


In this paper a new solid-liquid extractive
technology is used for the extraction of pure
lycopene from tomato-waste. The objective
is to use water as extracting solvent, in order
to decrease the cost of the whole process.
Thanks to this method, the exhausted
tomato-waste treated by water can be dried
at room temperature and the remaining
residue can be used in agriculture or for

feed. The lycopene obtained in this process
is at a very high grade of purity (>98%)

and its cost is much lower. For the quali-
quantitative analysis spectrophotometric and
chromatographic tecniques have been used
using a diode-array detector.

In questo lavoro viene proposta una nuova
tecnologia di estrazione solido-liquido per
I’estrazione del licopene ad elevato grado

di purezza dagli scarti della lavorazione del
pomodoro. Lobiettivo € quello di impiegare
I’acqua come liquido estraente in modo da
abbassare il costo totale dell’'intero processo
di recupero del licopene; in questo modo,

i cascami di pomodoro, venuti a contatto
solamente con acqua non sono classificati
come scarto tossico e di conseguenza
possono essere essiccati a temperatura
ambiente fino alla perdita totale dell’acqua.
La parte secca residua puo essere impiegata
in agricoltura come concime, oppure come
mangime per animali. Il licopene ottenuto nel
processo messo a punto ¢ ad un alto grado
di purezza (>98%) ad un costo molto pil
basso. Per I'analisi quali-quantitativa sono
state impiegate la tecnica spettrofotometrica
e la cromatografia liquida ad alta prestazione
(HPLC) con rivelatore diode-array.

Il licopene € stato separato su colonna con
fase stazionaria fenil esilsilicone sfruttando
un gradiente di acqua e acetonitrile.
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Il licopene ¢ un carotenoide lipofilo ed
e il precursore del beta-carotene; esso
possiede una capacita antiossidante
almeno doppia rispetto al beta-caro-
tene (I).

Il licopene, dato il suo alto grado di in-
saturazione, viene degradato facilmen-
te per effetto della luce e dell’ossigeno
dell’atmosfera a forme isomeriche che
contengono parte dei doppi legami
in forma cis, perdendo la sua attivi-
ta biologica; per tali motivi esso deve
essere necessariamente conservato a
basse temperature (<-20°C), al riparo
dalla luce e dall’ossigeno atmosferico.
[l contenuto di licopene nella polpa
del pomodoro ¢ di circa 30-40 mg/kg,
mentre nelle bucce il contenuto di li-
copene sale fino a 50-60 mg/kg (2).
Recenti studi epidemiologici riporta-
no che I'assunzione del licopene nella
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dieta ha degli effetti positivi per la sa-
lute dell'uomo ed in particolare sem-
brerebbe esserci una relazione inversa
tra le malattie cardiovascolari e alcuni
tipi di tumori (prostata e stomaco) e
I'assunzione del licopene (3-6).

Per le sue proprieta farmacologiche,
il licopene ¢ diventato una sostanza
sempre piu richiesta e, non essendovi
tutt’oggi un processo di sintesi chi-
mica vantaggioso, per la sua produ-
zione si deve ricorrere all’estrazione
dalle matrici vegetali naturali che ne
contengono quantita apprezzabili
come il pomodoro, I'anguria e i pepe-
roni rossi.

Attualmente i metodi riportati in let-
teratura e le procedure brevettate per
I'estrazione del licopene dal pomodoro
e/o dai residui di lavorazione del po-
modoro prevedono come fase iniziale
I'estrazione del materiale di partenza
con solventi pil 0 meno tossici. La pri-



ma conseguenza negativa dell'impiego
di solventi e che il materiale vegetale di-
venta in tal caso un rifiuto speciale con
aggravi di costi al processo complessivo
di produzione del licopene. La seconda
conseguenza negativa € che i solventi
devono essere allontanati e non sempre
possono essere recuperati del tutto. In
ogni caso, i processi estrattivi attuali
non possono essere impiegati su grande
scala proprio per il necessario impiego
di solventi nella fase estrattiva.

In letteratura sono riportati diversi la-
vori che indicano dei processi estrattivi
a partire dalle matrici naturali sopra
citate che fanno uso di solventi orga-
nici e partono in generale dalla materia
prima, compromettendo cosi i costi di
produzione del licopene. Limpiego del
solvente organico nella fase estrattiva
ha due controindicazioni: la prima &
che esso non e specifico per il licopene,
ma estrae molti altri pigmenti (carote-
ni, xantofille); la conseguenza ¢ che il
processo di purificazione del licopene
sara lungo e costoso ed in generale non
portera a licopene di elevato grado di
purezza; la seconda controindicazione
e che la materia prima impiegata, che
ha gia un suo costo iniziale, divente-
ra un rifiuto speciale che dovra essere
solamente incenerito con notevole ag-
gravio dei costi e non potra essere in
alcun modo recuperato.

Anche per gli scarti di lavorazione del
pomodoro sono riportati in letteratura
estrazioni con solventi organici, che
rendono cosi il processo totale costoso
e non remunerativo per le aziende (7,8).
Per contenere i costi del processo si sta
valutando anche I'impiego dell’anidride
carbonica in fase supercritica.

Lo scopo del presente lavoro e quello di
impiegare un nuovo sistema estrattore
(9,10) come tecnica di estrazione soli-
do-liquido alternativa e di utilizzare ad-
dirittura I'acqua come liquido estraente
per il recupero del licopene. Poiché il li-
copene non si scioglie nell’acqua, esso
sara recuperato in quanto si trova in una
forma para-cristallina e percio sara ri-
mosso meccanicamente dall’azione del-

Ic

la pressione e della depressione generata
all'interno dell’Estrattore Naviglio.
Una volta recuperato in fase etero-
genea, esso sara purificato su una
colonna SPE (Solid Phase Extraction)
impiegando quantita minime di sol-
venti organici.

Materiali e strumentazioni

Cartucce SPE con fase stazionaria C18
da 10 grammi (Restek Corp., Belle-
fonte, PA, USA); filtri da 0,20 micron
(Millipore, Bedford, MA, Usa); acetone,
metanolo, acetonitrile (tutti solventi
puri per analisi, Fluka, Buchs, Svizzera);
acqua per HPLC prodotta con il sistema
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, Usa);
Lycopene standard (Sigma-Aldrich, Mi-
lano) Naviglio Estrattore mod. 500 cc
(Nuova Estrazione s.a.s., Napoli); spet-
trofotometro UV-VIS mod. UV-1601
(Shimadzu Corp., Tokyo, Giappone);
HPLC-Diode array mod. 1100 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germania).

Procedura estrattiva

100 g di bucce di pomodoro esauste,
provenienti da un’azienda conserviera
locale, sono stati postiin un sacchetto
filtrante da 50 um di porosita. Il sac-
chetto ¢ stato posto all’interno della
camera estrattiva dell’Estrattore Na-
viglio e sono stati aggiunti 500 mL di
acqua potabile.

L'estrazione e stata protratta per 4 ore
con i seguenti parametri di lavoro im-
postati all’estrattore:

Dinamica: 5 cicli; 12 secondi di fermo
pistone.

Statica: 2 min.

Cicli complessivi: 66.

Finita I'estrazione il sacchetto e rimos-
so ed & premuto con forza per il recu-
pero di tutta I'acqua intrappolata.
L'acqua recuperata (circa 480 mL) in
questo modo ¢ stata fatta passare su
una colonnina SPE C18 da dieci grammi
sottovuoto; il licopene viene bloccato
sul filtro della colonnina in quanto si
trova sotto forma di cristalli, mentre
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una componente minima di altri pig-
menti viene bloccata sulla “testa” del-
|la fase stazionaria ottadecilsilicone. A
questo punto la colonna viene lavata
con metanolo che porta via i pigmenti
bloccati sulla fase stazionaria di C18,
ma lascia inalterato il licopene che in
esso non ¢ solubile.

Infine, si procede alla eluizione del
licopene impiegando acetone come
eluente. L'acetone scioglie il licopene
cristallino, che viene cosi trasportato
con il fronte del solvente; in tal modo
puo essere recuperato con la quantita
minima di solvente.

Analisi spettrofotometrica

[l licopene recuperato in acetone € sta-
to filtrato su un filtro a 0,20 um per
eliminare ogni traccia di impurezza
grossolana ed ¢ stato sottoposto ad
analisi spettrofotometrica. Lo spettro
in acetone del licopene estratto € ri-
portato nella fig. 1.

Analisi HPLC

Per meglio stabilire la purezza del lico-
pene estratto dalle bucce di pomodoro
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Fig. | - Spettro nel visibile del licopene
estratto in acetone. | massimi di
assorbimento corrispondono a quelli riportati
in letteratura.



0y, Methodusccomwl el esauste, I'estratto in acetone del licopene é stato sotto-
R posto ad analisi HPLC su colonna con fase stazionaria
fenil-esil silicone, 250x4,6 mm I.D., grandezza delle
particelle: 5 micron (Phenomenex, Torrance, CA, Usa)
impiegando un gradiente di acqua e acetonitrile: da 0
al 100% di acetonitrile in 10 min, tenere per 8 minuti.
Rivelazione Diode-array. Nella fig. 2 € riportato il cro-
matogramma ottenuto per il licopene estratto; come &
possibile osservare si rileva una sola impurezza prima
dell’uscita del licopene; tale impurezza non supera il
2% del segnale totale per cui il licopene puo ritenersi
puro almeno al 98%.

Tali condizioni di analisi sono una alternativa a quelle
riportate in letteratura (I1).

a
n
o

200

Purezza del licopene estratto

300! Per la preparazione del licopene standard, una certa quan-
tita di estratto in acetone del licopene ¢ stata portata a
secco in un pallone tarato mediante un flusso di azoto. Il
licopene solidificato ¢ stato pesato ed in base a tale peso
sono state preparate delle soluzioni a titolo esattamente
noto comprese tra | e 5 ppm. La retta di calibrazione ha
‘ presentato un coefficiente di correlazione pari a 0,998.
Allo stesso modo ¢ stata preparata una retta di calibra-
zione a partire dal licopene standard della Sigma-Aldrich;
anche in questo caso il coefficiente di correlazione ¢ risul-
‘; tato alto e pari a 0,996, mentre il valore del coefficiente
A angolare della retta ¢ risultato piu basso del 5,8%.
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Recupero del licopene
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Fig. 2 - Cromatogramma del licopene estratto dalle bucce di pomodoro Sono stati sottoposti ad estrazione del licopene 10
esauste. scarti di lavorazione industriali di pomodori e tramite

Tabella I - Recupero del licopene dalle bucce esauste del pomodoro in dipendenza del tipo di acqua impiegata e del tempo di
estrazione.

Contenuto di licopene (mg/kg)

Scarto Acqua demineralizzata Acqua potabile 2 ore di estrazione 5 ore di estrazione 8 ore di estrazione
pomodoro (4 ore) (4 ore) (acqua potabile) (acqua potabile) (acqua potabile)
I 1,7 1,7 1,2 1,8 1,8
2 1,9 1,5 0,9 1,4 1,6
3 2,2 2,0 1,4 1,7 1,9
4 2,3 3,2 1,5 2,6 2,5
5 2,6 2,9 1,5 2,0 2,8
6 2,7 3,5 11 2,5 3,3
7 2,8 3,9 2,1 2,9 3,5
8 2,9 2,5 1,8 2,4 2,6
9 3.4 3,0 1,9 2,8 3,2
10 3,9 3,6 1,8 2,9 3,5
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|a retta di calibrazione sono stati quan-
tificati i recuperi.

Nella tab. I sono riportati i valori del
recupero del licopene impiegando ac-
qua demineralizzata e acqua potabile;
come ¢ possibile osservare non vi ¢
differenza apprezzabile nei due casi,
pertanto e consigliabile sicuramente
impiegare acqua potabile per minimiz-
zare i costi dell'intero processo.
Infine, € stato studiato anche il recupe-
ro in funzione del tempo di estrazione;
come ¢ possibile evidenziare, poiché il
recupero non aumenta di una quantita
apprezzabile dopo 4 ore di estrazione,
per evitare di andare incontro a feno-
meni degradativi per il contatto prolun-
gato delle bucce con l'acqua, questo
tempo € stato ritenuto ottimale per
I'estrazione.

Nel presente lavoro e stato dimo-
strato come sia possibile estrarre
con acqua anche un composto com-
pletamente insolubile come il lico-
pene. Cio ¢ possibile in quanto il
licopene contenuto nei pomodori ¢
presente sotto forma para-cristallina
e per tale motivo esso viene estratto
in fase eterogenea anche in acqua. |l
passaggio dell’acqua su cartuccia SPE
C18 consente di bloccare il licopene e
adsorbire altri pigmenti; questi ultimi
eluiscono con il metanolo, mentre il
licopene resta in forma solida sulla
“testa” della colonnina. La succes-
siva eluizione con acetone scioglie
immediatamente il licopene che viene
eluito in forma pura. La purezza del
licopene estratto e stata accertata
sia attraverso I'analisi spettrofoto-
metrica che per via cromatografica;
la prima ha mostrato che i massimi
di assorbimento del licopene estrat-
to in acetone corrispondono a quelli
riportati in letteratura (12), mentre

14

I'analisi per via HPLC ha evidenziato
una purezza del licopene che ¢ al di
sopra del 98% (p/p).

Il processo riportato nel seguente lavo-
ro € facilmente dimensionabile su scala
industriale e i costi di produzione del
licopene sono di circa venti volte infe-
riori rispetto ai processi che impiegano
solventi. Sono in corso ulteriori studi
che mirano ad aumentare il rendimento
del processo totale.

Infine, ¢ da ricordare che non c’e sot-
toprodotto da smaltire in quanto le
bucce di pomodoro provenienti dalla
lavorazione industriale vengono po-
ste a contatto solamente con acqua
e possono essere essiccate facilmen-
te per ottenere una polvere che puo
essere impiegata come mangime per
gli animali o come ammendante in
agricoltura.

La messa a punto di tale processo
estrattivo, molto conveniente da
un punto di vista economico, rende
possibile I'ottenimento di un prodot-
to di elevata purezza a basso costo.
Numerosi studi riportati in lettera-
tura sull’efficacia del licopene nel
prevenire e/o ridurre la proliferazio-
ne delle cellule tumorali si avvalgo-
no di estratti contenenti il licopene
in percentuali variabili, ottenuti per
essiccazione del frutto di pomodoro
in toto o con estrazioni mediante
solvente. Limportanza di disporre
di un prodotto puro e cristallino ot-
tenuto con il potere estraente della
sola acqua sotto pressione, permet-
te di poter eseguire sperimentazioni
con la certezza di attribuire i risultati
ottenuti ad un’unica sostanza e non
ad un effetto sinergico di una miscela
di sostanze chimicamente affini. Per-
tanto sara possibile utilizzare il lico-
pene puro, in determinato dosaggio,
come farmaco e non limitarne I'im-
piego come integratore alimentare.
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Infine, il licopene cristallino presenta
una maggiore stabilita e puo esse-
re conservato in fiale di vetro scuro
sotto azoto alla temperatura di 4°C
mantenendo inalterate le sue carat-
teristiche per oltre 6 mesi.
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