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Espanha

La industria alimentaria tiene un gran interés en el uso de residuos y subproductos para el desarrollo de
colorantes naturales con propriedades bioactivas. Como pigmentos naturales mas abundantes en las
plantas, las clorofilas tienen un gran potencial de aplicacion en este sector. En el presente estudio, se
realizaron dos tipos de extraccidon a partir de las partes aéreas de tomate, con el fin de maximizar el
rendimiento de extraccion de las clorofilas. Para esto, se variaron los parametros involucrados en cada
método de extraccion: en la maceracion, el tiempo de extraccion y el solvente, y en la extraccion asistida
por ultrasonidos, la potencia y el solvente. Por otro lado, para priorizar los procesos amigables con el
medio ambiente, se utilizaron los solventes verdes etanol y hexano. La identificacion y cuantificacion de
los compuestos clorofilicos se efectudo por HPLC-DAD/ESI-MS. En general, las partes aéreas de tomate
revelaron concentraciones considerables de clorofilas y derivados, hasta 211,6+0,3 pg/g. La técnica de
ultrasonidos fue mas eficaz que la maceraciéon y en comparacion con el hexano, el etanol permitié un
rendimiento de extraccion 100 veces mayor. Este estudio puede servir de base para futuras

investigaciones en la extraccion de clorofilas con alta capacidad colorante.

Palabras clave: Clorofilas, HPLC, Maceracion, Extraccion asistida por ultrasonidos, Solventes verdes.

INTRODUCCION

Los pigmentos naturales de las plantas han sido
crecientemente explorados para el desarrollo de
formulaciones colorantes. La investigacion de estos
compuestos, pero también la preocupacion por el uso
sostenible de sus fuentes naturales, han impulsado a
diversos autores hacia la optimizacion de los procesos
involucrados; por ejemplo, las diferentes técnicas de
extraccion considerando las variables que mas afectan a
los procesos de extraccidn, para aumentar el
rendimiento de extraccion y la pureza de los colorantes
obtenidos. El uso de subproductos/biorresiduos de la
industria para extraer estas moléculas ha ido ganando
adeptos, permitiendo la incorporacion de estos
compuestos como ingredientes novedosos de alto valor
en diversos productos. Mas alla de su capacidad
colorante, los pigmentos naturales tienen propiedades
bioactivas que pueden conferir a los productos en que se
aplican. Las clorofilas son los pigmentos naturales mas
abundantes en las plantas, las cuales, tras la digestion
humana, se convierten facilmente en feofitina, pirofitina
y feoférbido, que son valiosos compuestos bioactivos
con grandes propiedades antioxidantes y
antimutagénicas. Sin embargo, como la mayoria de los
pigmentos naturales, las clorofilas presentan una baja
estabilidad, siendo facilmente degradadas mediante
reacciones enzimaticas y no enzimaticas. Por ello, los
métodos de extraccion aplicados para recuperar estos

pigmentos de matrices naturales tienen una importancia
crucial para mantener su integridad y las propiedades
colorantes y bioactivas asociadas (Gonzalez De Mejia y
col., 2019; Turkiewicz y col., 2020).

En el presente estudio, se extrajeron clorofilas de los
subproductos de  tomate, mediante  técnicas
convencionales e innovadoras, empleando siempre
disolventes verdes. Para ello, se aplicaron extracciones
por maceracion y asistidas por ultrasonidos con etanol y
hexano como solventes de extraccion. Ademas, se
implementd6 un método cromatografico para el
seguimiento de la composiciéon y concentracion de
clorofilas en los diferentes extractos preparados,
mediante HPLC-DAD/ESI-MS.

MATERIAL Y METODOS

Muestras. Las partes aéreas de Solanum lycopersicum
var. cerasiforme (tomates cherry) se recuperaron al final
del verano, tras la recogida de los frutos comestibles, en
Braganca (noroeste de Portugal). Las muestras se
limpiaron, congelaron y liofilizaron antes de ser
reducidas a un polvo fino y homogéneo. El polvo se
almacené protegido de la luz, a temperatura ambiente,
para su posterior extraccion.

Extracciones. La técnica de maceracion convencional
se realizd bajo agitacion continua, a temperatura
ambiente, protegida de la luz. Para ello, se extrajo 1 g
de muestra con 30 mL de solvente y se filtro a través de
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papel de filtro n°® 4. El residuo se re-extrajo con 30 mL
adicionales y se volvio a filtrar. Las variables evaluadas
fueron el solvente de extraccion y el tiempo. Para la
extraccion asistida por ultrasonidos, las muestras se
sometieron a 3 niveles distintos de potencia ultrasonica,
durante 5 min a temperatura ambiente, evitando la
exposicion a la luz. Se coloco 1 g de muestra en un vaso
de precipitados con 50 mL de solvente; después de la
extraccion, la mezcla se centrifugd a 4000 g durante 10
minutos y, por ultimo, el sobrenadante se filtro para su
posterior analisis. En las dos técnicas de extraccion se
emplearon como solventes etanol (90%) y hexano.

Para el analisis de las clorofilas, se implementd un
método cromatografico para su identificacion y
cuantificacion mediante HPLC-DAD/ESI-MS.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la parte aérea del tomate se encontraron ocho
compuestos clorofilicos diferentes (Figura 1).
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Figura 1: Perfil de clorofilas (A: 430 nm, B: 470 nm);
extraccion con etanol, asistida por ultrasonidos (400 W).

Los picos 1 y 3 se identificaron como clorofila b y
a, respectivamente, por comparacion de sus
caracteristicas cromatograficas de tiempo de retencion,
espectros UV y patron de fragmentacion con los
estandares comerciales disponibles. Los picos 2 y 4
presentaron las mismas caracteristicas cromatograficas
de los picos 1 y 3, respectivamente, y, siguiendo lo
descrito previamente por otros autores (Turkiewicz y
col., 2020), fueron identificados tentativamente como
isomeros de clorofila b y a, por lo que se denominaron
clorofila &'y a’, respectivamente. El pico 7 presentd un
ion pseudomolecular y un fragmento MS? unico,
correspondiente a la pérdida de 248 mu, que coincide
con lo descrito por Turkiewicz y col. (2020) en los
frutos de los cultivares de Chaenomeles, siendo
identificado tentativamente como feofitina a. El pico 8
present6 la misma respuesta cromatografica que el pico
7, siendo identificado tentativamente como un isémero,
la feofitina a'. Por ultimo, dos derivados desconocidos
de la clorofila (picos 5 y 6) se identificaron
tentativamente basandose unicamente en sus espectros
UV caracteristicos; desafortunadamente, el método de

masas no permiti6 la identificacion del ion
pseudomolecular principal.

En cuanto a las extracciones, se presentaron
concentraciones considerables de clorofila, siendo
mayor en todos los extractos de etanol. Los extractos
obtenidos por la técnica de ultrasonidos revelaron
concentraciones de 211,6+0,3, 126,754+0,01 y 103,3+0,3

png/mL aplicando 400, 200 y 100 W de potencia
ultrasonica, respectivamente, durante 5 min. El aumento
de la potencia aplicada se reflejo en el incremento de las
concentraciones de clorofila b y a, que se detectaron en
todos los extractos de etanol en ultrasonidos, pero la
mayor cantidad total también se explica por la
extraccion adicional de feofitina a con 200 W y de
feofitina a y clorofila a’ con 400 W. Mediante la
extraccion por maceracion, la recuperacion de los
compuestos fue significativamente menor, oscilando
entre 37,27+0,04 y 27,03+0,03 pg/mL, extraidos
durante 120 y 60 min, respectivamente. En cuanto a los
extractos obtenidos por ultrasonidos con hexano, sélo se
extrajo la feofitina a en una concentracion cuantificable.
En conclusion, la aplicacion de metodologias de
maceracion y extraccion asistida por ultrasonidos a
biorresiduos de partes aéreas de tomate permitio
recuperar concentraciones considerables de compuestos
clorofilicos, con potencial de aplicacion en varios
campos industriales.
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