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1. LOS CÍTRICOS 

1.1. HISTORIA  

El origen de  los cítricos se  localiza en el sureste de Asia, en una zona que 

abarca desde Arabia Oriental hasta Filipinas y desde el Himalaya hasta Indonesia. 

Dentro  de  esta  extensa  región,  el  noreste  de  la  India,  el  norte  de  Birmania  y  la 

provincia de Yunnan ‐en el centro sur de China‐, se consideran los tres centros de 

origen más importante (Gmitter y Hu, 1990).  

En  España,  los  cítricos  se  adaptaron  muy  bien  al  clima  levantino,  sin 

embargo, no hubo plantaciones regulares hasta  finales del siglo XVIII. Durante  la 

primera  mitad  del  siglo  XIX  el  crecimiento  de  la  citricultura  fue  lento, 

posteriormente los resultados comerciales empezaron a ser positivos, sobre todo en 

el campo valenciano por las condiciones climatológicas, la calidad de los suelos y la 

facilidad del riego entre otros factores. Aumentó el cultivo y la producción y entre 

los años 1860‐1870, los cítricos empezaron a alcanzar una significación económica y 

exportadora importante, que supuso el inicio de la gran expansión actual. En poco 

tiempo  la  naranja  pasó  a  ser  uno  de  los  principales  productos  de  exportación 

española.  

El cultivo de  la mandarina se  introduce en España en el año 1845 y unos 

años más  tarde  la variedad de naranja  sanguina, procedente de  la  isla de Malta. 

Finalmente el pomelo, de introducción reciente, fue importado de Estados Unidos. 

Actualmente el  cultivo de  cítricos  se  extiende por  la mayor parte de  las  regiones 

tropicales y subtropicales comprendidas entre  las  latitudes 44º N y 41º S  (Agustí, 

2000).  

Los  tres géneros de cítricos cultivados en  la actualidad son  :  i) Fortunella 

(kumquat),  ii) Poncirus,  formado por  especies de hoja  trifoliada  caduca, de  gran 

resistencia  al  frío  y  utilizados  como  portainjertos  y  iii)  Citrus,  que  incluye  las 

especies más  importantes desde  el punto de vista  agronómico  como  las naranjas 

dulces (Citrus sinensis [L.] Osb.), mandarinas (Citrus reticulata Blanco y Citrus unshiu 

Marc.),  pomelos  (Citrus  paradisi Macf.),  limones  (Citrus  limon  Burm.  f.)  y  limas 

(Citrus aurantifolia L.) (Agustí, 2003). 
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1.2. IMPORTANCIA ECONÓMICA DEL SECTOR CITRÍCOLA  

Los  cítricos  se  cultivan  en más de un  centenar de países,  abarcando una 

superficie  total  de  6,7  millones  de  hectáreas,  que  producen  108  millones  de 

toneladas, cifra muy superior a la de otras frutas como los plátanos (70 millones de 

toneladas) o las uvas (69 millones).  

España, con una producción de poco más de 6 millones de toneladas, ocupa 

el  quinto  lugar  en  la  producción  mundial  de  cítricos,  precedido  de  Brasil  (20 

millones  de  toneladas),  China  (supera  los  17 millones  de  toneladas),  EEUU  (11 

millones  de  toneladas)  y México  (6.5 millones  de  toneladas).  La  producción  de 

naranjas es la mayoritaria a nivel mundial (60%), seguida de las mandarinas (24%), 

limones (12%) y pomelos (4%). Las exportaciones mundiales de cítricos superan los 

12 millones de toneladas y España es el país con el mayor volumen de exportación 

de  cítricos  para  su  consumo  en  fresco  ‐3  millones  de  toneladas‐,  seguido  por 

Suráfrica  y  EEUU,  con  2  y  1 millón  de  toneladas,  respectivamente.  Esto  datos 

evidencian que España puede canalizar en  torno al 25% del comercio mundial de 

cítricos.  

Además, España es el segundo productor mundial de mandarina ‐10% de la 

producción  total‐,  siendo  la  UE  su  mercado  más  importante,  principalmente 

Alemania y Francia, países a los que destina el 50% de la exportación.  

La  producción  de  cítricos  en  España  se  localiza  en  cuatro  comunidades 

autónomas:  la Comunidad Valenciana, que constituye  la zona de producción más 

importante  (62% de  la producción nacional), Andalucía  (22%), Región de Murcia 

(13,5%)  y Cataluña  (2,5%).  Los  cítricos  de mayor  producción  en  España  son  las 

naranjas  (53%),  seguidas  de  las  mandarinas  (33%)  y  los  limones  (14%)  y  la 

liderando la Comunidad Valenciana la producción de naranjas y mandarinas. En el 

grupo  de  las  mandarinas  destaca  la  producción  de  clementinas  (82%), 

especialmente de la variedad Clementino de Nules (Citrus clementina Hort. Ex Tan.), 

(FAO, 2013; MAPA, 2013).  

Los  cítricos  constituyen  con  diferencia  el  principal  grupo  de  frutales  en 

España  en  cuanto  a  superficie  cultivada.  De  hecho,  el  60,9%  de  la  superficie 

cultivada  de  frutales  corresponde  a  los  cítricos  (MARM,  2013),  seguidos  de  los 

frutales de hueso (27,4%) y de pepita (11,7%).  

En el año 2012, casi un 0,7% de la superficie geográfica de España se destinó 

al cultivo de cítricos, correspondiendo ésta mayoritariamente al cultivo de naranjo 
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y mandarino,  que  representan  respectivamente  el  50%  y  36  %  de  la  superficie 

citrícola  total, y  en menor medida al  limonero,  con un peso  relativo del  13%. La 

principal área citrícola continúa localizándose en la Comunidad Valenciana (Figura 

I.1), con aproximadamente el 60% de la superficie total, seguida de Andalucía (25%) 

y la Región de Murcia (14%). 

 

Figura  I.1:  Distribución  de  la  superficie  citrícola  española  por  CCAA  (comunidades 

autónomas) (Fuente: MARM, 2013).  

 

La Región de Murcia, tercera zona productora de España, ha registrado una 

evolución espectacular en  cuanto a  superficie  citrícola  cultivada,  con  incrementos 

del 150%. Por otra parte, según las estimaciones del Servicio de Estudios Agrarios y 

Comunitarios  de  la  Consejería  de  Agricultura,  Pesca  y  Alimentación  de  la 

Generalitat Valenciana y partiendo del supuesto de que no se produzcan eventos 

extraordinarios que alteren de  forma  significativamente  la  evolución  española de 

cítricos, se estima que  la campaña 2012/2013 será de 6,1 millones de  toneladas, el 

5,74% menos  que  en  la  cosecha  anterior.  El  descenso  estimado  será  de  372.000 

toneladas para el conjunto de cítricos, aunque la situación varía por productos. 

La mayor caída corresponderá a las mandarinas, con cerca de 2,1 millones 

de  toneladas,  el  13,1%  menos  que  en  2011/2012. Esta  disminución  se  debe 

principalmente a las clementinas, cuya producción se reduce un 17,6% hasta 1.430 

56.72%24.98%

13.56%

4%

0.44%
0.31%
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103 toneladas, lo que contrasta con el crecimiento de un 46,56% para las satsumas, 

que llegarán a las 192.000 toneladas. 

Por el contrario, la cosecha de naranja dulce será el 1,97%, más voluminosa 

que la del año pasado, con 3,1 millones de toneladas. Por variedades, se prevé una 

cosecha un 1,74% mayor de navel, con 2,34 millones de toneladas, y las variedades 

tardías crecerán el 8,5%, hasta las 548.000 toneladas, mientras que las blancas caerán 

el 9,58%, hasta las 217.000 toneladas. 

La  cosecha de  cítricos de  la Comunidad Valenciana  en  la  campaña  2012‐

2013  será  de  3.013.856  toneladas,  lo  que  representa  un  descenso  del  4,9%  en  el 

volumen de producción respecto a  la campaña anterior. Mientras  la primera zona 

productora de España prevé para esta campaña una disminución de la producción, 

Andalucía espera producir durante esta temporada más de 1,6 toneladas de cítricos, 

una cifra que supone un aumento del 4,2% respecto a 2011‐2012 y un 8,5% más que 

la media de las cuatro últimas campañas (Tabla I.1). 

 

Tabla  I.1: Producción  citrícola  estimada  en  el periodo 2012‐2013  tanto  a nivel nacional  como por 

Comunidades Autónomas (Fuente: Freshfel, 2013). 

ZONA  Previsión 2012/13 (Tm) Diferencia 2011/12 (Tm)% 

Andalucía  1.683.635  +4,2% 

Valencia  3.013.856  ‐4,9% 

Murcia  557.000  ‐14,9% 

ESPAÑA  6.109.000  ‐5,7% 

 

Según las estimaciones realizadas por los servicios técnicos de la Consejería 

de Agricultura, Pesca, Alimentación y Agua de la Generalitat Valenciana, los datos 

revelan  una  caída  del  12%  en  la  producción  de  mandarinas,  que  se  cifra  en 

1.383.867 toneladas, con descensos significativos en el subgrupo clementinas y en el 

de mandarinos e híbridos (Tabla I.2). 

En  este  grupo,  las  clementinas  presentan  una merma  del  10,18%  que  se 

reparte de  forma  equilibrada  entre  las  tempranas,  las de media  temporada y  las 

tardías. La variedad clemenules presenta en esta campaña una bajada del 13,49%. El 

descenso más acusado se da en el subgrupo híbridos, con un 27,73%, motivado por 

una importante reducción de la producción de ortanique, clemenvilla y fortune. Por 

el contrario, la cosecha de satsumas se estima que crecerá un 21%. 

En el caso de  las naranjas se prevé una cosecha de 1.422.679  toneladas,  lo 

que  supone  un  moderado  incremento  del  3,68%  respecto  al  volumen  obtenido 
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durante  la campaña 2011‐2012. Dentro de este grupo, cabe destacar el  incremento 

de un 4,12% del subgrupo navel, debido al aumento de las navelinas, y del 1,97% de 

las blancas motivado por la subida de la valencia late un 9,7%. 

 

Tabla I.2: Producción citrícola estimada en el periodo 2012‐2013 por cultivo (Fuente: MAGRAMA, 

2013). 

 

A pesar de esta bajada en la producción citrícola la campaña ofrece fruta de 

excelente  calidad  y  calibre,  en  parte,  gracias  al  Código  de  Buenas  Prácticas 

Comerciales que desde febrero del 2013, al que  todos  los operadores del sector se 

han adherido para asegurar un marco de relaciones de mercado transparentes que 

favorezcan el equilibrio de la cadena agroalimentaria, ofreciendo productos seguros 

y de calidad (BOCG, 2013). 

Para  la  campaña  2012‐2013, Murcia  seguirá  siendo  la  tercera  comunidad 

autónoma productora de cítricos en España, que en el año en curso representaron el 

13%  del  valor  de  todos  los  productos  vegetales  de  la  Región,  y  un  9%  de  la 

producción  de  la  rama  agraria,  incluyendo  la  ganadería. Además, Murcia  es  la 

principal  productora  de  limón  y  pomelo.  En  2011  los  cítricos  de  la  Región  de 

Murcia representaron el 8% de la producción nacional. En 2010, las producciones de 

limón y pomelo supusieron el 56 y el 68%, respectivamente, de la cosecha nacional. 

La Consejería de Agricultura  y Agua de  la Región de Murcia prevé una 

bajada moderada en la cosecha de cítricos a consecuencia de las bajas temperaturas 

registradas  durante  los  primeros meses  del  año  2013.  Según  las  estimaciones,  la 

cosecha  total de cítricos asciende a 557.000  toneladas,  lo que supone un descenso 

del  14,9  por  ciento  en  relación  al  volumen  de  la  pasada  campaña,  que  alcanzó 

654.983  toneladas.  Las  bajas  temperaturas  durante  el  invierno  afectaron 

principalmente al limón, y en menor medida a la naranja (5,9 %) y mandarina (2,4 

%).  

Cultivo*  2010  2011  Avance 2012/2013 

Naranja  3.114,8  2.801,3  2.884,1 

Satsuma  167,2  150,1  177,1 

Clementina  1.508,4  1.413,6  1.263,4 

Hibrido  521,3  552,2  441,0 

Mandarina Total  2.196,9  2.115,9  1.881,5 
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La  importancia de  la citricultura en el mundo, y en particular en España, 

está  fuera  de  toda  duda.  Sin  embargo,  no  se  está  exenta  de  inconvenientes  a 

consecuencia de los techos en el consumo y producciones crecientes, que conducen 

a  una  caída  de  precios.  El  avance  de  la  citricultura  implica  una  mejora  de  la 

rentabilidad  de  las  exportaciones,  que  pasa  por  la  reducción  de  los  costes  de 

cultivo, análisis de  rutina más  rápidos y baratos que no  retrasen  la  salida de  los 

cítricos al mercado,  la  reducción de  la estacionalidad de  la oferta,  la mejora de  la 

calidad  del  fruto  o  dar  salida  a  los  excedentes  a  través  de  zumos  y  productos 

derivados  de  mayor  calidad,  capaces  de  satisfacer  las  exigencias  del  mercado 

(Agustí, 2000). Éste puede  constituir uno de  los mercados de mayor  crecimiento, 

complementando así al de la producción de fruta para consumo en fresco. 

1.3. AGRICULTURA ECOLÓGICA 

La Agricultura Ecológica es un sistema agrario basado en  la obtención de 

alimentos de máxima calidad organoléptica, sanitaria y en el proceso productivo, 

respetando el medio ambiente y conservando al mismo  tiempo  la  fertilidad de  la 

tierra  de  cultivo mediante  la  utilización  óptima  de  los  recursos  naturales,  sin  el 

empleo  de  productos  de  síntesis  química,  procurando  así  un  desarrollo  agrario 

perdurable (CAECV, 2013).  

La agricultura ecológica se encuentra regulada legalmente en España desde 

1989,  al  amparo  del  Reglamento  de  Denominación  Genérica  ʺAgricultura 

Ecológicaʺ, que  fue de aplicación hasta  la entrada en vigor del Reglamento  (CEE) 

2092/91  sobre  la  producción  agrícola  ecológica  y  su  indicación  en  los  productos 

agrarios y alimenticios. 

Desde  el  1  de  enero  de  2009  ‐fecha  en  que  comenzó  a  aplicarse  la 

producción ecológica‐, se encuentra regulada por el Reglamento (CE) 834/2007 del 

Consejo  relativo  a  la  producción  y  etiquetado  (MAGRAMA,  2013).  Dentro  del 

crecimiento  favorable  que  presenta  la  producción  ecológica,  especialmente  en 

términos de exportación, destaca la producción de cítricos gracias al crecimiento de 

la demanda exterior de productos como la naranja. 

Según un informe publicado por la Consejería de Agricultura y Pesca de la 

Junta  de  Andalucía  en  2006,  los  principales  beneficios  directos  del  proceso  de 

conversión a la citricultura ecológica son: i) el incremento de los ingresos debido a 

los mejores precios de venta y ii) una incidencia de plagas similar ‐o inferior‐, a las 
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detectadas  en  explotaciones  convencionales.  Entre  los  aspectos  negativos, 

encontramos  el  incremento  de  los  costes  de  abonado  y  control  de  hierbas,  la 

disminución de los calibres o el menor volumen de producción. 

Además, hay que valorar las cualidades que ofrecen estos productos y que 

contribuyen  a  su  comercialización  y  a  mejorar  la  percepción  por  parte  de  los 

consumidores. En este sentido, destacan aspectos como la calidad organoléptica, la 

ausencia  de  residuos  químicos  en  la  fruta  y  una  contribución  positiva  al 

mantenimiento de la biodiversidad y el ecosistema.  

Según  los  datos  publicados  por  el MAGRAMA,  la  superficie  inscrita  de 

cítricos ecológicos en España en el año 2011, alcanzó las 5.855 hectáreas. La mayor 

parte  de  esta  superficie  corresponde  al  cultivo  de  naranja  ecológica  con  3.041 

hectáreas, seguida del limón con 1.417 hectáreas y 1.165 hectáreas para mandarina. 

Por  Comunidades  Autónomas,  Andalucía  presenta  la  mayor  superficie 

inscrita  con  3.921  hectáreas,  seguida  por  la  Comunidad  Valenciana  con  1.008 

hectáreas  y  por  la  Región  de Murcia  con  718  hectáreas,  quedando  el  resto  de 

comunidades muy por debajo de estas cifras. 

Por  su  parte,  la  producción  total  de  cítricos  ecológicos  a  nivel  nacional 

alcanzó en dicho periodo las 108.615 toneladas, de las que más de la mitad (57.969 

hectáreas) fueron de naranjas ecológicas (MAGRAMA, 2013). 

1.4. LAS MANDARINAS (Citrus reticulata) 

1.4.1. Requerimientos edafoclimáticos 

Generalmente,  los mandarinos  son  árboles más  resistentes  al  frío que  los 

naranjos, sin embargo, sus frutos son más sensibles al frío. Los árboles también son 

más tolerantes a la sequía. En general, las mandarinas pueden sufrir más fácilmente 

lesiones por frío que las naranjas y pomelos.  

El mandarino es muy  fácil de adaptar a diversos climas. Puede cultivarse 

en condiciones climáticas desérticas, semitropicales y subtropicales. A pesar de esta 

adaptabilidad, para que el fruto  llegue a tener una buena calidad y  la producción 

sea copiosa, cada variedad necesita unas condiciones climáticas muy concretas. Por 

ejemplo, una de las variedades más exigentes en cuanto a las condiciones climáticas 
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es  la  ʺClementinaʺ;  actualmente  su distribución  se  limita  a  las  zonas  costeras de 

Marruecos, España y Córcega (Amorós, 1999). 

1.4.2. Características generales de las mandarinas 

Sin lugar a duda, la mandarina es una fruta atractiva al consumidor gracias 

a  su  sabor,  color,  aroma  y  facilidad  de  pelado.  Además,  es  un  producto  poco 

perecedero y soporta relativamente bien el transporte y comercialización posterior. 

Las mandarinas se producen en gran parte del mundo y se comercializan 

en fresco y transformadas, ya sean zumos, gajos en conserva o mermelada. 

Los  frutos  del mandarino  son  bayas  de  forma  redondeada  denominadas 

hesperidios,  en  los  que  se  distinguen  tres  partes:  i)  el  epicarpio  o  flavedo, 

corresponde  a  la  porción  coloreada  de  la  piel  y  contiene  la mayor  parte  de  los 

pigmentos  y  aceites  esenciales  de  la  mandarina.  Inmediatamente  debajo  del 

epicarpio, se localiza el ii) mesocarpio o albedo, que es una capa blanca y esponjosa 

que  contiene  flavonoides,  sustancias  pécticas  y  hemicelulasas  y  envuelve 

completamente el iii) endocarpio, que es la porción comestible de los frutos (Figura 

I.2). La  capa  correspondiente al albedo y  flavedo  ‐la piel del  fruto‐,  se denomina 

pericarpio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Endocarpio (carpelos) 

Mesocarpio (albedo) 

Epicarpio (flavedo) 

Figura I.2: Sección transversal de una mandarina (Fuente: Ting y Rouseff, 1986) 
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El endocarpio está  formado por entre 9 y 13 carpelos  (“gajos”), dentro de 

los cuales se encuentran vesículas en forma de huso, que contienen el zumo. En el 

endocarpio  se  localizan  las  semillas,  que  contienen  una  importante  cantidad  de 

grasa (Ting y Rouseff, 1986).  

Los  componentes  químicos  de  los  frutos  se  distribuyen  entre  estas  tres 

estructuras, aunque en algunos casos suelen encontrarse en mayor concentración en 

alguna  de  ellas.  Así,  tanto  los  azúcares  como  los  ácidos  se  localizan 

fundamentalmente en las vesículas que contienen el zumo (Ting y Rouseff, 1986).  

Al  igual  que  el  resto de  los  agrios,  las mandarinas  pertenecen  al  género 

citrus. Sin embargo, dentro de este género su clasificación posterior es problemática. 

1.5. PARÁMETROS FÍSICO‐QUÍMICOS EN ZUMOS DE MANDARINA 

Por sus características organolépticas y nutritivas especiales,  los zumos de 

mandarina son bebidas muy particulares. La caracterización y análisis de los zumos 

cítricos es un aspecto de capital  importancia en el procesado de  los zumos. Desde 

un punto de vista nutricional los cítricos son significativos. Ya que son una fuente 

importante  de  ácido  ascórbico,  compuesto  con  actividad  vitamínica  C  (Rojas‐

Hidalgo, 1998; Yanishlieva‐Maslarova y Heinonen, 2001). La acidez que confieren 

estos compuestos constituye un  importante factor en relación con  la aceptabilidad 

de los zumos cítricos. Así, el zumo de mandarina se suele considerar aceptable con 

un 1% de ácidos y un pH en torno a 3,5 (Varnan y Sutherlan, 1994). De acuerdo con 

las  normas  generales  establecidas  en  la  Directiva  2012/12/UE  del  Parlamento 

Europeo y del Consejo, de 19 de abril de 2012, por  la que se modifica  la Directiva 

2001/112/CE del Consejo, relativa a los zumos de frutas y otros productos similares 

destinados a  la alimentación humana  (BOE, 2012), se considera como zumo aquel 

obtenido  por  procedimiento  mecánico  del  endocarpio  de  mandarinas  (Citrus 

reticulata),  maduras  y  en  buen  estado,  conservado  exclusivamente  por  medios 

físicos, sin fermentar, pero fermentable, destinado al consumo directo (Tabla I.3). El 

producto deberá tener el color y sabor característicos del zumo de mandarina.  

Se permite la restitución de los componentes volátiles naturales del zumo a 

cualquier  zumo  de  mandarina  del  que  se  hayan  extraído  dichos  componentes 

volátiles  naturales.  El  zumo  podrá  haber  sido  concentrado  previamente  y 

reconstituido  posteriormente  con  agua  para  conservar  los  factores  esenciales  de 
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composición y calidad del zumo. Según  la nueva directiva 2012/12/UE, a partir del 

28 de octubre de 2015, ningún zumo de frutas contendrá azúcares añadidos. 

 

Tabla I.3: Parámetros de calidad en zumos de mandarina (Fuente: BOE, 2012).

Parámetros  Unidad de 

medida 

Valor  Observaciones 

Grado Brix    min. 10,5  Zumo directo 

Grado Brix    min. 11,2  Zumo a base de concentrado 

Acidez  meq/L  90 ‐ 300  Los  valores  indicados  corresponden  a  5,8  ‐  19,2  g/L, 

calculados como ácido cítrico 

anhidro a pH 8,1 

Acido cítrico  g/L  6 ‐ 22   

Acido D‐isocítrico  mg/L  65 ‐ 200  El valor inferior a 65 mg/L se obtiene en productos de 

alta  ratio.  En  clementinas  se  han  obtenido  hasta  40 

mg/L. 

Acido cítrico: Acido 

D‐isocítrico 

mg/L  máx. 130  En  clementinas  se  han  obtenido  valores  superiores  a 

200  

Acido L‐ascórbico 

 

mg/L  min. 100  La media  natural  de  contenido  de  acido  L‐ascórbico 

del zumo recién exprimido está entre 250 y 350 mg/L. 

Deben garantizarse los 100 mg/L de acido L‐ascórbico 

a la fecha de consumo preferente‐ 

Sacarosa  g/L  20‐60  Algunas  variedades  de  mandarina  presentan 

contenidos  altos  de  sacarosa,  especialmente  en 

productos  recién  exprimidos.  Su  participación 

porcentual en el  total de azúcares puede ser  superior 

al 50% y llegar hasta el 70%. 

Maltosa    ausencia   

Isomaltosa    ausencia   

Índice de Formol mL 

NaOH 0,1M/100 ml 

  15 ‐ 26  Cuando  el  valor  es  inferior  al  valor  mínimo 

establecido, debe examinarse el origen. 

Cenizas  g/L  2,5 ‐ 5,0   

Fósforo total  mg/L  90 ‐ 210   

Potasio  mg/L  1000 ‐ 2300   
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1.6. COMPUESTOS BIOACTIVOS EN ZUMOS DE MANDARINA 

Los  frutos cítricos y sus zumos son una  fuente  importante de compuestos 

bioactivos  en  la  dieta,  (carotenoides,  flavonoides,  vitamina  C,  vitamina  A  y 

elementos minerales, entre otros) con efectos beneficiosos para la salud (Gorinstein 

y  col.,  2001;  Mahan  y  col.,  2000).  Los  efectos  biológicos  de  estos  compuestos 

dependen  de  la  fracción  de  los mismos  que  puede  asimilar  el  organismo  para 

ejercer  un  efecto  funcional.  Los  efectos  protectores  frente  al  daño  oxidativo  en 

células y tejidos, y la modulación del ciclo celular por un determinado alimento, se 

deben principalmente a las sinergias entre los diferentes compuestos bioactivos del 

mismo.  

El reconocimiento de los componentes fisiológicamente activos en los frutos 

cítricos como  la naranja y mandarina, y su contribución a  la salud humana, se ha 

convertido  en  un  área  de  investigación  emergente.  El  género  Citrus  se  ha 

caracterizado por una acumulación sustancial de glicósidos de flavonona, los cuales 

no  se  encuentran  en otras  frutas. La vitamina C y  los  carotenoides, por  ejemplo, 

parecen  jugar  un  papel  importante  en  la  prevención  de  ciertos  tipos  de  cáncer, 

enfermedades  cardiovasculares  y  cataratas,  a  través  de  la  neutralización  de 

procesos oxidativos (Rodríguez‐Amaya, 2012). 

Entre  los principales compuestos bioactivos que podemos encontrar en el 

zumo de mandarina destacan los siguientes: 

1.6.1. Pigmentos Carotenoides 

El sistema de determinación de la calidad de los cítricos del departamento 

de agricultura de Estados Unidos (USDA), reconoce la importancia del color en  la 

calidad de los productos comerciales de cítricos y adjudica la misma importancia al 

color que al sabor. El color de los zumos de mandarina se debe fundamentalmente 

a  los  pigmentos  carotenoides,  aunque  en  algunas  variedades  tienen  bastante 

influencia los antocianos. En los frutos no maduros el color se debe a las clorofilas, a 

medida  que  maduran  sus  niveles  disminuyen,  aumentan  la  concentración  de 

carotenoides.  Los  principales  carotenoides  responsables  del  color  del  zumo  de 

mandarina  son  α‐caroteno  y  β‐caroteno,  zeta‐anteraxantina  (amarillento), 

violaxantina  (amarillento), β‐citraurina  (naranja  rojizo) y β‐criptoxantina  (naranja) 

(Lin y Chen, 1995). Las mandarinas  son el  fruto  cítrico de  color más  intenso y  la 
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coloración rojo‐anaranjada de su endocarpio se atribuye a la alta concentración de 

β‐criptoxantina y β‐caroteno (Farin y col., 1983). 

Como ya se ha comentado, el color de los zumos de naranja y mandarina se 

debe  generalmente  a  los  pigmentos  carotenoides.  En  las  naranjas  y mandarinas, 

estos  pigmentos  se  encuentran  fundamentalmente  en  el  epicarpio  o  flavedo 

(corteza) y  en  el  endocarpio  (pulpa y  zumo), que  constituye  la principal porción 

comestible del fruto (Pascual y col., 1993). 

Las primeras publicaciones  en  las que  se hace  referencia a  los pigmentos 

conocidos  actualmente  como  carotenoides  datan  de  principios  del  siglo  XIX.  En 

ellas se evidenció la presencia de unos compuestos lipofílicos y bastantes lábiles en 

pimientos maduros, hojas otoñales y zanahorias, derivando de su nombre científico 

‐Daucus carota‐, el término “caroteno”. Al tratarse de compuestos poco estables,  la 

investigación relativa a estos pigmentos fue avanzando lentamente durante el resto 

del siglo (Eugster, 1995). 

No fue hasta principios del siglo XX (1907), cuando Willstätter determinó la 

fórmula  molecular  del  “caroteno”  (C40H56)  y  de  la  “xantofila”  de  las  hojas 

(C10H56O2). Un año antes, el botánico ruso Tswett  logró separar las clorofilas a y b 

de  los  carotenoides  de  un  extracto  de  hojas  verdes, mediante  una  columna  de 

carbonato cálcico (Tswett, 1906). Precisamente el término “cromatografía” se debe a 

que en este ensayo se separaron bandas de distinta coloración.  

La  naturaleza  altamente  insaturada  de  los  carotenoides,  se  puso  de 

manifiesto en 1928 mediante hidrogenación catalítica, comprobándose algunos años 

más  tarde  la relación existente entre el número de dobles enlaces conjugados y el 

color  de  los  pigmentos.  La  formulación  correcta  de  los  grupos  terminales  de 

licopeno,  α‐caroteno,  β‐caronteno,  luteína,  zeaxantina  y  de  otros  carotenoides  se 

debió  a  Karrer  y  col.  (1930).  En  este  período  también  se  evidenció  la  relación 

existente entre  los carotenoides y  la vitamina A  (Moore, 2001), despertando así el 

interés  en  el  estudio  de  estos  pigmentos.  Años  más  tarde,  Zechmeister  (1934) 

elucidó correctamente 11 carotenoides y Karrer y  Jucker  (1948)  llegaron a 31. Los 

nuevos descubrimientos se fueron sucediendo progresivamente, y en los años 90 se 

habían descrito más de 600 carotenoides (Rodríguez‐Amaya, 1999). 

Los carotenoides son sustancias hidrofóbicas,  lipofílicas y en consecuencia 

insolubles  en agua. Se disuelven  en disolventes orgánicos  como acetona, alcohol, 

éter dietílico, tetrahidrofurano y cloroformo. Los carotenos son fácilmente solubles 
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en éter de petróleo y hexano. Las xantofilas se disuelven mejor en etanol y metanol 

(Rodríguez‐Amaya, 1995).  

Atendiendo  a  su  estructura  se  incluyen  dentro  de  los  terpenos, 

denominados también isoprenoides ‐moléculas muy abundantes en los vegetales y 

su clasificación viene determinada por el número de  isoprenos que contienen‐, se 

consideran  biosintéticamente  derivados  del  ácido  mevalónico,  intermediario 

metabólico que aporta la unidad básica estructural. Los carotenoides son los únicos 

tetraterpenoides conocidos (Háda y col, 2012). 

Están formados básicamente por ocho unidades de isopreno, de modo que 

la unión de cada unidad se invierte en el centro de la molécula. Como resultado de 

ello, los dos grupos metilo centrales de la cadena polieno están separados por seis 

átomos de carbono, mientras que el resto lo están por cinco. La Figura I.3 muestra 

la estructura de algunos carotenoides a  los que se atribuye actividad antioxidante 

(Schroeder y col., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  I.3:  Estructura  de  algunos  carotenoides  característicos  de  naranja  y  mandarina 

(Fuente: Meléndez‐Martínez y col., 2007).  
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Pueden  dividirse  en  dos  grades  grupos:  los  carotenos,  que  son 

estrictamente  carotenos  y  las  xantofilas,  que  contienen  oxígeno  (Mínguez‐

Mosquera,  1997).  Los  cítricos  pueden  llegar  a  tener  más  de  115  compuestos 

carotenoides  distintos.  Los  principales  carotenoides  encontrados  en  naranja  y 

mandarina  son:  criptoxantina, violaxantina, neoxantina,  luteína, anteraxantina,  α‐

caroteno, y β‐caroteno (Meléndez‐Martínez y col., 2007). 

1.6.1.1. Biosintesis de los carotenoides 

Los carotenoides son sintetizados por plantas superiores, algas (especies de 

Dunaliella, Haematococcus,  etc.), hongos  (Blakeslea  trispora, Phycomyces  blakesleeanus, 

Puccinia  distincta,  etc.)  y  bacterias  (Rhodospirillum  rubrum,  Rodopsrudomonas 

spheroides, especies de Brevibacterium) (Yuan y col., 2002; Davoli y Weber, 2002).  

Como  se  comentó  anteriormente,  la  biosíntesis  de  los  pigmentos 

carotenoides  se  engloba  dentro  de  la  ruta  biosintética  de  los  isoprenoides, 

compuestos  que  derivan  del  ácido  mevalónico.  El  precursor  inmediato  de  los 

pigmentos  carotenoides  es  el  geranil  pirofosfato,  compuesto  de  20  átomos  de 

carbono, formado por cinco unidades de isopreno, que por dimerización da lugar al 

fitoeno, caroteno de 40 átomos de carbono (Fraser y Bramley, 2004). A partir de este 

caroteno  incoloro  ‐con  tres dobles  enlaces  conjugados‐,  se  forman  sucesivamente 

una  serie  de  carotenos  mediante  reacciones  de  desaturación:  fitoflueno  ‐cinco 

dobles  enlaces  conjugados‐,  ζ‐caroteno  ‐siete  dobles  enlaces  conjugados‐, 

neurosporeno  ‐nueve dobles enlaces conjugados‐, y  licopeno  (once dobles enlaces 

conjugados).  A  través  de  reacciones  de  ciclación,  se  obtienen  los  primeros 

carotenoides cíclicos a partir de neurosporeno y licopeno.  

Las  xantofilas  se  forman  posteriormente  por  introducción  de  funciones 

oxigenadas (Rodríguez‐Amaya, 2001; Horneo‐Méndez y Britton, 2002).  

Las etapas  finales en  la biosíntesis de carotenoides  se esquematizan en  la 

Figura  I.4,  aunque  debe  tenerse  en  cuenta  que  en muchos  casos,  existen  pocas 

evidencias bioquímicas o simplemente ni  las hay, en relación con  los mecanismos 

propuestos.  

La  información  relativa  a  las  diferentes  enzimas  que  intervienen  en  la 

síntesis de carotenoides puede consultarse en Fraser y Bramley, 2004 y Sandmann, 

2005. 
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Figura I.4: Etapas finales en la biosíntesis de carotenoides (Fuente: Fraser y Bramley, 2004 y 

Sandmann, 2005).  

1.6.1.2. Factores que afectan al contenido en carotenoides  

El perfil de carotenoides en  los productos vegetales depende de una serie 

de  factores,  como  la variedad, parte de  la planta,  estado de maduración,  clima y 
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zona  geográfica  de  producción,  procesado  industrial  y  condiciones  de 

almacenamiento, entre otros. La variedad afecta a  la composición de carotenoides 

en  términos  cuantitativos,  ya  que  habitualmente  en  todas  las  variedades de  una 

misma  especie  se  suelen  encontrar  los  mismos  carotenoides  mayoritarios 

(Rodríguez‐Amaya, 2001). 

No  cabe  duda  que  el  perfil  de  carotenoides  varía  considerablemente  en 

función de la parte de la planta que se considere. Así, en el caso de los frutos se ha 

comprobado que la concentración y el tipo, varían entre la piel o corteza y la pulpa 

(Gandul‐Rojas  y  col.,  1999).  La  maduración  de  los  frutos  favorece  la 

carotenogénesis, debido  a  la  transformación de  los  cloroplastos  en  cromoplastos. 

Como consecuencia de ello, el patrón típico de carotenoides de los cloroplastos da 

paso a un perfil mucho más complejo, evidenciándose un aumento  importante de 

estos pigmentos, en términos cuantitativos (Rodríguez‐Amaya, 2001). 

Las zonas geográficas de producción también influyen sensiblemente en el 

contenido  de  carotenoides,  probablemente  debido  a  las  diferencias  climáticas  y 

nutrientes del suelo de cultivo. 

Respecto  a  la  estabilidad,  los  carotenoides  son  pigmentos  estables  en  su 

ambiente natural, pero  cuando  los alimentos  se  someten a  tratamiento  térmico, o 

son extraídos en disolución en aceites o en disolventes orgánicos, se vuelven mucho 

más lábiles. Así, se ha comprobado que los procesos de oxidación son más acusados 

cuando  se  pierde  la  integridad  celular,  de  forma  que  en  alimentos  vegetales 

triturados la pérdida de compartimentación celular pone en contacto sustancias que 

pueden modificar estructuras e  incluso destruir  los pigmentos. No  todos  los  tipos 

de  cocinado  afectan  en  la  misma  medida  a  los  carotenoides,  de  forma  que  la 

pérdida  de  estos  pigmentos  aumenta  en  el  siguiente  orden:  cocinado  con 

microondas < cocinado al vapor < hervido < salteado (Rodríguez‐Amaya, 1999). 

Generalmente,  los  carotenoides  son  insolubles  en  agua  y  por  ello  las 

pérdidas  por  lixiviación  durante  el  lavado  y  procesado  de  frutos  son mínimas. 

Otros  tratamientos  empleados  en  la  industria  alimentaria,  como  por  ejemplo  el 

tratamiento  a  alta  presión,  no  afectan  significativamente  a  los  niveles  de 

carotenoides  en  diversos  productos  vegetales.  El  escaldado  industrial  de  los 

alimentos  puede  originar  pérdidas  de  carotenoides,  si  bien  la  inactivación 

enzimática  que  produce,  previene  mermas  posteriores  durante  el  procesado  y 

almacenamiento.  En  cambio,  la  congelación,  la  adición  de  antioxidantes  y  la 
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exclusión del oxígeno  ‐vacío, envases  impermeables al oxígeno, atmósfera  inerte‐, 

disminuyen las pérdidas durante el procesado y almacenamiento de los alimentos 

(Rodríguez‐Amaya, 1999). 

La  destrucción  de  estos  pigmentos  reduce  el  valor  nutritivo  de  los 

alimentos  e  induce  una  decoloración  y  una  pérdida  de  sus  características 

organolépticas. El grado de decoloración va a depender  fundamentalmente de  la 

presencia de agentes oxidantes en el medio  ‐sobre  todo oxígeno molecular‐, y de 

que se comunique suficiente energía ‐ en forma de luz o calor‐, para que la reacción 

de  degradación  tenga  lugar.  La  reacción  de  decoloración  supone  la  pérdida  de 

conjugación de la molécula y, en principio, no tiene por qué implicar la rotura del 

esqueleto  hidrocarbonado,  por  lo  que  cualquier  factor  capaz  de  interrumpir  la 

deslocalización  electrónica  existente  –resonancia‐,  podría  provocar  la  pérdida  de 

color.  Si  las  condiciones  oxidantes  son  débiles  y  la  energía  suministrada  no  es 

suficiente,  se vuelve a  restaurar el orbital molecular, con  la posibilidad de que  la 

estructura  adopte  la  configuración  cis  o  trans,  en  función  de  que  haya  habido 

rotación en el enlace. Si las condiciones son muy severas, el grado de degradación 

progresa, fragmentándose entonces el pigmento (Meléndez‐Martínez y col., 2007). 

En resumen, se puede afirmar que son varios los factores que influyen en la 

degradación de carotenoides en sistemas modelo, como por ejemplo  la estructura 

del carotenoide, el grado de exposición a la luz, la actividad de agua, temperatura, 

presencia de oxidantes o antioxidantes en el medio, presencia de sulfitos, etc. Sin 

embargo, los estudios de estabilidad son más complejos en matrices reales como los 

alimentos, debido a  sus diferencias estructurales,  composición,  tipo de procesado 

industriales, etc. 

1.6.1.3. Propiedades físico‐químicas 

Los  carotenoides  son  compuestos  lipofílicos,  aunque  existen  algunas 

excepciones.  Debido  a  ello  son  insolubles  en  agua  y  solubles  en  disolventes 

orgánicos como acetona, etanol, metanol, acetato de etilo, éter dietílico, hexano, éter 

de petróleo, cloroformo y piridina, entre muchos otros. 

Los puntos de fusión son elevados, generalmente comprendidos en el rango 

130‐220  ºC.  Los  carotenoides  cristalizan  formando  estructuras  diferentes  y  los 

cristales  son muy  susceptibles  a  la  oxidación,  por  lo  que  deben  conservarse  en 

atmósfera inerte o al vacío. La solubilidad de estos cristales es pequeña, siendo más 
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solubles en disolventes orgánicos clorados, como cloroformo y diclorometano y en 

benceno (Britton, 1992; Schiedt y Liaaen‐Jensen, 1995; Rodríguez‐Amaya, 2001). El 

sistema de dobles enlaces conjugados presente en  los carotenoides es responsable 

de  la  intensa  coloración  de  estos  compuestos.  Para  que  estos  pigmentos  tengan 

coloración perceptible, deben poseer al menos siete dobles enlaces conjugados. Así, 

por ejemplo, el ζ‐caroteno es amarillo pálido, mientras que otros carotenoides más 

saturados  y  de  estructura  similar  son  incoloros,  como  es  el  caso  del  fitoeno  ‐3 

dobles enlaces conjugados‐, y fitoflueno ‐5 dobles enlaces conjugados‐ (Rodríguez‐

Amaya, 2001). 

El  color  de  los  pigmentos  carotenoides  se  debe  concretamente  a  la 

deslocalización de los electrones a lo largo de la cadena hidrocarbonada insaturada. 

Así,  desde  un  punto  de  vista  analítico,  el  color  de  los  carotenoides  es  de  gran 

importancia, ya que un cambio de color durante alguna de las etapas de análisis es 

indicativo de degradación o de modificación estructural de pigmentos. 

El  espectro  de  absorción  UV‐Vis  de  los  carotenoides  se  utiliza 

habitualmente  para  elucidar  su  estructura.  Para  cada  compuesto  aparecen  tres 

máximos en el espectro, cuyas longitudes de onda dependen del número de dobles 

enlaces conjugados y del disolvente empleado (Tabla I.4).  

 

Tabla  I.4: Relación  entre  λmáx y  longitud del  cromóforo  en  carotenoides acíclicos.  (Fuente: 

Rodríguez‐Amaya, 2001). 

 

Carotenoide  Número de dobles enlaces conjugados  λmáx en éter de petróleo (nm) 

Fitoeno  3  276, 286, 297 

Fitoflueno  5  331, 348, 367 

ζ‐caroteno  7  378, 400, 425 

Neurosporeno  9  414, 439, 467 

Licopeno  11  444, 470, 502 

Espiriloxantina  13  465,492, 525 

 

En el caso de éter de petróleo, hexano y etanol, los máximos se localizan a 

longitudes  de  onda  muy  próximas,  mientras  que  en  acetona  los  máximos  se 

desplazan entre 2 y 6 nm. El desplazamiento es aún mayor cuando los carotenoides 
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están disueltos en cloroformo, diclorometano o benceno (10‐20 nm) o tolueno (18‐24 

nm) (Schiedt y Liaaen‐Jensen, 1995; Rodríguez‐Amaya, 2001). 

Con independencia del disolvente empleado, los valores de λmax aumentan 

a  medida  que  lo  hace  la  longitud  del  cromóforo,  lo  cual  se  hace  patente  en 

carotenoides acíclicos. 

Los dobles enlaces no conjugados, como es el caso del doble enlace entre los 

carbonos  4  y  5  del  anillo  ε,  al  no  contribuir  al  grupo  cromóforo,  no  afectan 

significativamente  al  espectro.  Los  grupos  aldehído  o  cetona  conjugados  con  la 

cadena poliénica, aumentan la longitud de onda del cromóforo.  

En cuanto a los grupos hidroxilo y metoxilo, no afectan al cromóforo, de ahí 

que  los  espectros  del  β‐caroteno  y  sus  hidroxiderivados  (β‐criptoxantina  y 

zeaxantina), sean prácticamente idénticos (Figura I.5) (Britton, 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.5: Espectros de β‐caroteno, β‐criptoxantina y zeaxantina en acetona 

(Fuente: Britton, 1992). 
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Por otra parte, la forma general del espectro, así como la persistencia de las 

bandas  de  absorción  (o  estructura  fina),  reflejan  el  grado  de  planaridad  del 

cromóforo. El  sistema de dobles  enlaces  conjugados de  los  carotenoides  acíclicos 

puede  adoptar  una  conformación  casi  completamente  planar,  de  ahí  que  sus 

espectros  se  caractericen  por  la  presencia  de máximos  y mínimos  perfectamente 

definidos. 

La intensa absorción de luz por parte de los carotenoides es además la base 

para su determinación cuantitativa  (Schiedt y Liaaen‐Jensen, 1995). En disolución, 

los  carotenoides  se  ajustan  a  la  ley de Lambert‐Beer, de  ahí  que  se  cuantifiquen 

espectrofotométricamente  (Rodríguez‐Amaya,  2001),  relacionando  la  absorbancia 

de dicha disolución  a una determinada  longitud de onda,  con un valor  estándar 

expresado  como  coeficiente  de  absorción  (Britton  y  col.,  2004).  Para  ello  se 

recomienda que la absorbancia de la disolución ‐a la longitud de onda de medida‐ 

esté comprendida entre 0,2 y 0.8 (Mínguez‐Mosquera, 1997). 

El coeficiente de absorción específico (A1%1cm), se define como la absorbancia 

teórica de una disolución de concentración 1% (P/V), en una cubeta de 1 cm de paso 

de  luz,  mientras  que  el  coeficiente  de  absorción  molar  (ε),  se  define  como  la 

absorbancia teórica de una disolución de concentración 1 molar. Ambos coeficientes 

están relacionados mediante la siguiente expresión (Britton y col., 2004): 

 

ε = (A1%1cm x peso molecular) /10 

 

El  coeficiente  de  absorción  molar  es  característico  del  cromóforo  e 

independiente del peso molecular del carotenoide, por lo que podría considerado el 

mismo  valor  para  carotenoides  distintos  que  presenten  un  cromóforo  idéntico, 

como ocurre por ejemplo con β–caroteno y zeaxantina.  

En  cambio,  los  valores  de  (A1%1cm)  no  serían  los  mismos  para  ambos 

compuestos,  si  bien  están  relacionados  por  sus  pesos  moleculares  mediante  la 

expresión: 

 

A1%1cm (zeaxantina) = A1%1cm (β‐caroteno) x (536/568) 

 

Así, la exactitud en la cuantificación de carotenoides va a depender de los 

coeficientes de absorción. Para la determinación de estos coeficientes se recomienda 
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pesar  entre  1  y  2  mg  del  pigmento  puro  con  una  precisión  de  ±  0,001  mg  y 

disolverlos  completamente  en  un  disolvente  apropiado  (Britton,  1995).  Este 

procedimiento suele ser bastante complejo, por lo que el contenido en carotenoides 

suele subestimarse con frecuencia (Britton, 1992). La determinación cuantitativa de 

carotenoides lleva asociada cierta inexactitud. 

Para calcular  la concentración de un determinado carotenoide se aplica  la 

siguiente fórmula (Britton, 1991): 

 

x= Ay/ A1%1cm x 100 

 

donde  (x)  es  el  peso  del  carotenoide  en  gramos,  (y)  el  volumen  de  la 

disolución en mililitros, (A) la absorbancia medida experimentalmente y (A1%1cm) el 

coeficiente de absorción específico.  

1.6.1.4. Importancia nutricional 

La  importancia de  los carotenoides en  los alimentos va más allá de su rol 

como  meros  pigmentos  naturales.  De  los  más  de  600  carotenoides  conocidos 

actualmente,  aproximadamente  50  de  ellos  serían  precursores  de  la  vitamina A, 

basándose en consideraciones estructurales. La provitamina A más importante es el 

β‐caroteno,  considerando  factores  como  asiduidad y bio‐actividad. Además,  el  ‐

caroteno,  la  β‐criptoxantina  y  ‐criptoxantina  también  presentan  actividad  de 

vitamina A. No obstante, a pesar de tener menor bio‐actividad que el β‐caroteno, la 

β‐criptoxantina  también merece atención, dado que es el principal carotenoide de 

muchas  frutas  como  mandarinas,  melocotones,  nectarinas,  papayas,  caquis  y 

tomates. La Figura I.6 resume  las propiedades físicas y químicas más  importantes 

de los carotenoides. 

Diferentes  estudios  evidencian  el  efecto  beneficioso  de  la  ingesta  de 

carotenoides sobre el sistema inmune, así como la reducción del riesgo de padecer 

ciertas enfermedades cardiovasculares, cáncer o el desarrollo de cataratas (Krinsky, 

1994; Byers y Perry, 1992) (Figura I.7). 
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Figura I.6: Propiedades físicas y química más importantes de los carotenoides 

(Fuente: Krinsky, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.7: Propiedades saludables atribuidas a los carotenoides (Fuente: Krinsky, 

1994). 
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Estos efectos biológicos son independientes de la actividad pro‐vitamina A, 

y se han atribuido a la capacidad antioxidante de los carotenoides, ya que pueden 

ralentizar la actividad los radicales libres ‐átomos o grupos de átomos que poseen 

un electrón no compartido‐ a través de estructuras resonantes o mediante captura 

de oxígeno  singlete  (Palozza y Krinsky,  1992; Eichholzer y  col., 2001; Rodríguez‐ 

Amaya, 2010). 

La  capacidad  de  los  carotenoides  para  capturar  el  oxígeno  singlete  se 

relacionó  con  el  sistema  de  dobles  enlaces  conjugados  (Dutta  y  col.,  2005).  La 

cadena  poliénica,  irónicamente  también  es  la  causa  de  la  inestabilidad  de  los 

carotenoides,  incluyendo  su  susceptibilidad  a  la  oxidación  e  isomerización 

geométrica (Rodríguez‐Amaya, 1999).  

1.6.1.5. Niveles de ingesta y recomendaciones 

La actividad provitamina A de algunos  carotenoides  como α‐caroteno,  β‐

caroten y, β‐criptoxantina, está ampliamente demostrada, como ya se ha comentado 

con anterioridad. Debido a este hecho y a su amplia distribución en los alimentos, 

son  los  carotenoides  provitamínicos  de  referencia  al  establecer  las  ingestas 

recomendadas de vitamina A,  las cuales se expresan como equivalentes de retinol 

(ER) (1ER= 1μg de retinol = 12μg de β‐caroteno = 24μg de α‐caroteno = 24μg de β‐

criptoxantina). Se estima que el consumo medio de vitamina A oscila entre los 744 y 

811 equivalentes de retinol por día en hombres, y entre 530 y 716 equivalentes de 

retinol por día  en mujeres.  Se  ha  evidenciando  que  entre  el  26%  y  el  34% de  la 

vitamina A consumida por hombres y mujeres, respectivamente, es proporcionada 

por los carotenoides provitamínicos (Food and Nutrition Board, 2002).  

El requerimiento mínimo de vitamina C para evitar el síndrome conocido 

como escorbuto es de 10 mg, mientras que la recomendación se eleva a 60 mg al día 

(FNB, 2000). 

1.6.2. Vitamina C  

El ácido ascórbico o vitamina C, es una vitamina hidrosoluble presente en 

frutas y vegetales  tales como  los cítricos y  las verduras  frescas. No es sintetizable 

por el organismo, por  lo que se debe  ingerir a  través de  los alimentos destacando 

las  verduras  verdes,  frutas  cítricas  y  patatas. Debido  a  que  esta  vitamina  es  un 
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ácido, es razonablemente estable en soluciones ácidas, pero en soluciones básicas o 

neutrales se oxida rápidamente por el oxígeno disuelto. Un pH alcalino (mayor a 7), 

el cobre y el hierro, también aceleran su oxidación. La oxidación del ácido ascórbico 

se  debe  a  la  pérdida  de  dos  átomos  de  hidrógeno,  convirtiéndose  en  ácido 

dehidroascórbico (Figura I.8), que puede transformarse en ácido 2,3‐dicetogulónico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.8: Molécula de ácido ascórbico oxidada y reducida 

(Fuente: Fennemma, 1996). 

 

El ácido dehidroascórbico también posee actividad biológica, debido a que 

en el organismo se reduce para formar ácido ascórbico, mientras que el ácido 2,3‐

dicetogulónico es biológicamente inactivo. 

1.6.2.1. Características funcionales de la vitamina C  

Las funciones de la vitamina C se deben al equilibrio redox (forma oxidada 

y reducida), participando en algunas reacciones de hidroxilación, donde mantiene 

una  actividad  enzimática  óptima  por  donación  de  electrones.  La  vitamina  C 

incrementa  la  absorción  de  hierro  no  hemo,  y  participa  en  la  inactivación  de 

radicales  ‐sumamente  reactivos‐,  en  las  células de  los  tejidos. Además,  retarda  la 

formación de nitrosaminas  ‐posibles carcinógenos‐, en el organismo. La evidencia 

acumulada  vincula  el  ácido  ascórbico  a  diferentes  unidades  del  sistema  inmune 

(Mahan y Arlín, 1992). 

Se ha evidenciado que el ácido ascórbico desempeña diferentes  funciones 

en  el proceso metabólico,  tanto de  los animales  como del hombre. Tiene  relación 

con el metabolismo del tejido conectivo, en particular con el colágeno. Es esencial o 

al menos interviene en la hidroxilación de la prolina en hidroxiprolina, que es una 
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etapa  de  la  síntesis  del  colágeno.  También  participa  en  otras  reacciones  de 

hidroxilación (Simon y Hudes, 2000).  

El ácido ascórbico parece servir de coenzima o cofactor cuando  la  tasa de 

reacción es crítica, como ejemplo las reacciones de hidroxilación, donde el cobre o el 

hierro deben mantenerse en forma reducida. 

Participa  también  en  la  formación  de  ciertos  neurotransmisores  como  la 

serotonina, en la conversión de dopamina a noradrenalina y en otras reacciones de 

hidroxilación, que incluyen a los aminoácidos aromáticos y a los corticoides.  

Su  concentración  disminuye  bajo  situaciones  de  estrés,  cuando  hay  una 

intensa actividad de las hormonas de la corteza suprarrenal. La vitamina C cumple 

una  función  importante  en  el  sistema  inmunológico,  ayudándolo  a  combatir  las 

infecciones y las células cancerígenas (Morillas‐Ruiz, 2010).  

1.7. ANÁLISIS SENSORIAL EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA 

La  industria agroalimentaria española ha tenido que adaptarse el reto que 

supuso  la  creación  en  1993  de  un  mercado  único  europeo.  La  calidad  de  sus 

productos  es  la  mejor  arma,  y  su  control  debe  ser  uno  de  sus  objetivos  más 

importantes. La noción global de calidad de un producto agroalimentario presenta 

dos aspectos diferentes. El primero es puramente técnico y comprende los aspectos 

químicos  y  físicos,  bioquímicos,  microbiológicos  y  dietéticos  que  quedan 

perfectamente  establecidos  por  la  legislación;  sin  embargo,  no  basta  para 

determinar la calidad tal como es entendida por el consumidor. Para éste interviene 

un segundo aspecto totalmente decisorio: la apreciación hedónica (Barcina, 2000). 

El análisis sensorial puede  requerir  individuos no entrenados, entrenados 

(cualificados) y expertos. En todos los casos el tratamiento estadístico de los datos 

permite  obtener  resultados  fiables.  El  análisis  sensorial  de  los  alimentos  puede 

realizarse  a  través  de  diferentes  pruebas,  según  la  finalidad  para  la  que  estén 

diseñados (Carpenter y col., 2000).  

1.7.1. Análisis sensorial en zumos de mandarina 

A pesar de que en España se producen más de 2 toneladas de mandarinas 

al año y que la producción va en aumento, el procesado de zumo de mandarina es 

bajo en comparación con el de zumo de naranja, aunque  se prevé un  incremento 
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debido  a  la  saturación  de  productos  frescos.  Existen  pocos  estudios  sobre  la 

mandarina y la escasa bibliografía existente se centra en su composición (Moshonas 

y Shaw, 1997; Trifiro y col., 1999; Pérez y col., 2005),  la detección de  la adición de 

zumo  de  mandarina  al  zumo  de  naranja  (Knight,  2000)  o  en  los  efectos  del 

tratamiento  térmico sobre  la aceptabilidad de  los zumos  (Sentandreu y col., 2005; 

Pérez‐López  y  col.,  2006),  pero  poco  se  sabe  acerca  de  qué  variedades  de 

mandarinas son más idóneas para la producción de zumo.  

En este sentido, Carbonell y col. (2007) desarrollaron una lista de atributos 

que  pueden  ser  utilizados  de  forma  fiable  en  el  análisis  sensorial  de  zumos  de 

mandarina  frescos y procesados. De  los 29 atributos que  finalmente se  incluyeron 

en  la  lista destacan el color (tono), turbidez,  intensidad de olor, olor a mandarina, 

olor a naranja,  sin olor,  intensidad de sabor, gusto a mandarina, gusto a naranja, 

astringencia,  acidez  y dulzor. La  evaluación  realizada por  el panel de  catadores, 

constituido  por  11  jueces  entrenados,  dio  resultados  lo  suficientemente 

homogéneos,  fiables  y  reproducibles  para  poder  ser  aplicado  en  futuras 

investigaciones en pruebas de clasificación. 

1.8. CONSERVACIÓN DEL ZUMO 

Durante  la  pasteurización,  el  zumo  es  sometido  durante  6‐8  segundos  a 

temperaturas entre 90‐92 ºC. El tratamiento térmico tiene dos objetivos, por un lado 

conseguir  la  inactivación  de  enzimas  para  evitar  la  aparición  de  turbidez  en  el 

zumo, y por otro la eliminación de microorganismos.  

El tratamiento térmico, además de inactivar microorganismos, destruye en 

mayor  o  menor  medida  constituyentes  deseables  como  nutrientes,  compuestos 

bioactivos, aromas, color y textura (Manso y col., 2001; Lee y Coates, 2003; Polydera 

y col., 2004) que redundan en una pérdida de la calidad del producto (Meléndez y 

col.,  2007).  Para  solucionar  este  problema,  la  industria  alimentaria  estudia 

alternativas  que  puedan  paliar  estos  inconvenientes.  Entre  otros,  destacamos  el 

empleo  de  ciclodextrinas  como  medio  de  encapsulación  de  estos  compuestos 

bioactivos  (Szejtli, 1982), o bien el empleo de  tratamientos de conservación menos 

agresivos como la ultracongelación (Stinco y col., 2013).  
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2. CICLODEXTRINAS (CDs) 

2.1. HISTORIA Y DEFINICIÓN 

Las  ciclodextrinas  (CDs)  son  azúcares  cíclicos  naturales  de  seis  (‐CDs), 

siete  (‐CDs)  u  ocho  (‐CDs)  unidades  de  glucosa,  unidas  por  enlaces    (1‐4) 

(Figura I.9). También son conocidas como cicloamilosa, ciclomaltosas o dextrinas de 

Schardinger  (Villiers, 1891; Eastburn y Tao, 1994). Se obtienen como  resultado de 

una  reacción de  transglicosilación  intramolecular  en  la degradación del  almidón, 

llevada a cabo por la enzima ciclodextrina glucanotransferasa (CGTasa) de Bacillus 

macerans (Szetjili, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.9: Estructura de α‐, ‐ y γ‐CDs. 

 

Todos  los  tipos  de  CDs  tienen  estructura  troncocónica,  debido  a  la 

conformación en forma de silla de las unidades de glucopiranosa. Orientados hacia 

la boca ancha de la estructura troncocónica se encuentran los –OH secundarios de 

los carbonos C‐2 y C‐3 de cada unidad de glucosa; y hacia  la boca estrecha de  la 

estructura  se  encuentran  los  –OH  primarios  de  los  C‐6,  quedando  los  grupos  ‐

CH2OH  orientados  hacia  la  superficie  externa  del  cono.  Los  hidrógenos  de  los 

carbonos más  apolares  de  los  azúcares  (C‐3  y  C‐5)  y  el  oxígeno  de  los  enlaces 

glucosídicos entre las unidades de glucosa, quedan orientados hacia el interior de la 

estructura troncocónica (Figura I.10).  

La orientación  especifica de  todos  estos grupos, da  lugar a una molécula 

cuya superficie externa es hidrofílica, por lo que es soluble en agua, y cuya cavidad 

interna es hidrofóbica (Szejtli, 1982). 
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Figura I.10: Estructura troncocónica y orientación de los grupos en las ciclodextrinas. 

2.2. PROPIEDADES 

Hay  tres  tipos de CDs denominadas de primera generación, parentales o 

naturales: ‐, ‐ y ‐CDs. ‐CDs es el tipo más utilizado debido a su bajo coste. Las 

principales características de las CDs naturales se describen en la Tabla I.5.  

 

Tabla I.5: Propiedades de las CDs. 

Propiedades  ‐CDs  ‐CDs  ‐CDs 

Número de glucopiranosas  6  7  8 

Peso molecular  972  1135  1297 

Solubilidad en agua a 25 ºC  14,5  1,85  23,2 

Diámetro exterior (Å)  14,6  15,4  17,5 

Diámetro de la cavidad (Å)  4,7‐5,3  6,0‐6,5  7,5‐8,3 

Altura de la cavidad (Å)  7,9  7,9  7,9 

Volumen de la cavidad  174  262  427 

 

 

Superficie 

Hidrofóbica 

Superficie 

Hidrofílica 

Grupos Hidroxilos Secundarios

Grupos Hidroxilos Primarios

Glucopiranosa
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A  partir  de  las  CDs  naturales  se  han  sintetizado  otros  tipos  de  CDs 

llamadas  derivadas  o  modificadas,  que  son  obtenidas  por  acilaciones, 

esterificaciones o eterificaciones de los OH de los carbonos primarios y secundarios 

de  las CDs naturales. Dependiendo del sustituyente adicionado,  la solubilidad de 

las CDs modificadas es diferente a las de su parental. Prácticamente, todas las CDs 

modificadas  tienen  cambios  en  el  volumen  de  su  cavidad  hidrofóbica  y,  estas 

modificaciones  pueden  mejorar  su  solubilidad  acuosa.  La  síntesis  de  CDs 

modificadas requiere  la selección de reactivos, optimización de  las condiciones de 

reacción y una buena separación de los productos. Las ‐CDs han sido modificadas 

con más de 20 sustituyentes diferentes en una región específica de manera selectiva 

(Figura I.11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 HP‐‐CDs: hidroxipropil‐‐CDs. 

 HPE‐‐CDs: Hidroxietil‐‐CDs. 

 DIME‐‐CDs: (2, 6‐dimetil)‐ ‐CDs. 

 TRIME‐‐CDs: (2, 3, 6‐trimetil)‐ ‐CDs. 

 

Figura I.11: Tipos de CDs modificadas. 
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2.3. FORMACIÓN DE COMPLEJOS DE INCLUSIÓN 

La  característica  más  notable  de  las  CDs  es  su  capacidad  para  formar 

complejos  de  inclusión  con  numerosos  compuestos  tanto  orgánicos  como 

inorgánicos en sus diferentes estados de agregación, siempre que el compuesto que 

se vaya a  incluir  tenga un  tamaño  compatible  con  las dimensiones de  la  cavidad 

hidrofóbica  de  la CDs  (Villiers,  1981). Además,  la  formación  del  complejo  se  ve 

favorecida por las características de polaridad de la molécula huésped, aunque son 

muchos  los  autores que  especulan que  los  factores decisivos  en  la  formación del 

complejo  son más  bien  geométricos  que  químicos  (Muñoz‐Botella  y  col.,  1995). 

Puede  afirmarse que  el proceso de  inclusión  transcurre  gracias  a  la  interacción  ‐

energéticamente  favorable‐  entre  la molécula huésped,  relativamente  apolar, y  la 

cavidad hidrofóbica –imperfectamente solvatada‐, de las CDs. 

Para  que  se  forme  el  complejo  de  inclusión,  ha  de  producirse  una 

interacción entre  la molécula huésped y  la CD, que generalmente se califica como 

“interacción hidrofóbica”. La unión  resultante entre  la CD y  la molécula huésped 

no  es  fija  o permanente,  sino  que  es  un  equilibrio dinámico  gobernado  por una 

constante, cuya fuerza depende del tamaño relativo de la molécula complejada y de 

las interacciones establecidas entre la CDs y la molécula complejada (Figura I.12). 

 

 

Figura I.18.: Formación del complejo huésped-CDs. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.12: Formación del complejo huésped‐CDs. 

 

Las CDs han  sido aplicadas  con éxito en diferentes  campos: alimentación 

(Fujishima y col., 2001), farmacia (Bhardwaj y col., 2000), cosmética (Holland y col., 

1999),  protección  del  medio  ambiente  (Bhardwaj  y  col.,  2000),  bioconversión 

(Dufosse y col., 1999), envasado e industria textil (Hedges, 1998). 

KC 

Analito  CDs Analito ‐ CDs
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La  lista  de moléculas  susceptibles  de  ser  encapsuladas  en  CDs  es muy 

variada e  incluye compuestos de diferente naturaleza: hidrocarburos alifáticos de 

cadena  lineal o  ramificada, aldehídos, cetonas, alcoholes, ácidos orgánicos, ácidos 

grasos,  compuestos  aromáticos,  gases  y  compuestos  polares  tales  como 

halogenados, oxiácidos y aminas (Schmid, 1989).  

Mientras que  la altura de  la cavidad hidrofóbica es  la misma para  los  tres 

tipos  de CDs  nativas,  el  número  de  unidades  de  glucosas  de  cada  una  de  ellas 

determina el diámetro interior de la cavidad y su volumen (Figura I.13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.13: Diámetro externo e interno de las diferentes CDs. 

 

En  base  a  estas  dimensiones,  las  ‐CDs  pueden  complejar moléculas  de 

bajo peso molecular o compuestos con cadenas laterales de hidrocarburos alifáticos; 

las  ‐CDs  pueden  complejar  moléculas  aromáticas  y  heterociclos;  y  las  ‐CDs 

pueden  acomodar  moléculas  más  grandes,  tales  como  macrociclos  y  esteroides 

(Martín del Valle, 2004). 

El  equilibrio  inicial  para  formar  el  complejo  es muy  rápido  (a menudo 

ocurre en pocos minutos), sin embargo, el equilibrio final puede dilatarse más en el 

tiempo.  Por  otra  parte,  la  disociación  del  complejo  de  inclusión  es  un  proceso 

relativamente rápido, generalmente impulsado por un gran aumento en el número 

de moléculas  de  agua  en  el medio  ambiente  circundante.  En  disoluciones  poco 

concentradas  resulta difícil que  la molécula huésped  encuentre  la CD, quedando 

libre en el medio acuoso. 
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2.4. APLICACIONES DE LAS CDS  

Cada  molécula  de  analito  es  complejada  por  una  molécula  de  CDs, 

produciendo ‐desde un punto de vista microscópico‐, una microencapsulación. Esto 

puede  provocar  cambios  en  las  propiedades  químicas  y  físicas  de  la  molécula 

huésped, como pueden ser: 

 Estabilización  de  moléculas  sensibles  a  la  oxidación  en 

presencia de oxígeno y luz. 

 Modificación de la reactividad química. 

 Fijación de moléculas altamente volátiles. 

 Aumento de la solubilidad. 

 Transformación de sustancias líquidas en polvo. 

 Protección frente a la degradación por microorganismos. 

 Enmascaramiento de malos olores y sabores. 

 Enmascaramiento de pigmentos o colores. 

Estas  características  de  las  CDs,  hacen  que  sean  adecuadas  para  su 

aplicación  en  diferentes  campos  como:  química  analítica,  agricultura,  farmacia, 

industria alimentaria y cosmética (Singh y col., 2002). 

2.4.1. Industria alimentaria 

En  la  industria  alimentaria,  las  CDs  se  han  utilizado  como  agentes 

complejantes de vitaminas, colorantes alimentarios y aromas (Loftsson y Brewster, 

1996; Buschmann y Schollmayer, 2002; Szejtli, 1998). Pueden modificar y/o eliminar 

sabores y aromas desagradables en alimentos y bebidas. Así, se han empleado para 

minimizar la astringencia debida a la naringina presente en zumos cítricos (Szente y 

Szejtli,  2004).  De  hecho,  el  sabor  amargo  de  zumos  de  mandarina  disminuye 

sensiblemente al añadir  el 0,3 % de  β‐CDs antes del  tratamiento  térmico. Esto  es 

debido  a  que  naringina  y  limonina  (compuestos  responsables del  sabor  amargo) 

forman complejos estables con β‐CDs, lo que reduce el amargor del zumo. 

También se han aplicado en la protección del flavor en alimentos y bebidas 

durante el procesado y almacenamiento, para disminuir la degradación o pérdidas 

de  componentes  aromáticos,  ya  que mejoran  i)  la  estabilidad molecular  y  física, 

provocando un  retraso  en  el  crecimiento de  cristales  y  también  ii)  la  estabilidad 
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química,  ya que disminuye  la  reactividad, volatilidad  o descomposición  térmica, 

fotodegradación, hidrólisis, oxidación y evita la formación de isómeros que pueden 

dar  lugar  ‐en  reacciones  secundarias‐,  a  compuestos no deseados  en  el producto 

final (Cabral, 2010).  

Determinados componentes de los alimentos son sensibles a la luz, como es 

el  caso  del  citral  ‐componente  responsable  del  olor  a  cítricos  frescos‐,  que  en 

presencia  de  luz  UV  se  transforma  en  fotocitral  A  y  fotocitral  B.  Estos  dos 

compuestos le confieren al alimento un aroma y sabor no deseados. Cuando el citral 

es  complejado  con  β‐CDs, no  se observan productos de descomposición  en  las  6 

primeras horas de exposición del alimento a la luz (Szejtli y col., 1979). 

En resumen, las CDs forman complejos de inclusión con grasas, flavores y 

aditivos alimentarios, protegiéndolos de su degradación u oxidación. Los  flavores 

pueden ser volátiles, aceites o  líquidos y su complejación con CDs constituye una 

alternativa  a  la  tecnología  convencional  de  encapsulación  utilizada  para  la 

protección de flavores (Reineccius y col., 2002, 2003, 2005; Reineccius y Risch, 1986).  

2.5. REGULACIÓN DE LAS CDS  

En la actualidad, no existe armonización con respecto el empleo de CDs en 

los alimentos, ya que varía entre distintos países. En EEUU, ‐, ‐ y  ‐CDs están 

consideradas  como GRAS  (lista  de  la  FDA  de  los  aditivos  alimentarios  que  son 

ʺgeneralmente reconocidos como segurosʺ) y pueden ser comercializadas como tal. 

En  Japón,  ‐,  ‐  y  ‐CDs  son  reconocidos  como  productos  naturales  y  su 

comercialización en el sector de  la alimentación está  limitada por consideraciones 

de  pureza.  En  Australia  y  Nueva  Zelanda  ‐  y  ‐CDs  están  clasificados  como 

nuevos alimentos a partir de 2004 y 2003, respectivamente (Cravotto y col., 2006).  

FAO/OMS  a  través  del  Comité  de  Expertos  en  Aditivos  Alimentarios 

(JECFA)  recomienda  un  consumo  máximo  de  ‐CDs  en  alimentos  de  500 

mg/kg/día. Para ‐y ‐CDs no se ha establecido  la  ingesta diaria admisible  (IDA). 

Por otra parte, en julio de 2005 la Agencia de Protección Ambiental (EPA) de EEUU, 

acabó con la necesidad de establecer un nivel máximo admisible de residuos de ‐, 

‐  y  ‐CDs  en  diversos  productos  alimenticios  (EE.UU.  Federal  Register,  2005) 

(Astray y col., 2009). En Europa, están aprobadas ‐, ‐ y ‐CDs como ingredientes 

alimentarios, y por lo tanto, deberán figurar en la lista de ingredientes alimentarios 

en los alimentos que las contengan (Diario Oficial de la Unión Europea, 2008). 
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3. SEGURIDAD E INOCUIDAD DE LOS ZUMOS CÍTRICOS 

3.1. PRODUCTOS FITOSANITARIOS  

En la actualidad, una de las prioridades en el mundo y especialmente en los 

países en vías de desarrollo, es cubrir las necesidades alimentarias de una población 

que va en aumento. En este sentido, el  tratamiento de  los cultivos con productos 

fitosanitarios  de  origen  natural  o  sintético  ‐plaguicidas‐,  garantiza  el  aporte  de 

alimentos,  ya  que  se  utilizan  como  biocidas  para  combatir  los  parásitos  de  los 

cultivos, del ganado, de  los animales domésticos y del hombre y su ambiente. Sin 

embargo, los plaguicidas son sustancias tóxicas y peligrosas, que pueden provocar 

efectos adversos en el hombre y su entorno al entrar en contacto con ellos. 

Esta peligrosidad presenta varios aspectos: peligrosidad en su fabricación y 

formulación, peligrosidad para  el  aplicador que puede  entrar  en  contacto  con  él, 

peligrosidad  ecológica,  es  decir,  su  acción  sobre  el  medioambiente  con  efectos 

secundarios  indeseables  (desequilibrios  biológicos,  aparición  de  nuevas  plagas, 

resistencias,  fitotoxicidades,  acción  sobre  la  fauna  silvestre  terrestre  y  acuícola, 

toxicidad  para  abejas,  etc.)  y  por  último,  peligrosidad  para  el  consumidor  de 

productos  tratados  a  causa de  los  residuos  tóxicos que  estos  alimentos pudieran 

contener  (Ballesteros,  2004;  Soil  Association,  2010).  Aunque  todos  los  aspectos 

comentados  son  importantes,  éste  último  es  el  que más  preocupa  a  la  opinión 

pública. 

La aparición de los plaguicidas de síntesis cambió totalmente el sistema de 

control de plagas y enfermedades de los cultivos, fundamentalmente a causa de su 

efectividad  y  facilidad  de  aplicación.  Sin  embargo,  su  empleo  excesivo  los  ha 

convertido  en  contaminantes  persistentes  en  el  medio  ambiente,  en  el  cual  se 

encuentran ampliamente distribuidos. 

Dado que tanto los residuos de plaguicidas como sus metabolitos suponen 

un riesgo para  la salud y el medio ambiente,  las autoridades de la mayoría de  los 

países han dictado normas con el fin de proteger la salud de los consumidores. 

Estas normas son muy variadas y recogen, desde obligaciones formales de 

homologación  y  registro  ‐incluyendo  la  fijación  de  límites máximos  de  residuos 

(LMR)‐, a la prohibición pura y simple del empleo de ciertos plaguicidas, pasando 

por  restricciones  y  limitaciones  de  uso  (Codex  Alimentarius  Commission,  1996; 

European Commission, 2001; PAN, 2010; DG SANCO, 2013). Con estas normas se 
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pretende,  en  general,  hacer  compatible  la  protección  de  la  salud  pública  con  la 

defensa sanitaria de los cultivos frente a plagas y enfermedades. 

Los  zumos  de  fruta  –mayoritariamente  cítricos‐,  han  experimentado  un 

acusado  incremento  en  el  consumo  en  los  últimos  años,  ya  que  además  de  una 

buena  fuente de nutrientes, son una opción saludable para mantener hidratado el 

organismo. De hecho, más del 50% de la población toma un zumo en el desayuno, 

alcanzando cifras similares en almuerzo y merienda en niños en edad escolar.  

Así,  teniendo  en  cuenta  que  los  niños  consumen  zumos  de  fruta  con 

relativa  frecuencia  y  que  son más  susceptibles  a  los  productos  fitosanitarios,  al 

encontrarse  en  una  etapa  temprana  de  desarrollo,  determinar  los  residuos  de 

plaguicidas en zumos de  fruta es absolutamente necesario, siendo  los  insecticidas 

organofosforados  clorpirifos,  fentión,  malatión  y  diazinón,  los  que  con  mayor 

frecuencia se emplean en agricultura citrícola. 

3.1.1. Plaguicidas organofosforados 

Los plaguicidas organofosforados (OFs) son esteres, amidas o tioderivados 

del acido fosfórico, fosfónico, fosforotioico o fosfonotioico, que controlan una gran 

variedad de plagas. La fórmula estructural de estos compuestos ‐caracterizada por 

la presencia de tres grupos funcionales éster‐, se muestra en la Figura I.14, en la que 

R1 y R2 son radicales alquilo, generalmente metilo o etilo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.14: Estructura genérica de los compuestos organofosforados. 

 

El  grupo  X  es  característico  de  cada  especie  química;  habitualmente  un 

radical  arilo  y  suele  contribuir  de  forma  importante  a  las  propiedades  físicas, 
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químicas  y  biológicas  de  este  tipo  de  compuestos.  Por  otra  parte,  el  número  de 

grupos químicos se ve incrementado por la gran variedad de radicales que pueden 

presentar, ya que si bien dos de ellos son siempre metilo o etilo, el tercer radical es 

diferente en cada tipo de plaguicida perteneciente a esta familia (UNEP, 1991). 

3.1.2. Analitos objeto de estudio 

Para evaluar  la presencia de residuos de productos fitosanitarios en zumo 

de mandarina,  se  seleccionaron  dos  plaguicidas  organofosforados  –clorpirifos  y 

fentión‐, cuyo empleo es frecuente en cultivos citrícolas. La elección está justificada 

por su elevado consumo ‐sólo en actividades agrícolas supera en Europa los 500.000 

kg/año  (Barceló,  1993;  Azizi  y  Hadian,  2008),  y  el  considerable  impacto  que 

provocan en los ecosistemas acuáticos, circunstancia que motiva su inclusión en la 

lista de plaguicidas prioritarios de la UE (Oliver y col., 2000; Kumari y col., 2006). 

3.1.2.1. Clorpirifos 

El  clorpirifos  [tiofosfato  de  O,O‐dietilo  y  de  O‐(3,5,6‐tricloro‐2‐piridilo)], 

perteneciente  a  la  familia  de  los  organofosforados,  presenta  acción  insecticida  y 

acaricida, así como actividad por contacto, ingestión e inhalación. Fue introducido 

en  el mercado  en  1.966 por  la  compañía Dow Chemical, que  registró  las marcas 

Dursban y Lorsban. Produce  fosforilación  irreversible de  la  acetilcolinesterasa de 

los tejidos y alteraciones en el sistema nervioso central. 

El clorpirifos  (Figura I.15) se aplica especialmente en cultivos hortícolas y 

frutales, así como en el  tratamiento de semillas de algunas hortalizas. También se 

utiliza  en  el  tratamiento  de  la  madera,  aplicaciones  domésticas  y  como 

ectoparasiticida del ganado ovino y vacuno. 

Es un sólido cristalino de color blanco, moderadamente volátil (tensión de 

vapor 0,0187x10‐3 mmHg a 20 ºC) y fácilmente soluble en disolventes orgánicos (a 

25  ºC,  7,9  kg/kg  benceno,  6,5  kg/kg  acetona,  6,3  kg/kg  cloroformo  y  450  g/kg 

metanol). En  cambio, es muy poco  soluble en agua  (2 mg/L a 25  ºC). Se degrada 

lentamente  en  el  suelo  a  3,5,6‐tricloro  2‐piridinol  (TCP),  que  posteriormente  da 

lugar a otros metabolitos y CO2.  
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Presenta una toxicidad aguda (DL50) por vía oral de 102 mg/kg en ratón, 135 

mg/kg  en  rata,  504 mg/kg  en  cobaya y  entre  1.000‐2.000 mg/kg  en  conejo. No  es 

carcinógeno ni teratógeno en ratas.  

 

 

 

 

 

 

Figura I.15: Estructura del clorpirifos. 

 

Es  considerado  de  toxicidad  moderada,  no  presenta  propiedades  de 

bioacumulación  en  los  organismos  vivos  y  se metaboliza  y  excreta  con  relativa 

rapidez. La UE establece un LMRs para clorpirifos en mandarina de 2 mg/kg, 0,3 

mg/kg en naranjas y 0,2 mg/kg en limones (DG SANCO, 2013).  

3.1.2.2. Fentión 

El fentión (tiofosfato de O,O‐dimetilo y de O‐(4‐metiltio‐m‐tolilo) actúa por 

contacto e ingestión afectando a  la respiración, siendo efectivo para el tratamiento 

de dípteros y otros insectos domésticos (Figura I.16). Presentado en 1.960 por Bayer 

AG, que registró las marcas Lebaycid y Baytex. 

 

 

 

 

 

Figura I.16: Estructura del fentión. 

 

Es un insecticida que posee un efecto inicial rápido y una acción persistente 

en  el  tiempo,  que  se  combina  con una notable  acción  a  los  álcalis. Presenta  baja 

volatilidad e  interfiere en  la  transmisión de  los  impulsos nerviosos por  inhibición 
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de la colinesterasa. Se ha evidenciado su eficacia como larvicida en la lucha contra 

mosquitos. A temperatura ambiente, es un líquido oleoso incoloro con una tensión 

de vapor de 2,776x10‐6 mmHg a 20 ºC. Es poco soluble en agua (54‐56 mg/L a 20 ºC), 

siendo fácilmente soluble en la mayoría de disolventes orgánicos (Pow: logP 4,84).  

Es  estable  a  la  luz  y  a  elevadas  temperaturas  (  210  ºC).  Relativamente 

estable  en medios  ácidos  y moderadamente  estable  en  alcalinos.  En  plantas  se 

metaboliza oxidándose a sulfóxido y sulfona, que  también presentan propiedades 

insecticidas, pasando finalmente a fosfato de sulfona que se hidroliza.  

En ratas presenta una dosis  letal  (DL50) por vía oral de 190 mg/kg y entre 

150‐175 mg/kg  en  conejo. Para  frutos  cítricos  la UE  estableció  en  el  año  2008 un 

LMR de 3 mg/kg, rebajando ese valor tras una revisión reciente a 0,01 mg/kg (DG 

SANCO, 2013). 

3.2. DETERMINACIÓN DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS  

El  control  de  residuos  de  plaguicidas  en  alimentos  se  aborda  desde  dos 

enfoques diferentes, aunque  complementarios: medida de  los niveles de  residuos 

en los productos agrícolas de consumo directo y estudio de la dieta total, en el que 

se controla el nivel de residuos de plaguicidas en 234 alimentos cinco veces por año 

(Barceló, 1993; WHO, 2008; EFSA, 2008). Los resultados de este estudio se utilizan 

como referencia para proponer medidas reguladoras de tolerancia y determinar los 

valores aceptables de ingesta diaria de residuos de plaguicidas por persona. En este 

sentido, tanto la agencia norteamericana de protección medioambiental (EPA) como 

el  grupo  experto  en  residuos  de  plaguicidas  de  la Organización Mundial  de  la 

Salud (JMPR), han recomendado y estimado las dosis de referencia para una serie 

de  plaguicidas  según  su  uso  e  importancia  económica.  El  nivel  de  tolerancia 

permitido depende del plaguicida, aunque en general, oscila en el intervalo de 0,1 a 

50 mg/kg (sustancia activa/alimento). 

La metodología utilizada actualmente para la determinación de plaguicidas 

y  sus metabolitos  a niveles  traza  es muy variada,  e  incluye una  serie de  etapas: 

extracción, purificación, separación, detección y confirmación; con el fin de detectar 

y cuantificar específicamente una serie de compuestos en matrices de composición 

más o menos compleja.  

En general,  las etapas de preparación de muestra son el paso  limitante en 

ensayos de plaguicidas, debido a  su  complejidad, diversidad de problemas y,  en 
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ocasiones, a su escaso desarrollo. No ocurre lo mismo con las etapas de detección, 

que han experimentado un  importante  crecimiento y evolución en  los últimos 25 

años,  distinguiendo  dos  grandes  grupos  de  técnicas:  los métodos  de  barrido  o 

cribado  (screening en versión anglosajona) y  los métodos de conformación  (Toldrá y 

Reig, 2006). 

Antes de  los  años  60,  la  identificación y  cuantificación de plaguicidas  en 

matrices ambientales y alimentos era difícil y  laboriosa, realizándose por métodos 

espectroscópicos tradicionales (infrarrojos o UV‐visible) o métodos biológicos, tales 

como  las  técnicas  de  inhibición  enzimática  o  los  bioensayos.  El  desarrollo  de  la 

cromatografía  de  gases  (GC)  y  la  cromatografía  líquida  de  alta  eficacia  (HPLC) 

revolucionó  el  análisis de  residuos de plaguicidas, permitiendo  la determinación 

simultánea de varias clases de plaguicidas. Además, se ampliaron las posibilidades 

analíticas,  pudiendo  determinar  compuestos  termolábiles,  poco  volátiles  y/o 

polares.  Su  robustez y  sensibilidad  las ha  convertido  en herramientas básicas de 

análisis, y la mayoría de los métodos oficiales están basados en ellas (Ferrer y col., 

2011). 

Los  laboratorios oficiales que determinan  residuos de plaguicidas utilizan 

generalmente métodos multirresiduo bien  establecidos  como  el de Luke  (Luke  y 

Doose, 1975) o el de Mills (Mills y col., 1993), diseñados para cuantificar de modo 

rutinario unos 65 compuestos diferentes. Sin embargo, a pesar de ser muy útiles, en 

muchas  ocasiones  no  pueden  ser  aplicados,  bien  por  no  detectar  la  especie  de 

interés o por no ajustarse a las necesidades del problema. En cualquier caso, tienen 

en común un alto consumo de disolventes orgánicos y exhaustivos procedimientos 

de purificación y limpieza previos al análisis cromatográfico. 

La cromatografía de gases (GC) se utiliza habitualmente en la detección de 

plaguicidas organofosforados y organoclorados (Fenoll y col., 2007; Ravelo‐Pérez y 

col.,  2008),  mientras  que  se  recomienda  la  cromatografía  liquida  (LC)  para 

plaguicidas polares y termolábiles (Sagratini y col., 2007; Nguyen y col., 2009).  

En los últimos años se han introducido numerosos avances en el análisis de 

residuos  de  plaguicidas.  Así,  se  ha  prestado  especial  atención  a  los  límites  de 

detección,  reducción  de  costes  y  mejora  de  la  precisión,  desarrollando  varias 

combinaciones GC y HPLC con espectrómetros de masas (MS) de trampa de iones o 

triple cuadrupolo (QqQ), e incluso equipos de masas en tándem (MS/MS) para un 
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gran  número  de  aplicaciones  analíticas.  (Ferrer  y  Thurman,  2007; Radisic  y  col., 

2009; Purcaro y col., 2012; Luonga y col., 2013). 

Aunque las técnicas cromatográficas son extraordinariamente útiles para la 

determinación  de  residuos  de  plaguicidas,  su  aplicación  a  programas  de  control 

medioambiental  y  de  seguridad  alimentaria  no  está  exenta  de  ciertos 

inconvenientes, entre los que cabe destacar los derivados de la elevada inversión en 

equipos y el alto precio de los análisis (ver Tabla I.6).  

 

Tabla I.6: Precios públicos por la realización de análisis de muestras agroalimentarias. Identificación 

y cuantificación de residuos fitosanitarios y otros productos similares. 

Actividad a realizar 
Precio/muestra 

(€) 

Preparación de muestras para el análisis (extracción, destilación, 

mineralización, etc.). 
19 

Identificación o cuantificación de una sustancia, o grupo de sustancias, por 

cromatografía en capa fina. 
25 

Identificación o cuantificación de una sustancia mediante técnicas 

espectrofotométricas (UV/V, IR, AES, AAS, etc.). 
25 

Identificación o cuantificación de una sustancia, o grupo de sustancias, 

mediante técnicas separativas (GC, LC, SFE, CE, etc.). 
49 

Determinación de una sustancia mediante kits comerciales (análisis 

enzimáticos, inmunoensayo, etc.). 
49 

Identificación o cuantificación de una sustancia, o grupo de sustancias, 

mediante GC‐MS. 
61 

Identificación o cuantificación de una sustancia, o grupo de sustancias, 

mediante LC‐MS. 
240 

Identificación o cuantificación de una sustancia mediante técnicas 

cromatográficas combinadas con técnicas inmunoquímicas de purificación. 
73 

Fuente:  Orden  SCO/47/2004,  de  14  de  enero,  por  la  que  se  fijan  los  precios  públicos  por  la  realización  de 

actividades  del  Centro  Nacional  de  Alimentación.  Agencia  Española  de  Seguridad  Alimentaria  y  Nutrición 

(AESAN). 
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Además, requieren personal altamente cualificado y no son adecuados para 

analizar grandes volúmenes de muestras en tiempos reducidos, indispensable para 

llevar a cabo programas de vigilancia y control efectivos. Son muy laboriosos en su 

desarrollo y requieren etapas previas de concentración y purificación de la muestra 

que pueden provocar pérdida de analitos y  falta de  reproducibilidad  (Pico y col., 

2007; Aramendia y col., 2007; Zhang y col., 2011). 

Para  llevar  a  cabo un  riguroso  control de  residuos  se  requieren métodos 

sensibles,  selectivos,  rápidos,  automatizables,  económicos  y  fáciles  de  usar. 

Además,  en  la  medida  de  lo  posible,  éstos  deben  prescindir  de  disolventes 

orgánicos,  lo  que  supone  un menor  coste  y  un mayor  respeto medioambiental. 

Todo  ello  ha  generado  la  necesidad  de  desarrollar  métodos  alternativos                             

‐principalmente de screening‐ para la determinación de residuos de plaguicidas.  

El interés de estos métodos analíticos es doble. Primero, por la necesidad de 

reducir  los costes de  los programas de vigilancia, y segundo, por  la necesidad de 

conocer  las  fuentes,  distribución,  destino  y  efectos  de  los  contaminantes  que 

pueden ser perjudiciales para la salud y el medioambiente.  

Es muy  común  disponer  de  grandes  series  de muestras  en  las  que  una 

elevada  proporción  están  libres  de  residuos  o  los  tienen  en  cantidades  no 

detectables,  por  lo  que  una  estrategia  de  screening  para  identificar  las muestras 

negativas  y  priorizar  la  positivas,  reduce  costes  y mejora  los  servicios  analíticos 

(Muñoz‐Olivas, 2004). Estos métodos de screening pueden diseñarse para trabajar en 

el laboratorio o fuera del mismo.  

El  desarrollo  de  estas  nuevas  metodologías  es  importante  por  varias 

razones, entre  las que se  incluyen: aspectos económicos, aumento de  la frecuencia 

de muestreo, eficiencia y sensibilidad. Sin embargo, hay otra razón  importante,  la 

seguridad  alimentaria  y  el  grado  en  el  que  estas metodologías  pueden  evitar  la 

contaminación. Esta es una consideración relativamente nueva, lo que hace que se 

estén  desarrollando  o  implementando métodos  dirigidos  a  cumplir  los  criterios 

establecidos  en  materia  de  seguridad  y  control  alimentario.  Por  todo  ello,  son 

muchas  las  investigaciones  que  se  están  realizando  con  este  fin,  entre  las  que 

destacan: el análisis en campo o línea de fabricación, las técnicas de screening y los 

nuevos métodos de extracción. 

Entre  las  técnicas  analíticas  desarrolladas  para  estos  propósitos  se 

encuentran  las  inmunoquímicas  (IA),  que  ya  han  comenzado  a  jugar  un  papel 
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relevante  en  el  screening  de  contaminantes  orgánicos,  como  lo  demuestran  las 

diferentes revisiones aparecidas (Suri y col., 2009; Kim y col., 2011; Conzuelo y col., 

2013). 

Las principales razones de este auge se deben a la existencia de una extensa 

variedad  de  formatos,  mayor  número  de  reactivos  y  sobre  todo,  a  su  mayor 

distribución  y  acceso  comercial.  La  determinación  de  residuos  de  plaguicidas 

mediante  técnicas  inmunoquímicas  es  una  alternativa  que  complementa,  y  en 

algunos  aspectos  supera,  a  las  técnicas  cromatográficas.  Sin  embargo,  los 

inmunoensayos no quedan  exentos de  ciertos  inconvenientes  relacionados  con  la 

dificultad  de  su  desarrollo,  la  estabilidad  de  los  inmunorreactivos  y  la 

reproducibilidad e interferencia de compuestos con estructura similar. Además, son 

métodos  unianalito,  lo  que  dificulta  el  análisis  simultáneo  de  una  familia  de 

compuestos  o  sustancias  de  diferentes  familias.  Actualmente,  muchas 

investigaciones  se  dirigen  hacia  la  resolución  de  todas  estas  limitaciones  y  los 

resultados que se van obteniendo auguran soluciones viables a corto plazo (Lee y 

Kennedy, 2001; Kim y col., 2011). 

3.3. MÉTODOS INMUNOQUÍMICOS  

Lo  que  hoy  se  conoce  como  técnicas  inmunoquímicas  o  inmunoensayos 

tienen  su  origen  en  el  área  de  la  química  clínica,  y  engloban  todas  aquellas 

herramientas  analíticas  que  utilizan  como  principio  básico  la  interacción 

anticuerpo‐antígeno (Ab‐Ag). En muchos casos, esta interacción es reversible, y está 

gobernada por la ley de acción de masas; en ella intervienen fuerzas electrostáticas, 

puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas y de Van der Waals.  

El primer IA cuantitativo, un radioinmunoensayo (RIA) para el análisis de 

insulina humana a niveles de picogramos, fue descrito por Yalow y Berson en 1961. 

El desarrollo de los RIA abrió la posibilidad de que la reacción Ag‐Ab pudiera ser 

utilizada  como  base  para  el  desarrollo  de  nuevos  métodos  analíticos  de  alta 

sensibilidad y selectividad. Así, en la década de los 70, Ercegovich (1971) sugirió el 

empleo de métodos  inmunoquímicos para el screening de residuos de plaguicidas, 

que  sirvió  de  base  para  el  desarrollo  del  primer  radioinmunoensayo  para  los 

insecticidas aldrín y dieldrín  (Langone y Van Vunakis,  1975), al que  le  siguieron 

otros basados en el mismo principio. 
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Sin embargo, la peligrosidad inherente al uso de isótopos radioactivos hacía 

necesario que los ensayos se realizaran en laboratorios especialmente equipados, lo 

que suponía un gran inconveniente. La solución definitiva a la intensa búsqueda de 

IA no radioactivos vino propiciada por la demostración de que las enzimas podían 

ser acopladas a Ab y Ag (Avrameas y Uriel, 1966), y por la observación de que los 

Ab y Ag podían  ser  fácilmente  inmovilizados  sobre  soportes plásticos  (Engvall y 

Perlmann, 1971), lo que propició el desarrollo de una nueva técnica conocida como 

ELISA (Enzyme‐Linked ImmunoSorbent Assay).  

Esta  aportación,  junto  a  la  realizada  por Hammock  y Mumma  en  1980, 

supuso  la génesis del desarrollo de numerosos  inmunoensayos enzimáticos  (EIA) 

para  una  gran  variedad  de  plaguicidas,  aumentando  espectacularmente  su 

aceptación a partir de 1988 (Zulin y col., 2002; Viñas y col., 2002; Tadeo y col., 2002; 

Caballo‐López y Luque de Castro, 2003, Goto y col., 2003; Piao y col., 2009; Kim y 

col., 2011; Wang y col, 2013).  

3.3.1. Componentes clave de los inmunoensayos 

Las  técnicas  inmunoquímicas  utilizan  como  reactivo  principal  los 

anticuerpos, que son proteínas que se producen en el sistema inmunológico de los 

animales vertebrados, en respuesta a  la presencia en el organismo de moléculas o 

cuerpos extraños, uniéndose a estos agentes  invasores neutralizando su actividad. 

Los  anticuerpos  se  caracterizan  por  presentar  sitios  de  reconocimiento  que  les 

permiten  establecer  interacciones  altamente  específicas  con  los  antígenos,  cuya 

extensión  depende  de  la  intensidad  de  la  interacción  antígeno/anticuerpo.  La 

producción de Abs se realiza fundamentalmente inmunizando animales de sangre 

caliente, como por ejemplo conejos, cabras, ratones o pollos (Hock y col., 1995a ; Liu 

y col., 2009; Xu y col., 2009).  

Los anticuerpos aislados de muestras de sangre de animales  inmunizados 

son por naturaleza policlonales (pAbs); consisten en una población heterogénea de 

inmunoglobulinas, algunas de las cuales reconocen los sitios antigénicos o epítopos 

del inmunógeno.  

Por  otro  lado,  los  anticuerpos  monoclonales  (mAbs)  son  poblaciones 

homogéneas  de  inmunoglobulinas  secretadas  por  clones  de  una  célula  de 

hibridoma,  resultado  de  la  fusión  de  una  célula  de  mieloma  inmortal  con  un 

linfocito  B  procedente  de  un  animal  inmunizado  (Kölher  y  Milstein,  1975), 
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garantizando  la  tecnología  del  hibridoma  la  producción  ilimitada  de mAbs  con 

propiedades constantes (Hock y col., 1995b). Sin embargo, la producción de mAbs 

necesita un equipamiento especial, material y medios de cultivo celulares bastante 

caros, además de personal altamente cualificado, por lo que en la mayoría de IAs se 

emplean pAbs. 

Una tercera posibilidad surge de las aportaciones de la Biología Molecular 

y  los  avances  en  las  técnicas  de  Ingeniería  Genética,  que  han  propiciado  el 

desarrollo de anticuerpos recombinantes (rAb). Esta tecnología permite la expresión 

de  regiones  funcionales de  los Abs en sistemas huésped  ‐relativamente simples y 

baratos‐,  así  como  la  modificación  de  las  propiedades  de  unión  del  Ab  por 

manipulación genética a nivel del ADN. Así,  se pueden obtener nuevos Abs  con 

diferentes propiedades de unión mediante nuevas inmunizaciones.  

Aunque  para  producir  rAbs  se  han  utilizado  como  sistemas  huésped 

levaduras,  plantas  y  células  de  insectos,  la  técnica más  extendida  se  basa  en  el 

empleo de la bacteria Escherichia coli (Hall y col., 1997; Kim y col., 2003; Brun y col., 

2004; Choia y col., 2006), por lo que a los rAbs también se les llama Abs coliclonales. 

En  resumen,  la producción de anticuerpos  es,  en  la mayoría de  los  casos 

compleja,  y  comprende  principalmente  las  siguientes  etapas:  i)  selección  de  la 

molécula de  interés analítico,  ii) diseño y  síntesis del hapteno, que  consiste  en  la 

preparación  de  un  derivado  de  la molécula  objeto  de  análisis,  que  contenga  un 

grupo  funcional  apropiado  para  su  unión  a  proteínas,  iii)  unión  covalente  del 

hapteno  a  la  proteína  deseada  y,  finalmente,  iv)  la  inmunización  del  animal  en 

función del  anticuerpo deseado. Básicamente,  son dos  los  elementos  esenciales  a 

tener  en  cuenta  en  el desarrollo de  técnicas  inmunoquímicas. Por  una  parte,  los 

reactivos,  que  incluyen  a  los  anticuerpos,  antígenos  y  a  cualquier  otra  especie 

biológica o química utilizada para la visualización de  la reacción Ab‐Ag. Por otra, 

los formatos, cuya elección estará condicionada al papel, lugar de utilización y uso 

final que  tenga que desempeñar  el método,  es decir, de alta o baja  capacidad de 

ensayo, método de campo o de laboratorio, cualitativo o cuantitativo. 

3.3.2. Tipos de inmunoensayos 

En general, existen varios criterios de clasificación de los inmunoensayos: i) 

en función del modo de operación, inmunoensayos competitivos y no competitivos; 

ii)  según  las  fases  en  que  se  realiza  la  interacción  Ag‐Ab,  inmunoensayos 



INTRODUCCIÓN  77 

homogéneos y heterogéneos;  iii) en  función del marcador y método de detección, 

inmunoensayos  enzimáticos,  radioinmunoensayos,  fluoroinmunoensayos,  etc.  A 

continuación se describen los principales formatos de inmunoensayo utilizados en 

diferentes campos de aplicación: clínico, medioambiental y agroalimentario. 

3.3.2.1. Inmunoensayos competitivos y no‐competitivos 

Un  ensayo  competitivo  puede  ser  descrito  por  la  siguiente  reacción 

inmunoquímica: 

 
2 Ab + Ag + Ag*                   Ab-Ag + Ab-Ag* 

 

Donde el antígeno  libre  (Ag) compite con un antígeno marcado  (Ag*) por 

un  número  fijo  y  limitado de  sitios de  unión del  anticuerpo. La  extensión de  la 

unión Ab‐Ag* depende de la concentración de Ag libre. A mayor concentración de 

analito  (Ag  libre), menos Ag*  se  une  al Ab,  permitiendo  la  cuantificación  de  la 

concentración del analito (Ag  libre). Basados en este concepto general, existen dos 

modos de operar: 

a) Ensayo directo: donde el anticuerpo compite con el analito y un hapteno 

marcado con una especie fácilmente detectable (por ejemplo una enzima). 

b)  Ensayo  indirecto:  donde  la  extensión  de  la  unión  Ag‐Ab  se  mide 

habitualmente  utilizando  un  segundo  anticuerpo  específico  (anticuerpo 

secundario), marcado con una especie fácilmente detectable. 

Los  formatos de ensayo no‐competitivos, son habitualmente utilizados en 

las determinaciones de moléculas de gran tamaño que poseen más de un epitopo o 

determinante antigénico (por ejemplo una bacteria). En estos ensayos se emplea un 

sistema de dos anticuerpos específicos, de modo que uno de ellos sirve para “fijar” 

el  antígeno  al  soporte  sólido.  Tras  un  proceso  de  lavado  y  eliminación  de  las 

fracciones no unidas, se adiciona el segundo anticuerpo específico que sirve para 

cuantificar la extensión de la reacción.  

Los  ensayos  no‐competitivos  son  generalmente  más  sensibles  que  los 

correspondientes  ensayos  competitivos,  sin  embargo,  este  tipo  de  ensayo  no  es 

adecuado para moléculas de bajo peso molecular, como es el caso de los productos 

fitosanitarios. 
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3.3.2.2. Inmunoensayos homogéneos y heterogéneos 

Los  inmunoensayos  homogéneos  no  requieren  la  separación  entre  las 

fracciones  de  inmunorreactivos  libres  y  unidas.  Utilizan  el  cambio  de  señal 

producido  cuando  el antígeno marcado  se une  al anticuerpo. Esa variación  en  la 

señal se debe a un cambio de la actividad del marcador y puede ser utilizada para 

cuantificar  la  cantidad  de  analito.  Este  tipo  de  ensayos  presenta  la  ventaja  de 

requerir tiempos de análisis más cortos, ya que no son necesarias etapas de lavado. 

En contrapartida, hay que señalar que la sensibilidad es menor y el efecto matriz de 

las muestras más elevado. 

En  los  ensayos  heterogéneos,  existe  una  separación  física  entre  las 

fracciones  unidas  y  libres.  Aunque  este  formato  de  ensayo  incluye  un  mayor 

número  de  etapas,  debido  a  los  procesos  secuenciales  de  lavado  que  deben 

realizarse para eliminar los componentes que no han reaccionado, el efecto matriz 

es menor. Por  lo  general, mejoran  la  sensibilidad  y  los  límites de detección. Los 

ensayos  inmunoenzimáticos,  especialmente  en  formatos  ELISA  (enzyme‐linked 

immunosorbent assay), son un ejemplo de este tipo de ensayos, cuyos fundamentos se 

comentan a continuación. 

3.3.3. Técnica ELISA 

La  mayoría  de  los  inmunoensayos  para  plaguicidas  utilizan  la  técnica 

ELISA  (Ballesteros  y  col.,  2006;  Shelver  y  col.,  2007; Qian  y  col.,  2009 Xu  y  col., 

2012).  Se  trata  de  un  ensayo  heterogéneo  en  fase  sólida  que  utiliza  una  enzima 

como  especie  marcadora,  y  donde  uno  de  los  inmunorreactivos  está  fijado 

(generalmente adsorbido) en la superficie de un tubo de ensayo o en los pocillos de 

una placa ELISA.  

Las configuraciones más usuales en este tipo de ensayos son las siguientes: 

3.3.3.1. ELISA competitivo directo 

i)  Formato de  anticuerpo  inmovilizado  (AI):  en  este  caso  se  establece un 

equilibrio  entre  el  anticuerpo  unido  a  la  fase  sólida  (por  adsorción  directa  o 

mediante  reactivos  orientadores),  el  analito  y  un  conjugado  analito‐enzima 

(trazador  enzimático) que  están  en disolución. Tras una  etapa de  incubación,  los 
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reactivos  no  unidos  son  eliminados  por  lavado,  midiendo  por  último  la  señal 

emitida por  el  trazador  enzimático unido  al Ab. La disminución de  la  actividad 

enzimática  es  directamente  proporcional  a  la  cantidad  de  analito  presente  en  la 

muestra.  

ii)  Formato  de  antígeno  inmovilizado:  este  formato  está  basado  en  la 

competición  entre  el  antígeno  inmovilizado  (usualmente  derivatizado  y  unido  a 

una proteína, denominado conjugado de  tapizado) y el analito, por una cantidad 

fija de anticuerpo marcado. 

3.3.3.2. ELISA competitivo indirecto (CI) 

El  fundamento es el mismo que el del  formato de antígeno  inmovilizado, 

pero en este caso la concentración del analito se mide indirectamente, utilizando un 

segundo anticuerpo unido covalentemente a una enzima.  

3.3.3.3. ELISA sandwich 

En este ensayo se utiliza un segundo anticuerpo marcado para detectar  la 

interacción entre el analito y el anticuerpo unido a la fase sólida. Sin embargo, esta 

configuración  es  restrictiva  para  analitos  con  más  de  un  sitio  de  unión  de 

anticuerpo, por lo que no es utilizada en el caso de los productos fitosanitarios. 

3.3.4. Características de los inmunoensayos competitivos 

En los IAs competitivos en fase heterogénea, la cantidad de marca unida a 

la fase sólida (señal) es inversamente proporcional a la del analito objeto de análisis 

(Figura I.17).  Cuando  se  representa  la  señal  obtenida  frente  al  logaritmo  de  la 

concentración de analito, se obtiene una curva de calibrado  típica dosis‐respuesta 

que presenta una pauta sigmoide. 

En este caso, el ajuste matemático de  la curva de calibrado obtenida para 

diferentes concentraciones de analito, responde a la siguiente ecuación (Raab, 1983):  

 

+ DSeñal =
A - D

1 + (x/C)B
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donde  A  representa  la  asíntota máxima,  que  corresponde  a  la  señal  en 

ausencia de analito; D es la asíntota mínima y corresponde a la señal en exceso de 

analito; B es la pendiente de la curva en el punto de inflexión; x es la concentración 

de analito; y C, el valor de la concentración de analito en el punto de inflexión. Este 

punto  es utilizado para  estimar  la  sensibilidad del  inmunoensayo  (I50)  (Grojtan y 

Keel, 1996). 

 

 

Figura I.17: Curva sigmoide típica dosis‐respuesta. 

 

Los  parámetros  más  característicos  de  la  curva  de  calibrado  son  los 

siguientes: señal en ausencia de analito (B0); señal debida a los estándares (B); límite 

de  detección  (LOD),  que  corresponde  a  la menor  concentración  de  analito  que 

produce una  señal distinguible de  la  correspondiente a B0 para una determinada 

muestra,  y  con  cierto  grado  de  confianza.  Con  frecuencia  se  define  como  la 

concentración de analito que reduce el 10‐20% de los sitios específicos de unión de 

anticuerpo  y  se  calcula  restando  al  valor de B0  tres  veces  la desviación  estándar 

(Hennion y Barceló, 1998). La I50 es la concentración de analito que reduce el 50% de 

los sitios específicos de unión del anticuerpo y el intervalo de trabajo (RD) el rango 

de  concentración  de  analito  que  reduce  los  sitios  de  unión  específicos  del 

anticuerpo  entre  el  20‐80%. Dentro  de  este  intervalo,  las  variaciones  de  señal  se 
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relacionan  linealmente  con  la  concentración  de  analito  y  pueden  obtenerse 

resultados cuantitativos en muestras reales con relativa precisión (Brady, 1995)  

Por otro lado, los IAs también se caracterizan por su alta selectividad. Así, 

la  selectividad  de  un  anticuerpo  se  define  como  la  capacidad  para  reconocer 

exclusivamente  un  determinante  antigénico.  En  este  sentido,  un  anticuerpo  es 

específico cuando sustancias con estructura y composición semejante al analito no 

son  reconocidas.  La  selectividad  o  reactividad  cruzada  (RC)  se  determina, 

habitualmente, comparando  la  I50 dada por el analito de  interés con  las obtenidas 

con otros compuestos de estructura similar.  

Este parámetro se calcula mediante la siguiente ecuación: 

 

 

Cuando  el valor RC  es menor del  10%  se  considera que  el  anticuerpo  es 

específico, y si es menor del 1% muy específico. 

El hecho de que un Ab muestre un valor elevado de RC (baja selectividad) 

hacia  compuestos  relacionados  estructuralmente  con  el  analito,  es  considerado 

como una desventaja. Sin embargo, ese Ab puede ser utilizado para propósitos de 

screening, obteniendo así un valor global para una familia de compuestos. 

3.3.5. Tratamiento de la muestra para ensayos inmunoquímicos 

La  determinación  de  residuos  de  plaguicidas  mediante  técnicas 

inmunoquímicas  debe  resolver  un  aspecto  clave:  el  tratamiento  de muestra.  La 

mayoría  de  los  tratamientos  de  muestra  utilizan  disolventes  orgánicos  y 

procedimientos  desarrollados  para  aplicar  en  métodos  instrumentales, 

cromatográficos  especialmente.  Por  ello,  la  aplicación  de  las  técnicas 

inmunoanalíticas  a  residuos, utilizando  los métodos oficiales y de  referencia que 

han  sido validados para muestras medioambientales y alimentarias,  requieren de 

un estudio profundo. Como se ha demostrado previamente (Gabaldón y col., 2007) 

es posible determinar niveles de residuos de plaguicidas realmente bajos utilizando 

métodos de extracción convencionales en medios orgánicos.  

RC =
I50 (analito)

I50 (interferente)
x 100
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En  general,  las  muestras  acuosas  son  analizadas  mediante  IA  sin 

pretratamiento, excepto la eliminación de material particulado y el ajuste del pH y 

fuerza iónica, en caso necesario. Sin embargo, algunas veces los iones presentes en 

la muestra pueden provocar  interferencias o  inducir  la  formación de precipitados 

por reacción con los componentes del tampón de ensayo (Jourdan y col., 1995; Glass 

y  col.,  2004). Asimismo,  las  sustancias húmicas presentes  en  extractos de  agua y 

suelo pueden unirse inespecíficamente al Ab e interferir en las uniones específicas 

del  analito  (Dankwardt  y  col.,  2000; Bjerner  y  col.,  2002). En  consecuencia,  estas 

reacciones pueden generar falsos positivos. 

En el caso de alimentos  líquidos, como por ejemplo zumos, generalmente 

no es necesaria una excesiva preparación de muestra, basta con diluirla y ajustar el 

pH. Algunos ejemplos  los constituyen  los  trabajos de Wittmann y Hock, 1993 que 

determinan atrazina en  leche y zumo de manzana, González‐Martínez y col., 1997 

que analizan muestras de zumos, aguas y mieles reforzadas con carbaril, Watanabe 

y  col.,  2007  que determinan directamente  imidacloprid  en muestras de  zumo de 

manzana y uva o los trabajos de Plana y col., 2014 que determinan tetraconazol en 

zumos de frutas.  

3.3.6. Formatos inmunoquímicos aplicados al análisis de plaguicidas 

Desde  hace  algunos  años  se  vienen  comercializando  kits  para  la 

determinación de residuos de plaguicidas mediante inmunoensayo.  

Los kits comerciales para análisis de residuos de plaguicidas están basados 

en los principios de la técnica ELISA, generalmente en formato de Ab inmovilizado; 

pueden ser cualitativos, semicuantitativos o cuantitativos y difieren en los formatos 

de  presentación  ‐tubos  de  ensayo,  placas  de  96  pocillos,  tiras  reactivas,  etc‐. 

Además, permiten la determinación rápida y simultánea de un elevado número de 

muestras, lo que unido a su fácil transporte, precisión y sensibilidad, hacen que su 

uso sea ideal para análisis en campo o en línea de fabricación (González‐Martínez y 

col., 1997; Vass y col., 2008; Zhou y col., 2012). 

Los  kits  comerciales  ofrecen  rapidez  cuando  se  emplean  en  la 

determinación de residuos de plaguicidas en matrices acuosas; sin embargo, estos 

métodos presentan dificultades cuando se aplican a matrices más complejas, como 

suelos y alimentos, debido a la aparición de efectos matriz, por lo que la mayoría de 

las  muestras  no  pueden  analizarse  sin  tratamiento  previo.  Generalmente,  las 
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muestras  de  alimentos  presentan  una  amplia  variabilidad  en  su  composición, 

contenido en azúcares y lípidos, etc. Hay que tener en cuenta que los componentes 

proteínicos,  así  como  los  taninos  o  polifenoles,  pueden  unirse  o  interferir  en  las 

reacciones entre el Ab y el trazador enzimático. 

Las principales características de los kits de inmunoensayo y su aplicación a 

la  determinación  de  plaguicidas  en  diferentes  matrices  han  sido  ampliamente 

discutidas  (Gabaldón y col., 1999; Lee y Kennedy, 2001; Piao y col., 2009; Zhou y 

col., 2012) presentando como principales  limitaciones el  tiempo  requerido para el 

ensayo  (por  lo  general  superior  a  dos  horas)  y  su  especificidad  (métodos 

unianalito). 

Basados  en  técnicas  inmunoquímicas  y  en  respuesta  a  la  creciente 

necesidad de disponer de métodos analíticos portátiles y que permitan el análisis 

simultáneo de  una  familia de  compuestos  o  sustancias de diferentes  familias,  se 

están  desarrollando  otras  metodologías  centradas  en  la  puesta  a  punto  de 

microinmunoensayos multianalito (micoarrays).  

3.3.7. Microinmunoanálisis sobre soportes sólidos 

Desde  hace  unos  años  se  han  producido  grandes  avances  en  la 

miniaturización  y  automización de métodos  analíticos. Uno de  los  ejemplos más 

prominentes es el que incorpora la metodología de microarrays (micromatrices), que 

actualmente es una herramienta muy popular y presenta numerosas aplicaciones en 

el  sector  farmacéutico, agroalimentario y  las ciencias de  la vida  (Lamartine, 2006; 

Scarselli y col., 2005; Hoeben, y col., 2006). 

La  técnica de micromatrices permite depositar miles de puntos  sobre un 

portaobjetos  (soporte) para  su  estudio  en paralelo. Así, un microarray  consiste  en 

una matriz  bidimensional  de  depósitos  ordenados  sobre  un  substrato  sólido,  en 

posiciones determinadas (López y col., 2002). Como puede verse en la Figura I.18, 

se  trata  de  un  sistema  de  análisis masivo  que  ofrece  una  superficie  de  reacción 

generalmente plana, mejorando así las etapas de lavado e incubación, a la vez que 

proporciona una mayor densidad de muestra (Uttamchandani y col., 2006). 

El soporte y el tipo de unión del reactivo  inmovilizado están  íntimamente 

relacionados,  ya  que  la  metodología  y  el  modo  de  anclaje  dependen  de  las 

características de la superficie sobre la cual se van a realizar los ensayos. Se pueden 

distinguir dos grandes grupos: soportes porosos y soportes no porosos. 
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Los chips “porosos” son chips en los que las interacciones entre el material 

a inmovilizar y el soporte sólido de inmovilización no tienen por lo general carácter 

covalente  (Hoheisel  y  col.,  2001).  Los  soportes más  comúnmente  empleados  son 

pequeñas  porciones  de  geles  o  membranas  porosas  de  nylon  o  nitrocelulosa 

presentes en porta objetos de cristal.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.18: Imagen de diferentes microarrays comerciales. 

 

Los  chips  lisos  o  “no  porosos”  son  aquellos  en  los  que  el  material  se 

encuentra habitualmente inmovilizado covalentemente a la superficie sólida, que le 

sirve  de  soporte  y  puede  ser  de  cristal  o  cualquier  otro  material  como  silicio, 

carbono, vidrio, materiales mixtos (composites), plásticos o metales. 

Este  tipo de  soportes  son  inertes  y presentan ventajas  con  respecto  a  los 

porosos: mínimo volumen de hibridación, gran capacidad de miniaturización y alta 

resolución (López y col., 2002). 

Existen un buen número de alternativas a estos soportes como el empleo de 

materiales  poliméricos  sintéticos  que  ofrecen  propiedades mecánicas  y  químicas 

atractivas,  son  más  baratos  y  su  fabricación  es  más  sencilla  y  flexible.  Las 

aplicaciones  analíticas  que  actualmente  utilizan  discos  de  plástico  como  soporte 

pueden dividirse en dos grupos: aquellas que utilizan  la propulsión  fluídica y  las 

que utilizan la fuerza centrífuga. 

3.3.7.1. Micromatrices basadas en la propulsión fluídica  

Las plataformas microfluídicas, son elementos integrantes de sistemas “lab‐

on  a  chip”  o  LOAC,  capaces  de  realizar  ensayos  de  laboratorio  en  una  red  de 

canales  y  cámaras miniaturizados. Debido  a  sus  dimensiones  reducidas  ofrecen 

numerosas  ventajas.  Por  ejemplo,  ya  que  los  canales  sirven  como  vía  para  el 
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movimiento  de  las  muestras  y  reactivos  así  como  de  cámaras  de  reacción,  su 

pequeño volumen  redunda en un menor  coste por el ahorro en  reactivos y en  la 

necesidad de menores cantidades de muestra. Esta  tecnología permite desarrollar 

métodos automatizados, miniaturizables (escalables) y sencillos. 

Se presentan  con distintas  formas,  tamaños y materiales  (cristal, plástico, 

silicio, cuarzo) (Manz y col., 1991; Shi y col., 1999), pero todas tienen en común una 

estructura  consistente en canales y  cámaras de dimensiones microscópicas donde 

tiene  lugar el análisis de  la muestra. Reactivos y muestras son  introducidos en  la 

microestructura  y  transportados  de  una  sección  a  otra  mientras  se  realiza  el 

mezclado,  la  reacción y  la monotorización  (Honda y  col.,  2005). Tras  realizar  los 

experimentos  los  resultados  analíticos  se  obtienen  mediante  detectores  ópticos 

convencionales tales como densitómetros, fotómetros o fluorímetros, adaptados a la 

geometría del dispositivo Figura I.19). 

Estos  dispositivos  permiten  realizar  tanto  la  preparación  de  la  muestra 

como  el  análisis y  la detección de  los  reactivos  en un mismo dispositivo de  fácil 

manejo y, generalmente, de precio competitivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.19: Dispositivo Lab‐on‐a‐chip (LOAC). 

 

3.3.7.2. Micromatrices basadas en la fuerza centrífuga 

Los discos de plástico que utilizan la fuerza centrífuga son una alternativa 

muy  interesante  a  los  dispositivos  LOAC. Dichos  sistemas  bombean  los  fluidos 

utilizando la fuerza centrífuga que se genera cuando el disco gira, eliminándose así 

la  necesidad  de  partes  internas móviles  y  potenciales  de  voltaje,  como  los  que 
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necesitan muchos sistemas LOAC. El control de la fuerza centrífuga es mucho más 

simple, ya que tan sólo depende de la viscosidad del fluido y de la de velocidad de 

rotación  del  disco,  con  lo  que  pueden manejar mayores  cantidades  de muestra. 

Estos discos están formados por numerosos canales que van desde el centro hasta el 

exterior del disco, de modo que se consigue la misma fuerza centrifuga en todos los 

canales,  permitiendo  la  realización  de  muchos  análisis  a  la  vez  (Felton,  2003). 

Actualmente  existen  otras  alternativas  mucho  más  avanzadas  que  van  desde 

equipos  de  diseño  clásico,  utilizados  en  grandes  laboratorios  de  hospitales  a 

tecnologías innovadoras basadas en sistemas microelectromecánicos (MEMs). 

Los Micro Sistemas Electro Mecánicos (MEMs) son dispositivos de pequeño 

tamaño  que  bien  crean  una  señal  eléctrica,  debido  al  cambio  de  una  propiedad 

física  (sensores)  o  causan  un  efecto  físico  cuando  son  sometidos  a  una  señal 

eléctrica  (actuadores).  Entre  las  metodologías  basadas  en  el  uso  de  discos  de 

plástico como soporte que emplean la fuerza centrífuga, están las caracterizadas por 

el uso de la tecnología de discos compactos de audio‐video (Cds) para la obtención 

de resultados analíticos. La tecnología del disco compacto como herramienta para 

el análisis de muestras ha experimentado un gran avance en  los últimos años ya 

que son un medio globalmente accesible, barato y fiable. (Kido y col., 2000). 

3.3.8. Discos compactos como plataformas analíticas para análisis masivo 

Un disco compacto (Cd) es un soporte digital óptico en el que se almacena 

información en un  sustrato plástico  transparente, habitualmente de policarbonato 

(PC),  sobre  el  que  se  aplica  una  película metálica  de  aluminio,  oro,  níquel,  etc., 

recubierta  de  una  laca  protectora  (que  protege  de  la  oxidación  y  del  ambiente), 

generalmente  de  Polimetilmetracrilato  (PMMA)  y  opcionalmente  incorpora  una 

etiqueta (Figura I.20-A). 

Tanto  el  PC  como  el  PMMA  son materiales  transparentes  de  radiación 

visible,  presentan  baja  distorsión  óptica,  alta  resistencia  mecánica,  buena 

estabilidad  térmica  y  elevada  exactitud  dimensional,  además  de  gran 

hidrofobicidad. 

En los Cds, la información digital está almacenada en forma de pits, que se 

imprimen durante  el proceso de  fabricación del disco de PC. Cada pit  tiene una 

profundidad de unos 125 mm, una anchura de 500 nm y una  longitud que oscila 

entre 830 y 3500 nm (Figura I.20-B). Los pits están ordenados en el disco a lo largo 
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de una única espiral continua y extremadamente  larga que constituye  la pista de 

datos (data track), que será barrida por el haz laser desde el interior hasta el exterior 

del CD, en sentido levógiro (Tamarit‐López y col., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.20: Dispositivo Lab‐on‐a‐chip (LOAC). (A) Representación esquemática de un CD, 

(a) PC, (b) película metálica (Al, Au), (c) laca protectora de PMMA, (d) etiqueta. (B) Esquema de la 

espiral continua que forma la pista de datos. 

 

El espacio entre pistas (distancia radial entre una revolución de la espiral y 

la siguiente) es de 1600 nm,  teniendo aproximadamente 45.000 pistas por cm. Los 

espacios  entre pits  a  lo  largo de  la misma pista de datos  se  conocen  como  lands 

(Figura I.21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.21: Diferencias en el tamaño de pits y lands 

entre DVDʹs y CDʹs. 
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3.3.8.1. Localización y lectura de los datos almacenados en el CD 

La  información almacenada en  forma de pits y  lands, es  leída empleando 

un lector de discos compactos. Un lector de Cds (Figura I.22), consta de tres piezas: 

i) Motor de arrastre del disco  (Disc drive motor), motor que hace girar el disco. Se 

controla para que gire a una velocidad dada (vmax = 1000 rpm), en función del disco 

utilizado y de la situación de la pista leída; ii) Cabezal óptico (Laser pickup assembly), 

sistema compuesto por un laser que emite a 780 nm (o 640 en caso de discos DVD) 

y una lente que lo focaliza a fin de ajustar la distancia donde se encuentra la pista 

de datos.  

Lleva  incorporado  un  sensor  opto‐electrónico  capaz  de  detectar  la  luz 

reflejada  en  la  película  metálica  del  disco;  iii)  Mecanismo  rastreador  (Tracking 

mechanism),  sistema  compuesto por un motor que mueve el dispositivo  láser a  lo 

largo de un eje radial fijo, de modo que el haz de luz puede seguir la pista de datos 

en espiral mientras el disco gira. Este sistema mueve el láser con una resolución de 

micrómetros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.22: Imagen de un lector de discos compactos. 

 

La  lectura de  la  información grabada en el disco  se efectúa a partir de  la 

modificación de  la  señal del  haz  láser  reflejado. El  lector utiliza  el  fenómeno de 

interferencia con  la  finalidad de proporcionar  información binaria. Hay que  tener 

en cuenta que las regiones land reflejan la luz de modo diferente a las pits y que los 
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sensores ópticos del lector, detectan los cambios en la reflectividad como una señal 

digital  (on/off  ó  1/0).  La  profundidad  de  los  pits  es  seleccionada  de modo  que 

coincide con la cuarta parte de  la  longitud de onda del  láser (780 nm). Por ello, el 

haz  láser  reflejado desde una  región  land  estará  en oposición de  fase  respecto  al 

reflejado desde una  región pit,  tal  y  como  se muestra  en  la  Figura  I.23. De  este 

modo,  cada  pit  actúa  como  un micro‐interferómetro  a  través  del  cual  los  datos 

detectados pueden ser digitalizados. 

Estudios previos han demostrado que un dispositivo de  lectura/grabación 

óptico (lector/grabador de Cds)  integrado en un ordenador personal convencional 

puede  tener un alto potencial analítico, utilizando el  láser del  lector de Cds como 

fuente de barrido. Se han utilizado discos de baja reflectividad de PC y una película 

de oro, de modo que  la parte del haz  láser del  lector de Cds se  transmite, siendo 

detectado mediante  un  fotodiodo  plano  colocado  en  la  cara  interior  opuesta del 

lector de Cds (Figura 1.24‐A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.23: Esquema del fenómeno de interferencia destructiva en el que se basa el sistema 

de detección del lector de Cds. 

 

Gracias a la lectura óptica por láser no hay fricción entre el mecanismo de 

lectura/escritura  y  la  superficie  del  disco,  haciendo  posible  la  convivencia  de  la 

información biológica (sonda‐muestra) sobre el mismo soporte. Dada  la diferencia 

entre  índices  de  refracción  entre  el  aire  y  policarbonato  la  luz  incidente  del 
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dispositivo óptico se  refracta en  la superficie del PC con un ángulo mayor, y por 

tanto, el punto de luz incidente original (unos 800 μm sobre PC) se focaliza hasta un 

tamaño de 1,7 μm sobre la superficie metalizada (Figura 1.24‐B). 

Una  mejor  resolución  óptica  permite  que  el  detector  resuelva  spots  de 

menor  tamaño  y,  por  tanto,  trabajar  con  microarrays  de  mayor  densidad, 

permitiendo el análisis de un mayor número de muestras por unidad de superficie. 

También ha dado buen resultado utilizar el propio láser y el pick‐up del lector de 

Cds como guía y detector, respectivamente, relacionando la atenuación de la señal 

con la extensión de la reacción analítica (Figura 1.24‐C). 

La salida del  láser  (dispositivo que contiene  tanto el diodo semiconductor 

que  genera  el  haz,  como  el  beamsplitter)  es  una  señal  analógica  que  básicamente 

transporta la información de reflectividad de  la superficie del soporte (incluyendo 

la superficie ocupada por el ensayo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.24: Modos de medida empleados en la tecnología de Cds. 
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Posteriormente la señal es acondicionada y decodificada, proporcionando a 

su salida la señal digital almacenada sobre el soporte, es decir, la luz absorbida se 

transformará  en  una  señal  eléctrica,  digitalizándola  mediante  una  tarjeta  de 

adquisición de datos integrada en el ordenador. Es importante resaltar que la señal 

eléctrica  proporcionada  por  el  cabezal  láser  es  analógica.  Si  hipotéticamente  no 

fuese así, el acondicionamiento realizado impediría la evaluación de la reactividad 

de  las muestras, ya que esta  información se encuentra en  la amplitud de  la señal 

analógica resultante de la foto‐detección del haz láser. El sistema proporcionará una 

señal de radiofrecuencia con un ancho de banda de 150 kHz. 

Un  lector de CD  es un aparato  electrónico de  fabricación  a gran  escala y 

consumo masivo, lo que explica su bajo coste, con un precio de mercado que oscila 

entre los 50 y 300 euros. Esto los hace muy competitivos frente a la técnica habitual 

de lectura de microarrays basada en la utilización de escáneres de fluorescencia (con 

la superficie de escaneo estándar de 18,75 cm2), cuyo coste se encuentra entre 30.000 

y  los  100.000  euros. Además,  el  lector de CD  proporciona mayor  portabilidad  y 

frecuencia de muestreo a tiempo real. 

3.3.9.  Antecedentes  y  estado  del  arte  del  empleo  de  discos  compactos  como 

plataformas analíticas 

El  empleo  de  los  discos  compactos  como  plataformas  analíticas  ha 

suscitado el interés de la comunidad científica y las empresas biotecnológicas, dado 

el  gran  volumen  de  mercado.  Presentan  propiedades  químicas  y  mecánicas 

atractivas:  bajo  coste,  alta  flexibilidad  y  biocompatibilidad  y  fácil  fabricación. 

Además,  son  químicamente  resistentes,  no  aparecen  interacciones  específicas,  tal 

como demostraron Kido y  col.,  2000, poniendo  a punto  el primer  inmunoensayo 

cuantitativo para la determinación de residuos de plaguicidas en aguas, utilizando 

como soporte la cara de policarbonato de discos compactos convencionales.  

Tras este pionero  trabajo, se han publicado diferentes patentes y artículos 

científicos  sobre  el  empleo  de  Cds  para  el  análisis  de  muestras  químicas  y 

biológicas (Virtanen, 2000; Hammock y col., 2002; Iimura y Ogawa, 2003). En 2009, 

Lee y col. desarrollaron un ELISA en disco para la determinación de biomarcadores 

del virus de la hepatitis B (Lee y col., 2009). Ninguno de ellos utiliza el principio de 

lectura  de  los  escáneres  de  Cds,  sino  que  el  resultado  del  ensayo  se  midió 
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utilizando detectores  convencionales  como densímetros,  fotómetros,  fluorímetros, 

etc., adaptados a una geometría circular. 

Existen  otros  planteamientos,  como  el  propuesto  por  Lange  y  col.,  que 

desarrollaron  un  sistema  para  la  detección  indirecta  de  proteína  C‐reactiva 

utilizando  el  cabezal  pickup de un  lector de Cds y una  lente de  aumento para  la 

adquisición de imágenes de microscopía de alta resolución (Lange y col., 2006). 

El grupo de Remacle (Alexandre y col., 2002) ha llevado a cabo análisis de 

matrices de ADN sobre soportes similares a los Cds, pero en los que la mitad anular 

más externa es transparente, desprovista de la película metálica. Esta parte externa 

se reserva para llevar a cabo el ensayo (por tanto, el área analítica es limitada) y la 

detección se realiza mediante un segundo haz de láser adicional. En estos ensayos, 

el sistema óptico estándar del lector de Cds se utiliza para trabajar con información 

numérica en la parte interna de los discos. Otros investigadores utilizaron la rutina 

de detección de errores del propio mecanismo de  lectura de Cds para detectar  la 

presencia  de  biomoléculas  y  bacterias  sobre  la  superficie  de  los  discos  (Jones  y 

Thigpen,  2005;  Jones,  2005).  Sin  embargo,  cada  fabricante  de  lectores/grabadores 

tienen  sus  propias  microinstrucciones  (firmware)  para  la  corrección  de  errores, 

afectando a la sensibilidad del ensayo (Reber y Perttunen, 2000; Reber y Perttunen, 

2004).  

Estudios previos han demostrado que un dispositivo de  lectura/grabación 

óptico (lector/grabador de Cds)  integrado en un ordenador personal convencional 

puede tener un alto potencial analítico, utilizando el diodo de luz del lector de Cds 

como fuente láser de barrido (Morais y col., 2007; Morais y col., 2008). Además, se 

ha demostrado  la utilidad de  la  tecnología de Cds para  la generación de  señales 

inmunoquímicas in situ sin interrumpir la lectura normal del disco. 

Más  recientemente,  se  ha  desarrollado  el  primer  microinmunoensayo 

multiplexado  (es decir,  capaz de determinar  varias  especies  simultáneamente de 

una  misma  muestra)  sobre  DVDs,  comparándose  dos  estrategias  de  lectura:  la 

primera diseñada para la adquisición de datos de señales analógicas atenuadas y la 

segunda basada  en  el  análisis de  los  errores de  lectura. Los  resultados  indicaron 

que la primera alcanza mayor sensibilidad (Morais y col., 2009). 

La  superficie  de  un  disco  estándar  (94  cm2),  puede  contener  miles  de 

puntos.  En  lo  que  respecta  a  la  capacidad  de  procesado  de muestras,  un  disco 

estándar  tiene 12  cm de diámetro. Teniendo  en  cuenta que  se  trabaja  en  formato 
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micromatriz y con microgotas de un diámetro medio de 300 μm y un espaciado de 

100 μm, se pueden  imprimir 70.800 puntos  (biorreceptores) por disco. Estos datos 

revelan que las metodologías basadas en disco compacto (o sistemas Lab‐on‐a‐CD) 

son  una  tecnología  de  vanguardia  y  foco  de  una  intensa  investigación,  como 

demuestran  la gran cantidad de artículos científicos publicados al  respecto en  los 

últimos años  (Gorkin y col., 2010; Alphonsus y col., 2010; Mao y col., 2010; Lin y 

col., 2010). 

4. JUSTIFICACIÓN TEMÁTICA DE LA TESIS 

En  los  últimos  años,  a  consecuencia  del  despliegue  de  la  Organización 

Mundial  del  Comercio  (OMC),  se  ha  producido  una  reducción  de  las  barreras 

arancelarias  en  el  sector  agroalimentario,  fenómeno que  se ha visto  acompañado 

por  la  disminución  en  la  intensidad de  las  subvenciones  incluidas  en  la  Política 

Agraria Común  (PAC). Esta situación ha expuesto a  la competencia  internacional 

un  sector  como  el  agroalimentario,  históricamente  acostumbrado  a  una 

competencia internacional limitada.  

Esta presión competitiva se centró  inicialmente en el sector primario y en 

los productos no elaborados, pero en los últimos años se está extendiendo al resto 

del  sector  agroalimentario,  que  ahora  no  sólo  se  enfrenta  a  un  encarecimiento 

relativo  de  las  materias  primas  y  a  la  competencia  de  las  multinacionales 

agroalimentarias,  sino  que  además debe  hacer  frente  a  la  nueva  competencia de 

productos procedentes de los nuevos miembros de la UE. 

Ante esta situación, las empresas agroalimentarias españolas deben recurrir 

a  la diferenciación, con objeto de mantener  las sólidas posiciones de mercado que 

disfrutan,  al  tiempo  que  aprovechando  este nuevo proceso  globalizador, puedan 

completar su proceso de internacionalización, iniciado tímidamente en los años 80 

en respuesta a la entrada en España de compañías multinacionales, que tuvo lugar 

a partir de los años 70 del pasado siglo. 

Una  vía  para  hacer  frente  a  estos  retos  pasa  por  la  innovación,  con  el 

desarrollo y comercialización de nuevos productos que incorporaran características 

adicionales a las incluidas en el producto base, que se convertirían en intangibles y 
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asociados a la marca del fabricante, darán lugar a la generación de grandes ventajas 

competitivas. 

En este marco, una alternativa  fundamental para el refuerzo del sector de 

zumos cítricos pasa por el desarrollo de nuevos productos basados en tecnologías 

que  incidan  en  el  vector  salud,  en  consonancia  con  las  demandas  de  los 

consumidores,  ligadas  cada vez más a adquirir hábitos  saludables  siguiendo una 

dieta  equilibrada mediante  la  ingesta de  alimentos  ‐como  las  frutas  y  verduras‐, 

frescos  o  procesados,  seguros  y  sin  mermas  en  el  contenido  de  nutrientes  y 

compuestos bioactivos.  

En  esta  tesis  se  han  abordado  diferentes  aspectos  para  la mejora  de  la 

calidad y seguridad de los zumos de mandarina. En primer lugar, se ha evaluado la 

calidad de los zumos de mandarina ‐en términos de nutrientes y no nutrientes‐, que 

favorecen  el  mantenimiento  de  la  salud,  al  igual  que  otras  propiedades  de 

aceptabilidad  –atributos  sensoriales‐,  obtenidos  con  dos  variedades  distintas 

(clemenpons y orogrande), procedentes de cultivo tradicional y ecológico. 

Puesto que el tratamiento térmico puede provocar mermas en el contenido 

en nutrientes, compuestos bioactivos, aromas y color, entre otros parámetros, que 

afectan  a  la  calidad  del  producto  elaborado,  en  una  segunda  aproximación  se 

evaluó  el  efecto  del  tipo  de  procesado  (pasteurización  y  ultracongelación)  y  la 

aditivación  con  agentes  encapsulantes  (ciclodextrinas)  sobre  ciertos  parámetros: 

ácido  ascórbico,  carotenoides,  color  y  actividad  antioxidante;  en  zumos  de 

mandarina procedente de cultivo tradicional y ecológico. 

Desde hace algunos años, los mensajes publicitarios conectan con una idea 

basada en alimentación  ligada con  la salud, pero en  la que  también  la concepción 

está cambiando. La salud es ahora un estado al que se puede llegar ‐y al que no se 

llega por una cuestión de azar‐, y se consigue disponiendo de conocimientos para 

hacerlo,  realizando  esfuerzos  que  acompañen  las  conductas  correctas  y  dando 

marcada  atención  a  las  circunstancias  individuales.  Para  ello,  es  preciso  conocer 

cuáles son las propiedades saludables de los alimentos, pero además el consumidor 

debe  actuar  para  obtener  este  bienestar,  aportando  al  consumo  alimentario  un 

carácter de autocontrol. 

Esto no ha pasado inadvertido y la industria agroalimentaria ha entendido 

la necesidad de incrementar el valor añadido del producto de consumo, invirtiendo 

en  investigación para desarrollar nuevos alimentos con nuevas propiedades  ‐más 
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allá de  las  alimenticias‐  evidencias  científicamente, mediante  la  incorporación de 

alimentos enriquecidos a su gama de productos. En este contexto, se desarrollaron 

zumos  de  mandarina  de  la  variedad  ortanique  enriquecidos  con  extractos  de 

granada (1%) y goji (2%), a los que se les adicionó un 1% de agentes encapsulantes 

(ciclodextrinas nativas o modificadas), evaluando  ‐tras una pasteurización suave‐, 

ciertos atributos sensoriales, capacidad antioxidante, color y vitamina C a  lo  largo 

de la vida útil del zumo (72 días a 4 ºC). 

Si en la primera parte de la tesis se han evaluado diferentes estrategias para 

mejorar  la  calidad  de  los  zumos  de mandarina,  con  el  fin  de  introducir  en  el 

mercado productos saludables diferenciados, en la segunda se aborda el desarrollo 

de  herramientas  analíticas  ‐basadas  en  los  principios  del  inmunoensayo‐  para 

garantizar la inocuidad de los mismos.  

El  empleo  en  agricultura  de  productos  fitosanitarios  está  plenamente 

justificado, pero no debemos olvidar que  son  sustancias  tóxicas y peligrosas que 

provocan  efectos  adversos  en  el  hombre  y  su  entorno,  por  lo  que  son  objeto de 

seguimiento  y  control,  utilizando  métodos  cromatográficos  convencionales,  que 

presentan  ciertas  limitaciones  ‐capacidad  de  trabajo  reducida  y  no  aplicables  al 

análisis en campo‐, no siendo adecuados para el desarrollo programas de vigilancia 

y  control  de  residuos  cada  vez  más  rigurosos,  que  requieren  el  desarrollo  de 

métodos analíticos  sensibles,  selectivos,  simples,  rápidos,  económicos y  fáciles de 

usar. 

De  entre  las  diferentes  metodologías  alternativas,  las  basadas  en 

Inmunoensayo  (IA) presentan un gran potencial y su  interés para  la detección de 

plaguicidas  en  el  campo  agroalimentario  y  medioambiental  ha  aumentado 

extraordinariamente  en  los últimos años. Sin  embargo,  los  inmunoensayos,  como 

cualquier  metodología  analítica,  también  presentan  inconvenientes  ya  que  en 

general, son métodos unianalito y  los ELISA disponibles en el mercado requieren 

aproximadamente tres horas de ensayo. 

Para  solventar  estas  limitaciones,  se diseñaron dos  estrategias. En primer 

lugar,  se  ha  evaluado  la  posibilidad  de  reducir  los  tiempos  de  competición  y 

revelado  de  un  ELISA  convencional,  utilizando  como  modelo  dos  productos 

fitosanitarios (clorpirifos y fentión) aplicados habitualmente a cultivos cítricos, para 

los que se disponía de inmunorreactivos.  
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En una segunda aproximación y como vía para el desarrollo de plataformas 

analíticas  para  análisis  masivo,  se  aborda  el  desarrollo  de  inmunoensayos 

multianalito en dos tipos de soportes: placas ELISA y discos compactos, utilizando 

como modelo los sistemas clorpirifos y fentión.  

En  ambos  casos,  los  sistemas  analíticos  se  aplican  a  la  detección  de 

plaguicidas  en  zumos  de  mandarina  enriquecidos  con  clorpirifos  y  fentión, 

evaluando además el efecto del tratamiento térmico (tiempo y temperatura) sobre la 

concentración de ambos insecticidas organofosforados. 
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1. OBJETIVOS 

El análisis de las tendencias actuales de los consumidores pone de 

manifiesto diversos factores sociales que se dan simultáneamente y que resultan en 

la búsqueda de productos de conveniencia ligada cada vez más a adquirir hábitos 

saludables, entre ellos seguir una dieta equilibrada que incluya diferentes porciones 

de hortalizas y frutas, frescas o procesadas como la mandarina, rica en compuestos 

beneficiosos para la salud. Pero para que la cadena alimentaria y el comercio 

funcionen correctamente, se requiere un denominador común, el factor seguridad 

de los alimentos, que constituye el condicionante de la demanda económica de 

todos los mercados y la garantía de continuidad de los productos alimenticios en 

ellos. 

Si bien la concentración de compuestos saludables, como los carotenoides, 

puede variar significativamente entre especies de cítricos y variedades, las prácticas 

de cultivo, tipo de suelo, agua de riego, el empleo de fertilizantes o productos 

fitosanitarios, pueden alterar la composición de nutrientes y no nutrientes en la 

materia prima con la que posteriormente se obtendrá el zumo. Además, el tipo de 

procesado puede provocar mermas acusadas en el contenido de compuestos 

saludables y en las cualidades organolépticas del zumo de mandarina. 

 

Con estas premisas se han plantado los siguientes objetivos: 

1. Evaluar diferentes parámetros de calidad en zumos de mandarina 

procedentes de distintas variedades y tipos de cultivo. 

2. Estudiar el efecto del tipo de procesado (pasteurización y ultracongelación), 

sobre ciertos parámetros nutricionales y sensoriales en zumos de 

mandarina. 

3. Estudiar la evolución de la vitamina C, carotenoides y ciertos atributos 

sensoriales a lo largo de la vida útil de zumos de mandarina enriquecidos 

con ciclodextrinas nativas o modificadas. 

4. Evaluar la evolución de la vitamina C, carotenoides y ciertos atributos 

sensoriales a lo largo de la vida útil de una nueva bebida a base de 

mandarina, granada y zumo de Goji. 



100 PATRICIA NAVARRO MARTÍNEZ 

 

5. Desarrollo de una nueva metodología analítica sencilla, efectiva y rápida, 

aplicable al análisis simultáneo de los plaguicidas clorpirifos y fentión en 

zumos de mandarina. 

 

Para la consecución de este último objetivo general, se plantean los 

siguientes objetivos parciales: 

 

5.1. Simplificar protocolos de tratamiento de muestra y reducir tiempos de 

ensayos individuales en formato ELISA. 

5.2. Desarrollar un inmunoensayo en formato ELISA para la determinación 

simultanea de clorpirifos y fentión en zumos de mandarina. 

5.3. Integrar los inmunoensayos para clorpirifos y fentión en un ensayo 

multianalito sobre la superficie de un disco compacto, que sirva como 

modelo para el desarrollo de plataformas analíticas para análisis masivo. 

5.4. Evaluar el efecto del tratamiento térmico sobre la concentración de 

clorpirifos y fentión en zumos de mandarina.  

5.5. Validar los inmunoensayos desarrollados comparando los resultados 

obtenidos con los aportados por técnicas cromatográficas. 
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En este trabajo se han abordado principalmente dos aspectos, por un lado, 

el  estudio de  los parámetros de  calidad del  zumo,  con  el  fin de  introducir  en  el 

mercado productos saludables y diferenciados, y por otro, la seguridad e inocuidad 

del  zumo,  para  garantizar  que  los  elaborados  estén  libres  de  sustancias 

contaminantes, en consonancia con las demandas del consumidor final. 

1. ESTUDIO DE LA CALIDAD DEL ZUMO DE MANDARINA 

Los cítricos han sido reconocidos por sus efectos beneficiosos para la salud, 

en  numerosos  estudios  epidemiológicos  y  de  intervención  clínica.  Estas 

propiedades  beneficiosas  se  deben  a  diferentes  nutrientes  o  no  nutrientes                    

‐sustancias bioactivas‐, como los carotenoides y el ácido ascórbico que presentan en 

su composición.  

La mandarina es uno de  los  frutos  con mayor contenido en carotenoides, 

fundamentalmente, β‐criptoxantina y β‐caroteno. El tratamiento térmico al que son 

sometidos los zumos comerciales puede provocar pérdidas importantes en este tipo 

de compuestos. Por ello, la industria alimentaria estudia diferentes alternativas que 

puedan solventar este problema, como  la ultracongelación del zumo, que elude  la 

agresividad  del  tratamiento  térmico  o  bien,  la  protección  de  estos  compuestos 

mediante el empleo de agentes encapsulantes como las ciclodextrinas (CDs). 

En general, las frutas y hortalizas son muy ricas en compuestos saludables, 

entre  ellas,  la  granada  y  las  bayas de Goji  están  siendo  objeto de  estudio por  el 

elevado contenido en sustancias anticarcinógenas, antioxidantes, antiinflamatorias, 

antiaterogénicas  y  antimicrobianas  que  contienen.  Por  esta  razón,  enriquecer  los 

zumos mediante extractos de estas  frutas podría ser una buena estrategia para  la 

obtención de alimentos diferenciados, ricos en compuestos antioxidantes (vitamina 

C,  carotenoides,  compuestos  fenólicos) y  capaces de aportar beneficios a  la  salud 

del consumidor.  
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Artículos I y II 

En  primer  lugar,  se  evaluó  la  calidad  de  los  zumos  de  mandarina  ‐en 

términos  de  nutrientes  y  no  nutrientes‐,  que  favorecen  el mantenimiento  de  la 

salud,  al  igual  que  otras  propiedades  de  aceptabilidad  –atributos  sensoriales‐, 

obtenidos con dos variedades distintas (clemenpons y orogrande), procedentes de 

cultivo tradicional y ecológico. Este trabajo previo, permitió establecer una relación 

directa  entre  la  calidad  del  zumo  de  mandarina  y  las  técnicas  de  cultivo, 

recomendando el ecológico. Se determinó el contenido en minerales, carotenoides, 

color  y  diferentes  parámetros  sensoriales  en  zumos  elaborados  con mandarinas 

procedentes de cultivo tradicional y ecológico. Respecto a los minerales analizados, 

sólo  se  observaron  diferencias  significativas  en  dos  macronutrientes,  calcio  y 

potasio y el hierro en cuanto a micronutrientes. En general, el zumo procedente de 

cultivo  ecológico  mostró  un  contenido  de  carotenoides  totales  del  45%, 

aproximadamente, el doble del encontrado en el zumo convencional. 

Con  respecto  a  los  atributos  sensoriales,  la  agricultura  ecológica  tuvo 

también  efectos  positivos  sobre  diferentes  parámetros. Así,  el  color  se mantiene 

estable  en  zumos  de  mandarina  ecológico,  ya  que  se  observó  un  aumento 

significativo  de  la  coordenada  a*  (color  rojo),  b*  (color  amarillo)  y  Cab*  y  una 

disminución  de  la  coordenada  L*  (luminosidad).  En  especial  las  mayores 

diferencias (superiores a 10 unidades respecto al cultivo tradicional) se observaron 

en zumos obtenidos con  la variedad orogrande. Se puede afirmar, en base a estos 

resultados,  que  en  zumos  obtenidos  con  mandarinas  cultivadas  bajo  sistema 

ecológico  se  duplica  el  contenido  en  carotenoides,  con  respecto  a  las  mismas 

variedades  procedentes  de  cultivo  tradicional,  estando  íntimamente  relacionado 

este parámetro con el color final del zumo.  

Estos  resultados,  corroboraron  los  obtenidos  por  jueces  entrenados 

mediante ensayos hedónicos, al evaluar otros atributos sensoriales en el zumo de 

mandarina  ecológico y  tradicional, valorando mejor  los  ecológicos por  su mayor 

intensidad de color, aroma a mandarina fresca y dulzor. 

El siguiente paso de la investigación fue evaluar el contenido en vitamina C 

y la capacidad antioxidante de estos zumos. En este apartado, el estudio se centró 

en  una  sola  variedad  de  clementina  (orogrande),  por  ser  muy  productiva  y 

originaria de la región de Murcia. 
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En  consonancia  con  los  resultados  obtenidos  en  el  estudio  previo,  se 

observó que las muestras de zumo ecológico contenían un 15% más de vitamina C 

que  los  zumos  de  cultivo  tradicional.  Además  cuando  se  evaluó  la  capacidad 

antioxidante por el método ORAC‐FL, se obtuvieron valores más altos en los zumos 

procedentes de  agricultura  ecológica. La  capacidad  antioxidante que presentaron 

las muestras  de  zumo  ecológico  fue  aproximadamente  el  doble  (43,4%),  que  la 

encontrada en el convencional, hecho que se podría relacionar directamente con el 

contenido en carotenoides. 

En  resumen,  se  puede  afirmar  que  los  tratamientos  seguidos  en  cultivos 

ecológicos  favorecen  la  protección  de  ciertos  compuestos  bioactivos  –entre  ellos 

carotenoides y acido ascórbico‐,  sensibles a  los plaguicidas, mejorando no  sólo el 

color, sabor o aroma de los zumos, sino también su capacidad antioxidante.  

Artículos III y IV 

Avanzando  un  poco  más  en  los  objetivos  propuestos  en  esta  Tesis,  se 

estudio el efecto de la técnica de conservación en diferentes parámetros (contenido 

en  vitamina  C,  carotenoides,  capacidad  antioxidante,  color  y  calidad  sensorial). 

Para ello, se seleccionó la pasteurización (98 ºC, 20 s) como tratamiento térmico y la 

ultracongelación  (‐80  ºC)  como  tratamiento  alternativo.  Los  zumos  fueron 

conservados  convenientemente  (temperatura  ambiente  para  los  zumos 

pasteurizados y ‐80 ºC para los zumos ultracongelados), analizando los parámetros 

seleccionados a lo largo de su vida útil (145 días). Además, como vía para proteger 

los  compuestos  bioactivos,  se  adicionaron  –o  no‐  a  los  zumos  distintos  tipos  de 

CDs, evaluando su eficacia. 

Al final del periodo de almacenamiento,  las diferencias entre  las muestras 

sometidas  a  los  tratamientos  de  conservación  indicados,  fueron  notables.  Las 

pérdidas de vitamina C en los zumos tratados por ultracongelación fueron del 8%, 

mientras  que  en  los  sometidos  a  tratamiento  térmico  el  descenso  fue  bastante 

acusado (30%). 

En zumos ultracongelados, se observaron mermas no significativas respecto 

a  su  concentración  inicial  (entre  el  5‐10%)  en  el  total  de  carotenoides.  Por  el 

contrario,  la  pasteurización  y  almacenamiento  a  temperatura  ambiente  provocó 

pérdidas cercanas al 16%, llegando incluso al 30% tras 145 días de almacenamiento 

en el caso de la β‐criptoxantina. 
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En consonancia con estos datos,  las muestras ultracongeladas no sufrieron 

pérdidas significativas de color, manteniéndose estables durante todo el periodo de 

almacenamiento. Las muestras analizadas al final del estudio, revelaron diferencias 

de  color  de  tan  sólo  0,70  unidades  respecto  a  las muestras  analizadas  antes  del 

tratamiento.  En  contraposición,  las  muestras  sometidas  a  pasteurización  y 

almacenadas a temperatura ambiente, sí sufrieron variaciones apreciables de color, 

la mayor disminución se produjo en el parámetro a* (rojo) con pérdidas de hasta 5 

unidades  respecto  a  las muestras  sin  tratamiento  térmico,  justificando  este hecho 

por la degradación de carotenoides. 

La ultracongelación de los zumos, mantuvo la capacidad antioxidante, con 

mermas ‐al final del estudio‐, que no superaron el 18%, inferiores a las encontradas 

en zumos pasteurizados (40%). 

Respecto  al  enriquecimiento de  los  zumos  con  β‐ciclodextrinas  como  vía 

para proteger los compuestos bioactivos, no se observaron diferencias significativas 

respecto  a  las  muestras  control.  Este  resultado  podría  justificarse  por  la 

inespecificidad  de  las mismas  frente  a  diferentes  compuestos  presentes  en  una 

matriz compleja como el zumo y, por otra parte, a la baja solubilidad de las β‐CDs 

en medios acuosos, lo que podría dificultar su efectividad en medios hidrosolubles 

como los zumos, observando precipitados en el fondo del envase. 

Los  ensayos  realizados  indicaron  que  las  técnicas de ultracongelación no 

sólo evitan el desarrollo de microorganismos, la actividad enzimática o las pérdidas 

de  nutrientes,  sino  que  también  mantienen  las  características  sensoriales  y 

organolépticas  de  los  zumos  estudiados.  Por  tanto,  se  recomienda  la 

ultracongelación  en  la  industria  de  zumos,  ya  que  garantiza  la  inocuidad  y  no 

provoca mermas  significativas  en nutrientes y propiedades organolépticas de  los 

mismos. 

Artículo V 

Para concluir con los objetivos de esta primera parte de la Tesis, se elaboró 

una bebida a base de zumo de mandarina, bayas de Goji y granada con la finalidad 

de incrementar el aporte de antioxidantes naturales en la dieta del consumidor. En 

este  estudio,  a  diferencia  de  los  anteriores,  se  evaluó  la  efectividad  de  las 

ciclodextrinas nativas  (β‐CDs), poco  solubles  y  las modificadas  (Hp‐β‐CDs)  cuya 

solubilidad  es  mayor  en  disoluciones  acuosas  que  la  respectiva  nativa,  para 

proteger los compuestos bioactivos presentes en el zumo.  
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La  bebida  se  elaboró  con  zumo  de  mandarina  recién  exprimido  (98%), 

zumo de bayas de Goyi (2%), extracto de granada (60 mg) y ciclodextrinas tipo β y 

Hp‐β‐CDs (1%). Se hicieron suficientes réplicas, para evaluar diferentes parámetros 

de calidad antes y después del tratamiento térmico (98 ºC, 30s), tras un periodo de 

almacenamiento  de  75  días  a  4  ºC,  observando  diferencias  significativas  en  el 

contenido en vitamina C, capacidad antioxidante y parámetros organolépticos. 

Los resultados más favorables se obtuvieron en las muestras que contenían 

ciclodextinas  modificadas  Hp‐β‐CDs,  manteniendo  concentraciones  de  ácido 

ascórbico del 98%  tras el  tratamiento  térmico. Las determinaciones puntuales a  lo 

largo del estudio  revelaron que  las modificadas preservaron un 8% más de ácido 

ascórbico que las nativas. 

En  cuanto  al  color,  se  evidenciaron mermas proporcionales  al  tiempo de 

almacenamiento.  De  nuevo,  las  muestras  que  contenían  Hp‐β‐CDs  en  su 

formulación mostraron pérdidas de color menos acusadas que las que contenían β‐

CDs. 

Al  inicio del  estudio,  la  bebida mostró una  capacidad  antioxidante  cinco 

veces  superior  a  la  de  un  zumo  de  mandarina  tradicional,  con  valores  que 

alcanzaron  los  25,94 mMT/100 mL de  bebida. Tras  el  tratamiento  térmico  y  a  lo 

largo del periodo de almacenamiento, se observó una disminución generalizada de 

la  capacidad  antioxidante,  siendo  bastante  menos  acusada  en  las  bebidas  que 

contenían  ciclodextrinas  modificadas.  A  tiempo  final  (día  75),  la  pérdida  de 

capacidad antioxidante de las muestras con ciclodextrinas nativas (β‐CDs) respecto 

al control fueron del 31,5%. Sin embargo, las muestras que contenían ciclodextrinas 

modificadas (Hp‐β‐CDs) reflejaron pérdidas inferiores al 10 % (9.75%).  

Para  valorar  la  aceptación de  estas  bebidas  en  el mercado,  se  realizó un 

análisis sensorial con un panel de consumidores no entrenados. La cata se realizó 

antes,  durante  y  al  finalizar  del  periodo  de  almacenamiento.  El  panel  de 

consumidores  detectó  variaciones  significativas  de  color  respecto  a  la  muestra 

inicial, especialmente al final del estudio. Las bebidas con ciclodextrinas Hp‐β‐CDs 

fueron  las  mejor  valoradas,  coincidiendo  con  las  medidas  instrumentales  de 

variación de color total realizadas a lo largo de este estudio. 

Sin embargo, y a diferencia de  lo que cabía esperar, cuando se analizaron 

los  parámetros  organolépticos  “aroma  a mandarina”  y  “flavor”,  la  bebida mejor 

valorada fue la que no presentaba ningún tipo de ciclodextrinas en su composicion. 
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Esto podría explicarse, como se ha comentado anteriormente, al considerar que las 

ciclodextrinas no son selectivas para determinados compuestos y pueden complejar 

cualquier tipo de aroma ya sea agradable como indeseable (off‐flavor). Por ello, las 

muestras que no presentaban ningún tipo de ciclodextrinas fueron, sensorialmente, 

las mejor valoradas, para  los parámetros organolépticos estudiados, ya que al no 

complejar  ningún  tipo  de  aroma  eran  las  que  más  se  asemejaban  al  zumo  de 

mandarina natural.  

Sin embargo, las bebidas con ciclodextrinas tipo Hp‐β‐CDs fueron las mejor 

valoradas respecto al color, tanto a nivel instrumental como sensorial y a diferencia 

de  las  otras muestras,  su  capacidad  antioxidante  y  contenido  en  vitamina  C  se 

mantuvo más estable durante todo el estudio.  

2. ESTUDIO DE LA SEGURIDAD E INOCUIDAD DEL ZUMO DE 

MANDARINA 

La demanda de zumos de fruta ha experimentado un acusado incremento 

en  los  últimos  años,  sin  embargo,  la  presencia  de  residuos  de  productos 

fitosanitarios (fungicidas e insecticidas, mayoritariamente) en el zumo de naranja y 

mandarina comercial es uno de los principales problemas que se le plantea al sector 

citrícola. 

Habitualmente, el control de plaguicidas y sus residuos se lleva a cabo por 

métodos  convencionales.  Los  principales  inconvenientes  de  esta  metodología 

analítica derivan de la etapa de preparación de muestra, niveles de recuperación de 

analito y consumo de disolventes orgánicos, entre otros. Por ello, el control de este 

tipo de sustancias exige el empleo de métodos analíticos que mejoren los existentes, 

minimizando  costes  y  aumentando  la  efectividad,  ya  que  la  detección  y 

cuantificación  de  estos  productos  y  sus  metabolitos  es,  en  muchos  casos 

complicada, no permitiendo dar respuestas inmediatas. 

Ante estas exigencias, la necesidad de respuestas analíticas rápidas y fiables 

es  incuestionable.  Destacan  por  sus  excelentes  prestaciones:  sensibilidad, 

selectividad,  sencillez,  rapidez,  bajo  coste  y  tratamiento  de muestra mínimo,  los 

métodos inmunoquímicos. De hecho, su interés para la detección de plaguicidas en 

el campo agroalimentario ha aumentado extraordinariamente en  los últimos años. 

Las  principales  razones  de  este  auge  se  deben  a  la  existencia  de  una  extensa 
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variedad  de  formatos,  mayor  número  de  reactivos  y  sobre  todo,  a  su  mayor 

distribución y acceso comercial. 

Así, el objetivo general de esta segunda parte de la Tesis fue el desarrollo de 

una  metodología  analítica  sencilla,  efectiva  y  rápida,  aplicable  al  análisis 

multianalito de residuos de insecticidas organofosforados en zumos procedentes de 

mandarina.  Para  ello,  se  optimizó  un  inmunoensayo  enzimático  en  formato 

indirecto competitivo sobre dos tipos de plataformas analíticas, i) placa ELISA y ii) 

disco  compacto  (DVD‐R),  para  la  determinación  simultánea  de  dos  de  los 

principales residuos que suelen encontrarse en  los zumos procedentes de cítricos, 

clorpirifos y fentión.  

Artículo VI 

La  mayoría  de  métodos  inmunoquímicos  desarrollados  para  detectar 

contaminantes son unianalito, siendo una de las principales desventajas atribuidas 

a los inmunoensayos. Así, con el propósito de solventar esta limitación, planteamos 

el  desarrollo  de  un  ELISA  competitivo  en  formato  indirecto  que  permitiera  la 

detección  simultánea  de más  de  un  plaguicida  organofosforado,  utilizando  dos 

sistemas (clorpirifos y fentión) para la demostración del concepto. 

El ELISA optimizado mostró buena sensibilidad y una respuesta lineal en el 

intervalo 0,3‐9,0 y 0,6‐40,0 μg/L, para clorpirifos y fentión, respectivamente  

Se  consiguió  eliminar  el  tratamiento  previo  al  que  son  sometidas  las 

muestras antes de este  tipo de análisis, demostrando que una  simple dilución en 

tampón fosfato (1/10 (v/v)) era suficiente para eliminar posibles interferencias de la 

matriz.  Las  recuperaciones  de  estos  analitos  en  muestras  de  zumo  fortificadas 

previamente,  fueron muy  interesantes  (93‐107%),  similares  a  las  recuperaciones 

obtenidas aplicando la metodología analítica de referencia.  

Otro de  los objetivos marcados  en el planteamiento  inicial,  fue  reducir el 

tiempo de  ensayo  (40 minutos)  respecto a un ELISA  convencional  (130 minutos), 

manteniendo una buena especificidad. 

Finalmente  se  estudió  la  influencia  del  tratamiento  térmico  aplicado 

habitualmente  a  los  zumos,  en  la  concentración  de  clorpirifos  y  fentión,  no 

encontrando  variaciones  significativas  al  tratarse  de  tratamientos  poco  agresivos 

(temperaturas inferiores a 120 ºC y tiempos cortos). 

En  este  primer  estudio  se  comprobó  la  validez  del  ELISA  multianalito 

desarrollado para determinar cuantitativamente clorpirifos y  fentión en zumos de 
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mandarina de  forma  rápida  y  efectiva. La metodología permite  el  análisis de  12 

muestras  simultáneamente  en  40  minutos.  Los  resultados  que  se  obtuvieron 

muestran el gran potencial de  las  técnicas  inmunoquímicas, apoyando su empleo 

en  la  implementación  de  Planes  de Vigilancia  efectivos, mediante  programas  de 

control  que  aseguren  la  inocuidad  de  los  alimentos  y  ofrezcan  confianza  al 

consumidor. 

Artículo VII 

En base a los resultados previos, se abordó la puesta a punto de sistemas de 

ensayo  a  escala  micrométrica,  utilizando  como  plataforma  analítica  discos 

compactos  (DVD‐R).  En  este  caso,  se  trata  de  modificar  la  superficie  de 

policarbonato de  los discos compactos para  imprimir  los reactivos de captura,  los 

conjugados  correspondientes  a  clorpirifos  y  fentión,  ya  que  utilizamos  formato 

indirecto. 

Estos  reactivos  actúan  como  elementos  de  captura  de  los  anticuerpos 

específicos depositados en la plataforma ‐ junto a las muestras‐ para el desarrollo de 

la  etapa  de  competición.  El  revelado  se  lleva  a  cabo  mediante  un  segundo 

anticuerpo marcado  con  oro,  generando  un  precipitado  oscuro  en  el  disco  tras 

amplificar  con  plata.  Aquellas muestras  de  zumo  de mandarina  que  contienen 

analito (clorpirifos y/o fentión), permiten correlacionar la intensidad de la señal con 

la  extensión  de  la  reacción  de  reconocimiento  biológico.  Los  DVDs  fueron 

escaneados  con  el  lector  de  Cds,  generando  una  imagen  a  escala  de  grises  que 

puede ser cuantificado utilizando un programa informático. 

Los resultados que se obtuvieron fueron similares a los obtenidos mediante 

ensayo unianalito, con límites de detección de 0,2 y 0,1 μg L‐1 y una sensibilidad de 

2,1 y 1,5 μg L‐1para clorpirifos y fentión, respectivamente.  

Para  asegurar  el  correcto  desarrollo  de  los  ensayos  y  descartar  posibles 

errores durante las etapas de análisis, se incluyeron en cada micro‐matriz controles 

positivos y negativos. Esta estrategia es útil para corregir la variabilidad del ensayo; 

por ejemplo, variaciones  internas del disco pueden originar mayor o menor señal 

en la lectura de los controles, que tendrá el mismo efecto sobre la matriz del ensayo, 

proporcionando  información  cualitativa  sobre  el  desarrollo  del  mismo  y 

permitiendo descartar puntos o concentraciones erróneas. 
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La cuantificación de los plaguicidas se realizó directamente sin tratamiento 

previo  de  las  muestras,  reduciendo  el  tiempo  de  ensayo  a  40  minutos.  Las 

concentraciones  de  clorpirifos  y  fentión  que  se  adicionaron  a  los  zumos  fueron 

determinadas  mediante  la  metodología  DVD,  obteniendo  unas  recuperaciones 

entorno al 100%, equiparándose con la metodología de referencia. 

Las ventajas de la metodología para la detección de productos fitosanitarios 

sobre DVD comercial, respecto a otros ensayos de diagnóstico, ofrece prestaciones 

competitivas en cuanto a sensibilidad, rendimiento, coste del proceso y tiempos de 

análisis, siendo compatible con otras técnicas bien establecidas. 

Los límites de detección alcanzados son del orden de los kits comerciales, lo 

que da una idea del gran potencial de los Cds como herramienta de análisis masivo. 

En  resumen,  la  metodología  basada  en  el  empleo  de  tecnología  Cd  y 

dispositivos de disco compacto como plataforma analítica es sensible, portátil, de 

bajo coste y fácil de operar. Además, ha demostrado ser un sistema muy versátil en 

ensayos  in  situ  simultáneos  y multianalito,  como  ha  quedado  demostrado  en  su 

aplicación en la detección de clorpirifos y fentión en zumos de mandarina. 

 

3. CONCLUSIONES 

Los estudios llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral han llevado a las 

siguientes conclusiones: 

1. Las  variables  de  calidad  estudiadas  no  mostraron  diferencias 

significativas,  entre  las  variedades  de  mandarina  obtenidas  bajo  el 

mismo sistema de cultivo.  

2. Se  observaron mayores  concentraciones  en  los  parámetros  de  calidad 

evaluados, cuando el zumo se elaboró con mandarinas procedentes de 

cultivo ecológico.  

3. La  conservación de  los  zumos de mandarina por ultracongelación, no 

provocó  mermas  significativas  en  la  concentración  de  nutrientes  o 

atributos sensoriales, mientras que el tratamiento térmico mostró efectos 

deletéreos sobre estos parámetros. 
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4. De las ciclodextrinas estudiadas, Hp‐β‐CDs son las más efectivas ya que 

estabilizaron  la  concentración de vitamina A  (equivalentes de  retinol), 

color y actividad antioxidante en los zumos de mandarina a lo largo de 

la vida útil del elaborado. 

5. La  adición  de  extracto  de  granada  a  la  bebida  a  base  de  zumo  de 

mandarina  y  bayas  de  Goji,  mejoró  el  potencial  antioxidante  con 

respecto al zumo de mandarina, teniendo así una nueva bebida con alto 

contenido en compuestos  fenólicos, adaptada a  las  tendencias actuales 

de consumo. 

6. Se han optimizado  inmunoensayos de alta sensibilidad y especificidad 

en  diferentes  soportes,  para  la  determinación  de  los  plaguicidas 

clorpirifos y fentión en zumos de mandarina. 

7. Se han desarrollado protocolos de tratamiento de muestra que requieren 

una simple dilución del zumo, previa a la determinación de plaguicidas 

mediante inmunoensayo. 

8. Se han optimizado protocolos de inmunoensayo en formato ELISA, que 

permiten  determinar  la  concentración  de  plaguicidas  en  zumo  de 

mandarina  en  40  minutos,  reduciendo  en  90  minutos  el  tiempo  de 

ensayo requerido en ELISAs convencionales. 

9. Se  ha  desarrollado  un  inmunoensayo  ELISA  con  las  mismas 

prestaciones  que  los  correspondientes  ELISAs  unianalito,  para  la 

determinación  simultánea  de  clorpirifos  y  fentión  en  zumos  de 

mandarina de forma sensible, rápida (40 minutos) y reproducible 

10. Se  ha  puesto  a  punto  una  metodología  muy  novedosa  basada  en 

tecnología de disco compacto. Ello ha permitido disponer de una nueva 

herramienta analítica aplicable al desarrollo de microinmunoensayos. 

11. Utilizando  esta  tecnología,  se  han  puesto  a  punto  con  éxito  ensayos 

específicos para la determinación de residuos de clorpirifos y fentión en 

zumos de mandarina. 

12. Los  micro‐ELISAs  desarrollados  se  han  aplicado  con  éxito  a  la 

cuantificación  de  residuos  de  clorpirifos  y  fentión  en  decenas  de 

muestras  de  zumo  de mandarina,  utilizando  tratamientos  de muestra 

rápidos (dilución) y sencillos, obteniendo resultados en 40 minutos. 
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13. La  técnica  desarrollada  garantiza  resultados  similares  en  términos  de 

sensibilidad,  selectividad  y  reproducibilidad  a  las  metodologías  de 

referencia.  

14. Los micro‐ELISAs  abren  un  amplio  abanico  de  posibilidades  para  la 

implementación de estos dispositivos en la determinación de numerosas 

sustancias  y  su  aplicación  posterior  a  campos  como  el  clínico, 

agroalimentario o medioambiental. 

15. El  tratamiento  térmico  suave  aplicado  a  los  zumos  de mandarina,  no 

provocó mermas significativas en la concentración de plaguicidas objeto 

de estudio. 

16. Las  concentraciones  de  residuos  de  plaguicidas  determinadas  por 

ambos  tipos  de  inmunoensayo  (ELISA  dúplex  y  array  en  disco 

compacto)  y  cromatografía  en  zumos  de  mandarina,  mostraron  una 

buena correlación. 
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