 135) el compoﬁente mayoritario
es el N-metil antranilato de metilo. En el espectro tam-
bién se hacen visibles el carveol (1640, 890 cm-l), lina-
lol (920, 802 cm-l) y aldehidos (1730 cm-l). En la tabla
39 se dan los numeros de onda y correspondientes asigna-

ciones.
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Fig. 135. Fraccién n-hexano-acetato de etilo.

Mandarina Carcagente (1970); 1 = O.1 mm y 0.05 mm.




TABLA 39

Aceite esencial de mandarina,

Fraccidén n-hexano-acetato de etilo,.

Nimeros de onda (cm-l) de las bandas

registradas,

-1
cm

Componente

3450

3380
3080
3030
3010
2960

2930
2870

2820

2720
1730
1690
1678 L
1640
1608
1580
1520
1480
1463
1438
1378
1335
1325
1262

alcoholes (carveol,
talmente)

N-metil antranilato
N-metil antranilato
N-metil antranilato
N-metil antranilato

N-metil antranilato
lol + carveol

carveol + linalol

N-metil antranilato
lol + carveol

N-metil antranilato
+ aldehidos

aldehidos

aldehiios (octanal,
N-metil antranilato
carvona (+)

carveol + linalol
N-metil antranilato
N-metil antranilato
N-metil antranilato
N-metil antranilato
N-metil antranilato
N-metil antraniiato
N-metil antranilato
N-metil antranilato
N-metil antranilato

N-metil antranilato

linalol fundamen=

de metilo
de metilo
de metilo
de metilo

de metilo + lina-

de metilo + lina~

de metilo + carveol

nonanal, decanal)

de metilo

de metilo
de metilo
de metilo
de metilo
de metilo
de metilo
de metilo
de metilo
de metilo

de metilo



-1
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Componente

TABLA 39 (Continuaciédn)

1245
1190
1171
1161
1128
1110
1088
1062
1038
1010
988
965
947
920
890
855
845
831
805
795
748
720
702
663
590
555
530
409
350

(+):

N-metil
N-metil
N-metil
N-metil
N-metil
N-metil
N-metil
N-metil
N-metil

antranilato
antranilato
antranilato
antranilato
antranilato
antranilato
antranilato
antranilato

antranilato

de
de
de
de
de
de
de
de
de

metilo
metilo
metilo
metilo
metilo
metilo
metilo
metilo

metilo

geraniol + carveol + nerol

linalol
N-metil
N-metil
linalol
carveol
carveol
N-metil
N-metil
carveol
N-metil
N-metil

aldehidos alitaticos

N-metil
N-metil
N-metil
N-metil
N-metil
N-metil
N-metil

antranilato

antranilato

+ carvona

antranilato

antranilato

antranilato

antranilato

antranilato
antranilato
antranilato
antranilato
antranilato
antranilato

antranilato

de
de

de

de
de
de
de
de
de
de

visible especialmente en aceites

metilo

metilo

metilo

metilo

metilo

metilo

metilo
metilo
metilo
metilo
metilo
metilo

metilo

envejecidos,.
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c) Fraccidén acetato de etilo.
Est4d constituida fundamentalmente por tangeretina y
nobiletina, cumarinas, terpinen-4-o0l y otros alcoholes en

menor proporcién (fig. 136 y tabla 40).
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Fig. 136. Fraccién acetato de etilo, film.

Mandarina Carcagente (1970).
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TABLA 40

Aceite esencial de mandarina.

Fraccién acetato de etilo.

Nuimeros de onda (cm-l) de las bandas registradase.

-1
cm

Componente

3435

3075
3005
2960
2930

2850
2700-2400
1730

1680
1640
1605
1590
1565
1520 L
1515
1481
1465
1448
1438
1425
1409
1375 L
1365
1335
1308

alcoholes (terpineol + geraniol + ter-
pinen-4-01)

geraniol + linalol
tangeretina + nobiletina
terpinen-4-0l + geraniol + tlavonas

flavonas, + ceras + terpineol + terpi-
nen-4-o0l

terpinen-4-0l + tlavonas + geraniol
acidos

cumarinas (hergapteno + erniarina) +
acidos

citral (geranial + neral)

tlavones (tangeretina + nobiletina)
tangeretina

tangeretina + nobiletina
tangeretina + nobiletina
nobiletina

tangeretina

tangeretina + nobiletina
tangeretina + nobiletina

terpineol + geraniol-

tangeretina

nobiletina

tangeretina + nobiletina

terpineol + geraniol

tangeretina + nobiletina
nobiletina

tangeretina + nobiletina
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TABLA 40 (Continuaciébn)

cm Componente
1268 nobiletina + tangeretina
1250 L terpinen-4-o0l |
1222 tangeretina + nobiletina
1180 tangeretina + nobiletina
1160 terpineol

1145 tangeretina + nobiletina
1110 tangeretina + nobiletina
1075 tangeretina

1055 citronelol + geraniol
1030 tangeretina + nobiletina
1020 terpinen-4-o0l

1008 terpinen-4-o0l

980 tangeretina + terpinen-4-ol
871 tangeretina + nobiletina
955 tangeretina

940 terpineol + terpinen-4-ol
920 terpineol

892 terpinen-4-o0l1

860 L terpinen-4-ol

840 nobiletina

832 terpineol

827 tangeretina

799 terpineol + tangeretina
780 L terpineol

771 L terpineol

750 tangeretina + nobiletina
720 nobiletina + ceras

650 : tangeretina + nobiletina
600 tangeretina + nobiletina
573 tangeretina + nobiletina
510 tangeretina + nobiletina
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ENVEJECIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE MANDARINA.

Antecedentes.

En la bibliografia no aparece ningin trabajo que estu-
die el envejecimiento del aceite esencial de mandarina, si
bien se conocen las modificaciones de las propiedades fisi
cas que sufre este aceite conforme aumenta el grado de en-
vejecimiento, como disminucidén del poder rotatorio, aumen-
to de la densidad, etc. (1).

Productos de oxidacidén. Residuos sedimentables.

a) Envejecimient 16

Se han sometido las muestras 1, 2 y 3 de la tabla 36 a
la accién de la luz de una lampara de Xenon segin el proce
dimiento descrito en la parte experimental.

Al cabo de 102 horas se observan algunas variaciones
en los espectros. Las mas significativas son: aumento de
los grupos OH, grupos C=0 de aldehidos, p-cimeno (1513, 813,
y 720 em™ 1) y disminucién de la banda a 1592 em™! atribuida
parcialmente al mirceno.

b) Envejecimiento por accidén del calor.

Se han sometido a la accidén del calor las muestras de
la tabla 36 durante periodos de tiempo variable.

A las 85 h. (602 C) ya se observan variaciones notables
en los espectros, entre las que podemos resaltar la disminu
cién de las bandas correspondientes al Y—terpineno y aumen

to de las del p-cimeno (1513, 813, 720 cm™ 1) y grupos O-H
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Fig. 137. Aceite esencial de mandarina natural italiana (1971);
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Fig. 138. Idem, envejecida 230 h. a 602 C; 1 = 0.05 mm y 0.03 mm.
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(3500 cm-l). Al aumentar el tiempo de calentamiento a 230 h.
los espectros muestran alteraciones mids profundas, que co-
rresponden a una mayor proporcién de los productos de oxida-
cién y polimerizacidn.

Las transformaciones méds signiticativas (figs; 137-138)
corresponden a la tormacidén de epéxidos (840 cm-l), carvo-
na (1678 cm—l), p-cimeno (1513, 813, 720 cm_l) y alcoholes
(3500 cm-l). Por otro lado, disminuyen las bandas del limo-
neno (1645, 890, 425 cm_l, etc.) y las del Y -terpineno,
(948, 780 cm—l, etc.), por lo que fundamentalmente procede-
rédn de estos compuestos los productos que se forman en el
envejecimiento del aceite. Con el calentamiento proiongado
también se observa el deterioro del N-metil antranilato de
metilo.

El espectro infrarrojo de la fraccidn terpénica muestra
como modificacién fundamental una disminucién del Y-terpi-
neno y mirceno y aumento de las bandas correspondientes al
pP-cimeno.

Los espectros de la fraccidén n-hexano-acetato de etilo
fresca y envejecida (tigs. 139-140) muestran como variacién
fundamental el aumento de la banda a 890 cm-1 debida a los
dobles enlaces terminales de los productos de oxidacidén de-
rivados del limoneno, como carveol, carvona, etc.

La fraccién acetato de etilo envejecida (figs. 141-142)

sufre una disminucién de flavonas (1640 cm-l) respecto a
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las cumarinas (1605 cm ). Asimismo aumenta la relacién
de las densidades 6pticas de las bandas a 890 y 920 em™t
debido a la formacidén de productos con doble enlace termi-
nal.

El espectro infrarrojo de la figura 143 muestra a la
tangeretina y nobiletina como productos fundamentales que

se depositan en el aceite por almacenamiento prolongado.

c) Cromatografia de gases.

En las figuras 144 y 145 se dan los cromatogramas co-
rrespondientes a la fraccién n-hexano-acetato de etilo ob
tenida de una esencia de mandarina fresca y envejecida,
respectivamente.

Los siguientes productos fueron identificados:

n-octanal (1), n-nonanal (2), citronelal (5), N-metil
antranilato de metilo + linalol (6), n-decanal (7), ter-
pinen-4-01 ? (8), carvona (9), neral (10), geranial (11).

Los picos (3) y (4) los atribuimos al 6xido de limone-

no-1,2 cis y trans que hemos identificado en el aceite

esencial de naranja envejecido (presentan los mismos tiem
pos de retencidén y aumentan con el envejecimiento).

Mecanismo del proceso de envejecimiento.

En los cromatogramas del aceite esencial de mandarina
envejecido aparecen fundamentalmente los mismos picos que
en los aceites envejecidos de naranja. Por ello suponemos

que el limoneno es uno de los productos responsables del
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envejecimiento de este aceite. Otros componentes léabiles,
segun muestran los resultados infrarrojos son elvcitral,
aldehidos alif4ticos y mirceno. Los componentes mas esta-
bles son el linalol y N-metil antranilato de metilo.

El almacenamiento prolongado del aceite broduce la se
dimentacién de un residuo sélido (fig. 143), constituido

fundamentalmente por tangeretina y nobiletina.
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Fig. 143. Residuo sedimentable por almacenamiento, en KBr.

Aceite esencial de mandarina Carcagente (1970).
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144,

Fig.

Fraccion n-hexano-acetato de etilo.

Mandarina Carcagente (1970).

enve jecido 230 h.

145. Idem,

Fig.
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Hemos aplicado la espectroscopia infrarroja, como
método de identificacidén de componentes, en aceites
esenciales de citricos.

En los espectros infrarrojos de los aceites sin
fraccionar, registrados entre 4000 y 250 cm-l, hemos
detectado, por primera vez con esta técnica, los si-
guientes componentes minoritarios:

a) En aceite esencial de naranja:

Tangeretina (5,6,7,8,4° -pentametoxiflavona) y/o
nobiletina (5,6,7,8,3°,4°-hexametoxiflavona).

b) En aceite esencial de limén:

Citropteno (5,7-dimetoxicumarina), bergamotina
(5-geranoxipsoraleno), B-pineno, citral, sabineno,
& -felandreno y terpinoleno. En los espectros infra-
rrojos en disolucidén diluida se pueden diferenciar
los alcoholes primarios (n-octanol, n-decanol, citro-
nelol, etc.) de los terciarios linalol y terpineol y
estos dos Gltimos entre si.

c¢) En aceite esencial de bergamota:

Bergapteno (5-metoxipsoraleno).

Se han puesto a punto métodos de andlisis cuanti-
tativo de los siguientes componentes:

a) En aceite esencial de naranja:

Limoneno, por espectroscopia infrarroja.
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b) En aceite esencial de limén:

Limoneno, P-pineno y citral, por espectroscopia
infrarroja, y cumarinas (semicuantitativamente) por es-
pectrofluorimetria.

c) En aceite esencial de bergamota:

Acetato de linalilo, linalol y limoneno, por es-~
pectroscopia infrarroja, y cumarinas (semicuantitativa-
mente) por espectroscopia ultravioleta.

d) En aceite esencial de mandarina:

N-metil antranilato de metilo, por espectroscopia
infrarroja y espectrofluorimetria, y limoneno, por espec
troscopia infrarroja.

Para facilitar la identificacibén de componentes mi-
noritarios, hemos realizado unas separacioﬁes por croma-
tografia en columna obteniendo cuatro fracciones: a) ter
penos, b) compuestos oxigenados volatiles, c) cumarinas
o flavonas, fundamentalmente, mds algunos alcoholes y
d) un residuo sélido.

Mediante los espectros infrarrojos (IR) y la cromato
grafia de gases (CG) de las anteriores fracciones, hemos
identificado las siguientes sustancias:

a) En aceite esencial de narunja:

Limoneno (IR), mirceno (IR), n-heptanal (CG), n-octa
nal (IR, CG), n-nonanal (CG), n-decanal (IR, CG), citro-~

nelal (IR, CG), linalol (IR, CG), neral (IR, CG), gera-
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nial (IR, CG), acetato de geranilo (IR, CG), 2-hexen-
-l-al (IR), 2-octen-l-al (IR), caproato y caprilato de
etilo (IR), of-terpineol (IR, CG), tangeretina (IR) y

nobiletina (IR).

b) En aceite esencial de limén:

Limoneno (IR), Y -terpineno (IR), o =-pineno (IR),
p-pineno (IR), p-cimeno (IR), sabineno (IR), geranial
(IR, CG), neral (IR, CG), acetato de nerilo (IR, CG),
acetato de geranilo (IR, CG), linalol (IR, CG), n-hep-
tanal (CG), n-octanal (IR, CG), n-nonanal (CG), n-deca-
nal (IR, CG), citronelal (IR, CG), «-terpineol (IR, CG),
5-geranoxipsoraleno (IR), 8-geranoxipsoraleno (IR),
5,7-dimetoxicumarina (IR) y 5-geranoxi-7-metoxicumari-
na (IR).

c) En aceite esencial de bergamota:

Limoneno (IR), Y-terpineno (IR), o ~-pineno (IR),
B-pineno (IR), p-cimeno (IR), sabineno (IR), geranial
(IR, CG), neral (IR, CG), acetato de linalilo (IR, CG),
linalol (IR, CG), ol-terpineol (IR, CG), n-octanal (IR,
CG), n-decanal (IR, CG), n-nonanal (CG), n-decanal (IR,
CG), bergapteno (IR), acetato de nerilo (CG), acetato
de geranilo (IR, CG), 5,7-dimetoxicumarina (IR), 5-ge-
ranoxi-7-metoxicumarina (IR), bergaptol & 5-hidroxipso-

raleno (IR) y 5-geranoxipsoraleno (IR).
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d) En aceite esencial de mandarina:

Limoneno (IR), Y-terpineno (IR), o -pineno (IR),
P-pineno (IR), p-cimeno (IR), sabineno (IR), N-metil
antranilato de metilo (IR, CG), n-octanal (IR, CG),
n-nonanal (CG), n-decanal (IR, CG), citronelal (CG),
terpinen-4-0l1 (IR), neral (IR, CG), geranial (IR, CG),
tangeretina (IR) y nobiletina (IR).

Hemos identificado por primera vez, por espectros
copia infrarroja, las flavonas tangeretina y nobileti-
na en esencias de mandarina y naranja de origen espa=-
fiol, De la misma forma, hemos identificado varias cu-
marinas en esencias de 1limén y bergamota: 5~geranoxipsc
raleno, 5-geranoxi-7-metoxicumarina, 5,7~-dimetoxicuma-
rina, 8-geranoxipsoraleno, 5-metoxipsoraleno y proba-
blemente biacangelicina, isopimpinellina y bergapteno
en limén; S-geranoxi-?-metoxicﬁmarina, 5-metoxipsorale-
no, 5-hidroxipsoraleno y 5,7-dimetoxicumarina en berga-
mota.

El anadlisis sistemdtico realizado en aceites de
tres cosechas consecutivas (1970, 1971 y 1972) revela
que los aceites esenciales de limén espafiol son mas ri-
cos en cumarinas que los italianos. Las diferencias ob-
servadas en los aceites de Murcia y Sevilla no son sis-
tematicas.

De acuerdo con los resultados obtenidos por espec-
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troscopia infrarroja y cromatografia de gases, los acei
tes de bergamota espafiola presentan la misma composicidn
cualitativa que los de origen italiano. Respecto al con-
tenido en acetato de linalilo y linalol, los de origen
mallorquin tienen concentraciones del mismo orden (alre-
dedor del 40 %) que los italianos. Los de procedencia se-
villana son los mis pobres en acetato de linalilo y lina-
lol y, por otra parte, presentan una gran proporcidn de
limoneno.

Los aceites esenciales de mandarina espanola, verde
Yy natural, contienen menor proporcidén de N-metil antra-
nilato de metilo que los de origen italiano, siendo, tam-
bién, menor su contenido en limoneno.

El proceso de envejecimiento se caracteriza por los
siguientes fendmenos:

a) Precipitacidén de componentes cumarinicos, en los
aceites esenciales de 1limén y bergamota, y de flavonas en
los de mandarina y naranja.

b) Autooxidacidn y polimerizacibén, fundamentalmente
con intervencibén de radicales.

Hemos identificado por cromatografia de gases-espec-
trometria de masas y comprobado por espectroscopia infra-
rroja los siguientes productos de oxidacién del limone-

no: cis y trans-carveol, cis y trans-2,8-p-mentadien-1l-o01l,

cis y trans-6xido de limoneno-1,2 y carvona, lo que con-
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firma que las posiciones mas vulnerables de este com-
puesto son las correspondientes a los carbonos 1 y 2.

En el proceso de autooxidacidn se observa ademas
que el Y-terpineno es el precursor fundamental del
p~-cimeno. De todos los aldehidos, el menos establc es
el citral, que no se transforma en isocitral y p-cime
no, como indican otros autores (64), sino, principal-
mente, en un compuesto con grupos cetdnico e hidroxi-
lo.

De acuerdo con los productos de oxidacidén identi-
ficados y de sus proporciones relativas, el 1imoneno
sigue un mecanismo de oxidacién por el cual los 6xi-
dos de este compuesto se forman por adicidén de un ato-
mo de oxigeno procedente de un radical perédxido.

Hemos comprobado por la medida del grado de enve-
jecimiento en aceites sin fraccionar y por analisis
de las fracciones oxigenadas envejecidas, con y sin
cumarinas, que estos ccmpuestos se comportan comc an-
tioxidantes inhibidores de radiéales.

Debido a la mayor concentracidén de cumarinas, los
aceites esenciales de limén espafioles son més estakles
que los italianos.

La estabilidad de los aceites esenciales de naran-
ja depende en gran parte del contenido en flavonas,

que actian también como antioxidantes.
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Aunque los espectros infrarrojos de los aceites
sintéticos y naturales de 1limén son similares, los
espectros de sus fracciones oxigenadas permiten iden
tificarlos fAcilmente. Lo mismo ocurre con la esen-

cia de bergamota.
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