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1. INTRODUCCION

Los citricos son unos de los frutales mas importantes del mundo. Los limones y
limas representan més de un 10 % de la produccién y comercializacion mundial de citricos
(FAO, 2019). Las variedades de limén méas importantes son Eureka y Lisboa o Lisbon.

La produccion de limones se puede destinar al consumo en fresco o a la industria
y dentro de ésta se destaca la produccion de aceites esenciales. El aceite esencial de limon
es el més conocido y difundido, ocupando a nivel mundial el segundo lugar, luego del de
naranjo dulce. Dentro de los mayores productores de limones del mundo, se encuentran:
India, China, México, Argentina, Brasil, Estados Unidos y Sudéafrica. Los principales
exportadores medidos en volumen, segln datos de FAO (2019) son: México, Espafia,
Turquia, Sudéafrica, Argentina, Paises bajos y Brasil. Siendo los principales destinos
EEUU, Rusia, Reino Unido, Alemania, Canada y Arabia Saudita. Los principales paises
a los que se destinan los aceites esenciales, son la zona Oeste de Europa, Estados Unidos
y Japén (Cerruti y Neumayer, 2004).

En Uruguay, los citricos constituyen el mayor rubro hortifruticola, definido como
un complejo agroindustrial orientado a la produccion de fruta para consumo en fresco,
destinada a exportacion y mercado interno. El volumen de fruta que no se comercializa,
es procesada industrialmente, dedicada a la produccion de concentrados, aceites esenciales
y bases para pectinas (MGAP. DIEA, 2020). Sin embargo, en los Gltimos afios debido a
un nuevo emprendimiento comercial, existe interés en la produccidn de aceites esenciales
de limén. A nivel pais, hay muy pocos trabajos publicados de investigacion sobre aceites
esenciales en variedades citricas. En la actualidad no se han reportado estudios. La
concentracion de aceites esenciales en la cascara varia durante el desarrollo del fruto
(Felia, 1943). A nivel productivo es necesario determinar el estado de desarrollo que
permita el mayor rendimiento en aceites esenciales por arbol, para poder definir el periodo
Optimo de cosecha.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Determinar la concentracién de aceites esenciales en frutos de limén Lisbon
desde fines de la fase 1l y durante la fase Il de crecimiento del fruto

1.1.2 Objetivos especificos

. Determinar el efecto del tamafio y la maduracion del fruto en la
concentracion de aceites esenciales

. Establecer el periodo de cosecha que favorezca el mayor
rendimiento por arbol de aceites esenciales



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. CARACTERISTICAS DE LA CITRICULTURA NACIONAL

La produccion citricola en el pais abarca una superficie efectiva de 14.587
hectareas, con un total de 7,2 millones de plantas. En el afio 2020 se registr6 una
produccién total de 219 mil toneladas, de las cuales el 40 % correspondio a naranjas, el
36 % a mandarinas y el 24 % a limones (MGAP. DIEA, 2021).

La produccion de citricos se encuentra concentrada en pocas empresas; de 439
explotaciones presentes en el pais, méas del 50 % de la produccion, superficie y nimero de
plantas es abarcado por solo 4 empresas (MGAP. DIEA, 2021). La produccion comercial
se agrupa en dos grandes zonas, una zona Norte que comprende los departamentos de
Salto, Paysandu, Artigas y Rio Negro, en la cual se concentra el 91 % de la produccion
total, basada en la produccién de naranjas, mandarinas y pomelos. Y una zona Sur, que
comprende a los departamentos de San José, Colonia, Montevideo, Canelones y
Maldonado, donde se produce el restante 9 % y comprende fundamentalmente a la
produccién de limones (MGAP. DIEA, 2021).

En el afio 2020, el destino de produccion de la fruta citrica, comprendié en un
42 % al mercado interno, 44 % a la exportacién para consumo en fresco y 14 % a la
industria (MGAP. DIEA, 2021). Los principales destinos de exportacion fueron a la Union
Europea (Paises bajos, Espafia e Italia, principalmente), Estados Unidos, Brasil, Rusia y
Canada. Las exportaciones de productos industrializados, estan poco desarrolladas en el
pais, alcanzando el 1,0 % de la produccidn total en el afio 2020, del cual 91 % comprendio
a jugos y un 9% a aceites (MGAP. DIEA, 2021).

La produccién de limén en el pais ocupa una superficie de 2.763 hectareas, con
una produccion de 51.620 toneladas. Las variedades mas plantas en el pais son: Lisbon o
Criollo, Fino 49 y Eureka, siendo la primera la que ocupa la mayor superficie (MGAP.
DIEA, 2021).

2.2. CICLO PRODUCTIVO EN CITRUS

Los citricos son cultivos de hoja perenne, de origen tropical y subtropical,
adaptados a climas templados, en los cuales pueden presentar de 1 a 3 brotaciones anuales.
Presentan brotaciones vegetativas durante el periodo de verano-otofio y brotaciones
reproductivas durante el periodo de primavera. La excepcion la constituye el limon (C.
lim6én Burm), que puede presentar brotaciones vegetativas y reproductivas durante todo el
afio, excepto en el invierno (Gravina, 2014). El ciclo productivo anual en citricos
comprende las etapas de induccion y diferenciacién floral, brotacion y floracion, cuajado
y crecimiento de fruto, maduracién y senescencia de los mismos.



2.2.1. Induccién floral

Se entiende por induccién floral al proceso que involucra la desrepresion de
genes en el meristemo apical de las yemas, las cuales, estimuladas por factores exdgenos
0 enddgenos, promueven los procesos de formacién de estructuras florales (Davenport,
1990). Segun Goldschmidt y Monselise (1970) todas las yemas de los citricos estan
determinadas a ser reproductivas una vez pasada la etapa de juvenilidad, siempre que se
den las condiciones favorables y no existan inhibiciones. En las zonas con inviernos
marcados, este proceso se da durante el periodo otofio-invierno.

La temperatura y el estrés hidrico son los principales factores exdgenos
promotores de la induccion floral. Temperaturas por debajo de 15 °C promueven la
induccioén floral en citricos, favoreciendo el desarrollo de estructuras reproductivas,
observandose una correlacion positiva entre el tiempo de duracion del frio y el nimero de
flores formadas (Lovatt et al., 1988). Las temperaturas inductivas se asocian a los
contenidos hormonales que intervienen en el proceso de floracion. Los arboles sometidos
a bajas temperaturas, presentan bajos niveles de giberelinas (15 °C), produciendo mayor
namero de flores, en relacion a los arboles sometidos a altas temperaturas (30 °C), los
cuales no produjeron flores (Poerwanto y Inoue, 1990). El estrés hidrico promueve la
induccion floral en citricos. Su severidad y duracion provocan una respuesta inductiva
progresiva en el numero de yemas florales, flores e inflorescencias (Nakajima et al. 1993,
Manzi 2011).

La presencia del fruto y su permanencia en la planta, son factores endégenos que
inhiben la induccion floral en citricos. Se ha demostrado que una alta carga de frutos en
plantas citricas, provocan una baja floracion en la primavera siguiente, a partir de la
inhibicion de expresién de genes promotores de la induccion floral (CiFT y SOC) durante
el periodo inductivo, tanto en hojas como en yemas (Mufioz-Fambuena et al., 2011). El
factor enddégeno mas importante en la regulacion de la induccién floral, son las giberelinas
producidas por el fruto. La aplicacion de acido giberélico (GAs) durante el periodo
inductivo en arboles de naranjo dulce ‘Salustiana’, result6 en una reduccion del 72 % de
la floracion con respecto al control y, por el contrario, los arboles tratados con
paclobutrazol (inhibidor de la biosintesis de giberelinas) presentaron un aumento del
123 % en la intensidad de floracion con respecto al control (Mufioz-Fambuena et al.,
2012). Esto confirma el efecto inhibidor importante de las giberelinas sobre el proceso de
induccion floral. Por otro lado, los frutos también inhiben la floracién de forma indirecta,
reprimiendo las brotaciones vegetativas de verano y otofio y por lo tanto reduciendo el
namero de yemas jovenes capaces de inducirse y brotar en la primavera (Verreynne y
Lovatt, 2009).



2.2.2. Brotacion vy floracion

El inicio de la brotacion en el pais se da a fines de agosto, adelantandose dos
semanas en la zona Norte. En los limoneros, a pesar de que la brotacion reproductiva de
primavera es la mas importante, las brotaciones de los flujos de verano también presentan
brotes reproductivos (Gravina, 1999). Los citrus, producen yemas reproductivas en ramas
jévenes del afio, por lo que la renovacion de la madera en los brotes, es de suma
importancia para la produccion (Gravina, 2014).

En citrus se distinguen 5 tipos de brotes, que se clasifican en base a la proporcién
de flores y hojas, estos son: brotes vegetativos, brotes de flor solitaria sin hojas,
inflorescencias de dos o mas flores sin hojas, brotes de flor terminal con hojas y brotes
mixtos con hojas y 2 o mas flores (Gravina, 2014). La proporcion relativa de los distintos
brotes, esta en funcion de la regulacion enddgena de balances hormonales como también
de las reservas de carbohidratos de la planta (Agusti et al., 2002). Segun el mismo autor,
la intensidad de las brotaciones estd condicionada por la carga de frutos de la cosecha
anterior, pero también por el genotipo.

El limonero, al igual que otros citricos presenta dominancia apical, pero en esta
especie es mas marcada, siendo sus flujos de brotacion de menor intensidad que las
mandarinas e hibridos, en los cuales la menor dominancia apical favorece un mayor
numero de yemas brotadas en cada flujo (Gravina, 1999). La brotacién depende también
de factores exdgenos, entre ellos la temperatura del aire y del suelo. Poerwanto y Inoue
(1990) estudiaron el efecto de estos factores en mandarina ‘Satsuma’, donde determinaron
que temperaturas de suelo menores a 15 °C durante el periodo previo a la brotacion,
promovian el aumento de brotaciones vegetativas y reproductivas, disminuyendo
notablemente a temperaturas de suelo mayores a 30 °C en el mismo periodo. También
observaron que plantas sometidas a bajas temperaturas de aire, acompafiadas de altas
temperatura de suelo (15 °C / 30 °C), durante un periodo previo a la brotacion, presentaron
mayores floraciones que las expuestas a las condiciones opuestas (30 °C/ 15 °C aire y
suelo respectivamente), estableciendo que la baja temperatura del aire es mas eficaz
promoviendo la induccion floral, que la baja temperatura del suelo, pero que esta ultima
presenta un efecto directo sobre la brotacion.

2.2.3. Cuajado vy crecimiento de frutos

El crecimiento inicial del fruto comienza a partir del cuajado, el cual se define
desde el punto de vista botanico como el reinicio de crecimiento del ovario,
posteriormente a los procesos de polinizacion y fecundacion o a un estimulo
partenocarpico.



El crecimiento del fruto sigue una curva sigmoide, que consta de 3 fases. La etapa
I, de division celular del ovario, comienza con la antesis y finaliza con el fin de la caida
fisioldgica. Esta etapa es en la cual se define el nimero potencial de frutos que va a
alcanzar la madurez, por lo que cualquier factor que interrumpa el desarrollo normal de
estos, puede generar su abscision. Esta fase es regulada por estimulos hormonales,
principalmente asociados a las giberelinas y citoquininas (Gravina, 2014).

El cuajado de los frutos estd determinado por caracteristicas exdgenas y
enddgenas. Dentro de las endogenas, las caracteristicas varietales, factores nutricionales
y hormonales son los principales reguladores (Borges et al., 2009). El cuajado inicial esta
determinado principalmente por factores hormonales, fundamentalmente los niveles de
giberelinas (GAs), las cuales estimulan la tasa de division celular, favoreciendo la
capacidad fosa de los frutitos y promoviendo su crecimiento y supervivencia (Rivas et al.,
2007). Los factores nutricionales se encuentran referidos principalmente a la
disponibilidad de carbohidratos de la planta; una mayor disponibilidad reduce la abscisién
de frutos, favoreciendo el cuajado final (Iglesias et al., 2003). Los principales factores
exogenos que afectan el cuajado de los frutos, promoviendo el proceso de abscision son,
temperaturas y radiaciones altas y estrés hidrico (Borges et al., 2009).

Finalizada la caida fisiologica, comienza la fase Il de crecimiento del fruto, la
cual esta basada principalmente en la elongacion celular y el llenado de los vesiculas de
jugo ubicados en los loculos. Esta etapa estd regulada hormonalmente por auxinas y
giberelinas y por el aporte de carbohidratos, agua y nutrientes. En esta etapa se alcanza la
mayor parte del tamafio final del fruto (Gravina, 2014).

2.2.4. Maduracion del fruto

La maduracién es la fase I11 del crecimiento del fruto, en la cual éste adquiere las
caracteristicas organolépticas adecuadas para su consumo. Los citricos son frutos no
climatéricos. Cuando su crecimiento activo se enlentece y el metabolismo se modifica, se
dan una serie de cambios fisioldgicos y bioquimicos, que llevan a la obtencion de un
organo adecuado para su consumo. Este proceso es regulado tanto por factores exdgenos
como enddgenos (Iglesias et al. 2007, Gravina 2014).

El fruto citrico es una baya modificada llamada hesperidio, compuesto por dos
regiones morfolégicamente distintas, el pericarpio que comprende a la céscara y el
endocarpio que comprende la parte comestible del fruto, constituida por las semillas y
varios segmentos 0 gajos que contienen las vesiculas de jugo (Gravina, 2014). El
pericarpio se divide en dos partes: el exocarpio o flavedo, que es la porcidn externa de
color y el mesocarpio o albedo que comprende la parte blanca de la cascara.



Durante la maduracion, el fruto alcanza su tamafio maximo y completa su
desarrollo, adquiriendo propiedades fisicas y componentes quimicos, que determinan su
calidad final, como textura, color, firmeza, facilidad de pelado, acidez, contenido de
azucares solubles, aromatizantes y sustancias volatiles (lglesias et al., 2007). La mayor
evidencia de la maduracion externa, es el cambio de color del fruto, el cual es debido a la
conversion de cloroplastos en cromoplastos, que consiste en la disminucion progresiva de
la sintesis de clorofila y aumento en la biosintesis de carotenoides, manifestandose asi el
cambio de coloracion (Gross, 1981). Este proceso es reversible y estd regulado por
factores hormonales, ambientales y nutricionales (Huff, 1983).

Con relacidn a las condiciones ambientales, las bajas temperaturas por debajo de
13 °C promueven el cambio de color de la fruta, promoviendo la degradacion de clorofilas
y sintesis de carotenoides, mientras que las altas temperaturas se encuentran relacionadas
con el reverdecimiento. Tambien se verifico un efecto de la luz sobre la coloracion,
reportandose que frutos situados en el exterior del arbol, presentaban una coloracion mas
intensa (Goldschmidt, 1988). El efecto del contenido de carbohidratos y nutrientes
minerales sobre la coloracion del fruto también ha sido determinado; el contenido de
nitrogeno (N) en la cascara promueve la sintesis de cloroplastos que podria asociarse al
contenido de giberelinas (GAs), mientras que la acumulacién de azlcares, promueve la
formacion de cromoplastos (Huff, 1983). En este sentido, posteriormente se comprob6
que el cambio de color del fruto se asocia a la disminucion en la cascara de GAs activas y
N, y al aumento de los azUcares solubles (Gambetta et al., 2012).

2.2.5. Comportamiento del limonero Lisbon en Uruguay

En la zona Sur del pais, se reporté una intensidad de floracion para esta especie,
menor a 20 flores cada 100 nudos, ubicadas mayoritariamente en brote de tipo flor
solitaria. Esta variedad se caracteriza por presentar varios flujos de brotacién, siendo la
brotacion de primavera la principal, con predominio de brotes reproductivos. Las
brotaciones posteriores son menos intensas, presentandose tanto brotes reproductivos
como vegetativos, encontrandose en la planta superposicion de diferentes estados de
desarrollo de las estructuras. En general presenta elevados porcentajes de cuajado de
frutos (entre 15 %y 27 %). El periodo de cosecha méas importante comprende desde junio
hasta agosto, siendo las cosechas de fin de primavera y verano de menor rendimiento. En
dicho estudio se registrd un rendimiento exportable de 33 toneladas por hectarea en la
cosecha de invierno, con un promedio de 100 kg y 750 frutos por planta (Espino et al.,
2005).



2.3. ACEITES ESENCIALES EN LIMON

Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles, responsables del aroma
de las plantas (Cerruti y Neumayer, 2004). Se pueden obtener de diferentes 6rganos de
una planta, tanto en hojas como raices, flores, semillas y frutos. En las variedades citricas
como el limédn, los aceites esenciales se encuentran predominantemente en la corteza del
fruto, fundamentalmente en el flavedo, donde se encuentran mayoritariamente las
glandulas de aceites (Kealey et al., 1979).

Los aceites citricos se utilizan comercialmente para aromatizar alimentos,
bebidas, perfumes, y medicamentos cosméticos (Babazadeh, 2009). Ademas, presentan
propiedades insecticidas, antimicrobianas y antioxidantes, actuando como barrera toxica
natural contra microorganismos e insectos (Shahidi y Zhong, 2005). EIl principal destino
del aceite de limon es la industria de refrescos, en la que se utiliza para toda una gama de
bebidas carbonatadas. Aproximadamente una cuarta parte del aceite esencial producido
en el mundo, proviene del hemisferio sur, siendo Argentina uno de los mayores
productores, siguiéndole Brasil, Chile y Sudéafrica (Misitano, 2000).

2.3.1 Composicion quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales de citricos son una mezcla compleja de componentes
volatiles, que comprende una variedad de terpenos y sus derivados oxigenados, ademas
de ésteres, alcoholes, cetonas, aldehidos, acidos y residuos no volatiles (Babazadeh 2013,
Ghoorchibeigi et al. 2017). Estos compuestos pueden determinarse a traves de técnicas
de cromatografia liquida (HPLC) y/o de gases (Albaladejo, 1999).

De los compuestos terpénicos, los hidrocarburos son los compuestos
mayoritarios, comprendiendo el 94 % del aceite esencial, siendo el d-limoneno el
principal, con un 60 % - 70 %, junto con B-pineno, que se sitla sobre un 10 % - 13 % y el
y-terpineno en un 9 % - 11 %. En menor proporcion se encuentran los compuestos
oxigenados, siendo los aldehidos los mas representativos, seguidos de ésteres y alcoholes,
alcanzando valores de 2 % - 6 % (Cerruti y Neumayer 2004, Divaio et al. 2010, Argote-
Vega et al. 2017). Estas sustancias quimicas se encuentran en el orden de partes por millon
(Cerruti y Neumayer, 2004). Segun estudios realizados por Sinclair (1984), la
composicion del aceite de limon puede variar en funcion del ambiente, practicas
culturales, genetica, madurez de la fruta y técnicas de procesamiento utilizadas.

La calidad de un aceite esencial se puede calcular a partir de la cantidad de
compuestos oxigenados presentes en el mismo, que consisten principalmente en
alcoholes, aldehidos y esteres como linalol, citral y acetato de linalilo; siendo los aldehidos
los componentes que mas contribuyen al aroma del aceite; su contenido es utilizado como



un indice comercial de calidad en citricos (Sinclair 1984, Kealery y Kinsella 1979,
Kostadinovic¢ et al. 2010).

El citral es un aldehido insaturado formado por dos isomeros (geraniol y neral),
responsable del aroma de la esencia del aceite de limon, utilizada para aromatizar
diferentes productos industriales (Babazadeh , 2009). Por esto, la calidad del aceite de
limon se asocia al contenido total de este aldehido y a su porcentaje en el aceite esencial
de limén (Sinclair, 1984). Lodge et al. (1984), sefialan que el contenido de citral del aceite
de céscara de limon, ronda en un valor medio de 4 % extraido por prensado en frio, similar
a lo establecido por Sinclair (1984), que sefiala valores entre 5 % y 6 %. Por otro lado,
Guo et al. (2018) en base a andlisis de cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC-MS), establecieron valores de 1,88 %.

La cantidad de compuestos oxigenados presentes en el aceite, entre los que se
encuentra el citral, es variable y depende de una serie de factores como portainjertos,
variedad, época del afio y tipo de organo (flor, hoja, cascara y jugo de mandarina,
Babazadeh 2009, 2011a, 2011b).

Segln Babazadeh (2011b), Gok et al. (2015), el método de extraccion utilizado
también puede variar la determinacion de composicion de estos compuestos,
determindndose mayores contenidos de hidrocarburos monoterpénicos (D-limoneno, b-
pineno, y terpineno) cuando se extraen por hidrodestilacion, en comparacion a la
extraccion por prensado en frio. Lo contrario se observo en el contenido de compuestos
oxigenados, con mayores variaciones en aldehidos (principalmente neral y geraniol),
registrando mayor contenido al ser extraidos por el método de prensado en frio. El
contenido de ésteres y alcoholes presentd valores superiores en la extraccion por
hidrodestilacion.

Segln Misitano (2000), el aceite procedente de Uruguay, presenta caracteristicas
muy similares al italiano, sefialando que el aceite uruguayo es de calidad muy consistente,
con alto contenido de aldehidos y rotacién optica.

2.3.2 Contenido v evolucion de aceites esenciales en el fruto

El contenido de aceites esenciales en un fruto puede diferir segin la variedad,
fase de maduracion, tiempo entre cosecha y procesamiento de la fruta, asi como también
con el trato que haya tenido el fruto durante su cosecha y manipulacién (Feliu, 1943). Esto
ultimo esta relacionado con lo dicho por Bartholomew y Sinclair (1946b), los cuales
establecen que una cascara suave y flacida produce menos aceite que una firme, debido a
que la ruptura de los sacos contenedores de aceites es mas ineficiente, por lo que el tiempo
de cosecha y el tiempo transcurrido entre ésta y la extraccion influye en el rendimiento de
aceite, asi como también lo afecta el estado de madurez del fruto.



Kesterson y Braddock (1975), sefialan que existen diferencias entre especies y
variedades en el contenido de aceite en la cascara; las variedades de pomelo, en general
presentan la mitad del contenido de aceite extraido que las variedades de naranjas. En
limoén, las variedades ‘Limoneira’, ‘Lisboa’ y ‘Genova’ presentaron contenidos de aceite
en cascara superiores a ‘Eureka’ (van der Merwe, 2005).

Con respecto al efecto del portainjertos en la composicién de aceites esenciales
en el fruto, existen diferencias entre la literatura. Por un lado Bitters y Scora (1970),
evaluando el efecto de diferentes portainjertos de citricos en naranja Valencia (Citrus
sinensis), no encontraron grandes diferencias en los constituyentes principales. Por otro
lado, van der Merwe (2005), identifico que los contenidos de aceite en cascara de frutos
muestreados de limoén (Citrus limon) injertados en portainjertos poco vigorosos, como
Poncirus trifoliata y citrange Carrizo, eran superiores a aquellos con portainjertos
vigorosos como limén rugoso (Citrus jambhiri Lush).

Bartholomew y Sinclair (1946a), realizaron estudios para determinar el efecto de
la edad de la fruta, tamafio y ambiente, sobre el contenido de aceites esenciales en la
cascara de naranja Washington navel y naranja Valencia en el Sur y centro de California.
Observaron que a medida que la fruta madura y aumenta de tamafio, el rendimiento medio
de aceite por unidad de superficie de céscara mostr6 muy pocos cambios,
independientemente de la madurez y tamafio del fruto, permaneciendo constante durante
el desarrollo del fruto. El rendimiento de aceite por superficie de fruta aumentd durante el
crecimiento del fruto, es decir que los frutos de tamafio grande produjeron mas aceite que
los pequefios, pero cuando los rendimientos se expresan por kilogramo de fruta, el
rendimiento de los frutos pequefios es mayor, debido a que presentan una mayor superficie
por tonelada. Estos resultados coinciden con lo establecido por Felit (1943), que a medida
gue avanza la madurez del fruto, su tamafio aumenta y la superficie de corteza disminuye
en relacion a su peso, causando una disminucién del rendimiento de aceite por tonelada
de fruta. Estableciendo que durante toda la etapa de crecimiento del fruto y maduracion,
el contenido de aceite se encuentra directamente correlacionado con el tamafio de la fruta.

Drescher et al. (1971) estudiaron el contenido de aceites en cascara de limén en
diferentes estados de madurez durante el periodo agosto- diciembre (HN), determinando
gue a medida que aumenta la edad de la fruta, el contenido de aceite en cascara disminuye,
observandose un aumento en las primeras etapas, cuando el fruto presenta coloracion
verde y una disminucion hacia la maduracién cuando el fruto presenta coloracion amarilla.
Esto coincide con lo mencionado por Bain (1957), el cual sefiala que durante la etapa | de
desarrollo del fruto se forman nuevas glandulas de aceite y se expanden, durante la etapa
Il aumentan de tamafio hasta la etapa 11l de desarrollo del fruto, en la cual se detiene el
crecimiento. Las primeras etapas de desarrollo del fruto son las determinantes para la
expansion y desarrollo de las glandulas de aceites.
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Bartholomew y Sinclair (1946a) proponen que una vez que el fruto ha llegado a
su tamafio maximo, el contenido de aceites esenciales pasa a depender de las condiciones
ambientales externas y no del tamafio del fruto.

En lo que refiere a la variacion de los compuestos quimicos durante la evolucién
del fruto de limdn, desde el otofio hacia el invierno (durante la temporada noviembre-
mayo, HN), Cotroneo et al. (1986) determinaron que el contenido de hidrocarburos
terpénicos permanecio constante, pero no ocurrio lo mismo en sus compuestos principales.
Los valores de D-limoneno fueron superiores al inicio de la temporada, disminuyendo
luego y los valores de B-pineno mostraron un comportamiento inverso. Los compuestos
oxigenados presentaron valores que variaron de 3,7 % a 4,6 %, registrando sus valores
minimos hacia el final de la temporada; el citral presentd el mismo comportamiento,
registrandose valores altos al comienzo de temporada y disminuyendo considerablemente
hacia el final. En cambio, Kealey et al. (1979) observaron que, en naranjas, la
concentracion de aldehidos en el aceite aument6 al aumentar la maduracion del fruto.

2.3.3. Factores que influyen en el contenido y composicion de aceites esenciales en el
fruto

Los aceites esenciales en los citricos son una mezcla de compuestos voléatiles con
altos niveles de instauracion siendo generalmente inestables a factores como luz, calor y
humedad (Choi y Sawamura 2002, Di Vaio et al. 2010), generando reacciones oxidativas
causantes de olores y sabores desagradables (Sinclair, 1984).

Van der Merwe (2005) reporté que la posicion del fruto en el arbol afecta el
contenido de aceite en la corteza de limén 'Eureka’, siendo mayor en los frutos que se
encontraban en el exterior de la copa con respecto a aquellos ubicados en posiciones
sombreadas o semi-sombreadas o al interior del arbol, sefialando un efecto positivo entre
la exposicidon de los frutos a la luz directa y su contenido de aceite en cascara.

Estudios nacionales, realizados por Dellacassa et al. (1994, 1997), determinaron
que las condiciones meteorologicas, influyen en la composicion de aceites. Los autores
evaluaron tres temporadas correspondientes a los afios 1992, 1993 y 1995, comparando
ademas dos zonas del pais, Norte y Sur. Estudiaron en primera instancia la composicién
de las temporadas 1992 y 1993, reportando que los frutos de arboles ubicados en la zona
Sur, presentaron un mayor contenido de compuestos oxigenados y un menor contenido de
hidrocarburos con respecto a aquellos de la zona Norte para cada temporada de
produccién. Los aceites extraidos durante la temporada 1993 presentaron un contenido
medio mas alto de compuestos oxigenados que los producidos durante 1992. Estas
diferencias pueden deberse a las condiciones meteoroldgicas sufridas en las dos
temporadas, indicando que el invierno de la temporada 1992 fue altamente Iluvioso y con
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temperaturas invernales mas bajas con relacion a la temporada 1993. Para la temporada
1995, en comparacion a las temporadas previas, la composicion cuantitativa de los aceites
del Norte fue muy similar, mientras que los frutos ubicados en la zona Sur en comparacién
al afio 1993 presentaron un menor contenido de compuestos oxigenados, pero un
contenido mayor de hidrocarburos y monoterpenos. En comparacion a los aceites de 1992,
los aceites de 1995 mostraron un contenido ligeramente inferior de hidrocarburos y
monoterpenos y superior de compuestos oxigenados. En cambio, en comparacion al afio
1993, el contenido de hidrocarburos, monoterpenos y compuestos oxigenados fue similar,
mientras que el contenido de ésteres y alcoholes fue superior. Los autores sefialan que las
diferencias encontradas en la composicion de los aceites entre temporadas, pueden deberse
a las condiciones meteorologicas sufridas en estos afios; permitiendo establecer que
inviernos muy lluviosos y con temperaturas mas bajas el contenido de compuestos
oxigenados es menor y el de hidrocarburos y monoterpenos mayor.

En estudios realizados por van der Merwe (2005), evaluando varias regiones de
Sudéfrica, se determiné que el contenido de aceite era mayor en las muestras provenientes
de regiones que presentaban climas aridos (secos y calientes), relacionandolo de forma
positiva con la acumulacién de unidades de calor creciente. Este autor también evalué el
efecto de hormonas promotoras e inhibidoras de crecimiento, aplicadas en limoneros en
diferentes épocas y concentraciones. Observo que, aplicaciones de giberelinas sintéticas,
citoguininas y auxinas, no presentaron un efecto en el contenido de aceite en la cascara,
mientras que la aplicacion de Etefon (promotor de la sintesis de etileno), disminuyod el
contenido de aceite, cuando se aplico 8 semanas antes de cosecha.

2.4. METODOS DE EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales se pueden extraer por diferentes métodos: mecanico de
prensado en frio o métodos de destilacion e hidrodestilacion (Sinclair 1984, Cerruti y
Neumayer 2004). El método mas convencional es el mecénico de prensado en frio, aunque
también se utilizan los métodos de destilacion por arrastre de vapor o agua (Danila et al.,
2018).

Los métodos mecéanicos obtienen el aceite por presion o abrasiéon sobre la
cascara, provocando la ruptura de las glandulas de aceite, expulsando el aceite y siendo
retenido por aspersiones de agua, formando una emulsion de aceite-agua. Las aspersiones
de agua hidratan las células esponjosas del flavedo y albedo adyacentes a las glandulas de
aceites, evitando asi la absorcion del aceite liberado por esos tejidos (Sinclair, 1984). Las
aspersiones de agua, aumentan la presion osmaética de las células circulantes, generando
un aumento de la presion osmotica de las glandulas. Consecuentemente, la cantidad de
aceite liberado al romperse el flavedo, esta relacionado con el nivel de turgencia de la fruta
(Cerruti y Neumayer, 2004). Todos los métodos de extraccion de aceites de citricos
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rompen o escarifican las glandulas de aceite, recogiéndolo en el menor tiempo posible
para evitar que sea absorbido por el albedo esponjoso.

Kesterson y Hendrickson (1958), Gok et al. (2015) han identificado ciertas
desventajas en el producto obtenido segun el método de extraccion utilizado,
estableciendo que temperaturas elevadas y un tiempo de extraccion largo por
hidrodestilacion, pueden causar modificaciones quimicas de los compuestos del aceite y
pérdida de componentes mas volatiles. En el método de extraccion por prensado en frio,
una vez extraido el aceite, el mismo se centrifuga con agua, permitiendo la entrada de
oxigeno en el mismo, lo que favorece los procesos de oxidacion e hidrdlisis, generando
disminucion de compuestos oxigenados, principalmente aldehidos y alcoholes, alterando
la calidad del aceite (Cerruti y Neumayer, 2004).

2.4.1. Método de Clevenger

El método Clevenger es un método de hidrodestilacion, utilizando un aparato tipo
clevenger. El material a extraer estd completamente sumergido en agua, es calentado hasta
ebullicién por medio de fuego directo o a través de otro método de calefaccion. El aceite
extraido es arrastrado con el vapor hacia un condensador o refrigerante; al final de éste se
ubica una trampa Clevenger, que va separando el aceite del agua condensada, facilitando
la correcta extraccion y determinacion del mismo (Clevenger 1928, UNAM 2014).

Unas de las caracteristicas principales de este método, es el contacto directo que
existe entre el agua de ebullicion y el material, este Gltimo permanece bien disperso en el
agua, debido al movimiento generado por la ebullicion, lo que permite que no se deposite
en el fondo (Chévez et al., 2014).

2.4.2. Método de Scott

El método Scott, es un método desarrollado por Scott y Veldhuis (1966), el cual
implica la estimacién del contenido de aceite en citricos con bromo, a partir de la
combinacidn cuantitativa en solucién acida de d- limoneno. El método consiste en agregar
isopropanol a la mezcla a la cual se le quiere estimar el contenido de aceite, posteriormente
se destila y a la muestra destilada se acidifica con HCL, para luego ser titulada con una
solucion de bromato de potasio, y estimado el valor final a partir de la desaparicion del
color del indicador de naranja de metilo. La medicion del d-limoneno como una
representacion del contenido de aceite se ha convertido en un valor estandar en la industria
(Kimball, 1999).
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2.5. HIPOTESIS
Con estos antecedentes se plantean las siguientes hipotesis.

H1) La concentracion de aceites esenciales, se modifica con el tamafio del fruto
y durante la fase de maduracion del mismo

H2) El contenido total de aceites esenciales por arbol aumenta durante la época
de cosecha
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3. MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en el departamento de San José, préximo a la
localidad de Kiyu, en la quinta no. 7 de la empresa San Miguel Global (Figura 1).

©2020/Google
Image © 2020 CNES!/ Airbus:

Google Earth

Figura 1. Localizacion de la parcela del experimento (cuadrante rojo), ubicada en la
localidad de Kiyu, San José

3.1 MATERIAL VEGETAL

Para la realizacién del trabajo se seleccionaron arboles adultos de limén “criollo’
o tipo ‘Lisbon’(Citrus limén Burm.), injertados sobre Poncirus trifoliata (L) Raf.,
plantados en el afio 2010 con un marco de plantacion de 6,5 m x 3 m. Se seleccionaron
28 arboles homogéneos en cuanto a tamafio y carga de frutos y considerando el estado
sanitario en el que se encontraban, descartandose aquellos que presentaban importantes
dafos causados por taladro (Diploschema rotundicolle Audinet-Serville).

3.2 DISENO EXPERIMENTAL

En este experimento se evaluaron dos factores, fecha de cosecha y estrato de
tamario de frutos. El disefio experimental fue completamente al azar en parcelas divididas
donde la ‘Fecha de cosecha’ fue el factor aplicado a la parcela grande. Las unidades
experimentales correspondientes a la parcela grande fueron los arboles. El factor
correspondiente a la parcela menor fue el ‘Estrato de tamafio’ de frutos.
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3.3 EVALUACIONES REALIZADAS A CAMPO

Para evaluar el efecto de los dos factores, en el contenido de aceites esenciales,
se realizaron 7 fechas de cosecha (23/04, 15/05, 12/06, 3/07, 24/07, 14/08, 4/09), en las
que se evaluaron 4 estratos de tamario de frutos (diametro ecuatorial entre 40-55 mm, 55-
60 mm, 60-65 mm y > 65 mm).

En cada fecha de cosecha se cosecharon 4 arboles, se midi6 el didmetro ecuatorial
de todos los frutos para clasificarlos en los 4 estratos de tamafio y se contabiliz6 el nimero
y peso de frutos por estrato de tamafio por arbol. Adicionalmente se cuantifico el nUmero
de frutos de cada estrato correspondiente a cada categoria de color, utilizando la cartilla
de color para limoén (Figura 2).

Figura 2. Cartilla de color de cosecha para limon

En cada fecha de cosecha se muestrearon 15-20 kg de fruta por estrato y por arbol
para la extraccion de aceites esenciales por los métodos de Clevenger y Scott.
Adicionalmente, se utilizd6 una muestra de 15 frutos para la medicién del color con
colorimetro digital, el diametro ecuatorial, grosor de cascara y realizar el analisis de
calidad interna (porcentaje de jugo, solidos solubles y acidez titulable).

Durante todo el experimento se registr6 en forma horaria la humedad relativa y
temperatura mediante el uso de 2 sensores (I-button, Higrochron) ubicados en la copa de
los arboles distribuidos en diferentes sectores del cuadro.
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Adicionalmente, se obtuvo el aporte de fertilizantes y riego realizado en el cuadro
y el registro de las precipitaciones durante todo el periodo. Para el periodo setiembre a
diciembre de 2018 (fase | de crecimiento del fruto) se registrd una aplicacion de 145
unidades de nitrogeno (kg hal), 47 y 42 unidades de K20 y P.Os, respectivamente. Desde
enero hasta mediados de abril, que implicé la fase 11 de crecimiento del fruto y comienzo
de fase IlI, se aplico un total de 57 unidades de nitrogeno y 135 unidades de K20, no se
aplicé P,Os durante este periodo. Durante el desarrollo y final de la fase 11, que implico
el periodo de mayo a setiembre del 2019, abarcando la mayoria de las fechas de cosecha
evaluadas, no se realizaron aplicaciones de fertilizantes.

El riego equivalente en mm y las precipitaciones registradas en el cuadro durante
la primera fase de crecimiento del fruto, fueron respectivamente 57,8 mm y 401 mm.
Durante el periodo de enero a abril, se regd 54 mm vy las precipitaciones fueron de 213
mm. Durante la fase Il de crecimiento del fruto (de mayo a setiembre) no se regd y se
registré un nivel de precipitaciones de 316 mm.

3.4 EVALUACIONES REALIZADAS EN LABORATORIO

3.4.1 Contenido de aceites esenciales en fruta

En cada estrato de tamafio de frutos y fecha de cosecha se determind la
concentracion de aceites por medio de dos métodos de extraccién. Los métodos de
extraccion utilizados fueron método de hidrodestilacion tipo Clevenger y el método Scott,
utilizando la metodologia descrita por Redd et al. (1986), Kimball (1999). Para la
determinacion por ambos métodos se utilizé la muestra de 15kg-20kg de cada estrato de
tamarfio, de la cual se extrajo una muestra de 3kg, la misma se licu6 con 3kg agua durante
10 minutos hasta obtener una masa homogénea.

3.4.1.1 Procedimiento de determinacion del contenido de aceite en fruta por método
Clevenger

Se colocaron 200 g de la muestra licuada en un balén de fondo redondo de 2 I,
agregandole a continuaciéon 200 g de agua. Luego se le aplico 1ml de silicona
antiespumante. Se armd el equipo de destilacion y se dejo destilar durante 50 minutos
desde la ebullicidn. Se esperé 10 minutos para realizar la lectura luego del descenso de la
temperatura del sistema. Para el calculo de la concentracion de aceites se utilizo el valor
0,853 como densidad de aceite de limdn. Los resultados se expresaron en g de aceite por
kg de fruta.

Lectura (ml)*densidad de aceite*2*1000

Peso de muestra (Q)
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Figura 3. Destilador utilizado para la determinacion de aceites por el método Clevenger

3.4.1.2 Procedimiento de determinacion del contenido de aceite en fruta por método Scott

Se colocaron 13 g de muestra licuada en un balon de 250 ml, se le agreg6 50 ml
de alcohol isopropilico (1:1) medidos con probeta para poner a destilar. Se le aplicaron 2
a 3 gotas de antiespumante.

Una vez realizados los pasos mencionados anteriormente, se paso a armar el
aparato de destilacion como se muestra en la Figura 4, posteriormente se encendio la
fuente de calor y la corriente de agua.

Una vez finalizado el proceso de destilacion, se recogié 50 ml del destilado en
un matraz de Erlenmeyer, se agreg6 10 ml de HCL (1:2) y 3 gotas del indicador anaranjado
de metilo. Posteriormente se titul6 con solucion de bromuro/bromato (0,1 N) hasta
desaparicion de color.
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Por ultimo, se realizo un blanco, colocando 50 ml de alcohol isopropilico (1:1)
en un balon de destilacion y se repitieron los pasos mencionados anteriormente.

(ml gasto - ml blanco) x N Br-/Bro3- x 0,0404 x 0,853 x 2 x 1000

Pm
0,0404= relacion estequiométrica del d-limoneno neutralizado por Br-/BrOs’
0,853= densidad del aceite de limon
1000= para expresar el resultado en toneladas

2= factor de dilucion

Pm= peso de la muestra

Figura 4. Destilador utilizado para la determinacion de aceites por el método Scott
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3.4.2 Calidad interna

Se utilizé6 una muestra de 15 frutos por estrato en cada tratamiento para
determinar los parametros de calidad interna: acidez titulable (%), porcentaje de jugo y
solidos solubles totales (° Brix). La acidez se calculd en base a una titulacion con NaOH
con normalidad 0,1, utilizando como reactivo tres gotas de fenolftaleina, en 2 ml de jugo
y los s6lidos solubles totales con un refractometro manual (B&C 30103).

3.4.3 Color colorimetro y cartilla de color

Se midieron 15 frutos por fecha de cosecha con un colorimetro (PCE-TCR 200),
se tomaron dos medidas en la zona ecuatorial del fruto. EI colorimetro permite obtener 3
variables importantes en la determinacion del color, estas son la luminosidad (L), el
angulo de tono o hue y la saturacién o croma, estos ultimos se calculan a partir de los
datos que arroja el colorimetro (variables a y b). La variable a indica la evolucién de rojo
averde y la variable b, de azul a amarillo, a través del sistema CIE Lab, Se calculé ademas
el indice de color para citricos, propuesto por Jiménez-Cuesta et al. (1981) los cuales
relacionan los tres parametros ICC: [(ax1000):(Lxb)]. A los mismos frutos se les
determing el color utilizando la cartilla de color comercial (Figura 2), clasificAndolos en
8 categorias.

Figura 5. Medicion de color con colorimetro (PCE-TCR 200)
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3.4.4 Diametro de frutos y grosor de céscara

A los 15 frutos muestreados por estrato y fecha de cosecha también se les
determind con calibre digital (Mytutoyo) el diametro ecuatorial y el grosor de la cascara.

3.5 MODELO ESTADISTICO Y ANALISIS ESTADISTICO
El modelo estadistico utilizado fue:
Yijk= p+ Ai+ Sik+ Bj+ (AB)ij+ eijk
Yijk: valor de la caracteristica en estudio
w: media general
Ai: el efecto del tratamiento i sobre la parcela grande
dik: el error sobre la parcela grande
Bj: el efecto del subtratamiento j dentro de la parcela grande.
(AB)ij: interaccion entre el tratamiento i y el subtratamiento k

eijk: el error sobre la parcela chica

i:1,2,3,4,5,6,7(Fecha de cosecha) (a)
j: 1,2,3,4 (Estrato de tamafio) (b)
k: 1.2.3.4 (Repeticiones) (r)

01k VsAsIsID N(0; 62€a) condiciones de parcela grande
eljkVsAsIsID N(0; 62eb) condiciones de parcela chica

Las variables continuas se analizaron a través del modelo lineal general ANAVA,
contemplando el modelo de parcelas divididas. Las variables analizadas a nivel de arbol
fueron numero de frutos y rendimiento (kg) por estrato de tamafio y por arbol, y las
analizadas a nivel de frutos fueron contenido de aceite (g/kg fruto), diametro ecuatorial
del fruto, color, grosor de cascara, solidos solubles, acidez.
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La separacion de medias se realizo por prueba Tukey (p < 0,05), excepto para la
determinacion de color por cartilla, que se realizé a través de pruebas de diferencia de
proporciones, inferencia basada en dos muestras.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RENDIMIENTO

El rendimiento promedio por arbol se ubico entre 119 kg y 177 kg en las siete
fechas evaluadas (Cuadro 1). El tamafio de los frutos fue aumentando desde la cosecha de
abril hasta la de setiembre (Figura 6), observandose una disminucion del porcentaje de
frutos menores a 55 mm, de 22 % de los kg correspondientes a dicho estrato de tamario en
la primera fecha (23/04) a menos del 10 % a partir de la tercera fecha (12/06). Por el
contrario, se observo un incremento del porcentaje de kg correspondientes a los frutos en
el estrato superior (> 65 mm), representando el 24 % en la primera fecha de cosecha y mas
del 60 % en la tercera fecha, llegando a un 76-77 % en las Ultimas fechas de cosecha
(14/08).

Cuadro 1. Rendimiento promedio por arbol (kg) en cada fecha de cosecha

Fecha de cosecha Rendimiento por arbol (kg)
1 23/04/2019 123,94 a
2 15/05/2019 118,62 a
3 12/06/2019 146,86 a
4 03/07/2019 120,67 a
5 24/07/2019 165,11 a
6 14/08/2019 177,3 a
7 04/09/2019 158,07 a

Sin diferencias significativas (P<0,05).
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Figura 6. Evolucion del porcentaje de frutos por arbol (p/p) correspondiente a cada estrato
de tamafio durante el periodo de cosecha (23/04/2019 al 04/09/2019)

4.2. ACEITES ESENCIALES

La concentracion de aceites esenciales determinada por los métodos de Scott y
Clevenger fue similar, siendo superior con el segundo debido al tipo de determinacion. En
ambos casos, la evolucidn de aceites presentd una tendencia descendente a lo largo de las
fechas evaluadas. En las dos primeras fechas la concentracion no presenté variaciones, sin
embargo, se redujo significativamente a partir de la tercera. Esta reduccion fue muy
notoria en los frutos del estrato de menor tamafio (40-55 mm), menos importante, pero
manteniendo la significancia estadistica, en los dos estratos siguientes (55-60 mm y 60-
65 mm), y mas leve en los frutos mayores a 65 mm de diametro (Figura 7).

Al inicio del experimento (fechas 1y 2), la concentracion de aceites se relaciond
en forma inversa con el tamafio de los frutos, siendo estadisticamente diferente en cada
uno de los estratos cuando se determino por el método Scott. En la determinacién por el
método Clevenger, se mantuvo la diferencia entre los frutos de mayor y menor tamafio,
pero la concentracion de aceites en los frutos de los dos estratos intermedios no presento
diferencias significativas. A partir de la tercera fecha de muestreo, en todos los casos las
diferencias entre los estratos intermedios se fueron perdiendo. Sin embargo, desde el inicio
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hasta el final del experimento, la concentracidn de aceites de los frutos de menor tamafio
fue superior a la de los de mayor tamafo. Este resultado difiere de lo establecido por
Bartholomew vy Sinclair (1946a), los cuales hallaron que el rendimiento medio de aceite
por unidad de superficie permanecia constante durante todo el desarrollo del fruto,
independientemente del tamafio y maduracion del mismo.
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Letras minusculas indican diferencias significativas (P<0,05) entre fechas para cada estrato de tamafio.
Letras mayusculas indican diferencias significativas entre estratos de tamafio para una misma fecha.

Figura 7. Evolucién de la concentracion de aceites esenciales (g kg materia fresca) en
cada estrato de tamafio, determinada por el método de Scott (A) y por el método
Clevenger (B)

El contenido total de aceites esenciales por arbol, determinado por ambos
métodos, considerando la concentracién promedio de aceites esenciales en cada estrato de
tamano y los kilogramos de fruta correspondientes al estrato en cada arbol, se mantuvo
practicamente constante. Se observé una leve disminucion en la fecha 4, aunque no
significativa, probablemente debido a la leve reduccion del rendimiento promedio por
arbol (Cuadro 1y Figura 8). La magnitud de aceites esenciales por arbol proveniente del
estrato de mayor tamario se incrementd con el tiempo, debido al incremento del nimero
de frutos en esta categoria, con minimas variaciones en la concentracion de aceites
(Figuras 6 y 7). Este estrato de tamafio es el que aporta la mayor proporcion de aceites
esenciales por arbol a partir de la tercera fecha de cosecha (12 de junio). Estos resultados
coincidieron con lo establecido por los autores Bartholomew y Sinclair (1946a), quienes
determinaron, que el rendimiento de aceite por superficie de fruto aumenta durante el
crecimiento del mismo, presentando los frutos de mayor tamafio una mayor cantidad de
aceite. Por otro lado, Cerruti y Neumayer (2004), establecieron que ademas de la
correlacion directa del contenido de aceites con el tamafio del fruto, también influye el
estado de madurez; en etapas muy avanzadas de madurez donde la cascara del fruto se
torna blanda, los rendimientos de aceite son menores, debido a que la ruptura de los sacos
de aceite es mas dificil. Esta disminucion en el rendimiento debido a la madurez del fruto,
se vio reflejada en la dltima fecha evaluada, la cual presentd una tendencia a valores
menores de rendimiento de aceite comparado a las fechas anteriores (Figura 8, Cuadro 1).
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Letras diferentes para una misma categoria (estrato o total) indican diferencias significativas (P<0,05).
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Figura 8. Evolucion del contenido de aceites esenciales por arbol, total y proveniente de
cada estrato de tamafio de frutos (g arbol™), determinado por el método Scott (A) y por
el método Clevenger (B)

4.3. COLOR

Para todos los estratos de tamarfio, en las dos primeras fechas de cosecha, la
mayoria de los frutos se encontraba entre las categorias 5y 8 de la cartilla de color (Figura
9). A partir de la tercera fecha (12 de junio) el numero de frutos con el color
correspondiente a las categorias 6 y 7 fue disminuyendo de forma significativa, y por el
contrario fue aumentando significativamente el nimero de frutos con coloraciéon 1y 2. En
la tercera y cuarta fecha la mayor proporcién de frutos se ubico entre las categorias 2 y 4
y a partir de la quinta fecha (23/07) la mayoria de los frutos se encontraba en las dos
categorias de mayor coloracion (1y 2). En los frutos del estrato de menor tamafio (40-55
mm), en las dos primeras fechas la distribucion en las categorias de color fue muy similar,
predominando en ambos casos los frutos de color verde (Figura9 A). A partir de la tercera
fecha, comienza el cambio de color en los frutos de este estrato, coincidiendo con la
disminucion de la concentracion de aceites esenciales (Figuras 7 y 10).

En el estrato de frutos de mayor didmetro, desde las primeras fechas de cosecha
existié una pequefia proporcién de frutos con coloracion correspondiente a las categorias
1y 2, que fue aumentando de forma significativa a medida que avanzaba la estacion. En
este estrato de tamafio, la disminucion de frutos con el color correspondiente a las
categorias 6 y 7, conjuntamente con el aumento de la proporcion de frutos en las categorias
1y 2 fue més notoria que en los demas estratos. En las dos ultimas fechas de cosecha (14
de agosto y 4 de setiembre) méas del 85 % de los frutos alcanzé dicha coloracion (Figura
9 D). A su vez los frutos de este estrato de tamafio presentaron desde el inicio menor
concentracion de aceites esenciales, pudiendo relacionarse al estado de madurez mas
avanzado, en comparacién con los frutos de los otros estratos de tamafio. Estos resultados
pueden explicarse porque en la fase Il de maduracion del fruto, las glandulas de aceite
dejan de crecer y ademas a la menor eficiencia en la extraccion de aceite, debido a una
dificultad en la ruptura de las glandulas de aceite a medida que el fruto avanza en su etapa
de madurez (Cerruti y Neumayer, 2004).
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Figura 9. Evolucidn de la proporcion de frutos en cada categoria de color segun fecha de
cosecha, para frutos correspondientes al estrato de tamafio 40-55 mm (A), 55-60 mm (B),
60-65 mm (C) y >65 mm (D)

La evolucion del indice de color para citricos (ICC), determinado a partir de las
mediciones de las variables L, a y b del sistema CIE Lab, confirmd los resultados
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obtenidos con clasificacion cualitativa utilizando la cartilla comercial de color (Figura 10).
Los valores comprendidos entre -7 y 0 indican la evolucion del color de céascara de verde
a inicio de color amarillo. EI cambio de color determinado a partir de la tercera fecha se
observa mayoritariamente en los estratos de mayor tamafio. En las fechas finales de
evaluacion, se determinaron valores superiores a 0, reflejando el color amarillo de la
mayoria de los frutos de dicho estrato de tamafo. Por el contrario, el promedio de color
de los frutos de menor tamafio no logré llegar al valor 0. La coloracion se relaciono
inversamente a la concentracion de aceites esenciales en la cascara de los frutos con una
disminucion significativa a partir de la tercera fecha (Figura 7). Este resultado coincide
con Drescher et al. (1971), que determinaron que el contenido de aceite aumenta en las
primeras etapas del crecimiento, cuando el fruto presenta coloracion verde y disminuye
con la edad del fruto hacia la maduracion, cuando presenta coloracion amarilla.
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Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) entre fechas para cada estrato de
tamafio. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre estratos de tamafio para una
misma fecha.

Figura 10. Evolucion del indice de color [(ax1000):(Lxb)] de cada categoria de estrato de
tamafo (mm) durante las fechas evaluada
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4.4. GROSOR DE CASCARA

Durante todo el periodo evaluado los frutos del estrato de mayor tamafio (> 65
mm) presentaron significativamente mayor grosor de cascara que los frutos de los demés
tamanos evaluados (Figura 11). Entre la cuarta y sexta fecha esta diferencia se incremento.
Para el caso de los frutos correspondientes a los estratos 55-60 mm y 60-65 mm, el grosor
de cascara permanecié practicamente constante durante todo el periodo, a diferencia de
los frutos del estrato 40-55 mm, que al inicio present6 significativamente el menor grosor
de céscara y en la ultima fecha se observé un aumento significativo. Considerando la
concentracion de aceites esenciales y la evolucion de grosor de céscara de frutos
correspondientes a los diferentes estratos de tamafio, no se encontrd asociacion entre estas
dos variables.
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Letras mintisculas diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) entre fechas para cada estrato de
tamafio. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre estratos de tamafio para una
misma fecha.

Figura 11. Evolucion de grosor de cascara de frutos (mm) por estrato de tamafio durante
el periodo de cosecha
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4.5. CALIDAD INTERNA

En términos generales, no se encontraron diferencias importantes en las variables
de calidad interna (Cuadro 2). Se destaca el bajo porcentaje de jugo, especialmente en las
primeras fechas de cosecha y en los estratos de tamafios menores. En ninguno de los casos
se alcanzo el 40 % de jugo, valorado a nivel comercial. Los sélidos solubles totales y la
acidez, se encontraron dentro de rangos normales para limon y no presentaron variaciones
importantes entre fechas o estratos de tamario.

Cuadro 2. Calidad interna de frutos de limén segun estrato de tamarfio de frutos en las 7 fechas
de cosechas

Acidez
Fecha de Estrato de Solidos solubles titulable Jugo
cosecha tamario (mm) totales (°Brix) (%) (% p/p)

1 23/04/2019 40-55 7a 7a 24 a
55-60 7a 7a 26 a

60-65 7a 7a 26 a

>65 7a 7a 26 a

2 15/05/2019 40-55 8a 8a 24 a
55-60 7a 7b 28 a

60-65 8a 7b 29 a

>65 8a 7b 29 a

3 12/06/2019 40-55 7a 6a 25¢
55-60 7a 6a 30 abc

60-65 7a 6a 32a

>65 7a 6a 31 ab

4 03/07/2019 40-55 8a 6a 29a
55-60 8a 6a 30a

60-65 8a 6a 3la

>65 8a 6a 28 a

5 24/07/2019 40-55 7a 6a 32a
55-60 8a 6a 30a

60-65 7a 6a 32a

>65 8a 6a 30a

6 14/08/2019 40-55 7a 5a 23 b
55-60 7a 6a 28 ab

60-65 7a 6a 3la

>65 7a 6a 3la
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7 04/09/2019 40-55 82 6a 3la

55-60 7 ab 6a 30a
60-65 7 ab 6a 33a
>65 7b 6a 32a

Letras diferentes en una misma fecha indican diferencias significativas (P<0,05) entre estratos de tamafio.

4.6. CONDICIONES AMBIENTALES

La temperatura registrada se encontrd por debajo de 30 °C durante todo el periodo
de evaluacién (Figura 12 A). En los 10 dias previos a la primera cosecha, la temperatura
vario entre 5y 30 °C, rango que fue disminuyendo gradualmente hasta la cuarta cosecha,
en la que en los dias previos se encontro entre — 1 y 21 °C; posteriormente se fue
incrementando levemente hasta la Gltima fecha de cosecha, en la que la temperatura de los
dias previos vario entre 1y 25 °C.

La humedad relativa permanecié la mayor parte del tiempo por encima de 60 %,
aunque se registraron periodos, fundamentalmente al inicio del experimento (primera y
segunda fecha de cosecha) y al final (Gltima fecha de cosecha), en los que estuvo gran
parte del dia entre 40 % y 60 % (Figura 12 B).

Estudios nacionales realizados por Dellacassa et al. (1994, 1997), determinaron
que las condiciones meteoroldgicas, influyen en la composicion de aceites. En el presente
trabajo no se planteo el objetivo de evaluar el efecto de las variables ambientales en la
produccidn de aceites, pero se registraron ambas variables. La evolucién de la temperatura
y de la humedad durante las fechas evaluadas, se consideraron dentro de las condiciones
tipicas de clima templado que caracterizan al pais. No se presentaron fluctuaciones de
estos parametros que se puedan relacionar de forma directa con los rendimientos de aceite
obtenidos. Las precipitaciones registradas durante la fase | de crecimiento del fruto
promediaron los 100 mm por mes, lo que ascendié a 115 mm con el riego complementario.
Durante la fase |1, la suma de las precipitaciones y el riego promedié 67 mm mensuales,
debido a menores valores desde febrero a abril. A partir mayo -fase 111 de crecimiento del
fruto- y hasta la ultima cosecha, no se efectud riego, registrandose en promedio 80 mm
mensuales de precipitaciones. En un estudio realizado por van der Merwe (2005) en limon
‘Eureka’ en diferentes regiones de Sudafrica, se determin6 que el contenido de aceite era
mayor en muestras provenientes de regiones aridas (secas y calientes), relacionado de
forma positiva con la acumulacion de unidades de calor. En este caso, las temperaturas
maximas a las cuales se llego, fueron por periodos cortos, no permitiendo establecer una
relacion causa-efecto con los contenidos de aceite extraidos. La reduccion de la
concentracion de aceites a partir de la tercera fecha de cosecha, coincide con la
disminucion de la temperatura, que a su vez desencadena el cambio de color de los frutos
citricos (Mitalo et al., 2020). Sobre el final del experimento, cuando las temperaturas se
incrementan, la concentracion no aumenta.
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Figura 12. (A) temperatura diaria (°C) y (B) humedad relativa diaria (%) registrada en la
copa de los arboles durante el periodo de evaluacion

En sintesis, la concentracion de aceites esenciales disminuy6 fundamentalmente
a partir de mediados de junio, asociado al cambio de color de los frutos. Los frutos de
mayor tamafo presentaron menor concentracion de aceites esenciales desde el inicio y
ésta se mantuvo préacticamente constante. Sin embargo, el contenido de aceites obtenido
por arbol permanecio practicamente estable desde el inicio hasta el final del experimento,
dado que las diferencias en la concentracion se compensaron con el incremento en el
tamarfio de los frutos. Con estos resultados fue posible aprobar las dos primeras hipotesis
planteadas, relacionadas al efecto del tamafio y maduracién del fruto en la concentracién
de aceites esenciales y rechazar la tercera, que sefialaba el aumento del contenido total de
aceites esenciales por arbol durante el periodo en estudio.

La primera hipétesis sefialaba el efecto del tamafio del fruto, hipdtesis que se
comprobd ya que se observd que los frutos de menor tamafio (calibres de 45-55mm)
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presentaron durante todo el periodo de estudio, una mayor concentracion de aceites
esenciales con respecto a los demas calibres evaluados.
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5. CONCLUSIONES

. El tamafio del fruto afectd negativamente la concentracion de
aceites esenciales, siendo mayor en los de menor tamafio, durante todo el periodo
de estudio.

. El cambio de color, que determina el avance en la fase de
maduracion del fruto, mostrd un efecto negativo en la concentracion de aceites
esenciales.

. El contenido de aceites esenciales por arbol no presentd diferencias
significativas entre las fechas evaluadas, debido a que el incremento de frutos de
mayor tamafio, que presentan menor concentracion de aceites esenciales, fue
compensado por el rendimiento, permitiendo establecer un amplio periodo de
cosecha sin disminuciones en el rendimiento en aceite por arbol.
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6. RESUMEN

La produccidn citricola es el principal rubro hortifruticola del pais, destacandose las
mandarinas, naranjas y limones como especies prioritarias. Dentro de esta Gltima, el limén
Criollo o tipo Lisbon es una de las variedades mas plantadas. La produccion de limones
se destina al consumo en fresco o a la industria y dentro de ésta, se destaca la produccion
de aceites esenciales. El aceite esencial de limén es el mas conocido y difundido, y ha
logrado un interés y comercializacion creciente en los ulitmos afios. Existen muy pocos
trabajos nacionales sobre la proporcion y contenido de aceites esenciales en variedades
citricas, como también sobre las condiciones internas del cultivo (estado de desarrollo del
fruto, genotipo, portainjerto) y externas (condiciones climéticas, métodos de extraccion,
entre otras) que inciden en su contenido. A nivel productivo es necesario determinar el
estado de desarrollo del fruto que permita el mayor rendimiento en aceites esenciales por
arbol, para poder definir el periodo 6ptimo de cosecha. Ante la falta de esta informacion
en el pais, se propuso la realizacion del presente trabajo, con los siguientes objetivos: 1)
Determinar la concentracion de aceites esenciales en frutos de limon Lisbon desde fines
de la fase Il y durante la fase Ill de crecimiento del fruto, 2) Determinar el efecto del
tamarfio del fruto en la concentracion de aceites esenciales, 3) Determinar el efecto de la
maduracion del fruto en la concentracion de aceites esenciales y 4) Establecer el periodo
de cosecha que favorezca el mayor rendimiento de aceites esenciales por arbol. Para esto
se evalud el efecto de dos factores, fecha de cosecha y tamafio de frutos, en el contenido
de aceites esenciales. Se evaluaron 7 fechas de cosecha desde 23/4 hasta 04/9, en las que
se determind la concentracion de aceites esenciales en 4 rangos de tamafio de frutos. Los
métodos de extraccion utilizados fueron Scott y Clevenger. Adicionalmente se contabiliz6
el nimero y peso de frutos por estrato de tamafio por arbol y en una muestra de 15 frutos
por estrato se determind el color con colorimetro digital y cartilla comercial en cada una
de las fechas. Se observo que aquellos frutos que presentaban menor tamafio (diametro
ecuatorial de 40-55 mm) la concentracion de aceites esenciales fue mayor que en los
demas tamafos evaluados (55-60, 60-65, > 65 mm). La concentracién de aceites
esenciales disminuy6 con la fecha de cosecha, presentando una caida marcada a partir de
12/06, coincidiendo con el cambio de color de los frutos. El contenido total de aceites
esenciales (kg por arbol) durante el periodo evaluado se mantuvo estable debido a que, a
pesar de que la concentracion de aceites del fruto disminuyé con la maduracion, esto fue
compensado por el aumento de tamafio de los frutos, lo que permite establecer un periodo
amplio de cosecha sin perder rendimiento en aceites esenciales.

Palabra clave: Limoén; ‘Lisbon’; Aceites esenciales; Fruto; Método; Maduracion.
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7. SUMMARY

The citrus production is the principal fruit and vegetable sector; mandarines, oranges and
lemons can be emphasized as priorized species. The Creole lemon or Lisbon is one of the
most planted varieties. The production of lemon is used for fresh consumption or in the
industry. We can stand out the production of essential oils. The essential oil of lemon is
the most known, and it has got great interest and commercialization in the recent years.
There are a few national works about the proportion and content of essential oils in cytric
varieties , and also about the internal conditions of the fruit crop development , genotype,
rootstock, and also about the external conditions (climatic , methods of extraction, among
others)that have to do with its content. According to the productive level, it is necessary
to decide the state of development of the fruit which lets the highest yield in essential oils
per tree, therefore the best harvest period can be defined. Due to the lack of information
in the country, this actual work was proposed having the following objectives: 1) To
determine the concentration of essential oils in the fruit of Lisbon lemons from the end of
the fase 11, and during the fase 111 in the growing of the fruit. 2) To determine the effect of
the size of the fruit in the concentration of essential oils. 3) To determine the effect of the
maturation of the fruit in the concentration of essential oils. 4) To establish the harvest
period that favors the best yield of essential oils per tree. To get this, the effects of the two
factors: the date of harvest and the size of fruit in the content of essential oils were
evaluated. Seven dates of harvest from 23/4 to 04/9, and the concentration of essential oils
in four fruit size ranges were evaluated. The extraction methods used were Scott and
Clevenger. Also the number and weight of the fruits per size stratum per tree and in a
sample of fifteen fruits per stratum, the color with digital coloring and comercial card were
determined on each of the dates. It could be observed that in those fruits that had a minor
size (ecuatorial diameter of 40-55mm), the concentration of natural essences was major
than in the other evaluated sizes (55- 60, 60 — 65 >65 mm). The concentration of natural
essential oils decreased with the harvest date, which presented a marked fall from the
12/06, and it coincided with the change of the fruit color. The total content of essential
oils (kg per tree) during the evaluated periods kept stable even though the concentration
of oils of the fruit disminished with the maturation. All this was compensated with the
increase of the size of the fruit, which lets to establish a wide period of harvest without
losing performance in essential oils.

Keywords: Lemon; ‘Lisbon’; Essential oils; Fruit; Method; Maturation.
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