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DESCRIPCION
Control de las caracteristicas de sabor e indicador de frescura en el zumo de frutas

Campo de la invencién

La invencion se refiere al control de las caracteristicas de sabor y el sabor fresco en el zumo de frutas. En particular,
la invencion se refiere al control de las caracteristicas de sabor y el sabor fresco en el zumo de frutos citricos vy,
especialmente, en el zumo de naranja.

Antecedentes de la invencion

Se han reconocido desde hace tiempo los frutos citricos como fuentes valiosas de importantes nutrientes. Mas
recientemente, se ha admitido que los beneficios para la salud y los beneficios de retraso de enfermedades o de
tratamiento de enfermedades de las fuentes de citricos son mas ventajosos y beneficiosos cuando se ingieren. De
acuerdo con esto, existe la creencia general de que incrementar la ingesta de alimentos originarios de citricos es un
objetivo beneficioso e importante en el esquema global de la salud humana. Asimismo, muchos consumidores
disfrutan los frutos citricos simplemente porque son sabrosos.

Un modo conveniente de ingerir productos citricos es en forma de zumo. El zumo puede hacerse facilmente y
transportar y consumir comodamente. El zumo fresco o “no procedente de concentrado” es apreciado por su sabor y
calidad. El zumo también se puede concentrar y después reconstituir en funcién de la comodidad del consumidor. El
zumo concentrado también se distribuye de la fuente al consumidor de un modo eficiente y rentable. Asimismo, las
personas que tienen dificultades para comer alimentos solidos pueden consumir mas facilmente zumos.

No obstante, a algunos consumidores les desagradan ciertas caracteristicas de los zumos citricos, tales como el
amargor, la acidez, las notas de sabor anormal, la astringencia, el cambio a color amarronado y la consistencia
espesa. Todos los frutos citricos, incluyendo pomelos, naranjas, mandarinas, limas y limones, pueden presentar
estos problemas. Algunos consumidores prefieren zumos que tienen un nivel bajo de dulzor, mientras que otros
prefieren un producto muy dulce. Ademas, a menudo es dificil conseguir consistencia en las caracteristicas del
sabor, por ejemplo desde principios de la estacion hasta finales de la estacion.

El amargor a menudo es un problema fundamental para los consumidores. Un nivel bajo de amargor puede
proporcionar una contribucion deseable a las propiedades organolépticas y las caracteristicas del zumo para
muchos consumidores. Dichos consumidores disfrutan la nota de sabor picante de un nivel bajo de amargor. No
obstante, la mayoria de los consumidores también estan de acuerdo en que el excesivo amargor afecta de forma
adversa a las propiedades organolépticas y las caracteristicas del zumo, convirtiéndolo en desagradable de
consumir. Los consumidores suelen asociar el amargor con falta de frescor, con zumo concentrado y/o con zumo de
menor calidad.

Los sabores amargos se encuentran en cada tipo de frutos citricos en cantidades variables. Existen diferencias en
las concentraciones de estos sabores entre variedades de la misma fruta y entre frutos de la misma variedad desde
principios de la estacion hasta finales de la estacion. Por tanto, la fuente de la fruta, el momento de la estacion y
otras variables afectan a las concentraciones de sabores amargos en la fruta.

La astringencia es una caracteristica de los zumos, en particular de los zumos de citricos, que los consumidores
suelen encontrar objetables. En concreto, la astringencia en el zumo de frutas suele estar caracterizada por una
sensacion aterciopelada que recubre la boca. Esta sensacion en la boca se considera desagradable para muchos
consumidores.

Los consumidores también se ven afectados por la acidez del zumo de frutas. Muchos consumidores a menudo
consideran que los zumos de frutas son acidos. Los consumidores a menudo asocian la acidez no solo con un sabor
agudo objeccionablw sino también con sensaciones de molestias o desagradables en el estbmago y eructos.

Hasta la fecha se han realizado pocos esfuerzos para reducir el amargor, la acidez y otras propiedades y
caracteristicas organolépticas objetables, normalmente mediante la eliminacion de compuestos seleccionados. La
limonina es uno de estos compuestos. Otros procedimientos excluyen partes de la fruta, tal como las semillas y las
pieles, desde la fuente del zumo, para minimizar la concentracién del sabor amargo.

Asimismo, la frescura es una caracteristica deseada por los consumidores. A menudo, el zumo de concentrado se
considera de menor calidad que el zumo fresco. Se conocen varios procedimientos para tratar zumos congelados y
concentrados de zumos. No obstante, hasta la fecha, el zumo de concentrado sufre efectos prejudiciales sobre el
sabor y se han comercializado zumos no completamente satisfactorios, frescos o congelados.

Por tanto, existe la necesidad de un zumo en el que el sabor amargo esté controlad a limites en los que los
consumidores generalmente encuentran agradables y no excesivamente amargos. También existe la necesidad de
un zumo con sabor a fresco.

La patente de EE.UU. 4439485 divulga la preparacion de zumos de citricos, concentrados y polvos desecados con
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menor amargor poniendo en contacto el zumo de frutos citricos con una resina adsorbente de copolimero reticulado
con estireno-divinilbenceno.

Breve resumen de la invenciéon

La invencion se define en las reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 representa un esquema de reaccidon que muestra la degradacion enzimatica de limonin-17--D-
glucopiranésido (1) mediante limonoato A-anillo lactona (2) para dar la limonina de sabor amargo (3).

La Fig. 2 ilustra la influencia de valor de pH sobre la formacién dependiente del tiempo de limonina (3) en una
solucién acuosa de limonin-17-B3-D-glucopiranésido (1) almacenado a 20 °C.

La Fig. 3 ilustra la influencia de la temperatura sobre la formacién dependiente del tiempo de limonina (3) en una
solucién acuosa de limonin-17-3-D-glucopiranésido (1) almacenado a un pH de 3,0.

La Fig. 4 es un cromatograma RP-HPLC-EM/EM obtenido de una solucién acuosa (pH 3,0) de limonin-17-3-D-
glucopiranésido (1) incubado durante diez semanas a 30 °C y que muestra los picos de limonina (3) y un producto de
hidrélisis desconocido (4).

La FIG. 5 es un espectro de RMN de 'H (400 MHz) de C+7-epilimonina (4) purificada.

La Fig. 6 ilustra una secuencia de reaccion que muestra la degradacion hidrolitica de limonin-17-3-D-glucopiranésido
(1) para dar limonina (3) y C47-epilimonina (4) mediante carbo-cation de furfurilideno como intermedio fundamental.

La Fig. 7 ilustra la generacioén de limonina (A) Ci7-epilimonina (B) tras almacenar un zumo de naranja a 20 °C como
funcion del tiempo.

La Fig. 8 ilustra la generacion de limonina y Cq7-epilimonina (A) y la proporcion de Cq7-epilimonina / limonina (B) tras
el tratamiento térmico de un zumo de naranja en el tiempo.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencion esta dirigida al control de las caracteristicas de sabor del zumo de frutas. En concreto, las realizaciones
de la invencién estan dirigidas a controlar el amargor en el zumo de citricos controlando las concentraciones de
sabores amargos fundamentales, a controlar la astringencia controlando la causa de las caracteristicas de
astringencia clave, a controlar la acidez controlando las concentraciones y las proporciones relativas de acidos y a
controlar la dulzura mediante el control de las concentraciones y las proporciones relativas de aztcares.

La invencién también esta dirigida a impartir un sabor fresco al zumo. En concreto, las realizaciones de la invencion
estan dirigidas a controlar un componente en el zumo de frutas para hacer que el zumo sepa a fresco.

Los expertos reconocen que la concentracién de un componente de sabor en un producto alimenticio debe superar
un umbral antes de que un consumidor pueda sentir el componente del sabor. El umbral para la sensacion de
diferentes caracteristicas del sabor, tal como astringencia y amargor, son diferentes. Por tanto, los trabajos hasta la
fecha sobre la identificacion de compuestos que contribuyen a las caracteristicas de sabor se han dirigido a los
compuestos que estan presentes a concentraciones que superan el umbral del sabor relevante.

Los inventores han descubierto que el sabor amargo del zumo de frutos citricos, en particular zumo de naranja, se
debe al menos en parte a la interaccion de tres grupos de sustancias amargas y se ve afectado por la concentracion
de azucar en el zumo. Este descubrimiento de la sinergia entre estos tres grupos de sustancias amargas y azucar
sientan la base de la capacidad para controlar el amargor en el zumo de citrico. Hasta la fecha, el experto no sabia
que tres grupos de sustancias amargas y azucar controlaban la sensacion de amargor en el zumo de naranja.

La limonina, una sustancia que el experto sabe que produce amargor en el zumo de naranja, no es responsable por
si solo la totalidad del amargor del zumo de naranja. En su lugar, el amargor en el zumo de naranja se debe a la
interaccion de los siguientes tres grupos de sustancias amargas;

(1) limonina, isolimonina, y, en menor medida, nomilina;
(2) flavonas polimetoxiladas (PMF); y
(3) limonoide (3-D-glucopiranésidos.

Por tanto, el control de las concentraciones relativas de estos componentes, junto con el control de la concentracion
de azucar, en el zumo controlaran la sensacion de amargor en el zumo.

Las concentraciones de los miembros de estos grupos de sustancias amargas varian en funcion de la variedad, el
momento en la estacion de crecimiento y recoleccion (es decir, si estamos a principios, mediados o finales de la
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estacion) y las condiciones de procesamiento. Por ejemplo, se ha descubierto que la limonina se desarrolla en
mayor medida en el zumo obtenido de naranjas recolectadas a principios y a mediados de la estacion que cuando el
zumo se obtiene de naranjas recolectadas a finales de la estacion. Conociendo la relacion entre los tres grupos de
sustancias amargas y el azucar, se puede controlar el amargor del zumo de naranja y de los zumos citricos que
comprenden estos componentes.

Los umbrales del sabor de los miembros de estos grupos de sustancias amargas se exponen en la tabla siguiente:

Componente Umbral del sabor amargo, pmol/l
Limonina 4
Nomilina 13
PMF > 130
5,7,8,3'4'-pentametoxiflavona 32.3
3,5,7,8,3" 4'-hexametoxiflavona > 250
5,6,7,3',4'-pentametoxiflavona 56
3,5,6,7,3',4'-hexametoxiflavona 19
5,7,8,4'-tetrametoxiflavona > 120
5,6,7,8,3',4'-hexametoxiflavona 103
Limonoide -D-glucopirandsidos. > 130
5,6,7 ,4'-tetrametoxiflavona 44
3,5,6,7,8,3',4"-heptametoxiflavona 24-31
5,6,7,8,4'-pentametoxiflavona 93
4'-hidroxi-3',5,6,7,8-pentametoxiflavona 25
5,6,7,8,3',4'-Hexametoxiflavona-3-O-f-D-glucopirandsido 78
5,6,7,3',4'-pentametoxi-flavona-3-O-B-D-glucopirandsido 61
5,6,7,3',4'-pentametoxiflavonaglucésido 61
5,6,7,8,3',4'-hexametoxiflavonaglucosido 78
5,7,8,3'4'-pentametoxiflavona 32
5,6,7,3',4'-pentametoxiflavona 56
3,5,6,7,3',4'-hexametoxiflavona 19
5,6,7,8,3',4'-hexametoxiflavona 103
5,6,7 ,4'-tetrametoxiflavona 150
7,3',4'-trimetoxiflavona > 400
7,8,3' 4'-tetrametoxiflavona > 400
Limonin-17- B-D-glucopirandsido 106
Acido 17-B-D-glucopiranésido deacetilnomilinico 68
Acido 17-B-D-glucopiranésido epiisobacunoico 42
Acido B-glpc nomilina > 800
B-glpc nomilina > 700
Obacunon B-glpc 49
Desacetilnomilina > 106
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Como se puede ver en las férmulas estructurales de estos compuestos, los miembros de estos grupos de sustancias
amargas tienen caracteristicas estructurales comunes.

Los inventores han descubierto que las concentraciones umbral de PMF y, en menor medida, de nomilina, potencian
el amargor inducido por limonina en productos de naranja tales como el zumo. Este efecto es sorprendente porque
el experto no esperaria que un compuesto que esta presente por debajo del umbral del sabor contribuya al amargor.

La nomilina esta casi a la concentracion umbral en el zumo de naranja Hamlin y puede alcanzar el umbral a
principios de la estacion. Los limonoide B-D-glucopiranésidos estan por encima del umbral en el zumo de naranja
Hamlin y Valencia.

Estos miembros de estos grupos de sustancias amargas son muy amargos. En particular, son significativamente
mas amargos que los compuestos que normalmente se encuentran en los refrescos carbonatados y el té. Por
ejemplo, la limonina es casi 200 veces mas amarga que la cafeina y 150 veces mas amarga que la catequina. La
nomilina es casi 150 veces mas amarga que la cafeina y 45 veces mas amarga que la catequina.

Aunque cada miembro de un grupo de sustancias amargas tiene un umbral del sabor, el amargor no esta
linealmente relacionado con la concentracion. Por ejemplo, la duplicacion de la concentracion del componente no
duplica el amargor. Ademas, los inventores han descubierto que la concentracion de un compuesto no tiene que
alcanzar el umbral del sabor para dicho compuesto para hacer una contribucion al amargor. En su lugar, Los
componentes actuan de forma sinérgica para dar un sabor amargo mayor que lo que predeciria la suma de las
partes individuales.

El aztcar se mide en grados Brix. Los inventores han descubierto que el amargor percibido disminuye a medida que
aumenta el numero Brix y, en particular, a medida que aumenta la proporcién namero Brix/acido.

Por tanto, con la guia proporcionada en el presente documento, el experto puede controlar el amargor del zumo de
citricos controlando el numero Brix y, en particular, la proporciéon numero Brix/acido y las concentraciones de estos
miembros de estos grupos de sustancias amargas en un producto de zumo. Por ejemplo, la concentracion de estos
compuestos se puede reducir con un procesamiento adecuado, tal como intercambio iénico, destilacién u dsmosis
inversa. De un modo similar, diferentes zumos que tienen varias concentraciones de cada compuesto se pueden
mezclar para dar un zumo que tiene las concentraciones de estos compuestos inferiores a las concentraciones que
tienen como resultado un sabor amargo.

Los inventores han descubierto que la limonina se forma mediante varias vias. Normalmente, la limonina no se
encuentra en frutos enteros a una concentracion por encima del umbral del sabor. No obstante, la limonina se
muestra mediante lactonizacién acelerada por enzimas.

La Fig. 1 ilustra esta via. El limonin-17-B-D glucopiranésido 1 se convierte mediante la accion de la 17-8-D-
glucopiranosil glucosidasa para formar un limonato A-anillo lactosa 2. Esta lactona se reduce en presencia de la
limonin-D-anillo lactona hidrolasa en condiciones acidas (pH<6,5) para formar limonina 3. Dado que el anillo A de
lactona se convierte en limonin-17-B3-D-glucopiranésido a medida que el fruto madura, la concentracion de glucosa
se acumula hasta aproximadamente 200 wppm.

Asimismo, se cree que la limonina se puede generar en el zumo mediante hidrélisis acida. Esta hidrolisis acida se
acelera disminuyendo el pH y aumentando la temperatura y el tiempo. Por tanto, otros procedimientos para controlar
la limonina en el zumo son evitar el calentamiento, almacenar el zumo durante un tiempo limitado a baja temperatura
y/o incrementar el pH del zumo.

La concentracion de cada miembro de los grupos de sustancias amargas se puede determinar mediante
cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC). No obstante, el analisis mediante cromatografia de liquidos /
espectrometria de masas (CLEM) o analisis CLEM/EM proporcionarian una medicion mas definitiva. El experto
entiende estos y otros procedimientos de medicion de las concentraciones de los miembros de los grupos de
sustancias amargas.

Los inventores han descubierto que, como ocurre con el amargor, una pluralidad de compuestos presentes en el
zumo de naranja por debajo del umbral de astringencia contribuye a la sensacion astringente en la boca del zumo.
Los umbrales del sabor para estos grupos astringentes de forma individual se exponen en la tabla siguiente:

Componente Umbral de astringencia del sabor,
pmol/l

5,7,8,3'4'-pentametoxiflavona 13,3

3,5,7,8,3' 4'-hexametoxiflavona 125

5,6,7,3',4'-pentametoxiflavona 24
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(continuacion)

Componente Umbral de astringencia del sabor,
pmol/l
3,5,6,7,3',4'-hexametoxiflavona 9
5,7,8,4'-tetrametoxiflavona 44
5,6,7,8,3',4'-hexametoxiflavona 51
5,6,7 ,4'-tetrametoxiflavona 21
3,5,6,7,8,3',4"-heptametoxiflavona 4-5
5,6,7,8,4'-pentametoxiflavona 19
4'-hidroxi-3',5,6,7,8-pentametoxiflavona 6
5,6,7,8,3',4'-Hexametoxiflavona-3-O-f-D-glucopirandsido 20
5,6,7,3',4'-pentametoxi-flavona-3-O-B-D-glucopirandsido 21
5,6,7,3',4'-pentametoxiflavonaglucésido 21
5,6,7,8,3',4'-hexametoxiflavonaglucosido 20
5,7,8,3'4'-pentametoxiflavona 13
5,6,7,3',4'-pentametoxiflavona 24
3,5,6,7,3',4'-hexametoxiflavona 9
5,6,7,8,3',4'-hexametoxiflavona 51
5,6,7 ,4'-tetrametoxiflavona 31
7,3',4'-trimetoxiflavona 15
7,8,3' 4'-tetrametoxiflavona 44
Limonin-17- B-D-glucopiranésido 17
Acido -17-B-D-glucopiranésido deacetilnomilinico 27
Acido 17-B-D-glucopiranésido epiisobacunoico 16
Desacetilnomilina 13,2
Limonina 4
Isolimonina 10 mg/l

Por tanto, con la guia proporcionada en el presente documento, el experto puede controlar la astringencia del zumo
de citricos controlando la concentracién de estos compuestos astringentes en un producto de zumo. Por ejemplo, la
concentraciéon de estos compuestos se puede reducir con un procesamiento adecuado, tal como intercambio iénico,
destilacién u 6smosis inversa. De un modo similar, diferentes zumos que tienen varias concentraciones de cada
compuesto se pueden mezclar para dar un zumo que tiene las concentraciones de estos compuestos inferiores a las
concentraciones que tienen como resultado un sabor astringente.

La acidez también es objeto de preocupacion para los consumidores. Un producto con sabor acido es desagradable
y tiene un sabor intenso. Ademas, la acidez a menudo causa molestias de estdmago y dafos en el estbmago y el
esofago, y eructos.

Los inventores han descubierto que la acidez percibida esta relacionada con las concentraciones relativas de al
menos acido malico y acido citrico. Las concentraciones y las proporciones relativas de estos compuestos afectan a
las percepciones de acidez.

Los umbrales del sabor acido para el acido malico y para el acido citrico se conocen en la técnica. Aunque las
proporciones relativas de estos acidos varian entre zumos de diferentes variedades y con el momento de la
estacion, normalmente los acidos estan por encima del umbral del sabor acido y, de este modo, contribuyen a la
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sensacion de sabor acido.

Por tanto, con la guia proporcionada en el presente documento, el experto puede controlar la acidez del zumo de
citricos controlando las concentraciones de estos acidos en un producto de zumo. Por ejemplo, la concentracion de
estos acidos se puede reducir con un procesamiento adecuado, tal como intercambio idnico, destilacion u ésmosis
inversa. De un modo similar, diferentes zumos que tienen varias concentraciones de cada acido se pueden mezclar
para dar un zumo que tiene las concentraciones de estos acidos inferiores a las concentraciones que tienen como
resultado un sabor acido.

El dulzor también es objeto de preocupacion para los consumidores. Mientras que algunos consumidores prefieren
un sabor dulce, otros no. Por tanto, la capacidad para controlar el dulzor supone la oportunidad para aumentar la
satisfaccion del consumidor.

Los inventores han descubierto que el dulzor percibido esta relacionada con las concentraciones relativas de al
menos los azucares glucosa, fructosa y sacarosa. Las concentraciones y las proporciones relativas de estos
azucares afectan a las percepciones del dulzor.

El umbral del sabor dulce para la glucosa, fructosa y sacarosa se conoce en la técnica. Las proporciones relativas de
estos azucares varian entre los zumos de diferentes variedades y con el momento en la estacion. No obstante, con
la guia proporcionada en el presente documento, el experto puede controlar el dulzor del zumo de citricos
controlando las concentraciones de estos azucares en un producto de zumo. Por ejemplo, la concentracion de estos
azucares se puede reducir con un procesamiento adecuado, tal como intercambio iénico, destilacion u dsmosis
inversa. De un modo similar, diferentes zumos que tienen varias concentraciones de cada compuesto se pueden
mezclar para dar un zumo que tiene las concentraciones de estos compuestos inferiores a las concentraciones que
tienen como resultado un sabor acido.

Los inventores también han descubierto que la presencia de isolimonina, un compuesto formado a partir de uno de
estos limonoide B-D-glucopirandsidos, es un indicador de frescura. La isolimonina también se conoce como Cq7-
epilimonina. La isolimonina se forma mediante hidrélisis acida de la limonina tras la pasteurizacion. La isolimonina
también se forma no enzimaticamente a partir de limonin-17-3-D-glucopiranésido. La concentracion de isolimonina
en el concentrado de zumo de naranja congelado es de aproximadamente dos veces la del zumo de naranja fresco,
lo que indica que “estresar” el zumo también contribuye a la formacion de isolimonina. Por tanto, la presencia de
isolimonina a una concentracién mas alta que la del producto fresco indica que el producto puede no estar fresco
(dado que la isolimonina se forma con el tiempo) o que se ha congelado.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes ilustran diversas formas relacionadas con la invencion. El ejemplo 1 esta dirigido al
aislamiento de limonin-17-B-D-glucopirandsido de semillas de naranja. El ejemplo 2 resume estudios a varias
temperaturas y valores de pH para determinar la velocidad a la cual se desarrollé limonina en las soluciones. La
identificacion de limonina e isolimonina mediante HPLC y CL-EM y RMN se expone en el ejemplo 3.

El ejemplo 4 esta dirigido a la cuantificacién de limonina e isolimonina en el zumo de naranja. El ejemplo 5 esta
dirigido a analisis sensoriales.

Para estos ejemplos, se obtuvieron los compuestos siguientes comercialmente: limonina (Sigma, Steinheim,
Alemania); acido férmico, metanol y acetonitrilo (Merck, Darmstadt, Alemania); disolventes deuterado (Aldrich,
Taufkirchen, Alemania); el agua desionizada usada para cromatografia se purific6 mediante un sistema Milli-Q
Gradient A10 (Millipore, Billerica, EE.UU.). Las semillas de naranja y el zumo de naranja preparado de naranjas
(Valencia tardia) recolectadas en Florida (EE.UU.) en marzo de 2006 asi como de zumo de naranja concentrado
congelad preparado del mismo lote de rutas se obtuvieron de la industria de los zumos de naranja (EE.UU.). Los
frutos de naranja frescos (Valencia tardia) se adquirieron de un proveedor local.

Cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC)

El aparato de HPLC consistia en dos bombas (Sykam, S1122), un mezclador de gradientes (Sunchrom, mezclador
de gradientes dinamico/estatico), un inyector Rheodyne (bucle de 250 pl), un automuestreador (Spark, Midas 380),
un detector de matriz de diodos (Sunchrom, SpectraFlow 600 DAD), monitorizacion del efluente en un intervalo de
longitudes de onda entre 200 y 600 nm, un médulo de division (Upchurch, P-470 microdivisor graduado) y un
detector de dispersion de luz evaporatorio (ELSD) (S.E.D.E.R.E., Sedex 85 LT-ELSD, p = 2,6 bares, T = 40 °C)
equipado con un nebulizador (S.E.D.E.R.E., HPLC nebulizador 200 pl/min-2.5 ml/min).

Cromatografia de liquidos / Espectrometria de masas (CL/EM)

El analisis de CL-EM/E, se realizé usando un sistema Agilent 1100 HPLC conectado a la CL-EM/EM API 4000
(Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania) en el modo de inonizacién por electronebulizacion negativa o positiva
(ESI) (ESI+). La tension de la nebulizacion se fijé6 a -4500 V, el nitrégeno sirvié6 como gas cortina (20 psi) y el
potencial de desagrupamiento se fijo a -65 V. Por medio del modo de monitorizacién multiple de la reaccién (MRM),
los compuestos 2 y 3 se analizaron usando las transiciones de masa descritas anteriormente.
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Espectroscopia por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los experimentos espectroscépicos 'H, COSY, HMQC y HMBC se realizaron en un DPX 400 MHz NMR de Bruker
(Rheinstetten, Alemania). Las muestras se disolvieron en DMSO-ds o MeOD-d, con tetrametilsilano como patron
interno y se introdujeron en tubos de RMN (Schott Professional 178 x 5 mm) antes de la medicion. Se realizé el
procesamiento de datos usando el software para RMN Mestre-C.

Ejemplo 1 - Aislamiento de limonin-17-B-D-glucopirandsido de semillas de naranja

Las semillas de naranja (100 g) se lavaron exhaustivamente con agua, seguido de acetona, y se congelaron en
nitrégeno liquido, se trituraron en un molino de molturacién y después se extrajeron dos veces con metanol (300 ml)
durante 4 horas a 60 °C. Después de la filtracion, se liberd el extracto del disolvente en vacio, dando sustancias
extraibles en metanol como un polvo amorfo (28 g).

Se tom6 un alicuota (2 g) del aislamiento bruto en agua (10 ml) aplicado sobre una columna de vidrio enfriada con
agua (300 mm x 35 mm) cargada con una pasta de material Amberlite XAD-2 (BDH Chemicals Ltd, Poole, Reino
unido) acondicionado con agua. Funcionando a un caudal de 5 ml/min, la cromatografia se realiz6 a partir de agua
(200 ml; fraccion 1), seguido de mezclas de metanol/agua que contienen 20 % (200 ml, fraccion 1), 40 % (200 ml,
fraccion Ill), 60 % (200 ml, fraccion IV), 80 % (200 ml, fraccion V) y metanol (200 ml, fraccién VI). Las fracciones
individuales se recogieron por separado, liberaron del disolvente en vacio a 30 °C y después se desecaron por
congelacion, para dar las fracciones I-VI como polvos amorfos.

Las fracciones II-IV se combinaron, se disolvieron en mezcla (20/80, v/v) de metanol y 0,1 % de acido formico
acuoso Yy, tras filtracion en membrana, los alicuotas (250 pl) se fraccionaron mediante HPLC semi-preparativa en
una columna Microsorb-MV, RP-18, 250 x 10 mm i.d., de 5 ym (Varian, Alemania). La monitorizacién del efluente por
medio de un detecto UV a 220 nm asi como un detector de dispersion de luz evaporativa (ELSD), se realizd
cromatografia a un caudal de 3,5 ml/min a partir de la mezcla (10/90, v/v) de acetonitrilo y 0,1 % de &cido férmico
acuoso, incrementando el contenido en acetonitrilo a 20 % en 15 minutos, manteniendo durante 5 minutos y, por
ultimo, elevando el contenido en acetonitrilo a 100 % en 5 minutos. El efluente del pico detectado a 17 minutos se
recogioé en un matraz enfriado en hielo, el disolvente organico se retiré al vacio y la capa acuosa se aplicé sobre el
cartucho Strata C 18-E SPE (10 g, 55 ym; Giga Tubes, Phenomenex) acondicionado con agua. El cartucho se aclaré
con agua (150 ml), después se seco succionando una corriente de nitrégeno a su través y, por ultimo, se eluyé con
metanol (100 ml). El cartucho SPE retira los rastros de acido 6rfico para evitar la liberacion catalizada por protones
del aglicon. El efluente organico se liberd del disolvente al vacio, el residuo se suspendié en agua (5 ml) y se deseco
por congelacion para dar limonin-17-3-D-glucopiranésido como un polvo amorfo blanco con una pureza superior al
99 %.

Limonin-17- B-D-glucopirandsido, 1 en la Fig. 1: UV/VIS (acetonitrilo/ agua; pH 2,5): Amax = 220 nm; CL/EM (ESI*):
miz 649 ([M-H]); CL/EM (ESI): m/z 668 ([M+NH,]"), 673 ([M+Na]*), 689 ([M+K]*); RMN de "H (400 MHz, MeOD-d.,
COSY): 5 0,66 [s, 3H, H-C (24)], 0,98 [s, 3H, H-C (25b)], 1,21 [s, 3H, H-C (25a)], 1,40 [s, 3H, H-C (18)], 1,66 [m, 1H,
H-C (12)], 1,78 [m, 2H, H-C (11)], 1,99 [m, 1H, H-C (12)], 2,43 [dd, 1H, J = 7,4, 22,1 Hz, H-C (6)], 2,55 [dd, 1H, J =
5,6, 19,0 Hz, H-C (6)], 2,68 [d, 1H, J = 4,3 Hz, H-C (9)], 2,71 [d, 2H, J = 4, Hz, H-C (2)], 2,79 [dd, 1H, J = 5,6, 14,7
Hz, H-C (5)], 2,94 [s, 1H, H-C (15)], 3,11 [m, 2H, H-C (2), H-C (5")], 3,20 [m, 1H, H-C (4")], 3,27 [m, 1H, H-C (3")],
3,48 [m, 1H, H-C (6")], 4,20 [s, 1H, H-C (1)], 4,29 [d, 1H, J = 7,6 Hz, H-C (1")], 4,40 [d, 2H, J = 8,1 Hz, H-C (19)], 5,42
[s, 1H, H-C (17)], 6,53 [d, 1H, J = 1,3 Hz, H-C (21)], 7,24 [s, 1H, H-C (23)], 7,63 [s, 1H, H-C (22)]; °C NMR (100
MHz, MeOD-ds, HMQC, HMBC): & 17,1 [C, C (11)], 18,4 [C, C (24)], 20,8 [C, C (25b)], 24,7 [C, C (18)], 26,8 [C, C
(12)], 29,2 [C, C (25a)], 35,2 [C, C (2)], 36,4 [C, C (6)], 44,8 [C, C (13)], 45,1 [C, C (9)], 45,2 [C, C (10)], 50,7 [C, C
(8)], 54,8 [C, C (5)], 59,8 [C, C (15)], 61,7 [C, C (6")], 63,8 [C, C (19)], 69,1 [C, C (14)], 70,4 [C, C (4")], 75,4 [C, C (2],
76,0 [C, C (5], 76,9 [C, C (3")], 78,1 [C, C (17)], 78,4 [C, C (1)], 80,8 [C, C (4)], 104,3[C, C (1], 112,3 [C, C (21)],
125,4 [C, C (20)], 140,3 [C, C (22)], 142,3 [C, C (23)], 173,0 [C, C (3), C (16)], 209,6 [C, C (7)].

Ejemplo 2 — Desarrollo de limonina a partir de Limonin-17-B-D-glucopiranésido

Para investigar la posible liberacién no enzimatica de limonina a partir de limonin-17-3-D-glucopiranésido durante el
almacenamiento de zumo de naranja, soluciones acuosas del glucopiranoésido ajustado al valor de pH de un zumo
de naranja recién exprimido (pH 3,5) o al intervalo de valores de pH hallados en zumos de naranja concentrados (pH
2,0 y 3,0) se mantuvieron a 20 °C durante hasta 14 semanas en oscuridad. A intervalos de tiempo regulares se
extrajeron alicuotas de las soluciones modelo y se analizé la cantidad de limonina liberada del glucopiranésido por
medio de HPLC-EM/EM funcionando en modo MRM. Con independencia del valor de pH de la solucién modelo, la
limonina se genero al aumentar el tiempo de almacenamiento, como se muestra en la Fig. 2, pero disminuyendo los
valores de pH a favor de la produccion del compuesto amargo. Por ejemplo, se liberd 0,85 % moles de limonina a
partir del glucopiranésido cuando se mantiene a un pH de 2,0, mientras que a pH 3,5 solo se generd un 0,25 % del
compuesto amargo.

Con el fin de investigar la influencia de la temperatura sobre la generacion de limonina, las soluciones acuosas del
glucopiranodsido ajustadas a un pH 3,0 se mantuvieron a 4, 20, y 30 °C durante hasta 14 semanas en oscuridad. A
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intervalos de tiempo regulares, las cantidades de limonina se determinaron por medio de HPLC-EM/EM funcionando
en modo MRM. Los resultados expuestos en la Fig. 3 demostraron claramente que la liberacion de limonina a partir
de limonin-17-3-D-glucopirandsido se acelerd a 30 °C en comparacion con las soluciones modelo mantenidas a 4 y
20 °C, respectivamente. Por ejemplo, se liberd limonina a partir de su precursor en un rendimiento de casi 4,0 %
cuando se incubd a 30 °C, mientras que solo se pudo detectar un 0,2 % del compuesto amargo después de
almacenar la solucion precursora a 4°C durante 14 semanas.

En particular, las soluciones acuosas de limonin-17--D-glucopirandsido (0,35 mg/l) ajustadas a un valor de pH de
2,0, 3,0, y 3,5, respectivamente, afiadiendo cantidades pequefias de acido clorhidrico (1 mol/l) se mantuvieron a
diferentes temperaturas (4, 20, 30 °C) durante hasta 14 semanas en viales cerrados en oscuridad. A intervalos de
tiempo regulares se extrajeron muestras (5 yl) con una jeringa y se analizé la generacion de limonina por medio de
CL-EM/EM en una columna Synergi Fusion, 150 x 2 mm i.d., 4 pm (Phenomenex). Para conseguirlo, se realiz6 una
cromatografia con un caudal de 250 pl/min a partir de una mezcla (80/20, v/v) de 0,1 % de acido férmico acuoso y
acetonitrilo, aumentando el contenido en acetonitrilo al 40 % en 10 minutos, después hasta 80 % en 5 minutos,
mantenidos durante 5 minutos y, por ultimo, hasta el 100 % en 5 minutos. Usando ionizacién por electronebulizacion
negativa, la limonina se analizé en modo de monitorizacion de varias reacciones (MRM) usando transicion de masas
mi/z 469—229. Se realizé un analisis cuantitativo comparando las areas maximas obtenidas para los rastros de
masas con las soluciones patrén definidas de limonina en metanol.

La Fig. 4 ilustra que el cromatograma CL-EM/EM no mostré solo el limonin-17-B-D-glucopirandsido (1) y la limonina
(3), sino, sorprendentemente, un tercer pico (4), que eluyé a 16,59 min y mostré la misma transicion de masas m/z
469 — 229 que la hallada para la limonina, de modo que implica la existencia de un estereoisémero de limonina.
Dado que la estructura quimica de dicho compuesto no se habia confirmado inequivocamente mediante
experimentos espectroscopicos RMN, otros experimentos se dirigieron a la produccion del compuesto 4 en
cantidades adecuadas con el fin de realizar experimentos espectroscopicos.

Ejemplo 3 — Identificacion de limonina e isolimonina (Compuesto 4)
Liberados de limonin-17- 3-D-glucopiranésido

Para determinar la estructura quimica del compuesto 4 identificado en el ejemplo 2 e ilustrado en la Fig. 4, se incubd
una solucién acuosa de limonin-17-3-D-glucopiranésido, ajustada a un pH de 1,5, durante 4 horas a 60 °C, el
compuesto 4 se aislé y purificd por medio de HPLC semipreparativa y su estructura quimica se determiné por medio
de experimentos CL-EM/EM y 1D/2D-RMN. En el espectro de RMN de "H mostrado en la Fig. 5, se observan 21
sefiales entre las cuales diez sefiales que muestran desplazamientos quimicos de & 1,44, 1,72, 2,00, 2,25, 2,66,
2,66, 2,73, 2,75, 2,91, y 4,14 ppm eran bastante acordes con las resonancias de los protones de alquilo H-C(12a),
H-C(11), H-C(12b), H-C(6a), H-C(2a), H-C(5), H-C(2b), H-C(9), H-C(6b) y H-C(1) de la limonina. Las asignaciones de
estas sefiales se confirmaron inequivocamente por medio de experimentos de correlacion homo (COSY) y
hetereonucleares (HMQC, HMBC). Los protones diaestereotropicos en resonancia a 4,51 y 4,78 ppm eran acorde
con los protones de metileno H-C(19), de modo que indican un anillo A intacto presente en la limonina. Asimismo,
las sefiales de resonancia observadas a 6,62, 7,60, y 7,70 ppm para los protones del furano H-C(21), H-C(22) y H-
C(23) demostraron la similitud estructural con la limonina. No obstante, el compuesto 4 mostré diferencias a simple
vista con la limonina en los desplazamientos quimicos de los protones H-C(15), H-C(17) y H-C(18). El protén H-
C(17) mostré un desplazamiento de campo alto desde 5,48 ppm (3) a 5,05 ppm (4), mientras que los protones H-
C(15) y H-C(18) mostraron un desplazamiento de campo bajo de 4,21 y 1,11 ppm (3) a 4,50 y 1,48 ppm (4),
respectivamente. Ademas, los experimentos 2D-RMN identificaron diferencias en los desplazamientos quimicos de
C(17)/C(18) en resonancia a 77,9/20,0 ppm para la limonina (3) y 85,1/27.1 ppm para el compuesto 4, lo que indica
una epimerizacion de la limonina en la posicién C(17) en la estructura del compuesto 4. Teniendo en cuenta todos
los datos espectroscopicos, el compuesto 4 se identificd inequivocamente por primera vez como el epimero Cq7 de la
limonina que muestra el anillo furano en C(17) en una orientacion B en lugar de la orientacién a de la limonina.
Aunque ya se ha especulado con el compuesto 4, denominado Cq7-epilimonina o isolimonina, como metabolito en
plasma humano del limonin-17-3-D-glucopirandsido, esta es la primera confirmacién de la estructura de este
epimero de la limonina basandose en los datos espectroscépicos y demuestra su liberacion hidrolitica del
glucopiranésido.

En particular, una solucién de limonin-17-3-D-glucopiranésido (35 mg) en agua (20 ml) se ajusté a un pH de 1,5 con
cantidades minimas de acido clorhidrico (1 mol/l) y se incubd durante 4 horas a 60 °C. Después de enfriar, la
solucion se aplicé encima de un cartucho Strata C 18-E SPE acondicionado con agua (10 g, 55 um, Giga Tubes,
Phenomenex), después se aclaré con agua (150 ml), seguido por una mezcla de agua/metanol (50/50, v/v; 100 ml),
y metanol (150 ml). La fraccién de metanol se liberd del disolvente al vacio, se disolvié en una mezcla de metanol y
1 % de acido férmico acuoso y se separaron alicuotas (100 pl) por medio de una HPLC semipreparativa en
Microsorb-MV, RP-18, 250 x 10 mm i.d., 5 ym (Varian, Alemania). La monitorizacion del efluente por medio de un
detector UV a 220 nm asi como un ELSD, se realiz6 cromatografia mediante un gradiente de disolvente a un caudal
de 3,5 ml/min y a partir de la mezcla (30/70, v/v) de acetonitrilo y 0,1 % de acido férmico acuoso, incrementando el
contenido en acetonitrilo al 40 % en 15 minutos, después hasta el 80 % en 10 minutos y, por ultimo, hasta el 100 %
en 10 minutos. Se detectaron dos picos, el efluente de cada pico se recogid por separado en matraces enfriados con
hielo, se liber6 del disolvente al vacio y se desecd por congelacion. Los compuestos aislados se identificaron por
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medio de CL-EM y RMN como limonina y su estereoisémero previamente no indicado Cs7-epilimonina, también
conocido como isolimonina.

Limonina, 3: UV/VIS (acetonitrilo/agua; pH 2,5) Amax = 220 nm; CL/EM (ESI*) m/z 509 ([M+K]"), 493 ([M+NaJ’), 488
(IM+NH,]"); CL/EM (ESI"):

mlz 469 ([M-H]'); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds, COSY):

5 1,00 [s, 3H, H-C (24)], 1,02 [s, 3H, H-C (25b)], 1,11 [s, 3H, H-C (18)], 1,19 [s, 3H, H-C (25a)], 1,23 [m, 1H, H-C
(12)], 1,73 [m, 2H, H-C (11)], 1,83 [m, 1H, H-C (12)], 2,27 [dd, 1H, J = 3,0, 14,7 Hz, H-C (6)], 2,46 [dd, 1H, J = 3,0,
15,7 Hz, H-C (5)], 2,55 [m, 1H, H-C (9)], 2,62 [m, 1H, H-C (2)], 2,77 [d, 1H, J = 16,4 Hz, H-C (2)], 3,10 [t, 1H, J =
15,5 Hz, H-C (6)], 4,11 [m, 1H, H-C (1)], 4,12 [s, 1H, H-C (15)], 4,48 [d, 1H, J= 12,9 Hz, H-C (19)], 4,92 [d, 1H, J =
12,9 Hz, H-C (19)], 5,48 [s, 1H, H-C (17)], 6,51 [s, 1H, H-C (22)], 7,66 [s, 1H, H-C (21)], 7,72 [s, 1H, H-C (23)]; RMN
de "*C (100 MHz, MeOD-ds, HMQC, HMBC): & 17,4 [C, C (24)], 18,1 [C, C (11)], 20,0 [C, C (18)], 20,4 [C, C (12)],
22,3 [C, C (25b)], 30,1 [C, C (25a)], 35,9 [C, C (2)], 36,5 [C, C (6)], 37,5 [C, C (13)], 45,7 [C, C (10)], 46,9 [C, C (9)],
50,5 [C, C (8)], 54,3 [C, C (15)], 58,2 [C, C (5)], 65,3 [C, C (19)], 67,4 [C, C (14)], 77,9 [C, C (17)], 78,9 [C, C (1)],
80,4 [C, C (4)], 110,9 [C, C (22)], 120,6 [C, C (20)], 141,9 [C, C (23)], 143,9 [C, C (21)], 168,7 [C, C (16)], 170,9 [C, C
(3)], 208,5 [C, C(7)].

C17-Epilimonina, o isolimonina 4: UV/VIS (acetonitrilo/agua; pH 2,5) Amax = 220 nm; CL/EM (ESI*) m/z 509 (IM+K]"),
493 ([M+NaJ"), 488 ([M+NHJ]"); CL/EM (ESI): m/z 469 ([M-H]); RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds, COSY): 5 0,99 [s,
3H, H-C (24)], 0,99 [s, 3H, H-C (25b)], 1,19 [s, 3H, H-C (25a)], 1,44 [m, 1H, H-C (12)], 1,72 [m, 2H, H-C (11)], 2,00
[m, 1H, H-C (12)], 2,25 [dd, 1H, J = 3,7, 16,2 Hz, H-C (6)], 2,66 [m, 1H, H-C (2)], 2,66 [m, 1H, H-C (5)], 2,73 [m, 1H,
H-C (2)], 2,75 [m, 1H, H-C (9)], 2,91 [t, 1H, J = 15,8 Hz, H-C (6)], 4,14 [d, 1H, J = 3,68 Hz, H-C (1)], 4,50 [s, 1H, H-C
(15)], 4,51 [d, 1H, J= 13,2 Hz, H-C (19)], 4,78 [d, 1H, J= 13,2 Hz, H-C (19)], 5,05 [s, 1H, H-C (17)], 6,62 [s, 1H, H-C
(22)], 7,60 [s, 1H, H-C (21)], 7,70 [s, 1H, H-C (23)]; RMN de "°C (100 MHz, MeOD-d,, HMQC, HMBC): 5 18,3 [C, C
(111, 19,3 [C, C (24)], 22,1 [C, C (12)], 22,1 [C, C (25b)], 27,1 [C, C (18)], 30,6 [C, C (25a)], 36,6 [C, C (2)], 36,9 [C,
C (6)], 40,3 [C, C (13)], 45,0 [C, C (9)], 45,1 [C, C (10)], 47,6 [C, C (8)], 56,3 [C, C (5)], 56,6 [C, C (15)], 65,4 [C, C
(19)1, 70,4 [C, C (14)], 79,1 [C, C (1)], 79,9 [C, C (4)], 85,1 [C, C (17)], 112,9 [C, C (22)], 122,4 [C, C (20)], 143,8 [C,
C (21)], 144,2[C, C (23)], 168,8 [C, C (16)], 170,5 [C, C (3)], 208,3 [C, C (7)].

Aunque los inventores no desean quedar anclados a teoria alguna, la Fig. 6 ilustra una via de reaccién que muestra
la formacion de limonina (3) e isolimonina, o C47-epilimonina (4), del limonin-17-B3-D-glucopirandsido. Dado que la
glucosa es un buen grupo saliente, la hexosa se divide a partir de la posicion a del grupo furfurilideno de 1 en
condiciones acidas, de modo que tiene como resultado la liberacién de un catién de furfurilideno deslocalizado como
intermedio transitorio primario. La ciclaciéon intramolecular inducida por un ataque nucleofilico de la funcién carboxi
da lugar a la limonina (3) portadora del anillo furano en orientaciéon a, asi como isolimonina/C17-epilimonina que
muestra el anillo furano en C(17) en orientacion £.

Asimismo, se ha demostrado que la incubacién de limonina en solucién acuosa que tiene un pH de 3 no produce
una cantidad significativa de isolimonina, de modo que la isolimonina no se forma mediante epimerizacion directa de
la limonina.

Ejemplo 4 — Cuantificacion de limonina e isolimonina en zumo de naranja

Para investigar la generacion de limonina e isolimonina/C+7-epilimonina durante el almacenamiento del zumo de
naranja, zumo de naranja recién exprimida (pH 3,5) se almacendé durante hasta cuatro semanas a 4 y 20 °C vy,
después, la limonina y la isolimonina/C+7-epilimonina se determinaron cuantitativamente por medio de HPLC-EM/EM
usando el modo MRM. Como se muestra en la Fig. 7A, la concentraciéon de limonina en zumo de naranja aumento
ligeramente durante el almacenamiento de 70,0 ug/100 g en el zumo recién exprimido a 80 y 85 ug/100 g cuando se
mantiene durante 2 semanas a 4 y 20 °C, respectivamente. El almacenamiento del zumo de naranja indujo también
un incremento de la concentracion de Ci7-epilimonina, por ejemplo en las muestras mantenidas durante cuatro
semanas a 4 y 20 °C, respectivamente, se observd un incremento de 1,5 o 2 veces de la cantidad de Cq7-
epilimonina. En comparacion con el incremento inducido por el almacenamiento de la cantidad de limonina con el de
la isolimonina demostré claramente que la formacion de limonina estaba mas favorecida con el almacenamiento del
zumo de naranja que la de su efimero C47, lo que avala los hallazgos en la bibliografia de que durante el
almacenamiento, la limonoato-A-anillo de lactona presente en el zumo se convierte lentamente en limonina tras
catalisis acida.

En un segundo conjunto de experimentos, se investigd la influencia del tratamiento térmico sobre la generacion de
limonina e isolimonina/Cq7-epilimonina. Para llegar a esto, el zumo de naranja recién exprimido se trato
térmicamente a 70 °C durante 10 minutos con el fin de obtener mas informacion sobre la velocidad de liberacion
maxima de estos compuestos a 95 °C durante hasta 240 minutos. El analisis HPLC-EM/EM (MRM) revel6 que la
concentracion de limonina e isolimonina en el zumo recién preparado no calentado fue 70,0 y 1,3 ug/100g,
respectivamente (Fig. 8A). Tras el tratamiento térmico, las concentraciones de ambos terpenoides aumento
significativamente, por ejemplo calentando durante 10 minutos a 70 °C, indujo un incremento de la cantidad de
isolimonina por un actor de cinco para alcanzar una concentracion de 6,1 ug/100 g, mientras que la concentracion de
limonina alcanzé una concentracion de 100 pg/100 g.

El calentamiento del zumo de naranja a 95 °C influyd sobre las cantidades de limonina e isolimonina todavia mas. Ya
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después de calentar el zumo durante 10 minutos a 95 °C, la cantidad de Ci7-epilimonina aumenté por un factor de
diez (Fig. 8A). Después de calentar durante 30 y 60 minutos, respectivamente, se generaron 20 y 30 ug/100 g de
Ci7-epilimonina. Después de calentar durante 60 minutos, la concentracion de limonina aumenté de 70 a 115 ug/100
g y se acerco a un valor maximo de 140 ug/100 g después de 4 horas. El calculo de la proporcién entre ambos
limonoides en las muestras de zumo de naranja calentado reveld que la proporcion Cq7-epilimonina/ limonina cambia
espectacularmente aumentando el tiempo de calentamiento y alcanzé un maximo de 0,50 tras 240 minutos (Fig. 8B).

Para realizar estas determinaciones, las naranjas se partieron por la mitad y se exprimieron cuidadosamente a mano
por medio de un exprimidor de citricos de cocina (Citromatic MPZ 22, Braun, Alemania). Con el objetivo de investigar
la influencia del almacenamiento en frio sobre la concentracion de limonina e isolimonina en el zumo de naranja,
alicuotas (300 ml) de zumo de naranja recién exprimido se mantuvieron a 4 y 20 °C durante 4 semanas en
oscuridad. Con el fin de estudiar la formacion de limonina e isolimonina a temperaturas elevadas, alicuotas (300 ml)
del zumo de naranja recién exprimida se trataron térmicamente a 70 °C durante 10 minutos o a 95 °C durante hasta
240 minutos.

Para el analisis cuantitativo, alicuotas (8 g) del zumo de naranja fresco y tratado, respectivamente, se centrifugaron
durante 10 minutos a 3.000 rpm, el material insoluble se suspendio y se mezclé intimamente con agua (8 ml) y se
centrifugd de nuevo durante 10 minutos a 3.000 rpm. Los sobrenadantes se combinaron y colocaron sobre el
cartucho C 18-E SPE acondicionado con agua (1 g, 5 ym, Phenomenex). Después de aclarar con agua (20 ml), el
cartucho se sec6 succionando una corriente de nitrégeno a su través y después se eluyé con metanol (20 ml). El
efluente metabdlico se liberd del disolvente al vacio y se llevd a un volumen de 3,0 ml con metanol. Los alicuotas (5
pl) se analizaron para determinar la presencia de limonina e isolimonina/ C7-epilimonina por medio de CL-EM/EM en
una columna Synergi Fusion, 150 x 2 mm i.d., 4 ym (Phenomenex). Para conseguirlo, se realiz6 una cromatografia
con un caudal de 250 pl/min a partir de una mezcla (80/20, v/v) de 0,1 % de acido férmico acuoso y acetonitrilo,
aumentando el contenido en acetonitrilo al 40 % en 10 minutos, después hasta el 80 % en 5 minutos, mantenidos
durante 5 minutos y, por ultimo, hasta el 100 % en 5 minutos. Usando ionizacién por electronebulizacion negativa, la
limonina y la isolimonina/ C47-epilimonina se analizaron en modo de monitorizacién de varias reacciones (MRM)
usando transicion de masas m/z 469—229. Se realizd6 un analisis cuantitativo comparando las areas maximas
obtenidas para los rastros de masas con las soluciones patron definidas de limonina y C17-epilimonina en metanol.

Un experimento final se centré en la influencia del procedimiento de concentracion del zumo de naranja sobre las
cantidades de 3 y 4. Para conseguirlo, la concentracion de Ci7-epilimonina se analizé de forma cuantitativa en un
zumo de naranja fresco y un concentrado de zumo de naranja congelado producido a partir del mismo lote de zumo
de naranja mediante una concentracion de 6,6 veces. Mientras que el zumo de naranja contenia isolimonina/C17-
epilimonina en cantidades de 1,6 pg/100 g, se hallé6 aproximadamente 21,0 ug/100 g de isolimonina en el zumo
concentrado congelado correspondiente. Teniendo en cuenta que el concentrado se produjo mediante una
concentracion de 6,6 veces del zumo de naranja, cabia esperar que hubiera en el zumo concentrado 10,6 ug/100 g
del epimero. Pero habia una cantidad dos veces superior de 21,0 ug/100 g en el concentrado congelado, de modo
que se demuestra claramente por primera vez que se forma Cq7-epilimonina en cantidades significativas durante la
fabricacion del zumo de naranja concentrado congelado.

Ejemplo 5- Analisis sensorial

Para estudiar la influencia de la quiralidad de C(17) sobre la actividad sensorial de estos limonoides se determinaron
las concentraciones umbral del amargor para limonina y Ci7-epilimonina. Estos estudios sensoriales revelaron una
concentracion umbral del amargor de 10,0 pg/l (agua) para C47-epilimonina que es bastante préximo al obtenido para
la limonina (4,0 umol/l), de modo que se demuestra una actividad sensorial similar de ambos compuestos
triterpenoides de lactona.

Para efectuar estas evaluaciones, once asesores (cuatro mujeres y siete varones de 23-29 afos de edad), que
participaron durante al menos dos afios en sesiones de formacién semanales, determinaron las concentraciones
umbral de reconocimiento del sabor en agua embotellada (pH 5,1) por medio de un procedimiento de eleccion
forzada de tres alternativas con concentraciones crecientes del estimulo siguiendo el procedimiento notificado
previamente en Stark, T.; Barenther, S.; Hofmann, T. (2005) J. Agric. Food Chem. 53:5407-5418.

Los ejemplos indican que mientras que el cierre del anillo de limonoato A-anillo de lactona (2) solo permite la
formacioén de limonina (Fig. 1), la degradacion hidrolitica de limonin-17-3-D-glucopirandsido (1) mediante el cation
furfurilideno da lugar a limonina (3) y Ci7-epilimonina (4) (Fig. 6). Dado que se hallé que solo se generaban
cantidades minimas de isolimonina tras el almacenamiento en frio del zumo de naranja pero que se liberaban
cantidades significativamente mayores a partir de su precursor limonin-17-3-D-glucopiranésido a una temperatura
elevada, la proporcion Cqz-epilimonina/limonina podria ser un marcador adecuado que permita la determinacion
analitica de los datos térmicos aplicados durante el procesamiento del zumo de naranja.

Como se puede ver en la Fig. 8, la proporcion isolimonina/limonina aumenté de 0 a aproximadamente 0,25 en
aproximadamente 20 minutos y hasta aproximadamente 0,40 - 0,45 en aproximadamente 60 minutos a 100 °C. Por
tanto, la proporcion isolimonina/limonina (también expresada como la proporcion de Cq7-epilimonina/limonina) tiende
a indicar la intensidad del calentamiento.
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Aunque la invencion se ha descrito con respecto a ejemplos especificos, incluyendo los modos de llevar a cabo la
invencion preferidos en el presente documento, los expertos en la técnica apreciaran que hay numerosas

variaciones y permutaciones de los sistemas y técnicas descritos anteriormente que entran dentro del alcance de la
invencion como se indica en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
Un procedimiento para controlar el sabor de un zumo de frutos citricos, comprendiendo dicho procedimiento:

e controlar la concentracion en el mismo de un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
limonina, isolimonina, nomilina y mezclas de los mismos hasta un nivel por debajo del nivel de sabor
umbral de los mismos, en el que la proporcién en peso de isolimonina/limonina es inferior a 0,25.

e controlar la concentracion en el mismo de flavonas polimetoxiladas hasta un nivel por debajo del nivel
de sabor umbral del mismo, y

e controlar la concentracion de limonoide B-D-glucopiranésidos en el mismo hasta un nivel por debajo del
nivel de sabor umbral del mismo.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, que ademas comprende controlar la proporcién valor
Brix/acido del zumo.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2 en el que la proporcién valor Brix/acido se controla
reduciendo la concentracion de un acido seleccionado del grupo que consiste en acido malico, acido citrico y
mezclas de los mismos.

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que ademas comprende la
etapa de controlar las concentraciones de glucosa, fructosa y sacarosa en el zumo, de modo que se controla
la concentracion de limonina, isolimonina y nomilina.

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracién de
limonina y el compuesto seleccionado del grupo que consiste en isolimonina, nomilina y mezclas de los
mismos se controla mediante una técnica seleccionada del grupo que consiste en 6smosis inversa,
intercambio iénico, destilacion o combinaciones de los mismos.

Un zumo de frutos citricos obtenible de acuerdo con el procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

Un zumo de citricos de acuerdo con la reivindicacion 6 que es zumo de naranja, en el que las
concentraciones relativas de

(1) limonina, isolimonina y nomilina;
(2) flavonas polimetoxiladas (PMF); y

(3) limonoide B-D-glucopiranésidos, se han controlado, junto con el control de la glucosa, la fructosa y la
sacarosa en el zumo de naranja.
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