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RESUMEN

En Chile, el proceso de tomate industrial para pasta tomate genera cerca de 18.000 toneladas
de residuos, los cuales actualmente son desaprovechados. Distintos autores han reportado que
la pomasa de tomate contiene una gran cantidad de compuestos antioxidantes con potenciales
beneficios para la salud humana (carotenoides y compuestos fendlicos). Este antecedente
sugiere que puede ser utilizada para extraer compuestos de interés para la elaboraciéon de
productos con un valor agregado.

El objetivo de este estudio fue evaluar los métodos de extraccion asistida por ultrasonido
(EAU) y microondas (EAM) para la liberacion de compuestos antioxidantes desde la pomasa de
tomate deshidratada.

Se realiz6 un ensayo multifactorial en el Centro de Estudio de Alimentos Procesados (CEAP),
Talca, Chile, considerando dos métodos de extraccion asistida (EAU y EAM); distintos tiempos
de extracciéon (60 y 120 min para EAU y 60 min para EAM); tres relaciones de masa-volumen
(1:10, 1:8, 1:5); cinco mezclas de solvente (agua, agua-etanol 5%, agua-etanol 10%, agua-etanol
15% y agua-etanol 20%). A las distintas muestras se les midié sélidos solubles totales (° Brix),
capacidad antioxidante mediante la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)
(umol equivalentes Trolox/g) y fenoles totales (mg EAG/Q).

El tratamiento que obtuvo mayor actividad antioxidante fue 1:10 agua-etanol 20% EAM 60 min,
alcanzando una media de 983,68 pumol equivalentes Trolox/g. La mejor tecnologia de extraccion
fue EAM para todas las variables de respuesta. Se observé que la cantidad de fenoles totales
presentes en la muestra es afectada por el tiempo de extraccién en EAU.

EAU y EAM son métodos eficientes para la extraccion de compuestos antioxidantes desde
pomasa de tomate deshidratada y su eficiencia es condicionada por distintos parametros
abordados en este estudio como también otros no considerados que necesitan ser abordados en

investigaciones futuras.



ABSTRACT

In Chile, the industrial tomato process to obtain tomato paste produces about 18.000 tons of
by-products every year which are disposed unused as waste. Tomato pomace is a by-product that
contains large amounts of antioxidant compounds (carotenoids and phenolic compounds) and its
potential human health benefits have been reported by several authors. This precedent suggests
that antioxidant compounds could be extracted from tomato waste to produce added-value
products.

The main aim of this study was to evaluate the effect of ultrasound assisted-extraction (UAE)
and microwave assisted-extraction (MAE) to obtain antioxidant compounds from dried tomato
pomace.

A multifactorial assay was conducted in Centro de Estudios en Alimentos Procesados (CEAP),
Talca, Chile, considering: two assisted-extraction methods (UAE and MAE); different extraction
time (60 and 120 min for UAE and 60 min for MAE); three weight-volume ratio (1:10, 1:8, 1:5); and
five solvent mixtures (water, water-ethanol 5%, water-ethanol 10%, water-ethanol 15%, water-
ethanol 20%). Samples were analyzed measuring total soluble solids (° Brix), antioxidant capacity
through oxygen radical absorbance capacity (ORAC) (umol Trolox equivalents/g) and total
phenolic content (mg GAE/g). The highest antioxidant activity was obtained by 1/10 water-ethanol
20% MAE 60 min samples, reaching a mean of 983,68 umol Trolox equivalents/g. The best
extraction technology was MAE, performing the highest value for each respond variable. Also, it
was observed that phenolic compounds present in the sample were affected by the extraction time
for UAE.

UAE and MAE are efficient extraction methods for antioxidant compounds from dry-based
tomato pomace and their efficiency is conditioned by several parameters aborded in this study

and as well others not considered that needs to be addressed in future investigations.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, el tomate (Solanum lycopersicum L.) presenta una produccién mundial de
160 millones de toneladas al afio, siendo tres veces mas que la produccion de papa y seis veces
mas que la de arroz (ODEPA, 2018). Del total de dicha produccion cerca del 25% se destina a la
industria, y de esta fraccion, 70% se destina a pasta de tomates y el resto a otras conservas,

como salsas, jugos y deshidratados (ODEPA, 2013).

Durante el procesamiento del tomate industrial para la elaboraciéon de pasta se genera un
subproducto conocido como pomasa de tomate tomasa, este representa al menos el 4% del peso
de la fruta y que corresponde a la piel y semillas (Del Valle et al., 2006). En Chile los volimenes
procesados y exportados de tomate industrial para pasta en la temporada 2020 fueron de
aproximadamente 152 mil toneladas (ODEPA, 2021), generandose al menos cerca de 6 mil

toneladas del subproducto industrial del proceso de tomate.

La pomasa de tomate actualmente presenta una utilidad muy reducida, ya que es vendida a
bajo precio o entregada sin costo a productores de ganado para consumo animal (Albanese et
al.,, 2014). Adicionalmente, el residuo que no es consumido por los animales causa
contaminacion del terreno agricola ya que muchas veces no se cuenta con depdésitos especificos

para su eliminacioén.

De acuerdo con Palomo y colaboradores (2019), la pomasa de tomate fresca esté constituida
por piel y pulpa (78%) ademas de semillas trituradas (22%); siendo una buena fuente de
flavonoides, carotenoides y nucledsidos, los cuales han demostrado beneficios para la salud
humana: uno de ellos es la reduccion de la agregacion plaquetaria en la sangre. Estas cualidades
presentes en los componentes de la pomasa de tomate y su potencial beneficio para la salud
humana sugieren el andlisis de la viabilidad econémica de extraccion de compuestos bioactivos
de interés y su uso en nuevos productos alimenticios con valor agregado como una real alternativa

de aplicacién para este subproducto.

Técnicas convencionales de extraccion de compuestos desde material vegetal como
maceracion, infusion, sélido-liquido, requieren un largo tiempo de procesamiento e involucran

muchas veces un gran nimero de solventes toxicos (Panda, 2019).

Defectos de las tecnologias de extraccion tradicionales han forzado a la industria quimica y

alimenticia a buscar nuevos métodos de extraccion que en su gran mayoria usan menos cantidad



de solvente y energia, como la, extraccién de fluido supercritica, extracciéon por ultrasonido,
ultrafiltracién, destilaciéon flash, procesos de presidn controlada, extraccion de agua subcritica,
extraccion asistida por ultrasonido y extraccion asistida por microondas (Chemat, Zill-e-Huma, &
Khan, 2011)

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) tiene su principio en la propagacion de ondas de
ultrasonido a través del medio, lo que genera rompimiento de células por cavitacion permitiendo
una mejor penetracién de solventes en materiales celulares y reduciendo la duracién del proceso.
El uso de ultrasonido ofrece ventajas sustanciales sobre métodos convencionales de extraccion,
debido a su capacidad de mejorar la penetracién de solventes en el material celular; esto mejora
la liberacion y difusién de este, ademas de reducir la duracion del proceso (Dumitrash et al.,
2016).

La extraccién asistida por microondas (EAM) tiene su principio en la irradiacién de ondas
microondas las que causan el movimiento de las moléculas por migracion de iones y rotacion de
dipolos que contribuyen a un incremento de la temperatura lo que facilita la difusién de
compuestos desde la matriz al solvente. Esta tecnologia puede reducir el tiempo de extraccion y
la cantidad de solvente utilizado, donde la agitacion de particulas contribuye a un incremento de
la temperatura lo que facilita la difusion de compuestos desde la matriz al disolvente (Quifiones,
2008).

El presente estudio evaluaé los métodos de extraccién asistida EAU y EAM; y su eficacia en

la extraccion de compuestos fendlicos. A continuacién, se plantea la hipotesis y objetivos:

1.1 Hipdtesis

El tratamiento de extraccion asistida por ultrasonido y microondas aumenta la extraccién de

los compuestos antioxidantes desde la pomasa de tomate deshidratada.

1.2 Objetivo general

Evaluar métodos de extraccion hidro-alcohdlicas asistida por ultrasonido y microondas para la

liberacién de compuestos de interés desde la pomasa de tomate deshidratada.

1.3 Objetivos especificos




Determinar cudl tecnologia de extraccién asistida es la mas eficiente para la extraccién de

antioxidantes, basandose en los resultados del método ORAC.

Determinar las mejores condiciones para la liberacion de compuestos antioxidantes desde
pomasa de tomasa deshidratad e indicar la mejor combinacion de niveles de tecnologia de

extraccion, relacion masa-volumen y solvente.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum) pertenece a la familia Solanaceae y es una planta herbacea
anual o bianual, de origen centro y sudamericano. El fruto es una baya ligeramente acida, que
mide 1 a 2 cm en especies silvestres y hasta 10 cm de diametro en variedades cultivadas; es de
color rojo cuando estd en estado maduro, debido a la presencia de los pigmentos licopeno y
caroteno (INIA, 2017). Este fruto es de gran importancia agronémica, ya que es un cultivo
cosmopolita; se produce y consume en todo el mundo tanto para consumo fresco como
procesado. En este Ultimo caso, como salsa, jugo/zumo, puré, deshidratado, enlatado o en
conservas (ODEPA, 2018).

2.2 Tomate industrial y produccion mundial

La produccién de tomate fresco alcanza a 160 millones de toneladas a nivel mundial,
comparativamente, se cultiva tres veces mas tomates que papas y seis veces mas que arroz en
todo el mundo (FAO, 2016). De ello, cerca de un 25% de la produccién esta destinada a la
industria procesadora (CEAP, 2018). Segun el Consejo Mundial de Tomate Industrial (WPTC),
para el afo 2020 la producciéon mundial de tomate industrial alcanzé un total de 38.402.000

toneladas y se estima un alza en 2,2% en la producciéon mundial para el afio 2021 (WPTC, 2021).

El 91% de la produccién de tomate se concentra en el hemisferio norte, donde el producto es
procesado entre los meses de julio y diciembre; mientras el hemisferio sur procesa el 9% del total
en los meses de enero y junio (ODEPA, 2018). Los diez paises mas importantes en el rubro
concentran el 84% de la produccién mundial, siendo Estados Unidos (California), China, Italia y
Espafia los paises que lideran la produccién (ODEPA, 2013; WPTC, 2021).

2.3 Produccién en Chile

En el afio 2020, Chile produjo 907.000 toneladas de tomate (WPTC, 2021), lo que representa
el 2,4% de la produccion global. Entre la temporada 2019/20 y la 2020/21 la superficie de tomate
aumento en 1.823 hectareas mas de tomate industrial, recuperando parte de la disminucion de

casi 4 mil hectareas provocadas durante la temporada anterior (ODEPA, 2021).



Cuadro 2.1. Superficie de siembra de tomate industrial en Chile para el afio 2020 (ODEPA,
2021).

Regidn Superficie (ha)
Regién de O’Higgins 3.855,00
Regioén del Maule 3.719,00
Region de Nuble 199,00

De acuerdo con el cuadro 2.1, la Regiones de O’Higgins, del Maule y de Nuble concentran el
total de produccién de tomate industrial en el pais. Solo la Region del Maule concentra cerca del
48% de la produccién nacional de tomate industrial. De los grandes volimenes de tomate que se
procesan anualmente, se generan cerca de 18 mil toneladas del subproducto industrial del
proceso de tomate (CEAP, 2018).

En la actualidad este subproducto es visto como un desecho por parte de las empresas
productoras de pasta de tomate. Debido a esto, su utilidad econémica es muy reducida por lo que
es vendida a muy bajo precio (CLP $6/kg) o donada para consumo animal. Adicionalmente, el
residuo no consumido por los animales termina descomponiéndose en el suelo causando
contaminacion del terreno agricola ya que no existen depdsitos especificos para su eliminacion
(CEAP, 2018).

2.4 Tomasa

Durante el procesamiento del tomate industrial, el mayor residuo generado es la pomasa de
tomate o tomasa; es un residuo agroindustrial sélido que corresponde a la piel y semilla del tomate
junto a una pequefia fraccién de pulpa (Palomo et al., 2019). La cantidad de tomasa producida
puede variar dependiendo de la planta procesadora, debido a las diferentes caracteristicas de la
materia prima y condiciones del procesado, algunos autores han reportado de un 1,5% hasta un
5% del peso inicial de tomate puede corresponder a este desperdicio (Knoblich et al., 2005; Del
Valle et al., 2006; Ruiz Celma et al., 2009; Silva et al., 2018).

2.5 Composicién y aprovechamiento

De acuerdo con Del Valle (2016), la tomasa deshidratada contiene 9,0% de fibra neta
disponible (FND); 25,7% azucares totales; 19,3% proteina; 7.6% pectinas; 5.9% grasa total y 3,9
% de contenido mineral. es abundante en nutrientes, pudiendo ser usada como una fuente
potencial de fibra, proteina y grasas (Saini, 2018). La pomasa de tomate deshidratada tiene un

alto contenido de compuestos antioxidantes benéficos para la salud humana, siendo



principalmente carotenoides (aproximadamente 950 mg/kg), especialmente licopeno, luteina y 8-
caroteno, y compuestos fenélicos como quercitina y kaempferol (Knoblich et al., 2005; Nawal et
al., 2008).

Las grandes cantidades de desecho de la industrial de la pasta de tomate combinadas con las
potenciales caracteristicas benéficas presentes en la tomasa justifican el actual interés de los
investigadores y empresas en la extraccién de carotenoides desde la pomasa de tomate,
especificamente en zonas geograficas donde se concentra esta agroindustria. Ademas, el
aprovechamiento de este subproducto puede suponer un ingreso extra para la industria del
tomate, y al mismo tiempo reducir el problema de depositos de los desperdicios (CEAP, 2018;
Ruiz Celma et al., 2012).

2.6 Métodos de extraccion

La extraccibn de compuestos bioactivos puede realizarse con extraccion sélido-liquido,
presurizada, extraccién fluida, extraccion fluida supercritica extraccion de campo de pulsos
eléctricos, extraccion asistida por encimas, extraccion asistida por ultrasonido y extraccion
asistida por microondas (Wijngaard, 2012). Los dltimos dos mencionados presentan ventaja
sobre métodos convencionales como la maceracion, puesto que estos implican en muchos casos
el uso de solventes toxicos y un largo tiempo de procesamiento, mientras que los métodos de

extraccion asistida por ultrasonido y por microondas no presentan esta limitante (Panda, 2019).

2.6 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

La EAU es una tecnologia ampliamente estudiada que ha despertado gran interés en los
Ultimos afios. A nivel de laboratorio se emplea barras de ultrasonido o bafio de ultrasonido. La
EAU ofrece ventajas substanciales sobre métodos de extraccion convencional en comparacion a
métodos tradicionales de extraccién, ya que la propagacién de ondas de ultrasonido crea
rompimiento de material celular por el fendbmeno de cavitacion, lo que genera una mejor
penetracion de solventes en materiales celulares y reduce la duracion del proceso (Dumitreash
et al., 2016; Vinatoru, et al., 2017). En efecto, la tecnologia de extraccion asistida por ultrasonido
puede mejorar potencialmente la extraccibn de componentes tales como polifenoles,
antocianinas, compuestos aromaticos, polisacaridos, aceites y compuestos funcionales cuando

se usa como pretratamiento en una unidad de proceso (Vilkhu et al., 2008).



Ahmadi y colaboradores (2014) investigaron la extraccién de aceite desde semillas de tomate
comparando el método de extraccion asistida por ultrasonido y percolacion, demostrando que
EAU es una efectiva y rapida técnica de extraccion de aceite en comparacion al método de

percolacion.

Grassino y colaboradores (2016), compararon 2 métodos de extraccion para la obtencion de
pectinas desde pomasa de tomate: extraccion tradicional (bajo reflujo) y extraccién asistida por
ultrasonido a 37 kHz, ambos a 60 y 80 °© C. La pectina obtenida fue analizada comparando
rendimiento, propiedades quimicas y estructura. De los 2 métodos, la extraccion tradicional a 60°
C fue la que obtuvo mejor rendimiento, pero la extraccion asistida por ultrasonido durante 15 min
a 37 kHz produjo pectinas de mejor calidad. Mientras que el rendimiento de extraccion obtenido
a 80° C con extraccion tradicional por 24 h fue similar a 15 min de extraccion asistida por
ultrasonido; concluyendo que EAU puede disminuir significativamente el tiempo de extraccion en

comparacion a la extraccioén tradicional.

Kumcuoglu y colaboradores (2014), investigaron la EAU de licopeno desde residuos de
tomate, concluyendo que alrededor del 80% de licopeno fue extraido en 10 min mientras que con
extraccion convencional tardé al menos 20 min. La comparacién de estos dos métodos mostrd
que EAU requiere un menor tiempo y menor cantidad de solvente que la extraccion convencional

a menor temperatura, siendo més eficiente para la extraccién de licopeno.

2.7 Extraccion asistida por microondas (EAM)

La EAM se realiza mediante hornos de microondas donde es introducida la muestra hidratada.
De acuerdo con Quifiones (2008), la muestra es sometida a la irradiacion de ondas microondas
causando el movimiento de las moléculas por migracién de iones y rotaciéon de dipolos que
contribuyen al incremento de la temperatura, facilitando la difusién de compuestos desde la matriz

al disolvente.

Elfakir y colaboradores (2012), realizaron un estudio comparativo de extraccion de
antioxidantes desde pomasa de distintas variedades de manzanas usado diferentes métodos de
extraccion: maceracion, extraccion liquida presurizada, EAU y EAM con diferentes solventes,

demostrando que EAM con etanol era el mejor tratamiento para la extraccion de antioxidantes.

El-Malah y colaboradores (2014), compararon los métodos de EAU y EAM en tomate egipcio
con el fin de encontrar el mejor rendimiento de extraccion y de actividad de antioxidantes.

Concluyeron que EAU y EAM eran mas eficientes que los métodos de extraccidon convencional



no sélo en cuanto al rendimiento de extraccion para el solvente, sino también en la actividad de

antioxidantes obtenida.



lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del experimento

El estudio fue realizado en laboratorio del Centro de Estudios en Alimentos Procesados

(CEAP) ubicado en la Universidad de Talca, campus Talca, Region del Maule, Chile.

w

2 Disefio

En la presente investigacion, se trabajo con un disefio factorial considerando dos métodos de
extraccion asistida, 3 relaciones de fase masa-volumen de solvente, 5 mezclas de solventes
distintos (agua con distinto porcentaje de etanol). Para EAU la variable Tiempo se evalué en dos
niveles: 60 y 120 min; mientras que EAM cont6 con un solo nivel: 60 min, con un total de 45

tratamientos.

Cuadro 3.1. Variables y respectivos niveles utilizados en ensayo experimental.

Tecnologia de Tiempo Relacion masa- Solvente
VARIABLES extraccién volumen
Extraccién 60 min Agua
Asistida por 120 min Agua 5% etanol
NIVELES Ultrasonido EAU 1:10 Agua 10% etanol
1:8 Agua 15% etanol
Extraccién 15 Agua 20% etanol
Asistida por 60 min

Microondas EAM

Las variables de respuesta a evaluar fueron: soélidos solubles totales (°Brix), ORAC (umol

equivalentes Trolox/g) y fenoles totales (mg EAG/Q).

3.3 Reactivos

Los reactivos utilizados fueron: sal de fluoresceina sddica (Sigma-Aldrich, E.E. U.U.), di-
potasio hidrogenofosfato (Emsure, Alemania), carbonato de sodio (Emsure, Alemania), &cido
galico monohidrato (Sigma-Aldrich, E.E. U.U.). Todos los reactivos utilizados fueron de grado

analitico.

3.4 Preparacion de las muestras




Para esta investigacion se utilizé tomasa de la temporada 2018 proveniente de la empresa
Agrozzi, planta Teno. Las muestras utilizadas fueron obtenidas al final del proceso de pulpeado
y tamizado de la linea de proceso para la obtencion de pasta de tomate. Una vez obtenida la
muestra, fue trasladada en condiciones de asepsia en contenedores hasta los laboratorios de
CEAP para ser secada durante dos dias mediante calor a 60 °C. Finalmente, las muestras fueron
trituradas con molinillo martillo y juguera (Oster 10-Speed Blender, China). La tomasa

deshidratada alcanzé un tamafio aproximado de 425 um.

3.5 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

En balanza (Kern ABT 320-4NM, Alemania), sobre un pesa-sales se pesé tomasa
deshidratada, luego se dispuso en un vaso precipitado de 250 mL. Se utilizaron distintas
relaciones de fase: 1:10, 1:8 y 1:5. Las muestras fueron hidratadas con agua calidad miliQ y etanol
a distintas concentraciones: 5%, 10%, 15% y 20% V/V. Se utiliz6 una barra de ultrasonido
(QSonica Q125, EE. UU.), a 50% de amplitud (10 kHz) en 2 tiempos de sonicado: 60 miny 120

min a temperatura ambiente (20 °C). Se evalu6 temperatura cada 5 min.

3.6 Extraccién asistida por microondas (EAM)

Se pes6 tomasa deshidratada en balanza (ABT 320-4NM, Kern Alemania). Luego se dispuso
en un vaso precipitado de 250mL. Se utilizaron distintas relaciones solvente-soluto: 1:5, 1:8, 1:10.
Las muestras fueron hidratadas con agua calidad miliQ y etanol a distintas concentraciones: agua,
agua 5% etanol, agua 10% etanol, agua 15% etanol y agua 20% etanol. Se utiliz6 un microondas
(WMW606ADWC Whirlpool, China) de 1.200 W de potencia. El tiempo de extraccion fue de 10
min a potencia 1, equivalente al 10% (120 W). Se observé la temperatura al inicio y al término del

proceso.

3.7 Preparacion de muestras para cuantificacion

Las muestras obtenidas en los procesos de extraccion asistida por microondas y
ultrasonido fueron centrifugadas tubos cdénicos de 50 mL en centrifuga (K2015R Centurion
Scientific, Reino Unido) a 3.500 rpm por 10 min. Posteriormente se separ6 el sobrenadante con
filtros de células Corning Falcon de 100, 70, y 40 um respectivamente. Las muestras se llevaron

a congelador a temperatura -18 °C para su posterior analisis.
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3.8 Determinaciéon de sélidos solubles totales

El principio de medicion de ° Brix se basa en la refraccion de la luz creada por la naturaleza y
la concentracion de los solutos (Vera, 2016). El porcentaje de solidos solubles presente en el jugo
de un fruto se puede cuantificar en © Brix. Para la determinacién de solidos solubles se utilizo
refractometro digital (Hanna Instruments HI 96801, Italia). Sobre el refractometro calibrado y a
temperatura ambiente (20 °C), se depositd 0,5 mL de sobrenadante filtrado y se leyé. El

procedimiento de lectura se realiz6 por triplicado.

3.9 Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné por el método de Folin-Ciocalteu. Este método
cuantifica el poder reductor de los compuestos fendlicos sobre el reactivo Folin-Ciocalteu, a través
de la formacion de un complejo azul que se lee a 750nm (Ahmad-Qasem et al., 2013).

La metodologia utilizada se basa en OIV-MA-AS2-10, Compendium of International Mehtods

of Analysis — OIV Folin-Ciocalteu Index, edicién 2019.

3.9.1 Preparacion de solucion de carbonato de sodio 20 % p/v

Se disolvieron 20 g de carbonato de sodio en 80 mL de agua MiliQ hirviendo. Se dejé enfriar

a temperatura ambiente por 24 h. Se filtr6 y aforé con agua MiliQ en matraz aforado de 100 mL.

3.9.2 Curva de calibracién

Para preparar el patrén primario de acido gélico 5 g/L, se pesaron 500 mg de acido gélico y
se diluy6 en 10 mL de etanol. Se aforé con agua MiliQ en matraz aforado de 100 mL.
La curva de calibracion fue preparada con el patrén primario de acido galico 5 g/L en distintas

concentraciones.

3.9.3 Procedimiento y lectura

En matraz de 10 mL se agregaron los reactivos en el siguiente orden: 250 pL de muestra,
patrén o agua en el caso del blanco; 5 ml de agua MiliQ; 500 pL de reactivo de Folin; 2 ml de
solucion carbonato de sodio p/v. Se aforé con agua MiliQ, se agité y posteriormente se almaceno
por 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente se midié observancia en
espectrofotdometro (Spectro UV-11, MCR, China) a 750 nm.
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3.10 Determinacion de capacidad antioxidante por método ORAC

De acuerdo con Zuleta et al., (2016), el método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
consiste en la medicion de la perdida de fluorescencia de una proteina como resultado del
deterioro en su conformacion cuando esta sufre dafio oxidativo causado por una fuente de
radicales peroxido (ROO). Es muy utilizado para determinar la capacidad antioxidante de los
alimentos y productos naturales.

Se siguid el procedimiento indicado en el manual Metodologia para determinacién de actividad
antioxidante (ORAC) en alimentos (CEAP, 2019).

Para el andlisis de capacidad antioxidante mediante ORAC se empled un lector de microplato
(Synergy HTX Multi-Mode Reader, Biotek, Estados Unidos). Este instrumento es capaz de evaluar
absorbancia de UV-Vis, fluorescencia y luminiscencia. Para la medicién se utilizaron placas

negras con 96 pocillos permitiendo analizar tres muestras por placa.
3.10.1 Preparacion de muestras
Consistio en la reparacion de muestras para ORAC hidrofilico. Primeramente, la muestra
liguida es descongelada a temperatura ambiente. Una vez lista se procedio a realizar la dilucion
por cada muestra en conjunto con solucién buffer de trabajo (solucién D) (75mM) (Cuadro 3.2).

Las diluciones fueron realizadas por triplicado.

Cuadro 3.2. Diluciones de muestra par ORAC hidrofilico.

Dilucién Volumen Volumen de muestra
deseado

1:40 5 mL 122 uL + 4,878 mL solucién D

1:80 5mL 62 pL + 4,938 mL solucién D

1:160 5mL 122 pL + 4.969 mL solucién D

1:320 5 mL 122 uL + 4,984 mL solucién D

Para preparar la muestra control, se pesaron 0,47 g de &cido galico y se afor6 en matraz de
100 mL con agua destilada.

3.10.2 Preparacion de estandar Trolox
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Se descongelo el estandar de Trolox a temperatura ambiente y posteriormente se diluyé en

distintas concentraciones de acuerdo con el Cuadro 3.3. Cada dilucién se hizo por triplicado.

Cuadro 3.3. Diluciones de estandar Trolox.

Dilucién Volumen Volumen de muestra
deseado

6,25 5mL 0,31 mL + 4,69 mL soluciéon D

12,5 5mL 0,63 mL + 4,37 mL soluciéon D

25 5mL 1,25 mL + 3,75 mL solucién D

50 5mL 2,5 mL + 2,5 mL soluciéon D

100 5mL 0 mL + 5 mL solucién D

3.10.3 Preparacion placa y layout

Se colocé 150 uL de solucion de fluoresceina de trabajo en cada pocillo de la placa, 25 L de
buffer diluido, standard, control y muestra, luego se adicionaron a cada pocillo
correspondientemente. Posteriormente la placa se incubd en el lector de microplato a 37 °C por
30 min. A continuacion, se adicionaron 25 pL de solucién AAPH en cada pocillo, obteniendo un
volumen final de 200 pL. La lectura y registro de cada placa se hizo durante una hora utilizando
el software KC4 ™ (BioTek Instruments, Wisnooki, Vermont, EE. UU.). La distribucién de

tratamientos se presenta a continuacién en la Figura 3.2.

1 2 3 4
A A A A A
B A STD 1 STD 3 STD 5
0 12.5 50
¢ A STD 1 STD 3 STD 5
] 12.5 50
D A STD 1 STD 3 STD 5
] 12.5 50
E A STD 2 STD 4 STD ¢
6.25 25 100
E A STD 2 STD 4 STD ¢
6.25 25 100
G A STD 2 STD 4 STD ¢
6.25 25 100
H A A A A

Figura 3.2. Esquema de distribucion de tratamientos en placa para ORAC a muestras de

estudio. Los pocillos de color celeste son llenados con 200 uL de agua destilada; STD
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corresponde a estandar Trolox, SPL a muestra; BLK a blanco (buffer de trabajo ORAC (75

mM)); y CTL a control (acido galico 25 puM).

3.11 Andlisis Estadistico

Se utilizé un software estadistico, StatGraphics Centurion 18 (Statgraphics Technologies, The
Plains, Virginia, EE. UU.), para realizar un analisis de varianza (ANOVA) multifactorial, con el fin
de establecer las diferencias entre las variables tecnologia de extraccion, relacion de fases y
solvente, ademas se realizaron pruebas de multiples rangos LSD y HSD.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 4.1 muestra el efecto de la relacién de fases, solvente y tecnologia de extraccién
sobre la capacidad antioxidante, contenido de fenoles totales y solidos solubles totales de pomasa
de tomate deshidratada. De las tecnologias de extraccion asistida evaluadas, EAM a 10 min
resultd ser la mejor tanto para la variable ORAC (437,70 + 174,07 umol equivalentes Trolox/g)
como para fenoles totales (2,89 + 0,07mg EAG/g). Si bien fue la mas alta también en sélidos
solubles, las diferencias no fueron significativas (6,09 + 2,23 ° Brix). Las interacciones resultaron
significativas en todas las variables.

Cuadro 4.1. Efecto de relacién de fases, solvente y tecnologia de extraccion sobre la

capacidad antioxidante, contenido de fenoles totales y solidos solubles totales de pomasa de

tomate deshidratada.

Tratamiento ORAC (umol Fenoles Soélidos
equivalentes Trolox/g) totales (mg Solubles
EAG/g)** Totales
(°Brix)**
Relacion Masa-Volumen (A)
1/5 285,65 + 94,62 a 2,17+0,12a 6,84+£239b
1/8 392,86 + 174,09 b 255+0,13b 559+2,05a
1/10 461,80 + 226,43 ¢ 259+0,14b 498+2,16a
p-valor 0,00 0,00 0,00
Solvente (B)
Agua 269,10 + 94,12 a 228+0,19a 2,93+0,93a
Etanol 5% 314,73 £ 107,05 ab 2,16+£0,15b 4,17+0,85b
Etanol 10% 370,70 £ 131,05 b 2,42 +0,16 6,18 +1,13 ¢
Etanol 15% 461,25 + 211,33 ¢ 2,65+0,17d 6,82 +0,99 c
Etanol 20% 484,77 + 248,00 ¢ 2,67+0,16d 8,93+1,06d
p-valor 0,00 0,00 0,00
Tecnologia de extraccion (C)
Ultrasonido 60 min 337,17 £ 163,37 a 2,87+0,08b 582+251a
Ultrasonido 120 min 365,45 + 209,78 a 1,55+0,03 a 550+2,25a
Microondas 60 min 437,70 £ 174,07 b 2,89+0,07b 6,09+2,23a
p-valor 0,00 0.00
Interacciones
AB 00 0,00 0,00
AC 00 0,00 0,00
BC 00 0,00 0,00
ABC 00 0,00 0,00

*Promedios + desviacion estandar seguidos por la misma letra mindscula en columna no difirieron

significativamente segun la prueba de rango multiple de HSD (P<0,05). **Promedios + desviacién
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estandar seguidos por la misma letra mindscula en columna no difirieron significativamente segin

la prueba de rango multiple de LSD (P<0,05).

La Figura 4.1 grafica todos los tratamientos y su efecto en la capacidad antioxidante evaluada
por el método ORAC. Es posible observar de que tratamiento menos eficiente corresponde a EAU
120 min 1/5 agua. Los mejores tratamientos fueron EAU 120 min 1/10 agua etanol 20% y EAM

60 min 1/10 agua etanol 20% siendo el valor de este el més alto alcanzando una media de 983,68

pmol equivalentes Trolox/g.
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Figura 4.1. Capacidad antioxidante de extractos de tomasa asistidos por ultrasonido y

microondas.

Para comprender el porqué de los resultados es necesario discutir en funcién del efecto de cada

factor estudiado.
4.1.1 Efecto de solvente
la capacidad antioxidante evidenciada en ensayo ORAC depende en su mayoria del solvente

utilizado, ya que la eficiencia del proceso de extraccion depende en gran parte de la polaridad del
solvente; la polaridad afecta también la interaccién de los antioxidantes con otros compuestos lo
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que también jugara un rol importante en la capacidad antioxidante resultante (Moere et al., 2001).
El agua posee una mayor polaridad que el etanol lo cual debiese indicarlo como un mejor
solvente. Segun Xiao et al. (2008), el agua hincha de mejor manera el material vegetal e
incrementa la superficie de contacto entre la matriz de la planta y el solvente, resultando en un
incremento de la eficiencia de extracciéon. Sin embargo, segun Markham (1982), los compuestos
bioactivos son mejor extraidos usando mezcla de solventes alcohdlicos con agua en vez de

alcohol y agua por separado.

En el caso particular de EAU, el uso de mezclas agua-etanol también reduce la cantidad de
compuestos oxidativos resultados de la descomposicion del agua en el proceso de extraccion
(Vinatoru, 2000). Esto se debe a que no solo entra agua a las burbujas consecuentes de la accién
del ultrasonido en el medio, si no también entra la mezcla de etanol y agua, teniendo etanol
enlaces homoliticos mas estables lo que se traduce a una generacion menor de compuestos
oxidativos (Vinatoru et al., 2017); por esta razén, el nivel con mayor porcentaje de etanol presente

en el solvente resulté ser el mas eficiente.

De acuerdo con Routray, & Orsat (2011) el calentamiento por uso de energia de microondas
se basa en el efecto directo de las ondas de microondas en las moléculas por conduccidn iénica
y rotacién de dipolos, siendo la conduccién ionica la migracion electroforética de iones cuando un
campo electromagnético es aplicado, mientras que la rotacion de dipolo significa el realineamiento
de dipolos con el campo aplicado a 2.450 MHz, la cual es la frecuencia usada en sistemas
comerciales; el dipolo se alinea y aleatoriza 4.9x109 veces por segundo, y esta fuerza resulta en
calentamiento. La resistencia de la solucion a este flujo de iones resultara en fricciéon y esta
calentara la solucion. La habilidad de un solvente de absorber energia de microondas y pasarla
en forma de calor a otras moléculas dependera particularmente del factor de disipacion (tan 0)
(Kingston & Jassie, 1988).

Cuadro 4.2. Constantes fisicas y de disipacién para agua y etanol en EAM (Jassie et al., 1995).

Solvente Constante Momento Factor Punto Temperatura
dieléctrica?, de dipolo® de de en Sistemas
g’ disipacién, ebullicion® cerrados® (°C)
tan & (x10 (°C)
)
Agua 78,8 2,3 1.570 100 SD
Etanol 24,3 1,96 2.500 78 164
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aDeterminado a 20°C; PDeterminado a 25°C; cDeterminado a 101.4 kPa; YDeterminado a 1207

kPa; SD= sin datos.

El Cuadro 4.2 muestra constantes fisicas y de disipacion para agua y etanol en MAE con uso
de sistemas cerrados indicados por Jessie et al., 1995, en donde se muestra que etanol tiene una
menor constante dieléctrica pero mayor pérdida dieléctrica que el agua. Esto indica que el etanol,
comparado con el agua tienen menor habilidad para obstruir las ondas de microondas a medida
que lo atraviesan, pero una mayor habilidad para transformar la energia en calor. Ademas, etanol
alcanza temperaturas mas altas por sobre la del agua: esto mejora la eficiencia y velocidad en la
que ocurre la extraccion (Veggi et al., 2012). Lo anterior podria explicar por qué agua 20% etanol
es mejor que los tratamientos con menor porcentaje de etanol, ya que esta mezcla de solvente
conduciria mas eficientemente el calor hacia el soluto y ademas alcanzaria mayores
temperaturas, contribuyendo en parte a la eficiencia de extraccion de los compuestos de interés.
Comportamiento similar se reporté por Zhang et al. (2009), donde se estudid la extraccion asistida
de antioxidantes (quercitina y rutina) desde tallos Euonymus alatus usando EAM y EAU y
diferentes concentraciones de etanol, donde se evidencié que el rendimiento de extraccion

aumentaba cuando la concentracion de etanol aumentaba de 30% a 50%.

4.1.2 Efecto de la relacion masa-volumen

Al presentar los resultados de menor a mayor porcentaje de etanol en el solvente, es posible
identificar que, en la mayoria de los casos, los resultados muestran la tendencia a disminuir el
efecto de la extraccién de acuerdo con la relacién de fase de cada tratamiento, en donde 1:10 es
mayor que 1:8 y estos dos mayores que 1:5. En cuanto a la extracciéon convencional, un mayor
volumen de solvente puede disolver los ingredientes bioactivos de interés de manera mas efectiva
y conducir a un mayor rendimiento de extraccion (Wang, Li, Bao, et al., 2008; Zhang, et al. 2009),
el mismo efecto ha sido reportado por algunos autores en EAM (Gao, et al., 2007; Li, et al., 2004).
Eskilson y Bjorklund (2000) concluyeron que la proporcion de la muestra en la solucion de
extraccion no deberia exceder 30-34% masa—volumen; pues de lo contrario la extraccion se ve

afectada y la eficiencia decae.

4.2 Fenoles Totales
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Figura 4.2. Contenido de fenoles totales de extractos de tomasa asistidos por ultrasonido y
microondas.

La Figura 4.2 evidencia graficamente la tendencia de los resultados para fenoles totales,
donde, EAU con un tiempo de extraccion de 120 min. tiene un menor efecto en la extraccion de
fenoles totales (1,557 + 0,03 mg EAG/g muestra) en comparacion a EAU 60 min. (2,871 + 0,08 b
mg EAG/g muestra) y MAE 60 min. (2,888 + 0,07b mg EAG/g muestra). Lo anterior puede tener
su explicacion en la mecanica de accion de EAU. En el caso de la extracciéon asistida por
ultrasonido las ondas de ultrasonido generan burbujas por cavitacion, que aumentan en tamafio
hasta volverse inestables y colapsar violentamente, esto produce rompimiento de células y
difusion del material celular hacia el solvente. Durante este proceso, la descomposicion del
solvente agua genera radicales hidroxilo como iones de hidrégeno (H+), radicales libres (O-,
OH-) y peroxido de hidrégeno (Kumcuoglu, et al., 2013). Si se alcanza la maxima extraccion
posible y se sigue aplicando ultrasonido de forma prolongada puede generar una degradacién de
los compuestos bioactivos debido a la accion de los radicales libres (Vinatoru et al., 2017).

4.3 Solidos solubles
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Figura 4.3. Sélidos solubles totales de extractos de tomasa asistidos por ultrasonido y

microondas.

EAU 60 min presenta valores mas altos de °Brix que EAU 120 min, esto se puede deber a que
en EAU 120 min el tiempo de exposicidn es superior al 6ptimo; una exposicion prolongada a
ultrasonido termina oxidando y descomponiendo los compuestos hioactivos a extraer. La relacion
masa-volumen 1:5 presenta los valores mas altos (6,84 + 2,39 °Brix) y disminuyen los valores a
medida que esta relacién es mas baja; probablemente debido a la misma concentracién de masa-
volumen, ya que al haber mas cantidad de tomasa deshidratada en la muestra, hay mayor
cantidad de soluto en los mismos 100 mL de cada muestra. Lo anterior no deja de lado, que al
igual en las demas variables de respuesta estudiadas, la tendencia de los datos indica que la
cantidad de solidos solubles aumenta de acuerdo con el porcentaje de etanol presente en el

solvente.

4.4 Otros factores no estudiados

Existen otros factores determinantes en la eficiencia de la extraccion para cada tecnologia que
no fueron estudiados directamente. Segin Wang & Weller (2006), la extraccion asistida por
microondas de metabolitos secundarios de plantas puede ser afectados por una gran variedad
de otros factores como el poder y la frecuencia de microondas, duracion de la radiacion de
microondas, contenido de agua de la muestra vegetal y tamafio de particulas, tipo y concentracion
de solvente, presién de extraccidon y numero de ciclos de extraccion. En el caso de EAU otros

factores a considerar son poder, frecuencia, amplitud, temperatura.
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Si bien los factores mencionados fueron tomados en cuenta al momento de disefiar y
establecer el ensayo, muchos fueron determinados como constantes y no se estudié el efecto de

la variacion de estos como parte de los tratamientos.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados y la literatura citada, EAU y EAM efectivamente aumentan la
extraccion de los compuestos de interés desde pomasa de tomate deshidratada. En este ensayo,
la mejor tecnologia de extraccion asistida fue EAM 10 min tanto para ORAC (437,699 + 174,07
pmol equivalentes Trolox/g) como para contenido de fenoles totales (2,888 + 0,07 mg EAG/g) y
solidos solubles totales (6,09 + 2,23 °Brix). El mejor tratamiento resulté ser EAM 1:10 agua 20%
etanol presentando 983,68 + 166 umol equivalentes Trolox/g, 2,896 + 0,07 mg EAG/gy 8 £ 0,5

OBrix.

Los factores estudiados explican gran parte del resultado de la actividad antioxidante de los
extractos de tomasa al ser sometidas a estas tecnologias, siendo el solvente un factor clave tanto
para EAU como para EAM. En investigaciones futuras seria necesario evaluar otros factores que
también podrian influir en EAU y EAM, como por ejemplo el tamafio de la muestra triturada, el
tiempo y temperatura de almacenamiento en frio de las muestras antes de los ensayos. También
es necesario comparar el efecto de distintos métodos de EAU en donde exista un mejor manejo

de las condiciones como el bafio de ultrasonido.

Para la evaluacién comercial de la extraccion es necesario someter las muestras a pruebas
de rendimiento de la extraccion y encontrar el tiempo de sonicado y exposicidon de microondas
ideal a través de estudios de maximizacién, ademas de evaluar la cantidad de energia y solvente
consumido con el fin de encontrar el mejor tratamiento tanto econémica como ecoldégicamente,

alinedndose con los perfiles de sustentabilidad actuales.

Pensando en sus potenciales beneficios para la salud, el estudio del aprovechamiento de la
tomasa de tomate por parte de la industria alimentaria podria lograr entregar un valor agregado
a este residuo y a la vez solventar el manejo sustentable de los desperdicios, siendo EAU y EAM
eficientes métodos de extraccibn de compuestos antioxidantes que deben seguir siendo

estudiados.
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