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Obtencion de un extracto rico en carotenoides con capacidad antioxidante
a escala de banco a partir de residuos agroindustriales del tomate de arbol

(Solanum betaceum)
Obtaining an extract rich in carotenoids with antioxidant capacity on a bank scale from agro-in-
dustrial residues of tree tomato (Solanum betaceum)
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Resumen: Los carotenoides son los compuestos quimicos con mayor presencia en las cascaras del tomate, son pigmentos
naturales con capacidad antioxidante, estos se extraen utilizando solventes orgénicos como el etanol. En esta investigacion se
realizd una extraccion de carotenoides utilizando etanol con una relacién material vegetal/volumen de disolvente de 1/70 en los
volumenes de 0,5 L, 3Ly 5 L. Los extractos se caracterizaron fisico quimicamente y se compararon las medias obtenidas de
cada ensayo para un nivel de significancia del 95% obteniendo para la escala de banco un extracto con un indice de refraccién de
1,36, viscosidad cinematica de 2,09 ¢St.s, concentracién de licopenos de 0,51 mg.L ™y una eficiencia del proceso de extraccion
de 34,34 mg.k?, no presentando diferencias significativas con las escalas de laboratorio (0,5 L y 3 L). Los valores de porcentaje
de humedad y pH a la escala de banco fueron de 99,90% y 5,69 respectivamente, presentando diferencias significativas ente
las tres escalas. Se microencapsuld mediante secado por aspersion el extracto obtenido a escala de banco con los polimeros
maltodextrina y goma arabiga obteniendo un 99,39% de eficiencia de microencapsulacion, mediante espectroscopia infrarrojo
fue corroborado la presencia de carotenoides dentro de las microcdpsulas. Se obtuvieron microcapsulas con un porcentaje de
inhibicion de DPPH del 21,72% equivalente a una concentracion de Trolox de 142,72 umol.L™.

Palabras clave: Actividad antioxidante equivalente de Trolox, extracto de carotenoides, microencapsulacién de carotenoides.

Abstract: Carotenoids are the chemical compounds with the most significant presence in tomato peels; they are natural pigments
with antioxidant capacity; these are extracted using organic solvents such as ethanol. In this research, a carotenoid extraction was
carried out using ethanol with a plant material / solvent volume ratio of 1/70 in the volumes of 0.5 L, 3 L, and 5 L. The extracts
were physically chemically characterized, and the means were compared obtained from each test for a significance level of 95%,
obtaining for the bench-scale an extract with a refractive index of 1.36, the kinematic viscosity of 2.09 cSt.s*, lycopene concentration
of 0.51 mg.L* and efficiency of the extraction process of 34.34 mg.k, showing no significant differences with the laboratory scales
(0.5Land 3 L). The values of the percentage of humidity and pH on the bench scale were 99.90% and 5.69, respectively, presenting
significant differences between the three scales. The extract obtained on a bench scale with maltodextrin and gum Arabic polymers
was microencapsulated by spray drying, obtaining a 99.39% microencapsulation efficiency, by infrared spectroscopy, the presence
of carotenoids within the microcapsules was corroborated. Microcapsules were obtained with a DPPH inhibition percentage of
21.72%, equivalent to a Trolox concentration of 142.72 umol. L™

Key words: Trolox equivalent antioxidant activity, carotenoid extract, carotenoid microencapsulation.
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Introduccion

El tomate de arbol (Solanum betaceum) es una fruta ori-
ginaria de Sudamérica y se cultiva en las regiones Andinas de
paises como Bolivia, Colombia, Ecuador y Peru. En Ecuador se
cultivan en varias provincias de la Sierra, siendo Tungurahua
la provincia de mayor produccién a nivel nacional. EL consumo
es de forma tradicional en jugos y mermeladas. En el proce-
samiento industrial se generan desechos como las cascaras y
semillas llegando a alcanzar valores hasta un 5%

Los carotenoides son los compuestas quimicos con mayor
presencia en las cascaras de tomate, son pigmentos natura-
les con una estructura quimica de ocho unidades de isopre-
no, liposolubles y responsables de la coloracion en el tomate
de arbol? EL licopeno es uno de los carotenoides sintetizados
por las plantas y microorganismos fotosintéticos, es el mas
abundante en el tomate, su estructura quimica es de un hidro-
carburo alifatico de cadena lineal constituido por 40 dtomos
de carbono con 13 enlaces carbono - carbono de los cuales
11 son conjugados y 56 atomos de hidrégeno. Participa en la

desactivacion de algunos radicales libres como el perdxido de
hidrogeno, diéxido de nitrégeno, radicales sulfonilo y radicales
hidroxilos, también es un intermediario de la biosintesis de al-
gunos carotenoides como el 3-carotenc®.

Los procesos de extraccién desarrollados para la obten-
cidn de carotenoides de residuos agroindustriales del tomate a
lo largo del tiempo han permitido obtener 36,5 mg de carote-
noides por kilogramo de residuo seco del tomate de arbol con
una mezcla de disolventes etilo — hexano, mientras que usando
el solvente etanol se alcanzd una cantidad de 6,1 mg.kg™.*

La microencapsulacion del extracto con alto contenido de
licopeno es un proceso clave en la conservacion de las pro-
piedades funcionales y antioxidantes. Los efectos de la luz,
pH, oxigeno y calor son causantes de la degradacién de los
carotenoides, ademas la microencapsulacién permite mejorar
las propiedades organolépticas del ingrediente activo. La tec-
nologia de secado por pulverizaciéon permite la utilizacion de
productos que se pueden incorporar como ingredientes activos
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en la preparacion de alimentos funcionales o productos far-
macéuticos de liberacién controlada, aumentando su especifi-
cidad y disponibilidad®.

|
Materiales y métodos

Obtencion del material vegetal

La fruta del tomate de érbol se adquirié del Mercado Ma-
yorista de Ambato y se trasladd a las instalaciones de los labo-
ratorios de la Unidad Operativa de la Direccion de Investigacion
y Desarrollo (UODIDE-ICIA) de la Facultad de Ciencia e Inge-
nieria en Alimentos y Biotecnologia, de la Universidad Técnica
de Ambato, posteriormente se realizd el pelado de la fruta, las
cdscaras se cortaron en pedazos pequefios de aproximada-
mente 2 cm y se sometieron a un proceso de secado en un
horno de conveccién (GANDER MTN) a la temperatura de 50
°C por un tiempo de 55 horas. Se utilizé un molino de cuchillas
(INOX-EQUIP) para obtener un tamafo de particulas finas y se
preservo en fundas herméticas a la temperatura ambiente®.

Obtenciodn del extracto a nivel de laboratorio y de banco

Para obtener el extracto se utilizaron tres biorreactores
con volumenesde 0,51, 3Ly 5L (Tabla 1).

Datos

Volumen (V) 0,5L 3L, FIL,
Didmetro del agitador (d) 0,025 m 0,05 m 0,062 m
Diametro del reactor (D) 0,085 m 0,142 m 0,165 m

Tabla 1. Dimensiones de los biorreactores utilizados en la ex-
traccion.

Para extraer los carotenoides del material vegetal se
utilizé el método descrito por (6) que utilizé una relacion de
material vegetal/volumen de disolvente 1:70, como disolvente
organico etanol al 96%, un tiempo de extraccion de 30 minutos
a una temperatura de 50 °C. El proceso de extraccion de caro-
tenoides se realizo por triplicado en cada biorreactor.

Mediante la ecuacidn | se determind la velocidad de agita-
cion (n) para cada impelente, donde N es la potencia por unidad
de volumen en watts, kn es igual a la constante 0,3 para el
etanol, p es la densidad del etanol en kg.m?y d®es el didmetro
del impelente en metros elevado a la quinta potencia.

N = kn pn® d® (D)

El nimero de potencia por unidad de volumen se determi-
no por el consumo de potencia (N) dividido por el volumen (V)
del biorreactor.

La distancia minima al fondo del biorreactor se calculd
con la ecuacion Ill donde Zi es la distancia entre el agitador con
el fondo del biorreactor y D el didmetro del biorreactor.

* D[abo‘ratorio) (IH)

Zlindustrial

leaboratorio = (D- _
industrial

Para los factores de forma se utilizo relacion de didmetro
de impelente (d)/diametro de tanque (D) constante.

Caracterizacion de los extractos vegetales

La caracterizacion fisico-quimica se realizo a los extractos
vegetales obtenidos en los tres volimenes para los ensayos
de: porcentaje de humedad, pH, indice de refraccion, viscosi-
dad, concentracion de licopenos y eficiencia de extraccion.

La determinacion del porcentaje de humedad se realizd
mediante la utilizacién de una balanza de humedad (KERN
MLS 50-3) a través de energia infrarroja. Consistié en un mé-
todo termogravimétrico, el principio es la determinacion de la
pérdida de peso por medio del secado, esto es pérdida de agua,
sustancias volatiles como alcoholes, disolventes organicos,
entre otros productos que se pueden descomponer por accion
de la temperatura’.

Se determind el pH utilizando el método potenciométrico
a través de un pH-metro (Thermo Scientific ORION VERSAS-
TAR). EL funcionamiento del pH-metro implica la medicién de
una diferencia de potencial entre un electrodo de referencia y
un electrodo de vidrio que actia como una membrana selec-
tiva que permite el paso de hidrogeniones. Esta diferencia de
potencial hace referencia a la ecuacién de Nernst®,

Para el indice de refraccidn se utilizé un refractémetro
(ABBE NAR-2T) en un rango de medicién de 1,30 a 1,70 de
indice de refraccion. EL funcionamiento del equipo se funda-
menta en la refraccion de la luz de una sustancia que es igual
al cociente entre la celeridad de la luz en el vacio y la celeridad
de la luz en la sustancia analizada®, relacionado con las propie-
dades fisicas como la densidad.

Se determind la viscosidad con un viscosimetro capilar
(CANNON 150 Z7285), este método consistié en pasar fluido
a través de un capilar a temperatura constante, midiendo el
tiempo requerido para que un volumen del liquido escurra des-
de una marca superior hasta una marca inferior grabada en el
viscosimetro'®,

Se determind la eficiencia de extraccion a través de la re-
lacion entre la masa de licopenos extraida y la masa del resi-
duo vegetal seco utilizado en el proceso de extraccidn.

La distancia minima a la pared del biorreactor (Ji; poratorio) € determind a través de la

ecuacion 11, donde es (Ji;,qustriar) €5 la distancia entre el agitador y la pared del biorreactor

industrial y (D) es el didmetro del biorreactor.

Jlindustrial

]llaboratorio = ( * Dlaboratorio) (II)

Dindustrial

Ecuacion 2.

El nimero de Reynolds se utilizo para conocer el comportamiento de los fluidos en
movimiento. Se determind mediante la ecuacion IV, donde n corresponde a la velocidad de

agitacién en s™, pes la densidad en kg.m™, d* el diametro del agitador en metros y p

corresponde a la viscosidad.

npd?
u

Re =

(V)

Ecuacion4.
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La concentracion de licopenos se realizé a través de un método espectrofotométrico con la

utilizacion del espectrofotometro (Fisher Scientific accuSkan GO) a una longitud de onda

de 472 nm. Para el calculo de la concentracion de licopenos se utilizo la ecuacion V donde

Aj.ax ©s la absorbancia del extracto y AM%

1 cm

es el coeficiente de absortividad del

disolvente. La concentracién de licopeno (C) es expresada en mg. L. °

_ A)Lmax104
C= "% —
Al cm

(V) Ecuacién 5.

Microencapsulacion del extracto mediante secado por
aspersion

El extracto obtenido a escala de banco en el volumen de
5 L se concentro con la utilizacién del equipo rotavapor (IKA
RV8) a una temperatura de 50 °C y una velocidad de agitacién
de 200 rpm!. Se prepard una emulsion a partir del extracto
concentrado de licopeno utilizando un 15% de agua destilada
y un 85% de maltodextrina/goma arabiga. Se utilizé el equipo
mini spray dray (BUCHI-B290) a la temperatura de 120 °C y 80
°C para la entrada y salida respectivamente del equipo.

Determinacion de la actividad antioxidante

Se realizo mediante el uso del reactivo 2,2-difenil-1-picril-
hidracilo (DPPH), este radical reacciona con compuestos an-
tioxidantes resultando en un cambio de coloracidn, el cual se
determina utilizando un espectrofotémetro (Fisher Scientific
accuSkan GO) a la longitud de onda de 515 nm*. Se realiz6
una curva de calibracién con Trolox como antioxidante de refe-
rencia con concentraciones en el rango de 50 a 500 ymol.L™.
Se determind el porcentaje de inhibicion del DPPH a través de
la ecuacion VI, donde Am es la absorbancia de la muestra y
Ab la absorbancia del blanco reactivo. Se expreso la actividad
antioxidante como equivalentes a pmol de Trolox/L.

% Inhibicién DPPH = (1 - (fq—’;‘)) £100 (VI)
Determinacion del porcentaje de eficiencia de
microencapsulacion

Se calculd a través de la relacién entre la concentracion
de licopeno obtenida al disolver el microencapsulado en agua
(CA) y en etanol (CE) (ecuacidn VII).

CAagua—CEetanol ,
E.M= g * 100 Ecuacién7.

CAagua
Espectroscopia infrarroja

Se realizd un andlisis de espectroscopia infrarrojo por
trasformadas de Fourier (FTIR) en una frecuencia de 400 a
4000 cm™ a las muestras del extracto vegetal concentrado,
microencapsulado y mezcla de polimeros utilizando un espec-
troscopio infrarrojo (Jasco FT/IR 4100).

Analisis estadistico

Se realizé un disefio completamente al azar, en el cual el
factor de cambio fueron los volimenes de extraccién a nivel
de laboratorio y banco con tres réplicas. Se utilizé el software
Statgraphics Centurion (version XVLI) en el anélisis ANOVA y
para la comparacion de medias entre los tres volimenes para
un nivel de significacién del 95%.

|
Resultados y discusion

Obtencion del extracto a nivel de laboratorio y de banco
En la tabla 2 se muestran los valores obtenidos de los pa-

rametros analizados en el cambio de escala en los volumenes
de 0,5 3y5L.

Para la velocidad de agitacion se da una disminucion por
efecto de las dimensiones de cada biorreactor con el agitador.
El consumo de potencia es la disipacién de la energia mecani-
ca en el fluido a través del agitador que genera friccion entre
las capas del fluido®. En efecto el consumo de potencia se re-
laciona de forma directa con el volumen del biorreactor, ade-
mas el didmetro del agitador es la variable que mas influye en
la determinacién de la velocidad de agitacion. Entonces al in-
crementarse el volumen de 0,5a 5 L se incremento la potencia
consumida, pero la velocidad de agitacion fue menor porque el
diametro del impelente se incremento.

En la relacidn didametro del agitador con el diametro del
biorreactor se buscd la mas cercana entre los tres biorreac-
tores existiendo una diferencia de 0,081entre el de 0,5 L y el
de 5L, que se consideré como un valor poco significativo que
no influyd en el nimero de potencia como mencionan Garcia y
Jauregui®® que si el valor de la relacion d/D aumenta el nimero
de potencia también aumenta.

Caracterizacion de los extractos vegetales

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en la
caracterizacion fisico quimica de los extractos obtenidos en las
tres escalas.

Los resultados de porcentaje de humedad se encontraron
en unintervalo de 99,85 a 99,9%, mediante un analisis estadis-
tico ANOVA se identificd que existieron diferencias estadisticas
significativas entre los tres volimenes valor de p=0,0488 (Ta-
bla 4).

El resultado obtenido del disefio factorial para la variable
respuesta pH indicd que existieron diferencias significativas
entre los tres volumenes de extraccién valor de p= 0,0007 (Ta-
bla 5). Los valores registrados se encuentran en el intervalo
minimo de 5,58 y un méximo de 5,68 considerando que la fruta
del tomate de arbol se encuentra en un pH alrededor de 3,77
segun manifiesta Carrasco y Encina'* en su investigacion y al
estar en un medio con etanol se incrementa el pH.

Para el indice de refraccion no se encontraron diferencias
estadisticas significativas valor p= 0,7865 (Tabla 6). El etanol
en los extractos se encuentra en un porcentaje mayoritario
respecto a los carotenoides.

Los resultados para la viscosidad cinematica no mostra-
ron diferencias estadisticas significativas obteniendo un valor
de p= 0,8669 (Tabla 7). Segun Aguado, Nufiez, Bela, Okulik y
Bregni'® para el extracto etandlico de Aloysia polystachya de-
termind la viscosidad cineméatica a 37,8 °C obteniendo un valor
de 1,037 cSt.s™. En contexto de que no existieron diferencias
significativas en la escala de laboratorio y banco se puede atri-
buir a la realizacién del proceso de extraccién a tiempo y tem-
peratura constante. En un mayor tiempo a una temperatura
determinada se incrementa la viscosidad y al no existir una va-
riacion de tiempo y temperatura los resultados no presentaron
diferencias significativas.

El andlisis estadistico indicd que no existié una diferencia
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Volumen 0S5L 3L 5L
Potencia consumida (N) 0,051 W 0,306 W 0,510 W
Velocidad de agitacion (n) 26 &1 14,883 s 12,3295 Tabla 2. Resultados de los calculos de
desescalado.
Distancia minima a la pared (Ji) 0,0015m 0,0025m  0,0029 m
Distancia minima al fondo (Zi) 0,0024m 0,004lm 00,0047 m
Didmetro del agitador/didmetro del 0,294 0,352 0,375
biorreactor
Niimero de Reynolds 14979,050 34297,416 43685,986
Volumen (L) 0,5 3 5
% Humedad 99,849 99,882 99905
pH 5,583 5,607 5,685
Tabla 3. Resultados de la caracterizacién Bl i 1,363 1,362 1,363
fisico quimica de los extractos. Viscosidad cinemitica (cSt.s™) 2.105 2,073 2,086
Concentracion de licopeno 05539 0,527 0,514
(mg L")
Rendimiento (mg kg™) 35,47 35,34 34,34
% de mhibicion del DPPH SS5K/D 53,65 50,80
Concentracion equivalente de 496,82 47524 445 54
Trolox (umol L)
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 000468367 2 0,00234433 521 0,0488 Jzﬁ,l; e"r; (AL’)\'OVA para % de humedad por
Intra grupos 0,00269933 6 0,000449889
Total (Corr.) 0,007388 8
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Tabla 5. ANOVA para pH por Volumen (L). g e o 00171842 2 0,00859211 30,38 0,0007

Intra grupos 0,00169667 6  0,000282778

Total (Corr.) 0,0188809 8
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Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos  2,22222E-7 9 1,11111E-7 0,25 0,7865 Tabla 6. ANOVA para indice de refrac-
cion por Volumen (L).
Intra grupos  0,00000266667 6 4,44444E-7
Total (Corr.) 0,00000288889 8
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Tabla 7. ANOVA para Viscosidad Cine-  "Epere grupos  0,00152422 2 0.000762111 015 0.8669
matica (cSt.s™) por Volumen (L)
Intra grupos 0,03127 6 0,00521167
Total (Corr.) 0,0327942 8
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 0000940222 2 0,000470111 2.48 0,1639 Tabla 8. ANOVA para la concen-
tracion de licopenos (mg.L™?)

Intra grupos 0,00113667 6 0,000189444
Total (Corr.) 0,00207689 8

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P

Cuadrados Medio
Tabla 9. ANOVA para la Eficien- Entre grupos 2.31303 2 1,15651 1,39 0,3186
cia de Extraccién en mg.kg™.
Intra grupos 4,98335 6 0,830558
Total (Corr.) 7A29637 8

significativa entre la concentracién de licopenos en los tres
volimenes de extraccién (valor p= 0,1639, (Tabla 8)), como
consecuencia de que en la extraccién se utilizé igual relacion
material vegetal/volumen de disolvente en los tres volumenes
lo que favorece a la no variabilidad de los resultados.

En el anélisis de medias se obtuvo un valor p= 0,3186
(Tabla 9) lo que demuestra que no se encontraron diferen-
cias estadisticas significativas en los tres volumenes para la
eficiencia de extraccion, obteniendo el valor mas elevado en
el volumen de 0,5 L con 35,47 mg de licopenos en 100 kg de
material vegetal (35,473 mg.kg?'), encontrandose este valor
dentro del rango reportado en literatura de 5 a 45 mg.kg™ con
temperaturas de extraccién de 25 - 60 °C y tiempos de extrac-
cién de 30 min utilizando céscaras de tomate®. Este valor se

encuentra similar a otros reportados en bibliografia donde de
una cantidad de 100 g de residuo vegetal se han logrado obte-
ner alrededor de 4 mg de carotenos'.

Microencapsulacion del extracto mediante secado por
aspersion

Se determind la actividad antioxidante en el microencap-
sulado obtenido del extracto del volumen de 5 L alcanzando un
valor de 21,73 % de inhibicidn del radical DPPH.

Se obtuvo la siguiente ecuacion lineal (Ecuacién VIII) con
un coeficiente de correlacion de 0,996 obteniendo una concen-
tracién equivalente a Trolox de 142,72 umol.L ™.

Se obtuvo un valor de 99,39% de porcentaje de eficien-
cia de microencapsulacion (E.M) lo que demuestra que la re-

% Inhibiciéon = 8,02204 + 0,0960156 * Concentracién (umol Trolox L* — 1) (VIII)

Ecuacion 8.
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Figura 1. Espectros de resonancia infrarrojo de las muestras de extracto concentrado, microencapsulado y polimeros goma

ardbiga — maltodextrina.

lacién polimeros y temperaturas utilizados en el proceso son
6ptimas. En comparacion con datos bibliograficos de Pérez® el
porcentaje de eficiencia de microencapsulacion para el mismo
compuesto activo es similar, en el cual obtuvo una eficiencia
del 96,5% utilizando una mezcla de estos polimeros. Se corro-
bord este elevado porcentaje de eficiencia de la microencap-
sulacion a través de espectroscopia infrarroja utilizando una
frecuencia de absorcion entre 580 - 4180 cm-1y 40 - 110% de
transmitancia (Figura 1). Se observé que el microencapsulado
produjo un espectro infrarrojo muy similar que la mezcla de
polimeros, confirmando que los licopenos se encuentran en el
interior de las microcapsulas.

|
Conclusiones

Se extrajeron carotenoides a partir de los residuos agroin-
dustriales del tomate de arbol, obteniendo a escala de ban-
co (volumen de 5 L) una concentracién de licopenos de 0,514
mg.L* con un rendimiento del proceso de extraccién de 34,34
mg.kg™

Se caracterizé el ingrediente activo presente en el extrac-
to y mediante el analisis estadistico ANOVA con un nivel de
confianza del 95% se concluyd que no existieron diferencias
estadisticas significativas de los resultados obtenidos entre
los tres volumenes para las variables de respuestas: indice de
refraccion, viscosidad cinematica, concentracion de licopeno
y eficiencia de extraccion, mientras que para el porcentaje de
humedad y pH si existieron diferencias significativas.

Se micro encapsuld el extracto obtenido en el volumen
de 5 L registrando resultados del porcentaje de eficiencia de
microencapsulacion de 99,39% corroborado mediante espec-
troscopia infrarroja.

|
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