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@ Resumen:

Procedimiento para incrementar la produccién de
Nootkatona en frutos de Clitrus paradisi.
Comprende la aplicacién de acido 1-aminociclopro-
pano-1-carboxilico a los frutos de Citrus paradisi
seguido de posterior aplicacion de Valenceno como
precursor de la biosintesis de Nootkatona por el fruto.
La nootkatona tiene importantes aplicaciones en las
industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica.
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DESCRIPCION

Procedimiento para incrementar la produc-
cién de nootkatona en frutos de citrus paradisi.
Campo técnico de la invencién

El sesquiterpeno denominado Nootkatona,
juega un importante papel en el sector de las in-
dustrias agroalimentaria y cosmética, como aro-
matizante en alimentos y bebidas, asi como en
productos cosméticos y preparados farmacéuti-
cos.

Dentro de este dambito técnico, la presente in-
vencion proporciona un procedimiento para au-
mentar la produccién de dicho sesquiterpeno en
los frutos de Citrus paradisi.

Estado de la técnica anterior a la invencién

Un grupo importante de productos naturales
con interés comercial, son los aceites esenciales,
en los que se incluyen a los mono y sesquiterpe-
nos. Estos compuestos son ampliamente utiliza-
dos como aromatizantes en alimentos y bebidas,
asi como en productos de cosmética y preparados
farmacéuticos.

Dentro de los aceites esenciales, un compuesto
de gran interés industrial es la Nootkatona, un
sesquiterpeno biciclico aislado por primera vez del
cedro de Alaska [(1) Erdtman e Hirose, 1962, Acta
Chem. Scand 16:1311] y posteriormente detec-
tado en aceite y zumo de pomelo [(2) MacLeod y
Buiges 1964, J. Food Sci. 29:565568; (3) Wilson
y Shaw 1980, J. Agric. Food Chem. 28:919922;
(4) Del Rio y col. 1992, J. Agric. Food Chem.
40: 1488-1490], pummelo [(5) Sawamura y Kuri-
yama 1988, J. Agric.Food Chem,, 36:567-569; (6)
Ortuno y col, 1995, J. Agric. Food Chem. 43:1-
5], naranjo amargo [(7) Boelens y Jiménez 1989,
Flavour Fragance J. 4:139142; (8) Del Rio y col.
1991, Plant Cell Rep. 10:410-413) y limén [(8)
y (9) Del Rio y Ortunio 1994, Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Vol. 28. Medicinal and
Aromatic Plants VII (Y.P.S, Bajaj.ed.), Springer-
Verlag Berlin Heidelberg, pp.123138], siendo el
componente que constituye mayoritariamente al
aroma caracteristico del pomelo [(10) Nursten
1979, Progress in Flavour Research (D.G. Land,
H.E, Nurten, eds.), Aplied Science, London] y del
pummelo (5).

Dadas las multiples aplicaciones de la Noot-
katona como agente aromatizante en bebidas y
refrescos (2) y perfumes [(11) Furia y Bellanca,
1975; Fenarolis handbook of flavor ingredients
Vol. 2, 3rd edn. CRC Press, Cleveland, p.438] se
han desarrollado diferentes métodos para la ob-
tencién por sintesis quimica de este compuesto.

La mayor parte de ellos utilizan el Valenceno
como precursor, otro sesquiterpeno biciclico pre-
sente en el aceite de naranja Valencia [(12) Hun-
ter y Brogden, 1965, J.Food Sci, 30:876878] y
se basan en la oxidacién de este compuesto con
cromato de tert-butilo o peracetato de tert-butilo
[(12) y (13) Wilson y Shaw, 1978, J. Agric. Food
Chem, 26: 1430-1432], o bien por fotooxidacién
del Valenceno [(14) Schulte-Elte y col. 1974,
Swiss Pat. 553141]. Todos estos procesos requie-
ren numerosas etapas para la sintesis y purifica-
cién final del compuesto.

Una alternativa a estos métodos, es la ob-
tencién de Nootkatona por cultivo de células “in
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vitro”. Sin embargo los rendimientos conseguidos
por esta via son muy bajos [(15) Drawert y col.
1984, Plant Cell Rep, 3:3740; y (8)].

En estudios previos el solicitante ha tipificado
las especies y variedades de Clitrus que tienen un
nivel de produccién de Nootkatona més alto (6).
Asi mismo, ha efectuado estudios en los que se ha
establecido que la sintesis de dicho sesquiterpeno
tiene lugar durante la fase de maduracién-senes-
cencia del fruto (4).

Frente a los inconvenientes anteriormente ex-
puestos, la presente invencién se basa en el de-
sarrollo de un nuevo procedimiento para la ace-
leracion de dicha fase en los frutos de pomelo,
que tiene como resultado final el incremento en la
sintesis de Nootkatona, y en consecuencia un alto
rendimiento en la produccién de dicho sesquiter-
peno.

Descripcién detallada de la invencion

La presente invencion, tal y como se indica
en su enunciado, se refiere a un procedimiento
para incrementar la produccién de Nootkatona en
frutos de Clitrus paradisi, comunmente conocido
como pomelos.

La Nootkatona, principal constituyente del
aroma en el aceite esencial del pomelo, es un ses-
quiterpeno biciclico de gran interés industrial por
sus aplicaciones en la industria agroalimentaria
y cosmética, que alcanza un elevado precio en el
mercado, en torno a los 5000 $/kg. De aqui la
importante repercusién del procedimiento de la
presente invencién en estos sectores, con el que
se consigue un importante aumento en el nivel de
produccién natural de dicho producto por parte
de los frutos de Citrus paradisi.

La nootkatona es exactamente la 5,6-dimetil-
8-isopropenilbiciclo [4,4,0]-dec-1-en-3-ona de fér-
mula;:

0

El Valenceno, su precursor corresponde a la
siguiente férmula:

El procedimiento de la presente invencién se
caracteriza por la aplicaciéon de acido 1-amino-
ciclopropano-1-carboxilico a los frutos de Citrus
paradisi, para estimular el proceso natural de ma-
duracién-senescencia de los mismos, etapa fisiol-
gica a la que, como ya se ha indicado anterior-
mente, estd ligada la expresién de la Nootkatona,
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seguido de la aplicacién de un precursor de la bio-
sintesis de la misma, a saber, el Valenceno, otro
sesquiterpeno biciclico.

La aplicacién del dcido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico, suele efectuarse pulverizando los
frutos separados del arbol, en un determinado es-
tadio de maduracién (correspondiente, al periodo
de recogida de los frutos en el estado de madurez
comercial), con una solucién acuosa muy diluida
de dicho producto. Si se desea, puede utilizarse
un agente mojante, como por ejemplo, el polieti-
lenglicol.

El precursor de la biosintesis, es decir, el
Valenceno, se aplica pasados unos dias de la
aplicacién del acido 1l-aminociclopropano-1-car-
boxilico, mediante impregnaciéon con una diso-
lucién del mismo. Es especialmente adecuado
para los fines de la presente invencién el empleo
de una disolucién de Valenceno en limoneno al
1% (peso/volumen), generalmente el perfodo de
tiempo que se deja transcurrir entre ambas apli-
caciones es de unas 48 horas. La temperatura
mas adecuada para los fines pretendidos es de 25
+ 2°C.

La principal ventaja del procedimiento de la
presente invencién frente a los procesos de sintesis
quimica mencionados anteriormente, radica en
haber conseguido incrementar considerablemente
los procesos de sintesis “in vivo” de Nootkatona
por parte de los frutos de Clitrus paradisi. Este
proceso “in vivo” permite conseguir un mayor
rendimiento en el proceso de extracciéon de Noot-
katona y un menor gasto en los procesos de puri-
ficacion, sin los inconvenientes de los procesos de
quimiosintesis, debido a la presencia de impure-
zas o residuos de los reactivos utilizados y/o de
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las posibles reacciones secundarias.

Aparte de las ventajas relativas al mayor ren-
dimiento y pureza de la Nootkatona obtenida por
el procedimiento de la presente invencién, hay
que destacar que el aceite esencial obtenido de
los frutos de Clitrus paradisi asi tratados es de
mejor calidad por tener un mayor contenido en
dicho sesquiterpeno y que los frutos destinados a
su consumo fresco presentan excelentes cualida-
des organolépticas, en cuanto a aroma y sabor.
Modos de realizacion de la invencion

La presente invenciéon se ilustra adicional-
mente mediante el siguiente Ejemplo, el cual no
pretende ser limitativo de su alcance.

Ejemplo

Se separan frutos de Citrus paradisi del arbol
una vez transcurridas 40 semanas después de la
antesis y se pulverizan con una solucién acuosa
de Acido l-aminociclopropano-1-carboxilico, a la
concentracién de 1.000 ppm, utilizando como
agente mojante polietilenglicol a la concentracion
de 0,1 %.

Transcurridas 48 horas se procede a la impreg-
nacién de dichos frutos con Valenceno, a una con-
centracién del 1 % (diluido en limoneno). Los fru-
tos asi tratados se mantienen en cdmara durante
5 dias a 25°C, condiciones en las que se produce
la activacién de la ruta metabdlica y la maxima
sintesis de Nootkatona, alcanzando concentracio-
nes de 170 mg/100 g de peso fresco de corteza,
y obteniéndose un aceite esencial con un conte-
nido en Nootkatona 6 veces superior al obtenido
en frutos no tratados.

El analisis de la Nootkatona producida se rea-
liza por Cromatografia de Gases, siguiendo el pro-
cedimiento descrito por Del Rio y col. 1992 (2).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para incrementar la pro-
duccién de Nootkatona en frutos de Citrus pa-
radisi, caracterizado porque se aplica acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico a frutos de di-
cha planta separados de la misma, tras lo cual se
aplica Valenceno como precursor de la biosintesis
de Nootkatona por el fruto.

2. Procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porque el fruto se separa del arbol
40 semanas después de la antesis.

3. Procedimiento segin la reivindicacion 1,
caracterizado porque el 4dcido 1-aminociclopro-
pano-1-carboxilico se aplica en forma de disolu-
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cién acuosa.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 1,
caracterizado porque el Valenceno se aplica en
forma disolucién en limoneno.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque entre una y otra apli-
cacion se dejan transcurrir 48 horas.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque después de la segunda
aplicacién se mantienen los frutos tratados en una
camara a 25 + 2°C.

7. Procedimiento segin la reivindicacion 6,
caracterizado porque dichos frutos se mantie-
nen en la cdmara durante un periodo de tiempo

de 5 dias.
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