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@Resumen:

Empleo de un extracto de piel de aguacate en la
elaboracion de productos alimenticios.

La invencion se refiere a un procedimiento de
obtencion de un extracto con propiedades
antioxidantes a partir de la piel del aguacate (fruto del

Persea americana Mill.) que comprende las etapas:

(a) extraccion a partir del fruto triturado con un
disolvente seleccionado entre agua, etanol o sus
mezclas y obtencion de un sobrenadante (b)
concentracién del sobrenadante resultante de la
etapa (a) mediante destilacién a vacio. La invencién
se refiere asimismo dicho extracto y a composiciones
alimenticias como por ejemplo productos carnicos que
lo contienen.



10

15

20

25

30

ES 2378 632 Al

DESCRIPCION

EMPLEO DE UN EXTRACTO DE PIEL DE AGUACATE EN LA ELABORACION DE
PRODUCTOS ALIMENTICIOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuadra dentro del sector de la alimentacion y mas
particularmente dentro del sector de los aditivos antioxidantes para alimentos en
general. En concreto la invencidn se refiere a un procedimiento para obtener un extracto
rico en antioxidantes naturales a partir de piel de aguacate, al extracto con propiedades
antioxidantes obtenido a partir de la piel o cascara del fruto del aguacate (Persea
americana Mill.) y a su empleo en la elaboracién de composiciones alimenticias como
por ejemplo productos carnicos que presentan propiedades mejoradas en cuanto a su

vida util y caracteristicas sensoriales.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los antioxidantes sintéticos se han utilizado durante afnos como aditivos alimentarios
para prolongar la vida util, especialmente de las grasas y de productos con alto
contenido en lipidos, retrasando el proceso de oxidacion de los mismos. Sin embargo,
Su uso es cada vez mas restringido debido a los riesgos y toxicidad potenciales de
estas sustancias y el rechazo de los consumidores (Nawar, 1996). Asi, hoy en dia la
tendencia de la industria alimentaria esta enfocada hacia el reemplazo de estos
antioxidantes sintéticos por antioxidantes de origen natural especialmente los
provenientes de plantas. Hace unos anos, el término antioxidante de origen natural se
asociaba principalmente con compuestos tales como el acido ascérbico — vitamina C -
, la vitamina E y eventualmente con la vitamina A. Sin embargo, en los ultimos anos
numerosas investigaciones han ampliado el nuimero de especies quimicas con
actividad antioxidante, entre las que destaca especialmente, los denominados
“polifenoles” debido a la presencia en su estructura quimica de uno o mas anillos
fendlicos (Heinonen, 2007).

Estos compuestos fendlicos y, en particular los presentes en frutas y vegetales, han
ganado interés entre los consumidores y en la comunidad cientifica porque ademas de
sus uso como antioxidantes en los alimentos, numerosos ensayos han encontrado
evidencias de que esos compuestos presentan, en determinadas condiciones,
propiedades antibacterianas, asi como efectos beneficiosos frente a determinadas
patologias cardiovasculares o frente a determinados tipos de cancer.
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Sin embargo, también existen un buen nimero de publicaciones y ensayos cientificos
en los que la utilizacién de polifenoles como agentes antioxidantes no reportaron
resultados beneficiosos o incluso se mostraron como agentes pro-oxidantes, es decir
que promueven la oxidacion, en ensayos de estabilidad oxidativa (Estevez y cols.
2008; Salminen y cols. 2008). En la actualidad se conoce que esta aparente
contradiccion de los resultados obtenidos puede atribuirse a varios factores que deben
siempre tenerse en cuenta cuando se plantea el uso de estos compuestos como

antioxidante en alimentos:

Bajo el término “polifenoles” se engloban una gran variedad de compuestos fendlicos
que se clasifican en: 1.-) flavonoideos, formados por dos anillos aromaticos unidos por
un heterociclo oxigenado, y entre los que se encuentran los flavonoles, flavonas,
isoflavonas, antocianos, proantocianidinas, flavanonas, etc. y 2.-) no flavonoideos,
comunmente llamados &cidos fendlicos, que contienen un anillo aromético con
diferentes grupos funcionales. La distribucién de estos compuestos en los vegetales,
su polaridad y solubilidad, asi como su actividad antioxidante varia notablemente entre
las distintas familias quimicas, por lo que se requiere un amplio conocimiento de que
compuestos fendlicos y en qué concentracion estdn presentes en un extracto dado,

con el fin de poder predecir su potencial uso como antioxidante.

De manera general a los compuestos fendlicos se le atribuyen caracteristicas
reductoras ya que actuan como agentes donadores de electrones demostrando su
potencial como neutralizadores de radicales libres, y por tanto actuando asi como
antioxidantes. Sin embargo, en sistemas mas complejos como en un producto carnico,
los compuestos fendlicos estan integrados en reacciones redox mucho mas complejas
y su potencial reductor es dependiente de muchos factores tales como el pH, su
concentracion o la presencia de otros compuestos tales como metales u otros
antioxidantes, pudiendo un mismo compuesto actuar como antioxidante o pro-oxidante
en funcion de los factores anteriormente descritos. Ademas, los compuestos fendlicos
de las plantas pueden también regenerar otros antioxidantes o actuar sinérgicamente
0 antagdnicamente con otros compuestos fendélicos u otros antioxidantes endégenos

como la vitamina E.

Por lo tanto, a la vista de lo expuesto es evidente que sigue existiendo la necesidad de
proporcionar nuevos extractos naturales eficaces con capacidad antioxidante, a la vez
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que no pro-oxidante, para poder ser utilizados en el sector alimenticio y alargar la vida
media de los mismos. En este sentido los inventores han descubierto un nuevo
extracto obtenido a partir de la piel del fruto de diversas variedades de aguacate
(Persea americana Mill.) util para su empleo en la elaboracién en general de productos
alimenticios, y productos céarnicos en particular. Este extracto ha demostrado su
eficacia como agente antioxidante en productos carnicos crudos y tratados
térmicamente, mejorando la vida util y estabilidad oxidativa de los mismos, siendo
ademas un producto que no produce modificaciones significativas en el color o sabor

de los alimentos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Evolucion del contenido en TBA-RS de hamburguesas frescas sometidas a
refrigeracion y elaboradas con una formula base (Control) y con la adicion de un
extracto obtenido de la piel del fruto del Persea americana Mill.

Figura 2. Evolucién del contenido en TBA-RS de hamburguesas frescas, cocinadas y
cocinadas y sometidas a refrigeracién, elaboradas con una férmula base (Control) y
con la adicion de un extracto obtenido de la piel del fruto del Persea americana Mill.
Figura 3. Evolucién del contenido en carbonilos de hamburguesas cocinadas
sometidas a refrigeracién y elaboradas con una formula base (Control) y con la adicién
de un extracto obtenido de la piel del fruto del Persea americana Mill.

Figura 4. Evolucion del valor a* del sistema CIELa*b* de hamburguesas cocinadas
sometidas a refrigeracién y elaboradas con una formula base (Control) y con la adicién
de un extracto obtenido de la piel del fruto del Persea americana Mill.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona, por tanto, con un extracto con actividad antioxidante
obtenido a partir de la piel del fruto de Persea americana Mill. Util para su empleo en la
elaboracion en general de productos alimenticios, y productos carnicos en particular.

El extracto es obtenible mediante un procedimiento, en adelante procedimiento de la
invencién, que comprende las siguientes etapas:

(a) extraccion a partir de la piel triturada con un disolvente seleccionado entre
agua, etanol de uso alimentario o sus mezclas y obtencion de un sobrenadante

(b) concentracion del sobrenadante resultante de la etapa (a) mediante
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destilacion a vacio.

El aguacate (Persea americana Mill.) es una planta de la familia de las Lauraceas
oriundo de Centroamérica y México. El comercio internacional del fruto del aguacate
ha crecido en los ultimos anos dejando de ser una fruta exoética para incorporarse en la
dieta de muchos paises, gracias a sus amplias posibilidades para el consumo en
fresco y para procesamiento. La parte comestible del fruto es la pulpa, que segun
nuestras investigaciones representa un 68%-75% del peso total del fruto en funcion de
la variedad de aguacate; en la actualidad el resto de partes no comestibles, la piel y la

semilla, no se someten a ningun tipo de aprovechamiento industrial.

El procedimiento de la invencion comprende en primer lugar la recoleccién de los
frutos, obtencion de la piel (también llamada cascara) y cortado; en la presente
invencién, se han evaluado diferentes variedades de aguacates presentes en el
mercado nacional e internacional, entre las que destacan la variedades Hass (la méas
frecuente en el mercado internacional), Fuerte y Criolla, sin que se obtuvieran grandes
diferencias en el contenido y efecto antioxidante. A continuacion la piel de aguacate
triturada se ponen en contacto con el disolvente seleccionado, que en una realizacién
particular es una mezcla de etanol de uso alimentario y agua en la proporcién de 7:3.
La cantidad relativa del triturado de piel y disolvente puede variar entre amplios
margenes dependiendo en parte de la necesidad de obtener un extracto mas o menos
concentrado en funcién de la aplicacién posterior a la que se destine. En una
realizacién particular la proporcion triturado de piel: disolvente, siendo el disolvente
una mezcla de etanol agua de en la proporcién 7:3, es de 1:5. El disolvente es de uso
alimentario ya que el extracto obtenido es util en elaboracion de productos

alimenticios.

El tipo de disolvente utilizado condiciona el tipo de compuestos fendlicos extraidos en
cada caso y su concentracién por una cuestién evidente de polaridad o afinidad
quimica. No obstante los inventores han demostrado que la extraccion de compuestos
fendlicos con agua, o etanol o con mezclas de ambos, conduce a extractos con
capacidad antioxidante similar y eficacia contrastada, aunque la mezcla de etanol:
agua y en particular en proporcién 7:3 se ha probado como el disolvente que
proporciona mayor grado de extraccidn. La eleccion del tipo de disolvente en particular
de la cantidad de etanol viene determinado en gran medida por el uso al que se
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destine el extracto de la invencion como se expone mas adelante.

La etapa a) del procedimiento se lleva preferiblemente a cabo en un sistema de
homogeneizacién convencional provisto de cuchillas y provisto de medios que
permitan mantener la temperatura igual o inferior a 35°C, tal como un bafo de agua
fria. Se obtiene un homogeneizado, que generalmente se separa a continuacion, en un
s6lido y un sobrenadante. Dicha separacion puede hacerse mediante cualquier
procedimiento convencional, por ejemplo, por centrifugacion seguido de filtracion o

decantacion.

El sobrenadante resultante de la etapa a) generalmente se filtra y puede someterse a
continuacion a la siguiente etapa b) o alternativamente puede almacenarse refrigerado

después de la filtracion hasta el momento de llevar a cabo dicha etapa b).

La etapa b) comprende someter el sobrenadante de la etapa a) a una destilacién a
vacio que puede llevarse a cabo por cualquier método convencional preferiblemente
por columna de vacio o en un evaporador rotativo. El sobrenadante se concentra por
eliminacién del disolvente a baja temperatura como consecuencia del vacio lo cual
permite preservar la actividad antioxidante de los compuestos extraidos. El tipo se
disolvente utilizado en el procedimiento de la invencion influye en el tiempo necesario
para la etapa b) (mayor cuanto mayor sea el contenido en agua o si es Unicamente

agua).

El procedimiento de la invencion comprende una etapa adicional de caracterizacién y
titulacién de la actividad antioxidante segun la determinacién de los compuestos
fendlicos totales llevada a cabo segun el método Folin-Ciocalteau (ver Ejemplos 1y 2)

El procedimiento de la invencion presenta la ventaja de ser eficaz, rapido, y de bajo
costo ademas de respetuoso con el medio ambiente por el tipo de disolventes
utilizados, y permite la obtencién de un extracto de la piel del fruto del Persea
americana Mill. con propiedades antioxidantes, que constituye otro aspecto de la

presente invencion, en adelante extracto de la invencion.

El extracto de la presente invencidbn ha demostrado su eficacia como agente
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antioxidante en particular en productos carnicos crudos y tratados térmicamente
ensayados (ver ejemplo 4 y Figuras 1 a 4). Los resultados obtenidos han demostrado
que ademas el extracto mejora la apariencia visual de los productos carnicos durante
su conservacién, como consecuencia de una mejor estabilidad del color en
comparacion con un lote control asi como una inhibicién efectiva frente a los procesos
oxidativos de los lipidos y/o de las proteinas de los productos carnicos, mejorando la
vida util y estabilidad oxidativa de los mismos, todo esto, sin que el extracto produzca
modificaciones significativas en el color o sabor de los alimentos debido a su
incorporacién en los productos. Por lo tanto, una ventaja adicional del extracto de la
invencion es la capacidad de no alterar las propiedades organolépticas, de color, y
sabor de las composiciones alimenticias a las que se incorpora lo que potencia

evidentemente su aceptacion por parte del consumidor.

Por tanto, en otro aspecto la invencidn se refiere a un procedimiento para preparar un
producto alimenticio que comprende la adicion al producto alimenticio base del

extracto de la invencion.

La adicion se puede llevar a cabo mediante cualquier técnica convencional. La forma
de incorporacion depende, por ejemplo, del tipo de producto alimenticio base, y en
particular, en el caso de productos carnicos, del tipo de producto carnico sobre el que
se adiciona. Asi, en una realizacidon preferente la adicibn se lleva a cabo por
incorporacién directa del extracto en la composicion de un producto carnico. En otra
realizacion particular, la adicién se lleva a cabo por incorporacion directa a la superficie
del producto carnico mediante micro-pulverizacion con spray. Tipicamente antes de la
micro-pulverizacion el extracto se filtra con un filtro de membrana adecuado (0.65
micras). La incorporacion directa puede hacerse, por ejemplo, en el caso de productos
carnicos no picados tales como carne fresca o marinada envasadas en atmdsferas

modificadas.

Como se ha mencionado anteriormente la eleccion del tipo de disolvente, y en
particular de la cantidad de etanol en el caso de una mezcla etanol:agua, viene
determinado en gran medida por el tipo de producto alimenticio base al que se vaya a
adicionar posteriormente el extracto de la invencidn asi como por la técnica con la que
la adicion del extracto se lleva a cabo. En general para obtener productos carnicos en
los que se afiade agua en la elaboraciébn de su composicién, como por ejemplo:
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salchichas cocidas, o fiambre de jamén, se usa preferentemente un extracto acuoso
diluido en la propia agua de formulacion del producto, con lo que en el procedimiento
de obtencidn del extracto se utiliza preferentemente agua. Sin embargo, para obtener
productos carnicos en cuya elaboracién no se afiade agua en la composicién, es
preferible el empleo de etanol o de una mezcla de etanol: agua con mayor proporcidén
de etanol en el procedimiento de la invenciodn facilitando asi la etapa de concentracién
a vacio. Cabe sefnalar no obstante que cualquier disolvente puede utilizarse en el
procedimiento de la invencion independientemente de la aplicacion concreta y el modo
de la misma. Las posibles variaciones en el grado de extraccion de compuestos
bioactivos en funcién del uso de una mayor o menor proporcidbn de agua:etanol
guedan minimizadas mediante la etapa adicional del procedimiento de la invencién de
caracterizaciéon vy titulacion de la actividad antioxidante en la que los extractos
obtenidos son ajustados hasta presentar la concentracion en polifenoles antioxidantes
requerida en cada caso. Del mismo modo, otros parametros, como la variabilidad
intrinseca en la composicion de las frutas silvestres (causada por afo de cosecha,
localizacién, tipo de suelo, estado de maduracién...) hacen igualmente que esta etapa
de caracterizacion y titulacion de la actividad antioxidante se deba llevar a cabo de

forma previa a su uso en productos alimenticios.

En otro aspecto adicional la invencion se refiere a un producto alimenticio que
comprende el extracto de la invencién. Dicho producto alimenticio puede ser cualquier
tipo de alimento, ingrediente alimenticio, o bebida, sin ningun tipo de limitacién, tales
como, por ejemplo, entre otros, salsas, alimentos precocinados, sopas, leche, yogurt,
quesos, pan, bizcochos, galletas, etc. En una realizacion particular dicha composicién
es un producto céarnico, tal como, por ejemplo, un producto carnico crudo, un producto
carnico tratado térmicamente, un producto carnico crudo curado, un producto carnico
adobado, entre otros.

La cantidad adecuada de extracto para cada producto alimenticio y en particular para
cada producto carnico, puede variar dentro de amplios margenes, y ser determinada
en cada caso facilmente por el experto en la materia. Dicha cantidad depende sobre
todo de la naturaleza de la composicion alimenticia, y en particular del producto
carnico al que va destinado, en concreto de la composicién, tratamiento tecnolégico,
contenido y tipo de grasa presente en el mismo, etc., En una realizacién preferente el

extracto esta presente en el producto alimenticio, y en particular en un producto
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carnico, en una cantidad caracterizada por ser capaz de inhibir los procesos oxidativos
de los lipidos y/o proteinas. En una realizacién particular la cantidad de extracto en un
producto carnico es tal que el contenido de polifenoles totales que presenta es de 200-
400 mg de equivalentes de acido galico por Kg de producto carnico, habiéndose
determinado dicho contenido de los compuestos fendlicos segun el método Folin-
Ciocalteau (ver Ejemplo 1).

Los inventores han llevado a cabo ensayos comparativos que muestran la eficacia
antioxidante del extracto de la invencién incorporado a productos carnicos (ver
Ejemplo 4). Asi en las figuras 1 y 2 se muestran los resultados de la evolucién del
contenido en TBA-RS de hamburguesas frescas y cocinadas sometidas a
refrigeracion. La determinacion del contendido en TBA-RS (sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico) es uno de los métodos mas extendidos para el estudio de la
oxidacion de los lipidos en los alimentos (Raharjo y Sofos, 1993; Estévez y cols.,
2009). Esta determinacién se realizd siguiendo el método descrito por Tarladgis y
cols. (1960). El fundamento de este método reside en que el malondialdehido (un
producto resultante de la oxidacion lipidica) reacciona con el &cido tiobarbitdrico en
medio acido dando lugar a wun pigmento coloreado que es medible
espectrofotométricamente a 532nm; por tanto un incremento del contenido en TBA-RS
esta relacionado con un incremento en el desarrollo de los procesos oxidativos de los

lipidos de los alimentos.

En la figura 3 se muestra los resultados de la evolucion del contenido en carbonilos de
hamburguesas frescas sometidas a refrigeracion. El incremento de los carbonilos es
una medida que nos indica el desarrollo de los procesos oxidativos de las proteinas de
los alimentos. La medida de contenido en carbonilos es unos de los métodos mas
utilizado y extendido para determinacion de la oxidacién de las proteinas la carne y los
productos carnicos (Estévez y cols., 2009). Esta determinacion del contenido en
carbonilos mostrado en este ejemplo del ensayo de la actividad antioxidante del
extracto de la piel del fruto del Persea americana Mill. se realizd segun el método
descrito por Oliver y cols. (1997) cuyo fundamento consiste en que los carbonilos
(productos resultantes de la oxidacién de las proteinas) reaccionan con el reactivo
DNPH (2,4-dinitrofenilhidracina) produciendo de manera proporcional a su
concentracion un pigmento medible espectrofotométricamente.

En la figura 4 se muestra la evolucion del valor a* del sistema CIELa*b* de

17-09-2010
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hamburguesas cocinadas sometidas a refrigeracién. La medida de color instrumental
estd ampliamente difundida en el estudio de las caracteristicas visuales de la carne y
los productos cérnicos (Faustman y Cassen, 1990). En el presente ensayo el color
instrumental de las hamburguesas se determind mediante un colorimetro Minolta
modelo Chroma Meter CR-300 equipado con iluminacion difusa de lampara de xenén y
con un area de medicién de 8mm. Se empled un iluminante D65 con geometria de
observacién con angulo de 0° El aparato fue calibrado mediante una placa de
calibracion de color blanco modelo CR-A43. Las mediciones se hicieron en el espacio
de color CIEL*a*b* (CIE, 1976) del que se obtienen las coordenadas de cromaticidad
L* (luminosidad), a* (eje rojo-verde) y b* (eje amarillo-azul). Los resultados del la figura
4 muestran la evolucion del valor a* (intervalo -60, verde puro; +60, rojo puro) del
sistema CIELa*b* que es una medida que nos indica principalmente la evolucion del
color rojo de los alimentos, siendo este hecho de especial interés en los productos
carnicos. La reduccion de la coloracién roja de la carne y productos carnicos durante la
refrigeracion esta relacionada con la oxidacién de los pigmentos presentes en la carne

(mioglobina).

Por ultimo una ventaja adicional de la presente invencion reside en que el extracto se
obtiene a partir de un fruto comercial de amplia distribucién y accesibilidad, y del que
Espana es la 9° productora mundial y la primera en el ambito europeo.

A continuacion se presentan ejemplos ilustrativos de la invencién que se exponen para
una mejor comprension de la invencién y en ningun caso deben considerarse una

limitacion del alcance de la misma.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Caracterizacion in vitro del potencial antioxidante de la piel del fruto

del Persea americana Mill asi como sus componente funcionales mediante

técnicas de determinacion de compuestos fendlicos totales.

Se caracterizé el potencial antioxidante de los frutos mediante técnicas que cuantifican

el contenido en compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante in vitro:

1.1. Determinacion de polifenoles totales:

La determinacion de compuestos fendlicos en los extractos de la piel del fruto del
Persea americana Mill. se realiz6 mediante el método de Folin-Ciocalteu descrito por

10
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Singleton y Rossi (1965) con modificaciones Pantelidis y cols. (2007). Los resultados
se muestran en la tabla 1. El fundamento de esta determinacién se basa en los
compuestos fendlicos de las frutas se oxidan por el reactivo Folin-Ciocalteu, dando
una coloracién azul directamente proporcional al contenido de polifenoles.
Brevemente, se tomé una alicuota de 0,5mL del extracto etandlico en un tubo de
ensayo; posteriormente se afnadieron 2.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu al 10% (en
agua) y 2,0 mL de carbonato de sodio al 7,5% (p/v). La mezcla fue incubada a
temperatura ambiente a oscuridad durante 60 minutos. Tras este periodo de tiempo la
absorbancia fue medida inmediatamente a 740 nm, contra un blanco en el que la
muestra se sustituy6 por la misma cantidad de agua. Las medidas cuantitativas fueron
realizadas contrastando los resultados con una curva de calibracién utilizando &cido
galico como estandar. Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de
acido galico (GAE) /100 g de fruta.

1.2 Ensayos de actividad antioxidante in vitro mediante técnicas “radical scavenging”

La determinacion de la actividad antioxidante in vitro de las frutas se llevd a cabo
mediante el ensayo con el radical, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo —DPPH- y con la
determinacién de la capacidad antioxidante equivalente de TROLOX (TEAC) utilizando
el radical ABTS. Estas técnicas se basan en la capacidad de las sustancias con
actividad antioxidante en reducir un radical sintético que presenta una coloracion
medible espectrofotométricamente, siendo su actividad antioxidante in vitro

proporcional a la decoloracion producida al radical.

1.2.1 Determinacién de la actividad antioxidante por el método radical - 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH)
La actividad antioxidante del extracto etandlico de la piel del fruto de Persea

americana Mill. fue determinada mediante la técnica del radical DPPH descrita por
Kahkdnen y Heinonen (2003); los resultados se muestran en la tabla 1. Previamente
a la realizacién de esta prueba se llevaron a cabo determinaciones previas con el fin
de ajustar la concentracion de los extractos a las condiciones del ensayo. Los
extractos de la piel de Persea americana Mill. se diluyeron en una proporcion de 1:20.
Una vez preparados los extractos a las distintas concentraciones, en cubeta VIS se
agregaron 33 pL de cada muestra y se adicionaron 2000 uL del radical liore DPPH
(ABS 1.200), se mezclaron con pipeta Pasteur, se dejaron reposar durante 6 minutos
en oscuridad y se leyeron a una longitud de onda de 517 nm. La actividad
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antioxidantes de las muestras se calcul6 por medio de una curva patrdén Trolox, los
resultados se expresaron en mM Trolox por gramo de muestra (mM Trolox/g de

muestra).

1.2.2. Determinacién de la capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAQC)

mediante radical ABTS

El andlisis de la capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) del extracto de
la piel del fruto de Persea americana Mill. fue realizada usando el método del radical
acido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) — ABTS- segun el método
descrito por Re y cols. (1999).

En primer lugar, el radical cation ABTS+ fue generado in vitro mediante la reaccion de
iguales cantidades (5 mL) de 7 mM ABTS (en agua) y 2,45 mM de persulfato del
potasio (en agua). A continuacién la mezcla fue incubada a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 15 horas (se obtiene una solucidbn azul marino oscuro). Esta
solucion fue diluida posteriormente con etanol hasta que la absorbancia alcanzé (Abs
ABTS+ inicial).

Un mililitro de la solucién diluida de ABTS+ (absorbancia inicial: 0.700 a 734 nm) se
mezcl6 con 10 pL de un extracto diluido (1:10) de la piel del fruto de Persea americana
Mill. La mezcla reactiva fue incubada en oscuridad a temperatura ambiente durante 6
minutos. Las absorbancias de la disolucién del radical ABTS+ y de las muestras
problema (extractos de frutas + ABTS+) fueron medidas inmediatamente a 734 nm,
contra un blanco de etanol. Se calculé en porcentaje de inhibicién de acuerdo con la

siguiente férmula:

% inhibicion= [(Abs ABTS+ inicial - Abs ABTS+ remanente)/Abs ABTS+ inicial]*100

Los porcentajes de inhibicién obtenidos para las muestras problema se extrapolan en
la curva de calibracién lo que nos permite presentar los resultados como TEAC (Trolox
equivalent antioxidant activity) es decir, la actividad antioxidante equivalente a la que
tiene el Trolox (mM Trolox/miligramo extracto fruta fresca).

1.3 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante la reduccion de Cobre (II)

(CUPRAC):

Este método consiste en medir la capacidad antioxidante para reducir el ion cobre y

es aplicable para evaluar la capacidad antioxidante tanto de polifenoles de alimentos
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como de la vitamina C y E (Apak et al., 2004).

Los resultados se muestran en la tabla 1. En un tubo de ensayo con rosca se agregé
1 mL de cada reactivo (cloruro de cobre 0.2M, Neocuproine 7.5 mM en etanol y
acetato amonico), 0.1 mL de cada extracto de la piel diluido previamente (1:150). Se
mezcld y se dejo reposar durante 30 minutos en oscuridad. Las muestras se leyeron
en un espectrofotometro a una absorbancia de 450 nm. Para expresar los resultados
se prepar6 una curva patron con 5 puntos de Trolox (0.25, 0.5, 1, 1.5, y 2 mM). La
capacidad antioxidante se establecié en equivalentes Trolox (TEAC) expresados en

mM Trolox por gramo de muestra (mM Trolox/g muestra).

Tabla 1. Contenido en compuestos fendlicos totales (CFT), actividad antioxidante
frente a los radicales DPPH y ABTS y actividad antioxidante segun el método
CUPRAC del extracto etandlico procedente de la piel del fruto de Persea americana.

CFT' DPPH? ABTS® CUPRAC*
Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.

Extracto de la piel de
8997 3104 88 48 104 45 218 42
Persea americana

! Compuesto Fendlicos totales (ver Ejemplo 1.1.) Resultados expresados como mg GAE / 100
g fruta

% Prueba inhibicion del radical DPPH (ver Ejemplo 1.2.1) Resultados expresados como mM
TEAC/qg fruta

® Prueba inhibicion del radical ABTS (ver Ejemplo 1.2.2) Resultados expresados como mM
TEAC/qg fruta

* Capacidad antioxidante seguin el método CUPRAC (ver Ejemplo 1.3) Resultados expresados
como mM TEAC/g fruta

D.E.: desviacion estandar

Ejemplo 2: Procedimiento de obtencion de un extiracto con actividad

antioxidante a partir de Persea americana Mill

El procedimiento comenzé con el lavado y obtencién por pelado de la de la piel del
fruto de Persea americana Mill. obtenidos de un distribuidor nacional (Eurobanan
S.L.) en su momento 6ptimo de maduracién y procedentes de las variedades Hass
(la mas frecuente en el mercado internacional), Fuerte y Criolla. Las pieles

13



10

15

20

25

30

ES 2378 632 Al

precortadas se mezclaron con una mezcla agua:etanol 7:3 en una proporcién 1:5

en un bote para centrifuga de nalgene.

La extraccion se llevd a cabo en un sistema de homogenizacion de cuchillas
Sorvall Omni Mixer durante 5 minutos a 3000 r.p.m. Durante el procedimiento de
picado el bote para centrifuga se introdujo en agua helada para evitar que la
temperatura del contenido ascendiera de 35°C. Tras el proceso de picado el bote
con el homogeneizado se sometié a centrifugacion (2000 r.p.m. 5 minutos) para

separar los sélidos resultantes del proceso de homogeneizado.

El sobrenadanante obtenido se pasé a través de un papel de filtro y fue refrigerado

hasta su concentracion mediante destilado a vacio

Una vez obtenidos el sobrenadante hidro-alcohélico del aguacate de la fase anterior
éste se sometié a una concentracidon mediante destilacion a vacio. La concentracion a
vacio y bajas temperaturas permite preservar la actividad antioxidante de los
compuestos extraidos. El proceso de concentracion se llevo a cabo en un evaporador
rotativo de vacio (Heidolph modelo W2000) acoplado a una bomba de vacio Bichi V-
700 con controlador de vacio Blichi V-850.

A continuacién se llevd a cabo la caracterizacion y titulacién de la actividad
antioxidante hasta el nivel determinado para su aplicacién en productos carnicos
mediante la determinacién de los compuestos fendlicos totales (método Folin-
Ciocalteau)

Como se ha descrito apartado “estado de la técnica’ de esta memoria, la eficacia de
los extractos antioxidantes en sistemas carnicos depende de mudltiples factores como
la matriz del producto, la concentracion de los compuestos fendlicos o la presencia de
otros antioxidantes. Por este motivo se realizaron una serie de pruebas iniciales para
determinar el nivel 6ptimo de incorporacion del extracto con actividad antioxidante
obtenido de la piel del fruto de Persea americana Mill. Por otra parte, debido a la
naturaleza de la fuente de extraccion de los compuestos activos (frutas) se hace
necesario caracterizar la eficacia de los extractos obtenidos, pues pueden existir

variaciones en funcién del lugar o momento de recoleccion de los mismos. Tras una
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serie de pruebas experimentales iniciales en diversos productos cérnicos se determiné
que el éptimo de utilizacion del extracto de la piel del fruto de Persea americana Mill.
se situa entre 200-400 ppm (partes por millén; mg/kg de producto carnico), expresado
en equivalentes de acido galico segun se describe en el Ejemplo 1.1.

Ejemplo 3: Aplicacion en productos carnicos mediante incorporacion en la

formula o mediante micro pulverizacién de aplicacion directa

La forma de aplicacion del extracto de la piel del fruto de Persea americana Mill. vari
en funcion de tipo de producto carnico al que fue destinado.

Se ha testado la eficacia del extracto mediante aplicacién directa en superficie
mediante micro-pulverizacién con spray previa filtracion con filtro de membrana de
0.65micras; este método de aplicacion se ha testado en productos no picados tales

como carne fresca o marinada envasadas en atmoésferas modificadas.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos mediante en un producto carnico
fresco y tratado térmicamente incorporados directamente en la masa del producto a
una concentracion de 300 ppm.

Ejemplo 4: Condiciones del ensayo de los datos presentados en las figuras 1 a 4
Los datos mostrados en las Figuras 1 a 4 corresponden a un ejemplo de la utilizacion
del extracto de la piel del fruto de Persea americana Mill. realizado en hamburguesas
(lotes control y con adiccidn del extracto de la presente invencidn) frescas y cocinadas
que fueron sometidas a un periodo de refrigeracién. A continuacién se describe

brevemente el procedimiento de fabricacion y almacenamiento

Elaboracién de las hamburguesas: La composicion inicial de las hamburguesas por

kilo de masa fresca fue la siguiente:

600 gramos de lomo de cerdo
125 gramos de tocino de cerdo
250 gramos de agua

25 gramos de sal

El procesado del producto comenzé con un troceado grosero de la carne. En el bol de

una cuter se anadieron la carne troceada, el tocino, la sal y el extracto concentrado
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(salvo en el lote control) de la piel del fruto de Persea americana Mill. (300 ppm
respecto al producto final) diluido en el agua de la férmula del producto. La masa se
sometidé a un proceso de picado fino durante 6 minutos en una cuter a vacio hasta
obtener una pasta fina y homogénea; posteriormente se realizaron hamburguesas

(peso 100 gramos) mediante un aparato al efecto.

Cocinado de las hamburguesas: Parte de las hamburguesa obtenidas (lotes control y

con extracto de la invencién) se sometieron a un proceso de cocinado en horno de

conveccion (180°C/15 minutos).

Periodo de refrigeracion de las hamburguesas: Posteriormente a la elaboracion de las

hamburguesas (frescas y cocinadas) se sometieron a un proceso de refrigeracion
comercial de 15 dias, a una temperatura de 2°C bajo iluminacion fluorescente con un
ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. El objetivo de este procedimiento fue el simular las
condiciones de almacenamiento de un lineal comercial. Durante los dias 1, 5, 10 y 15
del periodo de refrigeracion se extrajeron hamburguesas y se almacenaron a -80°C
hasta su andlisis para poder realizar un seguimiento de los fenédmenos oxidativos

durante el periodo de refrigeracion.

16



10

15

20

25

30

ES 2378 632 Al

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencidén de un extracto con propiedades antioxidantes a partir
de la piel del fruto de Persea americana Mill. que comprende las siguientes etapas:

(a) extraccion a partir de la piel triturada con un disolvente seleccionado entre
agua, etanol de uso alimentario o sus mezclas y obtencion de un sobrenadante

(b) concentracion del sobrenadante resultante de la etapa (a) mediante

destilacion a vacio.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el disolvente utilizado es

una mezcla de etanol y agua en la proporcion de 7:3.

3. El procedimiento segun la reivindicacién 1 0 2, en el que la etapa (a) se lleva a cabo

en un sistema de homogeneizacién y a temperatura igual o inferior a 35°C.

4. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
donde la concentracion del extracto se lleva a cabo en una columna de vacio o en

evaporador rotativo.

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende una etapa adicional de caracterizacién y titulacion de la actividad
antioxidante segun la determinacién de los compuestos fendlicos totales llevada a
cabo segun el método Folin-Ciocalteau.

6. Extracto de la piel del fruto de Persea americana Mill. con propiedades antioxidantes
obtenible mediante el procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores.

7. Procedimiento para preparar un producto alimenticio que comprende la adicion a un

producto alimenticio base de un extracto segun la reivindicacién 6.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que el producto alimenticio es un

producto carnico.
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9. Procedimiento segun la reivindicacién 8, en el que la adicion se lleva a cabo por
incorporacion directa del extracto en la composicion del producto cérnico.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que la adicion se lleva a cabo por
incorporacién directa a la superficie del producto carnico mediante micro-pulverizacién

con spray.

11. Producto alimenticio que comprende el extracto segun la reivindicacién 6.

12. Producto alimenticia segun la reivindicacién 11, caracterizado por ser un producto
carnico.

13. Producto alimenticio segun la reivindicacién 12, en el que el producto carnico se
selecciona del grupo formado por un producto carnico crudo, un producto carnico
tratado térmicamente, un producto carnico crudo curado, un producto carnico adobado
y sus mezclas.

14. Producto alimenticio segun las reivindicaciones 12 o 13, en el que la cantidad del
extracto es tal que el contenido de polifenoles totales que presenta es de 200-400 mg
de equivalentes de acido galico por Kg de producto céarnico, habiéndose determinado
dicho contenido de los compuestos fendlicos segun el método Folin-Ciocalteau.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031390

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 18.11.2011

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-14 Sl
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 8-10, 12-14 Sl
Reivindicaciones 1-7, 11 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Consideraciones:

La presente invencion tiene por objeto un procedimiento de obtencion de un extracto con propiedades antioxidantes a
partir de la piel del fruto de Persea americana Mill que comprende (reivindicacion 1):

a) extraccion a partir de la piel triturada con un disolvente seleccionado entre agua, etanol de uso alimentario, o sus
mezclas, y obtencion de un sobrenadante.
b) concentracion del sobrenadante resultante de la etapa a) mediante destilacion al vacio.

El disolvente utilizado es una mezcla de etanol y agua en la proporcién de 7:3 (reiv. 2). La etapa a) se lleva a cabo en un
sistema de homogeneizacion y a temperatura igual o inferior a 35°C (reiv. 3).

La concentracion del extracto se lleva a cabo en una columna de vacio o en evaporador rotativo (reiv. 4).

La actividad antioxidante se determina segun los compuestos fendlicos totales y lleva a cabo seguin el método de Folin-
Ciocalteau (reiv. 5).

También es objeto de proteccion el extracto de la piel del fruto de Persea americana con propiedades antioxidantes
obtenible por el procedimiento anterior (reiv. 6) asi como el procedimiento para preparar un producto alimenticio que
comprende la adicion del extracto (reiv. 7), en que el producto alimenticio es un producto céarnico (8), en que la
incorporacion del extracto es directa en la composicion del producto carnico (reiv. 9) o es indirecta en la superficie de éste
por micro-pulverizacion con spray (reiv. 10).

Por ultimo, es objeto de proteccion el producto alimenticio que comprende el extracto (reiv. 11) y que es un producto
carnico (reiv. 12), seleccionado entre crudo, tratado térmicamente, curado, adobado o sus mezclas (reiv. 13), siendo la
cantidad del extracto tal que el contenido de polifenoles es de 200 a 400 mg de equivalentes de acido galico por kg de
producto carnico (reiv. 14).
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031390

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizaciéon de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 MX JL05000056 A  (CENTRO DE INVESTIGACION Y 01.06.2007
ASISTENCIA EN TECNOLOGIA Y DISENO)
D02 KR 20090055387 A (IND ACADEMIC COOQOP) 02.06.2009
D03 GB 2371545 A (SUPERVITAMINS SDN BHD) 31.07.2002
D04 JP 11246425 A (SHISEIDO CO LTD) 14.09.1999

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD

De los documentos citados D01 a D04, solo D01 divulga la extraccion de antioxidantes provenientes de la piel de
aguacate pero la extraccion se hace con metanol. Los documentos D02 y D04 se refieren a polifenoles extraidos de semilla
de Persea americana, y, por su parte, D03 divulga procedimientos de obtencién a partir de plantas que comprenden etapas
de extraccién con alcohol/agua seguido de destilacion.

En ninguno de los documentos citados se divulga el proceso reivindicado a partir de la piel del fruto del aguacate de
extraccion con agualetanol, o sus mezclas, y concentracion del sobrenadante mediante destilacion al vacio, puestos que en
los documentos citados se emplean disolventes apolares o polares tipo metanol; o cuando se refieren a etanol, no se hace
la extraccion de antioxidante de la piel del fruto del aguacate.

Por ello, a la vista del documento D01 a D04, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 14 tienen novedad de
acuerdo con el Articulo 6 LP 11/86.

ACTIVIDAD INVENTIVA

El objeto de obtener un extracto con propiedades antioxidantes a partir de la piel del fruto de Persea americana que
comprende la extraccion con agua, etanol o mezclas y concentracién del sobrenadante mediante destilacion al vacio o en
evaporador rotativo, resulta evidente para el experto en la técnica a la vista de los documentos D01, D02 y D03. En efecto,

- D01 se refiere al proceso de obtencién de extracto de polifenoles a partir de la semilla de aguacate y sus usos en
alimentacion y cosmética (paginas 4, 6, 7). El proceso implica etapas de extraccion con disolventes apolares y polares, y
etapa de evaporacion del solvente en un evaporador rotativo, caracteristicas técnicas similares a las reivindicaciones 1, 3, 4
de la solicitud en estudio. También esta divulgado el extracto obtenido y su uso en un producto alimenticio asi como el
producto alimenticio que contiene el extracto obtenido, por ello, este documento afecta a la actividad inventiva de las
reivindicaciones 1, 3, 4, 6, 7, 11. Pero ademas,

- D02 se refiere a una composicién de alimento que comprende extractos de aguacate preparados a partir de piel, semilla o
pulpa y que muestra una excelente actividad antioxidante, y son extraidos con metanol (resumen). Si bien, divulga la
obtencion de extractos de aguacate a partir de la piel, no sigue el procedimiento reivindicado. Pero, éste si esta divulgado en
el documento D03, Asi:

- D03 divulga un proceso para recuperar componentes de plantas, sin destruirlos, que comprende entre otras etapas la
extraccion de componentes polares con alcoholes bajos 0 mezclas de éstos con agua seguido de una destilacion que puede
ser al vacio (pagina 3, lineas 8-17; pagina 6, lineas 15-20; reivindicacion 1); la extraccion se hace a temperatura ambiente
(pagina 5, linea 14); el disolvente se puede eliminar por destilacion al vacio o con evaporador (pagina 7, lineas 1-2, 25-28) y
como disolvente también cita el etanol (pagina 12, Ejemplo IV). Los componentes se pueden extraer del aguacate
(reivindicacion 7).

A la vista de estos tres documentos, el experto en la técnica podria llegar, sin ningln esfuerzo inventivo, a extraer
antioxidantes de la piel triturada de aguacate, tras una extraccion con etanol/agua y concentrar el sobrenadante por
destilacion al vacio o con evaporador, puesto que la extracciébn de antioxidantes de la semilla del aguacate y posterior
concentracién ya sea por destilacion o con evaporador ya esta divulgado en los documentos citados D01 a D03.

La proporcion de etanol/agua o la determinacién de los compuestos fendlicos totales segun el método de Folin-
Ciocalteau también resultan obvias en este sector de la técnica.

Por ello, a la vista de los documentos D01 a D03, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 7, 11 carecen de
actividad inventiva segun el Articulo 8 LP 11/86
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