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Introduccion:

El tomate (Solanum lycopersicum L.), tanto fresco como procesado, es uno de los vegetales
mas consumidos en todo el mundo. Es parte fundamental de la alimentacion y componente
basico de la dieta mediterranea. Se encuentra cominmente disponible en diversos productos
procesados como purés, pastas, tomates pelados enteros, productos cortados en cubitos,
jugos, salsas y sopas. Es un alimento rico en compuestos bioactivos, como carotenos
(licopeno y B-caroteno), acido ascorbico, tocoferoles y compuestos fendlicos; siendo una gran
fuente de compuestos antioxidantes. Su consumo esta fuertemente asociado a la reduccion
y prevencion del desarrollo de enfermedades crénico degenerativas (Ramos Mufioz,
Contreras Martinez, Carranza Téllez & Carranza Concha, 2017).

Los compuestos fendlicos son un grupo de metabolitos secundarios importantes en las
plantas, los cuales son los principales componentes de las frutas que tienen una fuerte
capacidad antioxidante. En los Ultimos afios, los compuestos fendlicos han atraido el interés
de los investigadores, porque muestran la promesa de ser poderosos antioxidantes que
pueden proteger el cuerpo humano ante la accion de los radicales libres y los fenbmenos
oxidativos (W. Zhang, F. Han, J. He, & C. Duan, 2008).

Estos compuestos pueden tener en su estructura un anico anillo fenol, tales como los acidos
fendlicos y alcoholes fendlicos, o bien formar moléculas con varios grupos fendlicos (Tarola,
Van de Velde, Salvagni, & Preti, 2013). Se los clasifica en: acidos fendlicos, flavonoides,
taninos, estilbenos y lignanos. Los acidos fendlicos se dividen en derivados del acido benzoico
y cindmico, entre los que se incluye al acido clorogénico.

El acido clorogénico (acido 5-O-cafeoil- 4cido quinico) (Fig.1) es un éster del acido cafeico
con &cido quinico, tiene efectos biolégicos potenciales y una amplia distribucién en la
naturaleza. Este compuesto es un acido fendlico considerado un nutracéutico capaz de
prevenir y tratar enfermedades asociadas con el sindrome metabélico, es un inhibidor de
cancerigenos, ademas de ser antioxidante y antimutagénico
(https://es.calameo.com/read/00175220284f5881b728b).
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Figura 1. Estructura quimica del &cido clorogénico.
Recientes trabajos han demostrado que la aplicacion de UV-C provoca una respuesta en los

vegetales incrementando la capacidad antioxidante y el contenido fendlico, por lo tanto, su
aplicacion podria ser utilizada por las industrias de procesamiento de alimentos y productos
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frescos como una herramienta simple para aumentar las propiedades de promocién de la
salud de ciertos vegetales (Surjadinata, Jacobo-Velazquez & Cisneros-Zevallos, 2017).

Para la identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos se pueden utilizar distintas
técnicas, entre ellas se encuentra la espectrofotometria, que es un método sencillo y
econdmico, pero solo logra cuantificar los compuestos fendlicos totales. Otro de los métodos
es la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), que permite separar, identificar y
cuantificar individualmente cada uno de los compuestos fendlicos presentes en la muestra
(Manfredi, 2010).

La determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu se basa en que los
compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin Ciocalteu, a pH basico, dando lugar
a una coloracién azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente. Este reactivo
contiene una mezcla de wolframato sddico y molibdato sodico en acido fosférico y reacciona
con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido fosfomolibdotlngstico
(formado por las dos sales en el medio &cido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos
fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que se mide para
evaluar el contenido en polifenoles que se cuantifica por espectrofotometria en base a una
curva patron de 4cido fendlico. El reactivo de Folin Ciocalteu no es especifico y detecta todos
los grupos fendlicos que se encuentran en los extractos, incluidos los que se encuentran en
las proteinas extraibles. Una desventaja de este ensayo es la interferencia de sustancias
reductoras como el &cido ascorbico en las determinaciones.

En la cromatografia liquida los componentes de una mezcla son llevados a través de una fase
estacionaria fijada dentro de una columna mediante el flujo de una fase movil liquida. Las
separaciones estan basadas en las diferencias de la velocidad de migracién entre los
componentes de la muestra, que vienen condicionadas por la naturaleza de los analitos y su
interaccion con las fases.

Después de haber pasado los componentes de la muestra por la fase estacionaria y haberse
separado, pasan por un detector que genera una sefial. Los detectores de absorbancia UV-
visible son los mas utilizados. Su fundamento es la espectrofotometria de absorcion de luz
visible y ultravioleta de un componente a una determinada longitud de onda.

Existen dos tipos de fases estacionarias, basadas en grupos organicos: -CgHi7 y -CigHs7. De
ellos, la cadena de 18 carbonos (grupo octadecilo) es el mas comun y es el que se utilizé en
este trabajo (ODS o C;g). La fase mavil suele consistir en una solucién acuosa de acido (acido
férmico, acético o trifluoroacético) y un solvente organico (acetonitrilo o metanol) (Tarola y
col., 2013).

Una vez inyectada la muestra en el equipo, ésta migra junto a la fase mévil y pasa a través de
la fase estacionaria, pero para que esto ocurra, se debe aplicar una elevada presion a la fase
movil para forzarla a pasar por la fase estacionaria, consiguiendo asi separaciones de gran
resolucién y en un plazo corto de tiempo. La separacion de los analitos es el resultado de las
interacciones entre las moléculas de la muestra y ambas fases, determinado por su afinidad
por cada una. Si se mantienen fuertemente retenidos por la fase estacionaria se moveran
lentamente por la fase mavil, es decir, tendrd mayor afinidad, mientras que los que se retienen
débilmente avanzaran mas rapido, es decir, tendra menor afinidad (Hurtado Ulloa, 2017).

Existen diversos detectores que se pueden utilizar en HPLC, UV-visible, electroquimico de
fluorescencia y de arreglo de diodos (DAD). Este Ultimo detector permite en tiempo real
conocer todo el espectro de UV/Visible dentro de un rango de longitud de onda. Su
funcionamiento se basa en que el haz de radiacion es dispersado por medio de una red de
difraccion fija, siendo recogidas simultdneamente todas las longitudes de onda dispersadas
mediante una matriz de fotodiodos (Hurtado Ulloa, 2017). A partir de dicha informacién se
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puede medir el area y la altura del pico especifico de la muestra o analito en las diferentes
longitudes de onda en el rango de 190 a 800 nm. El desarrollo de los detectores que cuentan
con arreglo de diodos es un gran avance en la espectrofotometria UV, poseen un nuevo
sistema Optico e introducen el concepto de integracién total del detector, microprocesador y
procesamiento de datos.

El objetivo de este trabajo fue la puesta a punto de una técnica para determinar el contenido
en polifenoles presentes en muestras de tomate y a su vez evaluar el contenido de acido
clorogénico en dichas muestras. Para ello, se utilizé el método espectrofotométrico de Folin
Ciocalteau y la cromatografia liquida de fase reversa, la cual comprende una fase estacionaria
con caracteristicas apolares y una fase mévil polar formada por una solucién acuosa de acido
acético (solvente A) y metanol (solucién B, &cido acético en metanol). Ademas, se trabajo con
un gradiente binario de la fase mdvil, con lo cual se produjo un cambio continuo en la
composicion del solvente para incrementar la fuerza eluotrépica. La deteccidén del analito se
realizé con un detector UV-DAD.

Materiales y Métodos:

Material vegetal

Se trabaj6 con tomates de grado de madurez intermedia, seleccionando frutos libres de dafio
que fueron lavados con agua destilada y secados sobre papel absorbente. A continuacion, los
tomates se separaron en tres grupos para su tratamiento (Fig. 2)

Figura 2. Tomates seleccionados separados en tres grupos (control, T1y T2).
Tratamientos aplicados

Se efectuaron ensayos con 3 lotes de frutos de tomate enteros: control y sometidos a un
estrés abiotico, aplicando dosis de UV-C de 4y 8 kJ/m? (T1y T2) (Fig. 3).
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Figura 3. Tomates sometidos a un estrés abiético, aplicando dosis de UV-C.

El primer grupo (tomate control) se congel6 rapidamente a -20°C, el segundo grupo (T1) fue
tratado con radiacion UV exponiéndolos 20 minutos de cada lado, luego fueron congelados y
el tercer grupo (T2) fue tratado con radiacién UV exponiéndolos 40 minutos de cada lado y se
los congeld. Posteriormente se separaron pulpa y cascara de cada grupo y se los proceso por
separado para preparar los extractos.

Preparacion del extracto etanélico

Se prepararon extractos etandlicos de la pulpa y la cadscara del tomate de manera separada,
tanto del grupo control como de los tratados, triturando 10 g de muestra con 30 mL de etanol
96°, se colocaron en agitador magnético 20 minutos en bafio de hielo tapados con papel
aluminio. Posteriormente se centrifugd 15 minutos, se filtrd el sobrenadante a través de papel
filtrante, se midi6 el volumen final y se conservé a -20°C hasta el momento de su analisis.

Determinaciones

Equipos:

Las determinaciones de fenoles totales se llevaron a cabo utilizando un espectrofotometro
UV-visible SHIMADZU UV-1800 (Japdn) con barrido de espectro y celda de termostatizacion.

Las determinaciones de acido clorogénico se realizaron utilizando un cromatdgrafo liquido de
alta eficiencia HPLC SHIMADZU LC-10AT con detector UV-visible SPD-10A y detector de
arreglo de diodos SPD-M20A (Jap6n).

Determinacion de Fenoles Totales:

Los fenoles totales extraidos con etanol se determinaron por espectrofotometria a una longitud
de onda de 725 nm utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1965; Martinez-
Valverde et al., 2002). Para ello se tom6 una alicuota de 0,6 mL de extracto etandlico y diluy6
con 4,5 mL de agua, previa agitacion en vortex se adicion6 0,3 mL de reactivo de Folin y se
dejé reaccionar 5 minutos. Se agregaron 0,6 mL de solucién saturada de carbonato de sodio,
se agitd y dejé reaccionar en la oscuridad una hora, posteriormente se ley6 la absorbancia del
producto de reaccion a 725 nm, expresando el resultado en ug acido clorogénico/g tejido
fresco. Se construy6 la curva de calibracion utilizando patron de acido clorogénico 0,2mg/ml
y se ajustaron las diluciones en cada caso.
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Determinacion de acido clorogénico:

Previo a la determinacién de acido clorogénico los extractos fueron concentrados a sequedad
y redisueltos en etanol 96°.

La determinacién del contenido de acido clorogénico se realizé por medio de cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC).

Se inyectaron manualmente 20 pL del filtrado en un equipo de HPLC (Shimadzu LC-10 A,
Tokio, Japon) provisto de una columna Thermo Scientific Hypersil ODS C18 (250 mmx 4.6
mm) con tamafio de particula de 5 ym y detector Shimadzu SPD-M20A UV-Vis DAD.

La fase movil utilizada fue con gradiente preparado a partir de acido acético en agua 1%v/v
(disolvente A) y acido acético en metanol 1%v/v (disolvente B). El gradiente utilizado fue: 0—
10 min 10-26% B, 10-25 min 26—40% B, 25.—45 min 40-65%, 45-55 min 65-95% B, 55-58
min 95-10% y 58- 61 min 10% B. El flujo empleado fue de 1 mL/min (W. Zhang, F. Han, J.
He, & C. Duan, 2008). Los volumenes de muestra y patrones inyectados fueron de 20 pL.
Longitud de onda: 280-350 nm.

El acido clorogénico se detecté a 320 nm con un detector UV-DAD (Shimadzu SPD-M20A)
utilizando un patrén de acido clorogénico en metanol 0,2mg/ml, analizando el tiempo de
retencidn y por comparacion de espectros (Vallverdu-Queralt et al., 2011).

Andlisis estadistico:

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y los resultados que se presentan
corresponden al valor medio y desviacion estandar de repeticiones efectuadas. Con los datos
se realizé el analisis de la varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de 5%. Se aplico la
prueba de Tukey para confirmar la existencia de diferencias significativas entre los
tratamientos después del ANOVA (p < 0.05). Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo
utilizando el software InfoStat version 2020.

Resultados vy discusion:

Fenoles totales

Para realizar la determinacion de fenoles totales por Folin Ciocalteau, se puso a punto la
técnica propuesta por Singleton et al. (1965) modificada.

En el caso de la pulpa se utilizé 0,3 ml del extracto, es decir la mitad de la cantidad establecida
en la técnica operatoria antes mencionada. En el caso de la cascara se utilizé 0,15 ml del
extracto, completando en cada caso el volumen final de reaccion con agua destilada.

La curva de calibracion se construyé utilizando un patron de &cido clorogénico 0,2mg/mL,
realizando distintas diluciones de la solucion madre (Fig. 4).
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Figura 4. Curva de calibracion de acido clorogénico por espectrofotometria.

Luego, se cuantificaron los fenoles totales en la pulpa y cascara de los frutos control y
sometidosa T1ly T2.

La pulpa de los tomates tuvo contenidos de 532,95 ug acido clorogénico/g de tejido fresco,
los cuales se vieron afectados luego de los tratamientos aplicados, tal como puede
observarse en la Fig. 5. Los niveles de fenoles totales incrementaron un 19,1% y 30%
respectivamente para T1y T2. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P
< 0,05) en el contenido de fenoles totales entre los frutos control y tratados, no habiendo
diferencia significativa entre ambos tratamientos T1y T2.

800,00
700,00
600,00
500,00
400,00
300,00

200,00

ug clorogénico/g de tejido fresco

100,00

0,00

r

Muestras

m Control pulpa ®mT1pulpa ®mT2 pulpa

Figura 5. Valores medios y desviacion estandar en los fenoles totales presentes en la pulpa
del tomate.

En cuanto a los resultados obtenidos para la cascara (Fig. 6), que inicialmente fue de 1575,16
Mg acido clorogénico/g de tejido fresco, los tratamientos con luz UV-C modificaron sus
contenidos en forma diferencial. Los frutos control y T1 no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el contenido de fenoles totales entre ellas, sin embargo, se
determinaron disminuciones estadisticamente significativas respecto del tratamiento T2.
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Figura 6. Valores medios y desviacion estandar en los fenoles totales presentes en la
cascara del tomate.

Acido clorogénico

Se inyectaron volumenes de extractos puros y luego los extractos fueron concentrados a
sequedad y redisueltos en etanol 96°.

En primera instancia el gradiente utilizado fue: 0,01-10 min: 10-26% B, 10-25 min: 26-40% B,
25-45 min: 40-65%, 45-55 min: 65-95% B, 55-58 min: 95-10% y 58-60 min: 10% B. El flujo
empleado fue de 1 mL/min (W. Zhang, F. Han, J. He, & C. Duan, 2008), luego se decidio
acortar el tiempo de corrida a 25 minutos, por lo cual el gradiente utilizado en este caso fue:
0,01-10 min: 10-26% B, 10-20 min: 26-40% B, 20,01-24,99 min: 40-10% y 24,99-25 min: 10%
B. La curva de calibracién se construy6 utilizando un patrén de acido clorogénico 0,2mg/ml,
realizando distintas diluciones de la solucion madre (Fig. 7).
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Figura 7. Curva de calibracion de acido clorogénico por HPLC.
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La identificacion del pico de acido clorogénico se realiz6 comparando el tiempo de retencion
y las caracteristicas espectrales del patrén utilizado. EI compuesto en estudio se detect6 a
los 17 minutos (Fig. 8).
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Figura 8. Cromatograma a 320 nm de la muestra. Identificacion del pico de acido
clorogénico.

Los valores de contenido de &cido clorogénico en los frutos control fueron de 2,58 ug acido
clorogénico/g de tejido fresco para la pulpa y de 8,04 ug acido clorogénico/g de tejido fresco
para la cascara.

De acuerdo con los resultados obtenidos para la pulpa (Fig. 9) no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la muestra control y la muestra sometida al T1 (P > 0,05).
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Figura 9. Valores medios y desviacion estdndar del &cido clorogénico presente en la pulpa
del tomate.
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En cuanto a los resultados obtenidos para la cascara (Fig. 10), se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,05) en el contenido de acido clorogénico entre el control
y las muestras tratadas, no existiendo asi una diferencia significativa entre ambos
tratamientos.
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Figura 10. Valores medios y desviacion estandar del acido clorogénico presente en la
céscara del tomate.

Conclusiones:

Se puso a punto la técnica espectrofotométrica para determinacion de fenoles totales y
establecieron los contenidos de fenoles totales en pulpa y cdscara. Se encontraron niveles
de 532,95 ug acido clorogénico/g de tejido fresco para la pulpa y de 1575,16 ug acido
clorogénico/g de tejido fresco para la cascara en los frutos control, mientras los tratados
mostraron incrementos notorios después del tratamiento en el caso de la pulpa, en tanto que
para la cascara se evidencio una disminucion.

Por otra parte, se desarrollé un método de cromatografia liquida para cuantificar el contenido
de acido clorogénico en tomate, siendo sus valores de 2,58 ug acido clorogénico/g de tejido
fresco y 8,04 ug acido clorogénico/g de tejido fresco para pulpa y cascara respectivamente.
Asimismo, se observd que el tratamiento con luz UV-C en las dosis ensayadas no modifico
su contenido en pulpa, mientras que en la cascara provocé disminuciones.

Se evidencié una mejoria en la separacion y determinacién de acido clorogénico por HPLC
previa concentracion de la muestra, y con la modificacién del gradiente se disminuyd el tiempo
de trabajo.

A partir de estos resultados se puede inferir que el incremento en fenoles totales producido

por el estrés abiotico a estos frutos de tomate, se deberia a la presencia de otros compuestos
diferentes al acido clorogénico.
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