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DESCRIPCION

PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE LICOPENO A PARTIR DE

SUBPRODUCTOS DEL TOMATE BASADO EN EL USO DE BIODISOLVENTES
SUPRAMOLECULARES

Sector de la técnica

La presente invencién se enmarca en el campo general de la quimica de productos
naturales y en particular se refiere a un procedimiento para la obtencién de licopeno a partir
de residuos de transformacién de subproductos o residuos del tomate, y al uso de dicho

producto como aditivo en la industria alimentaria.

Estado de la técnica

El carotenoide licopeno (CsoHss) €s una biomolécula liposoluble con una gran actividad
antioxidante presente en la dieta. Su capacidad para inhibir las especies de oxigeno
reactivo es 2 y 10 veces superior a la del B-caroteno y a-tocoferol, respectivamente [Free
Radical Res. 2011, 45, 925-940]. Varios estudios han demostrado que su consumo esta
relacionado con una disminucion del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y
degenerativas, algunos tipos de cancer (principalmente de prostata) y trastornos
inflamatorios [R.A. Venketeshwer, G.L.Young, L.G. Rao, Lycopene and Tomatoes in
Human Nutrition and Health, CRC Press, 2018, ISBN 9781351110877].

El licopeno esta autorizado por la Unién Europea (UE) como aditivo alimentario (E 160d),
con niveles maximos permitidos en el intervalo 5-500 mg/kg en 30 categorias de alimentos
[EFSA Journal 2008, 674, 1-66]. Las fuentes de licopeno aprobadas por la UE incluyen el
tomate (como fuente natural), la sintesis quimica y la produccion biotecnolégica con el
microorganismo Blakeslea trispora. La Administracién de Alimentos y Medicamentos de los
EE.UU (FDA) sélo ha aprobado el licopeno obtenido a partir de tomates como aditivo
alimentario [21 CFR § 73.585, https.//www.law.cornell.edu/cfr/text/21/73.585]. Tanto la UE
como la FDA requieren que la concentracion del licopeno derivado de tomates en las
formulaciones utilizadas para enriquecer los alimentos sea al menos el 5 y 5.5%,
respectivamente, y que la composicion isomérica del licopeno en las mismas sea igual a la

presente en el tomate (all-trans isomero: 90-95%; cis-isémeros: 5-10%).
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El licopeno también se utiliza como nutracéutico, frecuentemente mezclado con otros
compuestos bioactivos [ACS Sustainable Chem. Eng., 2016, 4, 643-650], y su uso en
cosmética estd creciendo exponencialmente dado su elevado poder antioxidante y
solubilidad en ambientes lipofilicos como la piel [Cosmetics, 2015, 2, 82-92).

Se estima que el mercado mundial del licopeno alcanzara los 111 millones de euros en
2020 y tendra una tasa anual compuesta de crecimiento del 5.0%, lo que permitiria alcanzar
un valor de 143 millones de euros en 2025 [https.//www.globenewswire.com/news-
release/2020/06/11/2046681/0/en/Global-Lycopene-Market-2020-to-2025-Growing-
Demand-in-the-Pharmaceutical-Industry-Presents-Opportunities. html).

En la actualidad, la fuente predominante para la produccion de licopeno es la sintesis
quimica dado que la produccién de licopeno natural a partir de tomates cultivados para esta
finalidad no es sostenible a la escala necesaria para satisfacer su demanda mundial. El
precio del licopeno natural varia dependiendo de las companias productoras y sobretodo
de la concentracién del mismo, oscilando entre 10 y 5.100 €/kg para formulaciones que
contienen licopeno en el intervalo 0.16-15% [https.//docplayer.es/9163145-Manual-de-
compuestos-bioactivos-a-partir-de-residuos-del-procesado-del-tomate. html].

El mercado de licopeno natural se enfrenta en la actualidad a dos grandes problemas
técnicos: la busqueda de fuentes mas sostenibles y el abaratamiento de los costes de
produccion.

En este sentido, una de las posibles fuentes més atractivas para la produccién de licopeno
es el uso de los residuos de la industria de transformacion del tomate. Se estima que la
produccion anual mundial de tomate es de alrededor de 160 millones de toneladas, de las
que aproximadamente la cuarta parte (40 millones de toneladas) se transforma en tomate
triturado  (~56%), salsas y kétchup (~23%) y tomate enlatado (~21%)
[http://www.tomatonews.com/en/background_47.html]. Durante la transformacion del
tomate se genera un residuo sélido procedente del tamizado secuencial del tomate triturado
a través de una criba (diametro 1.0-1.2 mm) y una refinadora (diametro inferior al de la
criba). El residuo sélido, denominado pulpa, representa el 3-4% de la cantidad de tomate
procesada (alrededor de 1.2 millones de toneladas) y consiste fundamentalmente de una
mezcla de pieles (55-65%) y semillas (35-45%) [https://www.amitom.com]. Las pieles
también se generan en la produccién de tomate pelado enlatado. Por otro lado, en algunas
industrias se separan los residuos procedentes de la criba y la refinadora. Actualmente, los

residuos sélidos se aprovechan como alimento para el ganado, se transfiere gratuitamente
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a otras compafias, o se retiran de las empresas transformadoras con coste econdémico

asociado.

El contenido del licopeno en la pulpa oscila entre 266 y 500 mg/kg, en la piel entre 500 y
700 mg/kg y en las semillas entre 20 y 30 mg/kg (todas las cantidades estan referidas a
materia seca). Ello implica, que sélo en la regién del Mediterraneo, donde se transforman
anualmente unas 17 millones de toneladas de tomates, se generan alrededor de 0.15
millones de toneladas de pulpa (expresadas como materia seca) que contienen unos
55.000 kg de licopeno. Por lo tanto, los residuos de la transformacién del tomate (pulpa y/o
piel) constituyen una fuente renovable y sostenible que puede paliar la escasez de licopeno
natural. Sin embargo, su produccién a partir de esta fuente no es rentable debido al elevado
coste que conlleva su extraccion y purificacion [https.//docplayer.es/9163145-Manual-de-
compuestos-bioactivos-a-partir-de-residuos-del-procesado-del-tomate.html].

Los métodos conocidos para la extraccion de licopeno a partir de los residuos de
transformacién del tomate constan de las siguientes etapas:

(a) secado de la muestra;

(b) ruptura de la pared celular;
(c) extraccién del licopeno; y

(d) enriquecimiento del extracto.

La pulpa contiene alrededor del 70% de agua y, por tanto, el secado de la muestra es
esencial para evitar la degradacion del licopeno durante el almacenamiento de la misma,
ya que es mas conveniente su tratamiento una vez terminada la campana de
transformacién del tomate. La eliminacién del agua puede realizarse mediante secaderos
de bandejas, de tambor o de lecho fluidizado o mediante liofilizacién [Food Res. Int. 2014,
65, 311-321].

La liberacion del licopeno a partir de los cromoplastos se lleva a cabo mecanicamente
(molienda, cizallamiento, etc.) hasta obtener un tamano de particula comprendido entre
0.1y 1 mm [Food Res. Int. 2014, 65, 311-321]. También pueden utilizarse enzimas tales
como las celulasas, hemicelulasas y pectinasas que incrementan la permeabilidad de la
pared celular [Biotech, 2017, 7, 1-10]. Sin embargo, las enzimas disponibles
comercialmente tienen importantes limitaciones incluyendo alto coste, incompleta
hidrélisis de la pared celular y dificultad para el escalado industrial, debido a que el
comportamiento de las enzimas varia a diferentes escalas [Crit. Rev. Food Sci. and Nutr.,
2016, 56, 686-709).
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Para la extraccion del licopeno a partir de los residuos del tomate se han propuesto dos
estrategias generales basadas en el uso de disolventes organicos [Int. J. Food Properties,
2007, 10, 289-298; CN101449801A, 30.11.2007, University Tianjin Sci. & Tech;
CN104938978A, 30.09.2015, Xinjiang TomatoRed Biotech Co. Ltd; CN103739434A;
23.04.2014, Guangzhou Danqi Daily Chemical Factory Co. Ltd] y fluidos supercriticos
(normalmente didxido de carbono) [J. Food Eng. 2012, 108, 290-296; J. Supercrit. Fluids
2014, 95, 618-627; J. Supercrit. Fluids. 2017, 120 1-6; CN107259562A, 27.05.2017,
Xinjiang TomatoRed Biotech Co. Ltd]. La extraccién se realiza en muchos casos en
presencia de antioxidantes para evitar la degradacion e isomerizacién del licopeno [J.
Food Sci. Technol., 2013, 51, 4102-4107).

La extraccion con disolventes organicos se ha realizado tradicionalmente con disolventes
apolares tales como diclorometano, hexano, benceno o cloroformo [J. Agricult. Food
Chem., 2004, 52, 5796-5802]. También se han empleado mezclas de disolventes apolares
y polares, tales como la mezcla de hexano con acetona, etanol o acetato de etilo [Int. J.
Food Sci. Technol., 2011, 46, 23-29], y alternativas mas benignas, como el uso de lactato
de etilo [J. Agric. Food Chem., 2009, 57, 1051—1059]. En general, estos procesos conllevan
el uso de un elevado volumen de disolvente (generalmente se requieren relaciones de
muestra:disolvente, (g/mL) de 1:10 a 1:30), ademas de necesitar multiples etapas de
extraccion, largos tiempos de contacto y temperaturas moderadas.

Se han propuesto algunas estrategias para reducir el tiempo de extraccién y el consumo
de disolventes organicos, como la extraccién asistida por microondas (MAE) o ultrasonido
(UAE), o la utilizacién de alta presién (HPH) [Ultrasonics Sonochem., 2008, 15, 731-737,
Ultrasonics Sonochem., 2012, 19, 151-159, Chem. Eng. Technol., 2006, 29(6), 736739].
Las principales desventajas de estos métodos son la degradacion térmica del licopeno en
el caso de MAE, la posible formacion de redes por desesterificacion de las pectinas en el
caso de UAE (lo que podria atrapar al licopeno disminuyendo su bioaccesibilidad), y la
necesidad de equipos especiales para operar a alta presion en el caso de HPH. Por otro
lado, muchas de estas técnicas son sofisticadas y de alto coste para uso industrial.

Tras la extraccion, es necesario eliminar el disolvente organico ya que se requiere que la
concentracion residual del mismo en el producto final sea inferior al 0.5% [Guidance for
Industry Q3C, FDA, 2012]. La eliminacion generalmente se lleva a cabo mediante filtracion
al vacio y re-destilacion a baja temperatura (~30 °C).

La segunda estrategia para extraccion de licopeno, uso de fluidos supercriticos (EFS) con
COq, tiene la ventaja de que es un proceso no contaminante [J. Food Eng., 2012, 108 (2),

5
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290-296]. Sin embargo, los costes de operacién son muy elevados y se necesita una
inversion inicial alta. La solubilidad del licopeno en diéxido de carbono es limitada, por lo
que se requiere trabajar a presiones muy elevadas y adicionar modificadores organicos
como agua, etanol, hexano, acetato de etilo, aceites vegetales, etc. para obtener
rendimientos y tiempos de extraccion aceptables [J. Food Eng., 2008, 89, 298-302, J.
Food Eng., 2010, 99, 1-8, J. Supercritical Fluids, 2013, 75, 6-10, J. Sci. Food Agric., 2010,
90, 1709-1718, J. Supercritical Fluids, 2004, 29, 87-96]. La adicion de estos
modificadores organicos mejora la solubilidad del licopeno, sin embargo, es necesario
eliminar el modificador del extracto final, lo que conlleva una etapa adicional, y

consecuentemente, un incremento en los costes.

Se ha investigado el uso de fases liquidas alternativas para la extraccién de licopeno a
partir de residuos de tomate con el objetivo de hacer mas rentable el proceso. Asi, se ha
propuesto el uso de tensioactivos no idénicos (Span 20, Span 40 o Span 60) combinados
con enzimas, pero las recuperaciones para la extraccion de licopeno son bajas (maximo
de 25% con Span 20) [Acta Biochim. Polonica, 2012, 59, 71-74]. Otras moléculas anfifilicas
como el CPS (co-polimeros constituidos por acido acrilico, estireno y acrilato de n-butilo)
han proporcionado mejores recuperaciones para la extraccién de licopeno que las
obtenidas con disolventes organicos [J. Chem. Educ., 2010, 87, 510-511]. Sin embargo, el
proceso de extraccién tiene como inconveniente la toxicidad de los reactivos necesarios
para la sintesis de CPS y la necesidad de usar compuestos muy corrosivos tales como el
acido fosférico [J. Chem. Educ., 2008, 85, 256]. Se ha comparado el uso de tensioactivos
sintéticos (Tween 80, Tween 60, Tween 20 y Span 20) y tensioactivos naturales de origen
vegetal (lecitina y saponina) o microbiano (ramnolipidos y monopalmitato de sacarosa)
utilizando co-disolventes (glicerol, propilenglicol, propanol y etanol) [Food Chem., 2016,
197, 1002-1009]. Los resultados éptimos (rendimiento de extraccion del 35%) se hallaron
con saponina y glicerol utilizando ultrasonidos y pretratamiento enzimatico. También se ha
investigado el uso de microemulsiones constituidas por una mezcla de lecitina, propanol,
aceite de oliva y agua [Food Chem., 2019, 272, 568-573]. La eficacia alcanzada para la
extraccién del licopeno en pulpa de tomate (relacion muestra:microemulsion, 1:5) fue del
88% tras cuatro ciclos de extraccion.

El enriquecimiento en licopeno del extracto final obtenido es esencial para su uso como
aditivo alimentario (la concentracién minima en la formulacion final debe ser al menos de
5% en la UE y 5.5% en USA). Este enriquecimiento no es necesario cuando se utilizan
tomates cultivados para la produccion del licopeno en los que la concentracion de este
carotenoide puede alcanzar hasta 2300 mg/kg [US6797303-B2, 04.09.2002, LycoRed,

6
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Natural Product Industries Ltd] pero es esencial cuando la fuente son residuos de tomates,
donde la concentracion de licopeno es menor. El enriquecimiento puede realizarse
mediante técnicas cromatograficas, ultrafiltracion o cristalizacién [WO2008/015490A],
02.08.2006, Leonardo Rescio]. Una vez purificados, los extractos deben secarse para su
almacenamiento, utilizandose para este fin liofilizacion, secado por aspersion o secado

rotatorio a vacio.

Teniendo en cuenta lo previamente descrito, se han realizado estudios, a partir de los
conocimientos conocidos en este estado de la técnica, de la viabilidad econémica de
extraer licopeno a partir de pulpa de tomate utilizando extraccién con disolventes y fluidos
supercriticos. Estos estudios demuestran que los procedimientos implicados y conocidos
en este sector sélo son rentables en el caso de que se traten de forma centralizada los
residuos procedentes de la transformacion de al menos 1.5 millones de toneladas de
tomates [https.//docplayer.es/9163145-Manual-de-compuestos-bioactivos-a-partir-de-
residuos-del-procesado-del-tomate.html]. Por otro lado, también se ve que en ninguno de
estos procesos conocidos se obtienen extractos con concentracion adecuada de licopeno

para su uso como aditivo alimentario.

Habida cuenta de los problemas técnicos existentes en este campo y dadas las limitaciones
de los procesos conocidos y estudios realizados previamente, existe la necesidad de
desarrollar métodos de extraccién eficiente de licopeno a partir de residuos del tomate,
donde estos procesos sean rapidos, econdmicos y seguros, que no requieran de
instalaciones especiales u operaciones complicadas, y proporcionen un producto final que

sea apto para su uso como aditivo alimentario.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencién desarrolla un procedimiento para la extraccion eficiente de licopeno
a partir de residuos de procesado del tomate, basado en el uso de biodisolventes
supramoleculares, conocidos como bioSUPRAS.

El método de extraccién es rapido, simple y de bajo coste, se desarrolla a presion
atmosférica y temperatura ambiente, y proporciona rendimientos de extraccion superiores
al 80% para licopeno, utilizando una Unica etapa de equilibrio entre el subproducto y el
bioSUPRAS. EI enriquecimiento del extracto de bioSUPRAS mediante cristalizacion del
licopeno permite la obtencion de un producto que contiene 10-25 % de licopeno (> 90% all-
trans), dependiendo del contenido del mismo en el residuo de tomate utilizado como

materia prima.
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Los biodisolventes supramoleculares son liquidos nanoestructurados obtenidos mediante
procesos espontaneos de autoensamblaje y coacervacion de biomoléculas anfifilicas. Las
nanoestructuras en los bioSUPRAS pueden disefarse para maximizar las energias de
interaccién con el licopeno. Las condiciones experimentales suaves en las que se
desarrolla todo el proceso permiten mantener la composicién isomérica del licopeno. Por
otro lado, los bioSUPRAS cumplen con los criterios establecidos para los disolventes
verdes [Chem. Soc. Rev., 2013, 42, 9550-9570] y por lo tanto permiten el desarrollo de

procedimientos inocuos y respetuosos con el medio ambiente.

Asi pues, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para
la obtencidn de licopeno a partir de residuos de transformacion del tomate, que comprende
la produccion del bioSUPRAS, la extraccion del licopeno y el enriquecimiento del extracto
de bioSUPRAS, de acuerdo a las siguientes etapas:

a) disolver una biomolécula anfifilica en un disolvente orgénico polar y adicionar

agua hasta la aparicién en la mezcla de gotitas aceitosas de coacervado.

b) centrifugar la mezcla obtenida en a) hasta la separacion del bioSUPRAS de la
disolucion hidro-organica.

c) separar y almacenar las dos fases liquidas obtenidas en la etapa b)

d) mezclar el subproducto de tomate con un volumen de la fase hidro-organica
(utilizada como humectante) y el bioSUPRAS (utilizado como extractante) obtenidos
en la etapa c) y agitar la mezcla.

e) centrifugar la mezcla obtenida en d) hasta obtener 3 fases diferenciadas: el
bioSUPRAS que contiene el licopeno (en la parte superior), la disolucion hidro-
orgénica intermedia y los residuos no extraibles del subproducto del tomate.

f) enriquecimiento del extracto de bioSUPRAS obtenido en e) mediante
cristalizacion del licopeno

En un aspecto particular de la presente invencion, la biomolécula anfifilica comprende una
cadena hidrocarbonada de entre 6 y 18 atomos de carbono y al menos un grupo polar
seleccionado de entre grupos carboxilicos, alcoholes, y fosfatos.

En otro aspecto particular de la presente invencién, la biomolécula anfifilica se selecciona
de entre glicolipidos, acidos grasos, fosfolipidos, lipopéptidos, lipidos neutros, ramnolipidos

o cualquier biomolécula de origen natural.
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En otro aspecto particular de la presente invencién, el disolvente organico miscible en agua
es seleccionado de entre etanol, etilenglicol, acetona, propanol, tetrahidrofurano,

acetonitrilo, dioxano y metanol.

En otro aspecto particular de la presente invencion, la cristalizaciéon del licopeno en el
extracto de bioSUPRAS se realiza mediante la adicién de un disolvente polar.

En un aspecto particular de la presente invencion, la fuente utilizada son residuos sélidos
de tomate de la industria agroalimentaria.

En otro aspecto particular de la presente invencion, el residuo agroalimentario comprende
un pretratamiento de secado y triturado.

En otro aspecto particular, la presente invencién se refiere al uso del producto enriquecido
en licopeno, obtenido mediante el procedimiento de la presente invencién, como aditivo
alimentario. Este producto cumple con los requisitos establecidos por EFSA y la FDA para
esta aplicacion; asi su concentracion es superior al 5.5%, y la composicién isomérica del

licopeno es igual a la presente en el tomate.

La invencién se ilustra mediante los siguientes ejemplos y figuras que describen de forma
detallada los objetos de la invencién. Estos ejemplos no deben ser considerados como

limitativos del alcance de la invencién sino como ilustrativos de la misma.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el cromatograma obtenido mediante el andlisis de una disolucion
estandar de licopeno en hexano (~6 mg/L); La Figura 2 muestra el extracto obtenido tras
la extraccion de pulpa, previa dilucion en hexano (~8 mg/L) y la Figura 3 muestra el extracto
obtenido tras la extraccién de piel, previa dilucion con hexano (~8 mg/L), ambas (Fig.2 y
Fig.3) siguiendo el procedimiento descrito en la invencion.

El hexano utilizado para las diluciones contenia 250 mg/L de butilhidroxitolueno para evitar
la oxidacién del licopeno.

La columna utilizada para el andlisis cromatografico de los extractos fue una columna en
fase reversa C30 (5 um, 250 mm x 4.6 mm de didmetro interno) suministrada por THERMO
Scientific y termostatada a 30 °C. Para la elucién se utilizé una fase mévil constituida por
metanol:isopropanol:tetrahidrofurano conteniendo 250 mg/L de butilhidroxitolueno y 0.05%
de trietilamina con un gradiente isocréatico a una velocidad de flujo de 1 mL/min. El intervalo
de longitudes de onda medido en el detector de diodos en fila fue de 200 a 800 nm.
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Concretamente, en la Fig.1 se puede observar el cromatograma LC-UV (472 nm) de una
disolucién estandar de trans-licopeno en hexano (~6 mg/L), donde el pico aparece a 8.3
min, los picos a 7.0 y 7.4 min corresponden a isdmeros de cis-licopeno.

En la Fig.2 se puede observar el cromatograma LC-UV (472 nm) de una disolucion del
extracto obtenido tras la extraccion de pulpa, previa dilucion en hexano (~8 mg/L). El pico

a 7.0 min corresponde a un isémero de cis-licopeno.

En la Fig.3 se puede observar el cromatograma LC-UV (472 nm) de una disolucion del
extracto obtenido tras la extraccidon de la piel, previa dilucién en hexano (~8 mg/L). El pico

a 7.0 min corresponde a un isémero de cis-licopeno.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion utiliza biodisolventes supramoleculares o bioSUPRAS como
alternativa eficiente y de bajo coste al uso de disolventes organicos convencionales y
fluidos supercriticos para la obtencion rentable de licopeno a partir de residuos de la

transformacion del tomate.

La ventaja mas relevante de los bioSUPRAS como extractantes de compuestos bioactivos
a partir de residuos agroalimentarios es que pueden disenarse ad hoc para maximizar las
interacciones con el compuesto bioactivo de interés, lo que posibilita la obtencién de

elevados rendimientos de extraccion.

Asimismo, las biomoléculas anfifilicas componentes del bioSUPRAS pueden seleccionarse
entre aquellas que constituyen la matriz de la muestra o similares a las mismas, con lo que
el compuesto bioactivo, una vez extraido, se encontrard en un ambiente natural que
favorecera su estabilizacion. Este ultimo aspecto es relevante en el caso del licopeno ya
que se trata de una molécula muy inestable cuando se expone al calor, la luz, el oxigeno,

etc., experimentando oxidacion e isomerizacion.

Los bioSUPRAS se forman espontdneamente a partir de biomoléculas anfifilicas en
disolucion cuando las condiciones ambientales en la misma se modifican para favorecer su
agregacion a través de enlaces no-covalentes [C. Caballo, MD Sicilia, S Rubio, The
application of green solvents in separation processes, Chapter 5, 111-137, ISBN: 978-0-
12-805297-6]. La modificacion puede ser un cambio en el pH o la temperatura, la adicion
de una sal o un disolvente en el que la biomolécula es insoluble. El proceso de sintesis es
cuantitativo (practicamente toda la biomolécula se incorpora al bioSUPRAS) y no requiere
consumo energético. El disefio ad hoc del bioSUPRAS puede obtenerse facilmente a partir

10



10

15

20

25

30

ES2932558 Al

de la seleccion de la biomolécula o las condiciones ambientales apropiadas [Anal. Chem.,
2012, 84, 342-349].

Diseno y sintesis de bioSUPRAS para la extraccion de licopeno

El licopeno es un hidrocarburo alifatico aciclico que posee trece dobles enlaces de los
cuales once son conjugados, linealmente ordenados, que lo convierten en
extremadamente hidréfobo (log Kow 15.6). Por tanto, la biomolécula anfifilica seleccionada
para la sintesis del bioSUPRAS y las nanoestructuras formadas por las mismas deben
proporcionar el mayor nimero posible de interacciones de dispersion. Asimismo, las
biomoléculas seleccionadas deben proporcionar un ambiente que evite la degradacién del

licopeno mediante oxidacién o isomerizacion durante el proceso de extraccion.

Con todas estas premisas, las biomoléculas anfifilicas seleccionadas constan de una
cadena hidrocarbonada de entre 6 y 18 &tomos de carbono, con enlaces simples o dobles,
y al menos un grupo polar seleccionado de entre grupos carboxilicos, alcoholes, y fosfatos.
Las biomoléculas anfifilicas deben ser solubles en disolventes miscibles con el agua, ya
qgue en el medio hidro-organico las biomoléculas se asocian como agregados hexagonales
inversos que contienen cavidades acuosas cuyo tamano puede modelarse. Los
bioSUPRAS deben producirse espontaneamente al adicionar agua a la disolucion de la

biomolécula en el disolvente organico.

Ejemplos de disolventes organicos que pueden utilizarse para la sintesis de los
bioSUPRAS son el tetrahidrofurano, etilenglicol, dioxano, acetona, propanol, etanol,
acetonitrilo, metanol, etc. El porcentaje de disolvente organico en el medio de sintesis del
bioSUPRAS deberia estar comprendido entre el 10 y el 45%.

Procedimiento de extraccion de licopeno en residuos de tomate

El proceso desarrollado en la presente invencién es aplicable a la extraccion de licopeno a
partir de la pulpa y la piel provenientes del procesado de tomates.

La pulpa y la piel del tomate preferentemente estan secas y trituradas.

Se sintetiza el bioSUPRAS y se separa de la disolucidn hidro-organica en equilibrio con la

misma mediante centrifugacion.

Se adiciona un volumen de bioSUPRAS vy de la disolucion de equilibrio a la pulpa y/o piel
seca y triturada. La funcion de la disolucion de equilibrio es rehidratar el residuo. La relacion
muestra:fase hidro-organica:bioSUPRAS (p/v/v; g/mL/mL) varia en el intervalo 1:7:1.8 y
1:9:4.5.
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La mezcla se agita en el intervalo 5-10 min y preferentemente durante 5 min y después se
centrifuga hasta la obtencién de tres fases; una fase sélida que contiene el residuo
agroalimentario; una fase liquida intermedia que es la disolucion de equilibrio hidro-
organica y el bioSUPRAS que contiene el licopeno y los acidos grasos de la muestra.

El proceso permite la extraccion de licopeno a partir de pulpa y piel con un porcentaje de
recuperacion en el intervalo 80-100 % utilizando una Unica etapa de equilibrio entre la
muestra y el bioSUPRAS.

La disolucién de equilibrio hidro-organica puede reciclarse para la sintesis del bioSUPRAS
mientras los principales componentes del residuo del tomate no extraidos (proteinas y fibra
dietética) pueden también aprovecharse. Asi la presente invencién podria formar parte del
diagrama de flujo de proceso de una biorefineria.

Enriquecimiento del licopeno en el extracto del bioSUPRAS

El enriquecimiento de licopeno en el extracto del bioSUPRAS se realiza mediante
cristalizacion adicionando un disolvente organico polar. Posteriormente se centrifuga para
favorecer la precipitacion. La formulacion final contiene licopeno a concentraciones entre
el 10 y 25 %, dependiendo de la concentracion del mismo en la materia prima, y fibra. El
licopeno se encuentra fundamentalmente en la forma isomérica all-trans (Figura 1), lo cual

demuestra que no experimenta degradacion durante el proceso.

Descripcion de unos modos y ejemplos de realizacion de la invencion

Ejemplo 1: Sintesis del bioSUPRAS

La biomolécula anfifilica se disolvié en tetrahidrofurano (10%, p/v) y la disolucién se diluy6
con agua por un factor de 2. La mezcla se homogeniz6 mediante agitacién magnética
durante 5 min. El bioSUPRAS, producido espontaneamente, se separd de la disolucion
hidro-organica en equilibrio con la misma mediante centrifugacién a 2,500 rpm durante 5

min. Ambas fases se mantuvieron en recipientes herméticamente cerrados hasta su uso.

Ejemplo 2. Extraccidn de licopeno a partir de pulpa de tomate

La cantidad apropiada de pulpa de tomate, seca y triturada, se mezclé con la disolucion de
equilibrio hidro-organica y el bioSUPRAS, sintetizado de acuerdo al procedimiento descrito
en el ejemplo anterior, en una proporcion 1:7:1.8 (p/v/v). La mezcla se agitd
magnéticamente durante 5 min a 900 rpm y a continuacion se centrifugd durante 20 min a
3,000 rpm para la separacion fisica de tres fases. A la fase bioSUPRAS, que contiene el
licopeno, se anadié metanol en una proporcién de 1:1 v/v, retirando el sobrenadante, previa
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precipitacion mediante centrifugacion. La fase soélida resultante constituye el extracto
enriquecido en licopeno (10-25%). Esta se deja secar a temperatura ambiente o mediante
una corriente de N2 y se almacena a -20 °C.

Ejemplo 3. Extraccion de licopeno a partir de piel de tomate

El procedimiento de extraccion de licopeno a partir de piel de tomate, seca y triturada, asi
como los productos obtenidos, son similares a los descritos en el ejemplo 2 para muestras
de pulpa de tomate. La relacion muestra:disolucibn de equilibrio hidro-
organica:bioSUPRAS recomendada es 1:9:4.5 (p/v/v) en este caso.

A partir de estos ejemplos y lo descrito con anterioridad se puede decir que el
procedimiento para la obtencidén de licopeno a partir de residuos de tomate objeto de la

presente invencion comprende las siguientes etapas:

a) disolver una biomolécula anfifilica en un disolvente orgénico polar y adicionar
agua, en una proporcion de cada componente en la mezcla comprendida entre
1:1.1:20y 1:11:10 (g:mL:mL).

b) centrifugar la mezcla obtenida en a), a al menos 2,500 rpm durante 5 min,
obteniendo una fase hidro-organica y un biodisolvente supramolecular o
bioSUPRAS,

) separar las dos fases obtenidas en la etapa b)

d) mezclar la muestra con la fase hidro-organica y el bioSUPRAS obtenidos en la
etapa b) en una relacion comprendida entre 1:7:1.8 y 1:9:4.5 (g:mL:mL),

e) agitar la mezcla obtenida en d) durante 5 min a 900 rpm

f) centrifugar la mezcla obtenida en e) durante al menos 20 minutos a al menos
3,000 rpm, obteniendo 3 fases diferenciadas: un extracto de bioSUPRAS, una fase
hidro-organica intermedia y un residuo sélido del tomate.

g) cristalizar el licopeno a partir del extracto de bioSUPRAS para obtener una
formulacion que contenga concentraciones comprendidas entre el 10 y el 25%.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencion de licopeno a partir de residuos de tomate que
comprende las siguientes etapas:

a) disolver una biomolécula anfifilica en un disolvente organico polar y adicionar agua, en
una proporcion de cada componente en la mezcla comprendida entre 1:1.1:20 y 1:11:10
(g:mL:mL).

b) centrifugar la mezcla obtenida en a), a al menos 2,500 rpm durante 5 min, obteniendo
una fase hidro-organica y un biodisolvente supramolecular o bioSUPRAS,

c) separar las dos fases obtenidas en la etapa b)

d) mezclar la muestra con la fase hidro-organica y el bioSUPRAS obtenidos en la etapa b)
en una relacién comprendida entre 1:7:1.8 y 1:9:4.5 (g:mL:mL),

e) agitar la mezcla obtenida en d) durante 5 min a 900 rpm

f) centrifugar la mezcla obtenida en e) durante al menos 20 minutos a al menos 3,000 rpm,
obteniendo 3 fases diferenciadas: un extracto de bioSUPRAS, una fase hidro-organica
intermedia y un residuo sélido del tomate.

g) cristalizar el licopeno a partir del extracto de bioSUPRAS para obtener una formulacion
gue contenga concentraciones comprendidas entre el 10 y el 25%.

2. Procedimiento para la obtencion de licopeno segun la reivindicacion 1, donde la
biomolécula anfifilica comprende una cadena hidrocarbonada de entre 6 y 18 atomos de
carbono, con enlaces simples y/o dobles, y al menos un grupo polar seleccionado de entre
grupos carboxilicos, alcoholes, y fosfatos.

3. Procedimiento para la obtencién de licopeno segun cualquiera de las reivindicaciones 1-
2, donde la biomolécula anfifilica se selecciona de entre glicolipidos, acidos grasos,
fosfolipidos, lipopéptidos, lipidos neutros, o cualquier tensioactivo de origen natural.

4. Procedimiento para la obtencion de licopeno segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, donde el disolvente organico es seleccionado de entre tetrahidrofurano,
etilenglicol, dioxano, acetona, propanol, etanol y acetonitrilo.
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5. Procedimiento para la obtencion de licopeno segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores donde la etapa f) de cristalizacion se realiza mediante la purificacion del extracto
con un disolvente polar, y posterior retirada del sobrenadante.

6. Procedimiento para la obtencién de licopeno segun cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, donde la muestra son residuos procedentes de la transformacion del tomate.

7. Procedimiento para la obtencion de licopeno segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores donde el residuo agroalimentario comprende un pretratamiento de secado y
triturado.

8. Uso del extracto obtenido mediante el procedimiento segun cualquiera de las

reivindicaciones 1-7 como aditivo alimentario.
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