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1. Grupo Operativo AGUACAVALUE,
Bioeconomia Circular del

Aguacate

El proyecto del Grupo Operativo AGUA-
CAVALUE propone soluciones soste-
nibles e innovadoras para revalorizar
los subproductos de la produccion de
aguacate y guacamole (pieles, huesos
y destrio de aguacate) desarrollando
piensos animales, nutracéuticos y cos-
méticos de alto valor afadido.

En los ultimos afios, la industria agroa-
limentaria esta implementando nume-
rosas practicas de bioeconomia circu-
lar para gestionar mejor sus residuos y
ser mas eficiente y sostenible. Una de
estas practicas es el tratamiento ade-
cuado de los subproductos generados
durante el cultivo y procesado de fru-
tas y verduras para obtener productos

de alto valor afiadido con potencial sa-
ludable.

En el caso del aguacate, fruta tropical
cuya produccién y consumo estan en
auge por sus reconocidas propiedades
nutricionales y beneficiosas para la
salud, se desecha mucho destrio que
no alcanza los estandares de calidad
(apréx. 1% de la produccién) y, duran-
te la elaboracién de alimentos deriva-
dos como el guacamole, se generan
gran cantidad de pieles y huesos de
aguacate (30-40% del peso de la fruta
procesada). Estos subproductos su-
ponen un grave problema de gestion,
econdémico y medioambiental para las
empresas productoras mientras que,
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potencialmente, podrian ser utilizados
como fuente natural de compuestos
bioactivos de alto valor.

La produccion espafola de aguacate
ha llegado a unas 96.000 toneladas en
la campana 2019/20, estando concen-
trada principalmente en las provincias
de Malaga y Granada y suponiendo
mas del 90% de la produccion euro-
pea. Teniendo en cuenta el creciendo
exponencialmente de su consumo en
todo el mundo, la alta demanda para el
sector productor de aguacate/guaca-
mole de nuestro pais en los préoximos
afios estd asegurada. Sin embargo,
esto conlleva un gran reto en cuanto a
la adecuada gestién industrial de los
subproductos generados.

Ante esta situacion, varias empresas y
entidades comprometidas con la sos-
tenibilidad de la industria agroalimen-
taria constituyeron el Grupo Operativo
AGUACAVALUE y han desarrollado
un proyecto innovador cuyo objetivo
principal es crear un sistema de eco-
nomia circular mediante el aprove-
chamiento de subproductos de la in-
dustria del aguacate para darles una
salida comercial en los sectores de
alimentaciéon animal, nutracéutico y
cosmético. De esta forma, se pretende
impulsar la transformacion de dichos
subproductos en ingredientes bioacti-
vos de 6ptima calidad, valorizandolos
y mitigando el impacto medioambien-
tal de la creciente demanda de agua-
cate y guacamole.

Problemas:
Desechos - Gestion de residuos
Industriales - Econdmicos

Subproductos = 30% ——————

@ | FE

Huesos + :
Huesos Pieles ] Destrio
Pieles

Revalorizacién

- Medioambientales
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2. Miembros del Grupo Operativo

AGUACAVALUE

El Grupo Operativo AGUACAVALUE
esta coordinado por el Centro Tecno-
légico de Investigacion y Desarrollo
del Alimento Funcional (CIDAF, Gra-
nada), especializado en la [+D+i en in-
gredientes bioactivos para agricultura,
alimentacion, ganaderia y cosmética.
Los demas miembros del consorcio
supra-autonémico son empresas y en-
tidades especializadas de los sectores
implicados en la cadena de valor: Gru-
po LA CANA, agrupacién empresarial
especializada en la produccién, comer-
cializacion y exportacion de produc-
tos hortofruticolas (Motril, Granada);
FRUMACO, empresa encabezada por
SAT Trops dedicada a la elaboracion
de productos derivados del aguacate

(Vélez-Mdélaga, Mélaga); Cooperativas
Agro-alimentarias de Andalucia-Gra-
nada, organizacién que aglutina a coo-
perativas agrarias andaluzas y que di-
rige las actividades de divulgacion del
proyecto; MACOB, empresa de fabrica-
cién de piensos animales (Villanueva
Mesia, Granada); y NATAC Biotech, es-
pecializada en 1+D, produccién indus-
trial y comercializacion de ingredientes
naturales de origen vegetal (Alcorcén,
Madrid). También cuenta con la cola-
boraciéon del CSIC para el desarrollo
de los ensayos de alimentacion animal
en la Estacion Experimental del Zaidin
(Armilla, Granada) y con el asesora-
miento de Activa I+D+i (Malaga).

Integrantes del Grupo Operativo

GRUPO %;E

LA CANA

cooperativas

KPCiDAF

agro-alimentarias 3@ Natae)

Andalucla M ﬁ C o B

Colaboradores

% CSIC &ee:

o B £, TR

aclva
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3. Objetivos del proyecto

El proyecto de innovacion titulado
“Revalorizacion de Subproductos del
Aguacate en Nutricién Animal, Nutra-
céuticos y Cosmecéuticos” tiene dos
objetivos especificos:

Objetivo 1: Formular piensos para ani-
males de alto valor nutritivo y potencial
funcional a partir de los subproductos
del aguacate.

Objetivo 2: Desarrollar cosméticos y
nutracéuticos de alto valor afiadido al

incorporar compuestos bioactivos na-
turales extraidos de los subproductos
del aguacate.

Para llevar a cabo estos objetivos, los
diferentes miembros del Grupo Ope-
rativo AGUACAVALUE han llevado a
cabo numerosas actividades a lo largo
de dos anualidades (2018-2020), de
acuerdo a los Cronogramas de Ejecu-
cién y de Divulgacion presentados en
el Anexo | y Anexo Il de esta guia, res-
pectivamente.

4. Desarrolio y Resuitados del

Proyecto

OBJETIVO 1: Elaboracién de Pellets y Piensos para Alimenta-

cion Animal

I. Obtencion, Caracterizacion y Selec-
cion de las Materias Primas.

Todos los subproductos del aguacate
que se han estudiado en el proyecto
del GO AGUACAVALUE presentan un
alto % de humedad que favorece su
inestabilidad y deterioro microbiolé-
gico durante el almacenamiento. Por
ello, las primeras actividades del pro-

yecto se dirigieron a obtener materias
primas (MPs) estables, tratando de
reducir su humedad hasta un 7-10%.
Para ello, en los subproductos destina-
dos al Objetivo 1 se plantearon inicial-
mente dos opciones de secado:

1. Secado “al aire” (A): todos los sub-
productos se secaron por este proce-
dimiento poniendo 6 kg materia hime-
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da/m2. Se mantuvieron secando unas
8 h (moviendo las muestras cada 2h) a
una T2 ambiental de 35-40 °C y viento
de 8-12 km/h.

- Ventajas:
- Econémico.
- Poco gasto energético de equi-
pamiento/maquinaria.
- Permite tratar un gran volumen
de subproducto a la vez.
- No se alcanzan altas tempera-
turas.

- Inconvenientes:
- Proceso variable e incontrolado,
dependiente de la estacionalidad
y las condiciones ambientales
(meteorologia, humedad ambien-
tal, etc).
- Puede implicar tiempos largos
de secado (segun ratio kg/m2).
- Requiere disponer de grandes
espacios al aire libre que puedan
destinarse a esta actividad.
- Requiere de personal pendiente
de remover el material.

2. Secado en estufa bajo condiciones
fijas de 75 °C (75): se seleccion6 esta
temperatura para minimizar el deterio-
ro de nutrientes y compuestos bioac-
tivos debido al tratamiento térmico.
La carga de la estufa dependié de las
caracteristicas del equipo de secado
y de las posibilidades de ejecucion de
cada empresa, fijandose la carga de la
estufa en:

a. FRUMACO (P: Piel, M: Mezcla, H:

Hueso): 65 kg.

b. LA CANA (DG: Destrio Graso, DD:
Destrio Desgrasado): 6 kg.

- Ventajas:
- Proceso controlado (T?, carga
de la estufa, tiempos de seca-
do..).
- Proceso optimizable.
- Mayor rendimiento de secado
(kg/h)
- Si se dispone de secaderos in-
dustriales, permite tratar un gran
volumen de subproducto.

- Inconvenientes:
- Requiere inversién en equipo de
secado.
- Mayor coste energético del
proceso (dependiente del tamafio
del equipo de secado).

Tras realizar los secados de los dife-
rentes subproductos (P, M, H, DD y DG)
a ambas condiciones (A 'y 75) y deter-
minar el % de humedad inicial y final,
se pudo conocer los rendimientos de
secado (Tabla 1). Comparando entre
los subproductos, P obtuvo el mayor
rendimiento de secado en base hume-
da (se conseguiria tratar mas cantidad
de subproducto humedo), pero en base
seca H fue el subproducto que presen-
t6 mayor rendimiento de secado (se
conseguiria obtener mas cantidad de
MP seca). En cuanto al tipo de secado,
se observo que los secados a 75 °C re-
sultaron mas eficientes que los seca-
dos “al aire”.
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Tabla 1. Rendimientos de secado de estas posibles materias primas (MPs) para la

elaboracién de pellets/piensos.

secapo | MATERIA | igMPhnimeda/ | kgMPseca?-10%/ |  kgMPseca/
PRIMA (MP) (m?x h) {m? x h) (m?x h)
AP 0,750 0,206 0,195
= AM 0,750 0,303 0,278
% AH 0,750 0,535 0,413
A DG 0,750 0,272 0,210
A DD 0,750 0,260 0,195
75P 6,075 1.619 1,579
E 75M 5,778 2,266 2,138
E 75 H 4,063 2618 2234
m 75 DG 1,000 0,405 0,280
75 DD 1,000 0,384 0,260

Las MPs fueron: P = piel, M = mezcla piel+hueso, H = huese, DG = Destrio Graso, DD = Destrio desgrasado;

secadas "al aire” |A} o en estufa a 75 °C (75).

A continuacion se procedié a la mo-
lienda de los subproductos secos en
Grupo LA CANA hasta conseguir “ha-
rinas” de @ < 0,5mm, y se realizé un
control de calidad de las MPs obteni-
das, evaluando su % humedad tras el
secado y la carga microbioldgica. Los
resultados indicaron que todas las MP
presentaron una calidad microbiolé-
gica adecuada para su empleo como
ingredientes alimentarios, aunque des-
tacaron H y DD por su baja carga en
aerobios totales, mohos y levaduras.
En cuanto a su estabilidad y adecua-
cion a ser empleadas en la elaboracion
de pellets/piensos, se observé que de-
bia mejorarse el % de humedad final
de alguna de ellas para que se ajusta-

ran a los valores 6ptimos para la pro-
duccién de pellets (7-10% humedad) y
se asegurase la estabilidad de las MPs
durante el almacenamiento.

El siguiente paso fue la caracteriza-
cién de todas las MPs, evaluando su
valor nutricional, fermentabilidad in
vitro en rumiantes, contenido en com-
puestos fendlicos y potencial bioacti-
vo (antioxidante y antimicrobiano).

Como se observa en la Tabla 2, todos
los subproductos presentaron un alto
% en fibra (35-45%), un % de proteina
relativamente bajo (5-12%) y un alto %
de grasa (15-30%), con excepcion del
hueso (3%) que también destacé por
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su alto contenido en almidén (55%).
Estos resultados reflejaron que el hue-
so (H), seguido del destrio desgrasa-
do (DD), eran las MPs con mejor perfil
nutricional para su incorporacion en
piensos, tanto para rumiantes como
para monogastricos. Ambos subpro-
ductos también fueron los que pre-
sentaron una mayor fermentabilidad
ruminal in vitro y eficiencia energéti-
ca (Tabla 3), como muestra su mayor

produccién de gas (CO2 y CH4) y de
acidos grasos volatiles, el mayor valor
de energia metabolizable y de digesti-
bilidad de materia organica (MO), y la
menor proporcion de acético/propioni-
co (indicativo de que la fermentacion
seria mas eficiente). Por lo tanto, estos
resultados confirman el interés de H'y
DD como materias primas para la ali-
mentacion de rumiantes.

Tabla 2. Composicién Nutricional de las MPs destinadas a pellets/piensos.

Composicion Nutricional | Unidades | AP | 75P | AM | 75M | AH | 75H | ADG | 750G | ADD | 750D DCR DM
Materia seca §100gMF 839 926 EL7 BES3 66,7 7E.0 01,7 69,3 BE6E 60,4 o0-94 90-94
Materia orgénica gtogms | 953 | o60 | e52 | osa | w67 | o970 | owe | ss2 | eeo | sss 02-95 9295
totales wiogms | 485 | 305 | 475 | 320 | 334 | 205 | mem | 1m | amy | am 35 15
Proteina gogns | 947 | 724 | 7es | 741 | 560 | s00 | B3 [ 922 | 115 | 11 18-20 18-20
Grasa gaoems | 246 | 227 | 100 [ 145 | 160 | 2o | a1 [ 370 | 234 | 22 35 55
Fibira neutro «fND | gicogws | 600 | 434 | 4n7 | 407 | 436 | 343 | 8 | o0 | g0s | as0 30-40 25
Fibra dcidk =fap | wacopws | as3 | 318 | 287 | 202 | 1se | owr | 23s | w0 | zes | 3 15.20 24
Lignina (FND y FAD) gacogns | 261 | 180 | 134 | 118 | 142 | 580 | mos | 103 | 200 | 101
Celulosa (FND y FAD) gatogms | 192 | 138 | 153 [ Bas | 4e8 | aoe | 185 | 127 | 165 | 161
[FND) 2100 gvS 156 116 19,0 20,6 147 244 162 15,0 12,9 9,71
HC [abmiddn) * /100 gMs 033 22,66 20,65 | 34,19 45,80 54,76 1,71 3,08 11,7 15,2 I15-15 S5-70
Energia cal/100ghs | 6455 | 4o70 | sses | 5147 | a401 | 4353 | esoz | esw0 | mom2 | e3n1
Energia msgms | 270 | 208 | 234 | 215 | 184 | w2 | w2 | ws | 254 | 264 1822 18-22

* HC: hidratos de carbono (principalmente almiddn), estimado por caleulo. Las MPs fueron: P = piel, M = mezcla piel+hueso,
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Por otra parte, los analisis de
composicion fendlica total (PT) vy
capacidad antioxidante total (TEAC)
(Figura 1) mostraron que el hueso (H)
fue el subproducto con mayorpotencial
antioxidante, obteniendo ademas
valores superiores en la mayoria de
MPs cuando los secados se realizaron
“al aire” (A) que en estufa (75). En
cuanto al potencial antimicrobiano
frente a diferentes microorganismos
deteriorantes, oportunistas y/o
patdgenos, tras realizar varias pruebas
con los extractos concentrados de las
MPs mediante el método Kirby Bauer
(cuanto mayor halo de inhibicién,

A Polifencles Totales (PT) EA (EtOH:H2O, 80:20)
e e

e ﬁ »
— b . a . £y aa
s dy —~ 05f. W
il = I
=
L3 2] L] oo oo

mayor  potencial  antimicrobiano)
(Tabla 4), se observé que todas las
MPs contenian compuestos con
capacidad de inhibir el crecimiento
microbiano, siendo H y DD las
MPs que en general presentaron
mayor actividad. Por lo tanto, al
incorporarlos como ingredientes de
pellets/piensos, podrian ser de interés
por sus propiedades antioxidantes,
conservantes, e incluso, como
alternativa frente al uso masivo de
antibiéticos para mejorar la salud
animal y la seguridad alimentaria de
los productos derivados.

B Capacidad Antioxloxidante Total (TEAC)
EA (E1OH:H20, 80:20)
¥ a
~
= 2 b
z mody B
= » L

Figura 1. Potencial bioactivo de los extractos obtenidos de las MPs para pellets/piensos.

H = hueso, DG = Destrio Graso, DD = Destrio desgrasado; secadas “al aire” (A) o en estufa a 75 °C (75). DC R: Rango adecuado
en dieta general para rumiantes; DC M: Rango adecuado en dieta general para monogdstricos.

Tabla 3. Fermentacién ruminal in vitro de las MPs destinadas a pellets con indculo procedente de ovino.

A) Contenido en Polifenoles Totales (PT). B) Capacidad Antioxidante Total (TEAC). Los ensayos se realizaron con extractos
de las materias primas empleando EtOH:H,0 (80:20, v/v) coma disolvente de extraccidn, Las MPs fueron: P = piel, M =
mezcla piel+hueso, H = hueso, DG = Destrio Graso, DD = Destrio desgrasado; secadas “al aire” (&) 0 en estufa a 75 °C (75).
Las letras fatinas indican diferencias significativas (ANOVA, p<0,05) entre las MPs con secado A; las letras griegas indican
diferencias significativas (ANOVA, p<0,05) entre las MPs con secado 75; Los asteriscos indican diferencias significativas (t-

Pardmetro Unidades AP TSP | AM | 75M AH 75H | ADG |75DG | ADD | 75DD DC

pH 6,65 6,91 661 641 6,51 654 6,56 6,65 6,51 6,54 6,44
Prod Gas 24h, miLfg M5 BE7 64,0 1ol 159 177 174 112 103 125 167 150
CH, ML MS 3,85 4,00 6,83 11,8 11,5 122 T, B3 6,68 8,75 11,12 14
CH, mipmnol aovi100 gms| 234 | 2a8 | 26 | 321 | 3ms | asa | aso [ sxa | 272 | wma 32
Energia il M5 5,15 4,35 5,40 633 7,34 722 5,72 5,52 6,25 744 B4
Digestibilidad de MO kg M5 52 297 367 4606 452 483 391 380 425 503 574
M-NHy mg/100 ml 353 35.6 345 34,6 353 29,2 36,5 34,4 33,5 333 a7
A Grasos Voldtiles Totales Mm 4.4 158 2335 36,8 330 5.0 an,r 20,2 313 B35 438
Acético # 633 59,5 &0.5 59,1 57,5 58,1 59,6 59.3 58,2 575 584
Propignico b 17,7 18,7 18,7 227 230 3.6 2.7 20,8 233 230 21

L 1,53 1E7 1,60 13s 1,43 a0 1,57 1,73 145 1,43 14

Butifco L) 13,1 134 153 128 13.7 131 12,5 123 12,7 133 132
Isowalérico * 2,78 3,52 3,02 247 2,78 130 2,87 3,37 2,70 3,03 3,13
Valérico " 170 | 210 1,82 157 1,62 158 1,80 152 1.73 152 277
3,60 3,03 3,07 2,50 2,51 247 2,74 2,86 2,51 2,51 2,78

student, p<0,05) entre cada subproducto con secado A o 75 (*: p<0,5; **: p<0,01; ***: p<0,001).

Tabla 4. Potencial iano de los extractos obtenidos a partir de las MPs (Ensayo Kirby Bauer).
Ensayo Kirby Baver - Didgmetro halo de infibiddn [mm)
' it MP Plensos (100 mg extracto EA seco/mL) *
el
Nombre clentifio Caracteristicas AF ‘ 5P | AM | 75M ( AH | TSH | ADG | 750G | A DD ‘HDD ﬂ'ullsn(edr I?l
Hliyveramyces morxangs _ |Piensos - Deterarante P 6 [ [ 1 [ 12 [us[ g ] 5[5 e[ =
|Hergas
Gakecivnyces omdkiug |Pienms- Deterdarante 28 L.} 8 B 3 1z 12 12 13 15 15
Bacteria
Enterococeus foecalis intestinal - Oportunista {Gram +) pe] ] i a 13 13 n ns 10 18 B 19
Enterobocter hormeaechel Intestinal - Oportunista {Gram -} n 0 | ws | u [ 75 |55 10 = FE] 12 15
Escherefiia coll Intectinal - Patdgens |Gram -] 37 B A g 85 | g% 11 = = 1 2 20
Stophylrcoccus epidermidis - |Epiderses - Patbgens [Gram +) 37 85 I w | us| 18 20 ? 7 i+ B 1] 13

DC) Dieta Control de buena calidad para produccion de leche en ovine (Concentrado produccion/Heno de avena 1:1)
Las MPs fueron: P = piel, M = mezcla piel+hueso, H = hueso, DG = Destrio Graso, DD = Destrio desgrasado; secadas “al aire” (&)
o en estufa a 75 °C {75).

10

*) Extractos obtenidos con Etanol:Ha0 (80:20] y resuspendidos en acetona a 100 mg/ml. Las MPs fueron: P = piel, M= mezcla
piel+hueso, H = huese, DG = Destrio Graso, DD = Destrio desgrasado; secadas “al aire” (A) o enestufa a 75°C{75).

11
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Una vez seleccionados los subproduc-
tos con mejores propiedades para su
empleo como MPs para pellets/pien-
sos animales (H y DD), en la segunda
anualidad se secaron a gran escala
hasta humedad <10% y se molieron
(Figura 4), obteniendo unos 1000 kg de
harina de hueso de aguacate secados
por dos sistemas diferentes:

- Secado en estufa (HE): Se llevd a
cabo en la estufa de FRUMACO, a una
temperatura de 85°C y una carga de
estufa de 80 kg de hueso partido a la
mitad (tal y como se genera durante la
produccién de guacamole), requirién-
dose unas 20h/tanda para llegar a una
humedad <10% y tardandose 25 dias
en secar todo el hueso necesario.

- Secado en tromel industrial (HT):
Se llevé a cabo a una temperatura de
180-220°C (en un tromel rotativo con
caldera de biomasa) y procesando
unos 1800 kg de hueso de aguacate,
previamente triturado por Grupo LA
CANA justo antes de ser introducido
en el tromel, proceso que llevo unas 3h.
A continuacién se fue afiadiendo a la
boca de entrada del tromel, requirién-
dose unas 3h/tanda para secar todo el
hueso necesario, aunque el tiempo de
residencia medio fue de unos 30 min

ya que fue avanzando por el tromel y
siendo recogido por la boca de salida.
Por lo tanto, se tard6 1 dia en comple-
tar todo el proceso.

También se intentd secar “al sol” la
misma cantidad de destrio desgrasa-
do. En una primera tanda, se trituraron
unos 1000 kg de destrio de aguacate
aportados por Grupo LA CANA y se
desgrasaron por centrifugacion en dos
fases, sin aporte de aguas, obteniendo
por un lado el aceite de aguacate y por
otro la pulpa del aguacate desgrasado,
subproducto con mucha humedad (75-
80%) que fue extendido sobre plasti-
cos de uso agricola en el suelo de una
finca. los dias de secado no fueron 6p-
timos al ser invierno y haber bastante
humedad relativa (60-70%) y tempera-
turas bajas y con bastante oscilacion
térmica entre el dia y la noche (20-
10°C). Ademas, chispe6 uno de los dos
dias de secado, por lo que finalmente
la masa se enmohecié superficialmen-
te antes de llegar a secarse comple-
tamente. Aunque se recogié muestra
del destrio desgrasado secado “al sol”
(DDS) para ser analizada, este subpro-
ducto fue descartado en el proyecto
como MP para la obtencion de pellets/
piensos al no disponer de la cantidad
requerida en buenas condiciones.
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85°C
B0 kg/dia

Hueso (20h/tanda)

- secado en
Estufa

(HE)

25 dias
de secada

Pesaje del hueso
en bandejas

Secado en Estufa Triturado

{post-tratamiento)

180-220°C

B -
B continua
Huesa L-____.- |1800kg/3h)
secado en » = —
Tromel Stk
st E de secado
Traslado del Triturado Carga del| hueso Secado en Tromel Recogida del
huesoy  |pre-tratamiento) en la boca del {ind. Agroven Sur 5.L.) hueso a fa salida
descarga Tromel del Tromel
c

Destrio de Aguacate
§ desgrasado ‘I\l,
(DDS)

Destrio

=

Triturado y Prensado
|Marmosa Soc. Coop. And}  Aceite de Aguacate

Destrio Extendido del Secado al sal Contaminacion
Desgrasado Destria 12 dias, Diciembre) microbiclogica
Humeda Desgrasado

Figura 4. Obtencién de subproductos secados a gran escala (22 anualidad).
A] Hueso de aguacate secado en Estufa (HE); B) Hueso de aguacate secadao en Tromel Industrial (HT):
C) Destrio desgrasado secado al sol (DDS)

Tras analizar los rendimientos de
secado, se confirmé que era mucho
mas eficiente el secado del hueso
de aguacate en tromel (1800kg de
H humedo/dia) que el secado en
estufa (80kg de H humedo/dia). Cabe
indicar que el secado en tromel no fue
optimizado, ya que sélo se realizé una
prueba previa con menor cantidad de
hueso para comprobar que el proceso
era factible, pero con vistas a que éste

proceso parece el mas adecuado para
el tratamiento de grandes volumenes,
seria conveniente ajustar la T3, el ritmo
de carga en el tromel, la velocidad de
rotacién (en caso de emplearse un
tromel rotativo) o probar en un tromel
que tenga cinta transportadora para
asegurar la salida continua y completa
del hueso seco tras su paso por el
tromel.
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En cuanto al destrio desgrasado,
el secado al sol podria ser una
opcion factible en verano donde se
conseguirian rendimientos de secado
muy superiores y posiblemente no
se produciria el enmohecimiento del
producto, como se comprobd en la
12 anualidad. También podria ser una
buena opcion su secado en un tromel
con cinta transportadora.

A continuacién, se procedio a la
molienda de HE y HT hasta conseguir
“harinas” de @<0,5mm, ya que es el
formato adecuado para su posterior
pelletizado, y se realizé el control de
calidad de todas las MPs obtenidas,

Las posibles MPs destinadas a
alimentaciéon animal (HE, HT y DDS)
también fueron caracterizadas in
vitro a nivel de perfil nutricional,
fermentabilidad ruminal in vitro,
potencial bioactivo (antioxidante vy
antimicrobiano) y perfil fendlico.

El perfil nutricional se muestra en la
Tabla 6. Ademas de las MPs obtenidas
en el proyecto, se analizaron también
dos MPs habitualmente empleadas
para la formulacién de piensos (Trigo
y Maiz). Al comparar los resultados
de las posibles MPs, se observaron

evaluando el % de humedad al inicio y
final del proceso (llegando a ser 10-7%
en HE y HT, pero no en DDS) y la carga
microbioldgica, para corroborar que se
trataban de productos seguros a nivel
alimentario y podian emplearse como
ingredientes para piensos animales,
asegurando la estabilidad de las MPs
durante el almacenamiento.

En la Tabla 5 se presenta un resumen
del proceso de obtencién y control de
calidad de los subproductos obtenidos
en la 22 anualidad como posibles MPs
de pellets y piensos.

diferencias significativas entre el
hueso y el destrio desgrasado para
todos los pardmetros (HE&HT # DDS),
pero el tipo de secado del hueso no
tuvo un efecto en la mayoria de los
valores nutricionales (HE ~ HT), aunque
los valores del contenido en fibra y
minerales en HE fueron ligeramente
superiores a los de HT, que en cambio
obtuvo mayor contenido en hidratos de
carbono (HC, principalmente almidén).

Porlotanto,losresultadoscorroboraron
el interés del Hueso como materia
prima para la nutricién de rumiantes,

14
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Tabla 5. Proceso de obtencién y control de calidad de las de las posibles materias
primas (MPs) para pellets/piensos animales obtenidas en la 22 anualidad

SUBPRODUCTO DEL AGUACATE
HUESO DESTRIO
PARAMETRO UNIDADES | SECADO Patiiess D
' EN ESTUFA SECADO AL 50L
(HE) (DDS)
Triturado
Pre-tratamiento Voo del desgrasado \l;El
(antes de secado) S bueso destrio de
10 <1cm)
aguacate
T 180-220°C No adecuadas
.E Contfitines du e P Carga humedad relativa
o continua (60-70%)
E 20h/tanda | (1800 kg/3h) T2 (20-10 'C)
3 Tlempo requerido para
B obtener unos 1000 kg dias 25 1 >3 dias
§ hasta humedad < 7-10%
= Rendimiento de secada Fg e . "
Bt et S himeda f 80 kg/dia 1800 kg/dia -
dia
Post-tratamiento Triturado
(tras secado) (@=1cm) E B
Molienda @ [mm) =I5 =0,5 -
Humedad
2 Inicial (36) 45,6 46,1 77,5
2 Final (%) 8,81 7,28 524
5 Carga microbloldglca (tras
§ secado)
2 Aerobios Totales log 10 ufc/g 2,41 1,22 4,39
= Enterobacterias log 10 ufc/e ND ND ND
3 Listeria monocytogenes | log 10 ufe/g ND ND ND
Mohos y Levaduras log 10 ufc/g <i ND 2,51

ND: no detectado
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estando su % de inclusion limitado a
un 50-60% por su alto contenido en
HC. El Destrio desgrasado también
podria ser de interés para rumiantes,
aunque su incorporacién en el pienso
estaria limitada a un 20% por su alto
contenido en grasa.

Por otro lado, el perfil nutricional de

HE, HT y DDS se podria ajustar bien
a la dieta de monogastricos con una
formulacion adecuada del pienso para
restringir su % de inclusién (limitado
principalmente por el alto % en fibra)
por lo que como maximo el Hueso
podria incorporarse a un 15-20% y el
Destrio desgrasado en un 10%.

Tabla 6. Composicion nutricional de las MPs destinadas a pellets/piensos.

i -
Composicién Nutricional Unidades | HE | HT | DDs || Trigo | DCR | DCM
Materia seca enoogme | 893 | sss | as9 884 | @15 50.84 a0.94
ia organica ghooems | 925 | 942 | 953 981 | 989 92:95 92-95
Minerales totales ghoogms | 646 | 576 | 468 195 | 108 35 35
Proteina B100gMS go0 | 630 | 117 120 | 560 18-20 18-20
Grasa ghoogws | 200 | a08 | 228 148 | 373 3.3 58
Fibra neutro detergente = FND ghoogms | 401 | 344 | 473 277 | 11 3040 25
Fibra dcida detergente = FAD ghoogms | 188 | 200 | 316 393 | 260 1520 2.4
Lignina (FND y FAD) ghoogws | 1400 | 1550 | 184 147 | 100
HC {almidén) * gioogms | 424 | 494 | 135 569 | 745 25.35 5570
|Ermxh Kkealfioogms | 390 | 385 | e37 a7 | 387
[Energia wmpems | 163 | 181 | 287 170 | 162 18.22 1822

* HC: hidratos de carbono (principalmente almiddén), estimado por calculo,
HE: Hueso secado en estufa; HT: Hueso secado en tromel; DDS: Destrio desgrasado secado al 5ol;
DC R: Rango adecuado en dieta de rumiantes; DC M: Rango adecuado en dieta de monogastricos.

Respecto a la evaluacion de la
fermentabilidad ruminal in Vvitro,
se realizd sélo con HE y HT y se
observd que la sustitucién parcial
del pienso de una dieta optima para
sistema de produccion intensivo en
rumiantes por hueso de aguacate
no modificaba significativamente
(p<0,05) la produccion de gas (Figura
5) ni ningun valor de los pardametros
fermentativos ruminales evaluados
(pH, produccion de gas, acidos grasos
volatiles, amonio, metano y 4acido

lactico), independientemente del % de
sustitucionprobado (0-50%) odeltipode
secado (tromel o estufa). En definitiva,
tanto HE como HT demostraron
ser MPs muy fermentables en el
rumen, pudiendo ser incluidas en el
pienso de rumiantes hasta un 50%
sin modificar su fermentabilidad, no
alterando tampoco la composicién
ni actividad microbiana del rumen, y
confirmando por tanto su interés para
la alimentacion de rumiantes.
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Gas total, ml

0 20 40

Tiempo, h

¥ =38,609In(x)- 18317
R? = D,9836
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HE 25%

HE 32,5%
HE 50%

HT 12,5%
HT 25%

HT 32,5%

—+ HT 50%
—— Logaritmica (0%}

RERERE

Figura 5. Cinética la produccién de gas in vitro de las distintas dietas experimentales,
en funcidn del % de sustitucion (0, 12.5; 25, 37.5 o 50%) del pienso que forma parte de una
racién estdndar de caprino por hueso de aguacate secado en estufa (HE) o en tromel (HT).

En cuanto a la evaluacion del potencial
antioxidante y perfil fendlico de las
posibles MPs destinadas a pellets/
piensos (Figura 6 y Tabla 7), se observé
que el hueso de aguacate tenia una
capacidad antioxidante y contenido en
compuestos fenélicos muy superior a
otras materias primas usadas como
ingredientes de piensos (trigo y maiz),
siendo mayores los valores de TEAC,
PT y concentracion de compuestos

A  Polifenoles Totales (PT) EA (EtOH:H20, 80:20)

gEq AG / 100 g MP
o
=}

Materias Primas [MP)

EEqT/100g MP
E B

| b
a
el — M

HE HT DD5 Trigo Maiz

pormenorizados del

hueso secado en tromel (HT) que
en estufa (HE). Por lo tanto, a pesar
de las elevadas temperaturas que se
alcanzan en el tromel, la rapidez en el
secado compensa los largos tiempos
que se requieren al secar en estufa
a menor temperatura, consiguiendo
conservar mayor cantidad de
compuestos bioactivos en el hueso de
aguacate.

Capacidad Antioxidante Total (TEAC)
EA (EtOH:H20, 80:20)
d

b a b
B =
HE HT Do Trigo Maiz

Materias Primas [MP)

Figura 6. Potencial bioactivo de las posibles materias primas (MPs) para pellets/piensos.
A) Contenldo en Polifencles Totales (PT}, B) Capacidad Antioxidante Total (TEAC), Las extracclones de las MPs se
realizaron con EtOH:H:0 (80:20, v/v). HE: Huese secado en estufa; HT: Hueso secado en tromel; DDS: Destrio desgrasado

secado al Sol. Las letras latings indican diferencias significativas entre las MPs [ANOVA, p<0,05),
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Tabla 7. Perfil fenclico pormenorizado de las MPs destinadas a pellets/piensos

PARAMETRO UNIDADES HE HT DDS prary [

Quinie acid 2204041 2611024 - 3,06 191,06
Hydremtyrosol slucaside .130£0.011 | 0.350+0.030 = 1243 315,11
E 3-D-caffeoyiquinic acid 0,049+ 0,009 | 0.1714£0.020 = 1359 353,08
g_ Tyrosol glu coside - 0.026+ 0,006 - 1396 443,19
- |Penstemide 00260010 | 0.06940.020 - 1396 443,15
E D acid / Exshyl p - - 0,013 £0.001 14,18 181,05
Proc_ dimer B <0q 0.018 4 0.004 - 1431 577,14
§ 5-O-caffeoyiquinic acid <00 <100 = 149 353.08
f 4-O-caffecyiquinic acid 011640007 | 0.052+0005 - 1535 353,08
g (+}Catach IrLI B/I008ES | 0 cos0052 | 076020081 - 1558 | 28,07
Proc. dimer 0070:0.023 | 0.143:0005 | 0.042:0.001 | 1587 577,14
__-E Dihydrophaseic acid, derivs | Octyl gallate - - 007710005 | 1647 281,14
[-+Epicatechin 04500054 | 05700085 <l0a 16,59 288,07
Vanillic acid glucosids <00 - = 1731 329,00
H Hydromyabs cisic acid glucoside 0.800 £ 0.051 1154007 ¥ 17,86 441 18
Quercetin-3-0-nitin g loe - - 0.050+0.004 | 1821 608,15
Procyanidin A2 0.026 £0.002 1893 575,12
Cusrcatin 0,070 4£0.004 22,76 301.04

TOTAL (en extracto)| g/ 1008 E5 4.361 5.919 0.278

Extractabilidad de compuestos BES/ 105 120 301

100g MP {dm)
TOTAL(enMP)| mg/100g MP 458 763 837

HE: Hueso secado en estufa; HT: Hueso secado en tromel; DDS: Destrio desgrasado secadoe al Sol.

Al estudiar el potencial antimicrobiano
de los extractos mediante el método
“Kirby Bauer” (Tabla 8), se comprobd
que a una concentracion de 100
mg/mL, tanto HE como HT tuvieron
efectos inhibidores frente a las
cepas bacterianas ensayadas, sin
diferencias significativas entre ellos,
y siendo el potencial antimicrobiano
unas 100 veces inferior al del
antibidtico Cloranfenicol (control +).
A continuacion, se estudi® mds a
fondo el potencial antimicrobiano,
determinando las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) frente

a las cepas en las que se observo
mayor efecto inhibidor, empleando
el ensayo de dilucion en caldo con
inéculo de 104ufc/mL en presencia
de diferentes concentraciones de los
extractos e incubacion durante 24h a
la T2 de crecimiento. Los resultados
no mostraron diferencias entre HE
y HT, observando que presentaron
efectividad frente al crecimiento
de S. aureus a partir de 2 mg/mL
y que inhibieron el crecimientode
S. epidermidis, B. cereus y L.
monocytogenes a partir de 10 mg/mL.
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Tabla 8. Potencial antimicrobiano de las MPs destinadas a pellets/piensos (Ensayo Kirby Bauer)

Ensayo Kirby Bauer - Diimetro hako de inhibicion (mm)
A ST l A 1 ™= MPs para piensos Claranfenical
: (=l (100 mg extracts B4 secaf/mi] * [20 L/ posilla) (1rg/my)

MNombre clentifico Caracteristicas HE HT Control {-}

Intestingl -
Enne(;kmcms ey docardals. infi da = 12-15 11-12 18-23
o Heridas

il y mucnsas - Fatdgena nporurista Causa lesicnes da
anphy!’ococcus pial, m ast s, endocarditic, noumenias, artrits & 37 16-16 1515 2225
gtk Intosicaciones sfimentoriss.

Pial y mucosas - Patdgeno oportanista. Causa principaimants:
"”: WIBCBEHE | e matitin y lesicnes de plel; tambidn puede ser causade | 37 1617 1717 1024
P mastitis subslinicas y endocardiis.

Ubsicua {sudh, agus, alimentas) - Patdgens. Produce esporas

eden contam inar gran variedad de alimentos, Ds lagar

Bacils WERS

& s e £ 1919 ™19 211
cerews bl [nor Arimetir i ik

osmdtico en o testing, diwress, hemolsis, vémitos, etc

Ubkcua {=ucio, agua, alimentos- Patdgeno intracshular
Listeria nmr(unlsie‘). merfza SNC, placeniay a:'rf-av?’:anad de - 1616 1616 1821
merecy o enes célula hep dticas

provocarcda maningitls, shortos, gastronterits, stc,

Por lo tanto, la mayor eficiencia de
obtencion junto con el mayor potencial
biactivo (capacidad antioxidante vy
concentracion fenolica), corroboraron
la seleccion del Hueso secado en
Tromel (HT) como la mejor materia
prima con la que elaborar los pellets
y piensos para los estudios en
animales. Ademads, debe tenerse en
cuenta que el proceso de secado
en tromel no fue optimizado, por lo

que podria conseguirse una mayor
eficiencia y conservacion del potencial
bioactivo del hueso realizando un
disefio experimental en un tromel de
secado destinado a esta finalidad.

No obstante, al disponer de suficiente
cantidad de hueso secado en estufa
(HE), se decidié emplearlo también
para la produccion de pellets y asi
poder comparar ambos productos
granulados.

Il. Elaboracion y Caracterizacion de
Pellets y Piensos

Con las harinas de hueso secado
en estufa (HE) y en tromel (HT) se
obtuvieron en MACOB productos
granulados (pellets) para rumiantes,

denominados respectivamente PHE
y PHT. Ambos pellets presentaron
caracteristicas  fisicas (dureza vy
consistencia) y visuales adecuadas
para su futura comercializacion vy
manipulacién en granja (Figura 7).
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Figura 7. Pellets de hueso de aguacate secado en estufa (PHE) y en tromel (PHT).

A continuaciéon se evalué el perfil
nutricional de PHE y PHT en MACOB
mediante un analizador de piensos
basado en el andlisis NIR, que
utiliza tecnologia punta de infrarrojo
cercano para estimar los principales
parametros de interés en piensos
(humedad, proteina, grasa, cenizas,
fibra y almidén). Ademdés de servir
como un control de calidad de los
pellets, esta evaluacion permitid
comparar la composicion de los pellets
AGUACAVALUE (PHE y PHT) otros
ingredientes empleados por MACOB
para la elaboracién de sus piensos y
con los propios piensos (Tabla 9). Se
observé que PHE y PHT obtuvieron
valores muy parecidos entre si,

presentando: un contenido en proteina
similar al de ingredientes como el maiz
o la alfalfa, pero inferior al de la soja;
niveles de grasa del rango de la avena
e intermedio respecto al resto de
ingredientes; contenido en fibra similar
a la mayoria de ingredientes, pero
inferior al del pellet de alfalfa; aporte
de hidratos de carbono del rango del
maiz y superior al de la soja o |a alfalfa;
y niveles de minerales intermedios.
Por lo cual, en general, PHE y PHT son
ingredientes de interés para formular
mezclas de piensos en las que se
compensen los nutrientes de acuerdo
a los requerimientos de cada etapa de
crecimiento y de cada grupo animal.
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Tabla 9. Analisis nutricional por NIR de los |

llets, ingredientes y pi de MACOB.

MUESTRAS

Composicion Nutridonal (% w/w, MS)

Ademds del perfil nutricional, a raiz
de los siguientes estudios que se
realizaron de ingesta voluntaria
y fermentacién ruminal in sacco
(descritos en el siguiente apartado
de “Estudios en animales”), se
fueron elaborando en MACOB otros
pellets y piensos para rumiantes y
monogastricos, realizando cambios
en la formulacién hasta llegar a los
piensos finales destinados a ser
empleados en los estudios in vivo.
Entre ellos, para alimentacion de
rumiantes, se decidié probar a afadir
un 0,1% de aromatizante de fresa
al PHT por si se conseguia mejorar
la palatabilidad y aceptabilidad de
los pellets de hueso de aguacate.
También se prepar6 el pienso base
para rumiantes en lactacioén (Ca014)
con un 20% de inclusiéon del pellet

Pellet de hueso secado en estufa PHE 1800 3,8 68% 52,6% 6,7% 12,1%
Pellet de hueso secado en tramel | e [ 8% | ame | 67 | SLE% | % | 123%
 Ingredientes de Piensos {Macob) ) : ) : : ]
Habas de Soja Hasa 26,5% 19,08 50% 26,0% 4,8 5,7
Avena Ave 89% 4,05 11,5% 63,6% 2,8 B,6%
S0ja en haring Alta Proteing 465 SojAP 46.0% 7.9%
Soja en harina Normal Saja 13,0% 17% 56% 36,1% 6,0% 7,6%
Gluten Maiz GlutM 19,0% 3% 7.6% 56,2% 6,5% B,4%
Pellet de Alfalf deshidratada {granulzd Alfp 19,0% 1,8% 0,5% 37.2% 9,5% 11.7%
Piensas (Macob)

Mezcla Cbras POTENTE § CaPs [ wo% | su4% |
Mezcla Czbras AURDRA BARRDSO CahB
Granulado Cabras 22-6 Ca2ls

do Cabras 0-14
Pienso Cerdos PRODUMIX Crecimiento
Pienso Cerdos PRODUMIX Engorde E

de hueso de aguacate. Respecto a
los piensos para monogastricos, se
partio del pienso base para cerdos en
crecimiento (CePCr) y se suplementd
con un 10% o un 20% de la harina de
hueso de aguacate secado en tromel.
Por lo tanto, los pellets y piensos
que han sido analizados durante el
proyecto han sido:

- Pellet de hueso secado en estufa
(PHE)

- Pellet de hueso secado en tromel
(PHT)

- Pellet de hueso secado en tromel +
aromatizante de fresa (0,1%) (PHT+f)
- Pienso pelletizado base para
rumiantes en lactacion - Ca014) (BR)
- Pienso pelletizado base para
rumiantes en lactacion incorporando
un 20% de pellet de hueso secado en
Tromel (BR_PHT20)
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- Pienso base para cerdos
(monogastricos) en crecimiento -
CePCr (BM)

- Pienso base para cerdos
(monogastricos) en crecimiento
incorporando un 10% de hueso
secado en Tromel (BM_HT10)

- Pienso base para cerdos
(monogastricos) en crecimiento
incorporando un 20% de hueso
secado en Tromel (BM_HT20).

En todos estos pellets y piensos se
evalué su composicién fendlica y su
bioactividad (potencial antioxidante y
antimicrobiano) para caracterizarlos y
comprobar si el proceso de pelletizado
no afectaba mucho a las propiedades
bioactivas observadas en las MPs de
partida.

En primer lugar se evaluo6 el contenido
fendlico total (PT) y capacidad
antioxidante total (TEAC), por los
métodos Folin-Ciocalteau y ABTS,
respectivamente. Los resultados de

los pellets y piensos destinados a
rumiantes y monogasticos (Figura
8) mostraron tendencias similares
entre las muestras para ambas
determinaciones, destacando que:

- PHT presenté mayor PT y TEAC que
PHE.

- No hubo diferencias significativas
entre PHT y PHT+f, por lo que la adicion
del aromatizante de fresa no afecté al
potencial bioactivo de PHT.

- BR_PHT20 presenté mayor PTy TEAC
que BR, por lo que la incorporacion
de PHT al 20% en el pienso
base para rumiantes incrementa
significativamente su  contenido
fendlico y capacidad antioxidante.

- BM_HT20 present6 mayor PTy TEAC
que BM_HT10,y éste que BM, por lo que
la incorporacion de HT al 10 y al 20%
en el pienso base para monogastricos
va incrementando significativamente
su contenido fendlico y potencial
antioxidante.

Tabla 10. Potencial antimicrobiano de los p

y pi (Ensayo Kirby Bauer)

Microorganisi
2 ram

Nombre cientifico

Enterococcus

28 | 10-11| 85 78 810 9-10
aecalis

Ensayo Kirby Bauer - Didmetro halo de inhibicidn (mm)

Disolvente
Pellets y Piensos (100 mg extracto EA seco/mL) * (20 pL / pocillo) c'“[':“:':ico' HZOHED-£00H,
mg/mi

244, uhd

Control (-}

18-23 -

Staphylococous
oureus

37 11-11

22-25

Srophylococcus

st 37 | 1112 | 11-11 | 1012

20-24

fadiiug a0 15-15 2122 -
cereus

Listerfa 27 11-12 1821
mongcytogenes

PHE: Pellet de hueso de aguacate secado en estufa; PHT: Pellet de hueso de aguacate secado en tromel;
PHTH PHT con ©,1% de aromatizante de fresa; BR: pienso pelletizado base para rumiantes en lactacion -
CaD14; BR_PHT20: BR con un 20% de PHT; BM: plenso base para cerdos en crecimiento - CePCr;
BM_HT10: BM con 10% de HT; BM_HT20: BM con 20% de HT.
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Figura 8. Potencial bioactivo de los pellets y piensos para rumiantes y monogastrico. 4) Contenido en Polifenoles
Totales (PT) de los pellets y piensos granulados destinados a rumlantes. B) Capacidad Antioxidante Total (TEAC) de los
pellets y piensos granulados destinados a rumiantes. €} Contenido en Polifenoles Totales (PT) de los piensos para
monogastricos. D) Capacidad Antioxidante Total (TEAC) de los piensos para monogastricos. Los ensayos se realizaran tras
extraccion de las muestras con EtOH:H,0 (80:20, v/v]. PHE: Pellet de hueso de aguacate secado en estufa; PHT: Pellet de
hueso de aguacate secado en tromel; PHT+: PHT con 0,1% de aromatizante de fresa; BR: pienso pelletizado base para
rumiantes en lactacidn - Ca014; BR_PHT20: BR con un 20% de PHT; BM: pienso base para cerdos en crecimiento - CePCr;
BM_HT10: BM con 10% de HT; BM_HT20: BM con 20% de HT; HT: Harina de hueso de aguacate secado en tromel. En cada
grafica, las fetras latings indican diferencias significativas entre las muestras (ANOVA, p<0,05).

También se estudié el potencial
antimicrobiano de los pellets vy
piensos frente a las bacterias Gram
(+) en las que se testaron las materias
primas, evaluando inicialmente el
efecto inhibidor del crecimiento de
E. faecalis y S. epidermidis por el
método “Kirby Bauer”. Los resultados
(Tabla 10) mostraron que no hubo
mejoras significativas en el potencial
antimicrobiano de los pellets y piensos
por una incorporacion de hasta un
20% de hueso de aguacate, por lo que
frente al resto de microorganismos
solo se analizd la actividad inhibitoria

de PHT, determinando ademds sus
concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) y comparandolas con las
encontradas para la harina empleada
como materia prima en su elaboracién
(HT). En estos ensayos se probaron
diferentes concentraciones de PHT y
HT (entre 0,5-25 mg/mL), observando
menor efectividad antimicrobiana de
PHT frente a S. aureus (CMI = 10 mg/
mL) y S. epidermidis (CMI = 25 mg/
mL), siendo los CMI de HT de 2 mg/
mL y 10 mg/mL, respectivamente. En
cambio, los resultados de PHT y HT
fueron similares frente a B. cereus
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y L. monocytogenes (CMI = 10 mg/
mL), aunque podria ajustarse mas los
valores de CMI obtenidos evaluando
diluciones de los extractos entre dicha
concentracién y la anterior en la que ya
se observo crecimiento bacteriano.

La caracterizacion de los pellets y
piensos se complet6 evaluando el
perfil fendlico por HPLC-ESI-TOF-
MS. En los destinados a rumiantes
(Tabla 11), no se encontraron grandes
diferencias cualitativas entre PHE y
PHT ya que ambos proceden de hueso

de aguacate, pero si se observé una
mayor cantidad de la mayoria de los
compuestos detectados en PHT que
en PHE. Por otro lado, los resultados
muestran que la incorporacion
de aromatizante de fresa en PHT
apenas modifica su perfil fendlico. En
cambio, al incorporar un 20% de PHT
en el pienso granulado base para
rumiantes, se consiguiod incrementar
la cantidad total de compuestos
fendlicos identificados en mas de 2,5
veces, pasando de 72 mg/100 g (BR) a
184 mg/100 g (BR+PHT20).

Tabla 11. Perfil fendlico pormenorizado de los Pellets y Piensos granulados destinados a Rumiantes.

n Men
PARAMETRD UNIDADES PHE PHT - BR : . ," il | s

|Hutromtwasol plucoside €100 £ 0.010 0220 1 0.010 0.230 10.022 0048 £0.004 1 | 31511
[Perists mide 0115 £ 00 0143 4 008 0.050:0.009 - 0085 £0.003 12AT 44319
|3-0-caffzayiquinic aod 0110 £0.010 DZaD1R020 0250011 019010011 0.204 £ 0.006 1353 3530
/| (++-Catechin 4173 £ 0008 03394005 0,351 1 0.010 = 0055 £0.003 p5 | 28307
- JProc_dimer B - 2065 1 0.007 0,089 £ 0.020 » 0047 £0.002 1438 57714
= [Tub=zrnic aci ghicoside - - 0,140 + 0,031 0.46 £0002 0004 £0.001 1441 38717
| |5-0-caffeoyiquinic acd 0380 £ 0020 041010020 047140011 0.043 $0002 0L068 £0.003 148 35309
Y ide /I chaftosids = v 0.030 £ 0001 0029 £0.002 1508 56314
[4-0-caffadguinic add 0027 £ 000 003310009 0.053 10007 = 200 1523 35308
' |i-FEpicaiechin 0.146 £ 005 0275 1 0B 0.278 10.023 - 0.030 £ 0.006 1513 28947
| |Daian * 0037 £ R005 0,035 2 0,006 5 <00 1533 21510
v oeriol 7-0--D-gh i 0104 £0.004 2034 10004 00251004 <400 0002 £0.001 1553 46111
[Hydroomya bs disic acid ghicoside 028E £ 0009 0520 1 0.020 G550 $0.047 0121 £0.004 1637 44118
Daidzein/ChrysiniChrysophanol 0.098 £ 000 0085 1 0.004 0065 1 0.007 - 0113 +0.006 173 | 15305
3 noside |, ) 0240 £0.010 02001 0.010 0.210 10.014 0.081£0007 @142 £0.004 1744 43110
& |Caian 8" C-aciake 0.02% £ WNE D02Z 4 0001 0.023 1 0.004 0002 £0.001 0012 +0.001 1333 457,11
| [censtan 0115 £ (00 0100+ W5 0,104 10.020 0.131 10010 0182 £0.003 1351 16305
(Genistin 6-0-acetate 0.112 £0.00¢ 0038 +n0i0 0.105 £ 0,009 - 0038 £0.007 7 47311
Daidzein ChrysiniChryso phanol 0.167 £0.004 0.140 1 0.0LD 6,139 10.006 0.07¢£0005 0104 £0.003 05 25305
| Apige nin 0124 £ L00S 0.104 1 008 0.108 1 0.008 0.054 $0.005 0074 £0.005 1326 26905

£ TOTAL ¢/ 100 g5 2349 3am 3269 0.682 1365

- £ES 7100
Extractabilidad de campuestos £ PP ] B0 b ] 130 106 135
ToTAL{en?] 7 305 400 25 7 184

PHE: Pellet de hueso de aguacate secado en estufa; PHT: Pellet de hueso de aguacate secado en tromel; PHT+: PHT con 0,1%
de aromatizante de fresa; BR: pienso pelletizado base para rumiantes en lactacidn - CaD14; BR_PHT20: BR con un 20% de PHT.

PP: pellet/pienso,
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Tabla 12. Perfil fendlico pormenorizado de los Piensos destinados a M, astricos.
PARAMETRO UNIDADES BM BM_HT10 (mr:"' '::
Penskemide 0.062 +0.002 0053+ 0004 0.097 +0.003 1203 | 84313
Froc. dimer 8 0.039 +0.002 0061 +0.005 0,081 £0.003 122 | 57708
g 3-0-cataoviquinic acid 0.08:0.02 0300 £0.011 126 | 283,00
Catechin D.0E1 0005 0.201 0,008 13,77 | 28907
Tubsronic acid gucoside 0.109 £ 0008 0.141=0.004 1415 | 38737
E Epicatechin 0058 + 0006 0.135 20,009 1472 | 2BO07
? |astibinEncdictol T-0-glutoside - DA £ 0001 0,021 20.004 1456 | 44911
Daidzin 0127 1 0.004 01140002 0.085 =1.005 1537 | 1511
g Hyoronyatselsic acid glucos de E 0101+ 0008 0,231 =0.009 1611 | 441,18
= |Daldzeint hrysindChysophanol 0224 2 0.003 0210+ 0021 0187 =0.005 17,15 253,05
& i N5 0188 £ 0.006 0.185+0.003 0.160 0.010 1727 | 43110
BN o co-acetne 0.031 £ 0.006 0043 1 0005 0.033 £0.004 1831 | 45711
E Genisen 0237 +0.005 02200021 0.192 £0.008 18,72 269,04
Genisin 6'-O-acelaie 0140 x0.021 0142 £0.024 0.134:0.005 20,01 | 47311
[Daidze InC heys InfCh vsophanol 0.112 0,002 0.110+0011 0.105 = 0.004 208 253,05
Apgenin 0.056 + 0.008 D70+ 0013 0.095 £0.008 23.06 | 269,05 |
TOTAL g/ 100¢g ES 1.216 1.708 2.198
= =
Extractabilidad de compuestos 10028 872 9.75 1062
e 7100
TOTAL (en PP) :fp o 18 167 234

BM: pienso base para cerdos en crecimiento - CePCr; BM_HT10: BM con 10% de HT; BM_HT20: BM con 20% de HT,

PP: pellet/pienso.

En los piensos destinados a
monogastricos (Tabla 12) también
se observo que la incorporacion de
HT hasta un 20% en el pienso base
iba incrementando la cantidad de
compuestos fendlicos presentes,
llegando a duplicarla (234 mg/100 g
de BM_HT20 frente a los 118 mg/100
g de BM).

Cabe indicar que en el perfil fendlico
s6lo se han identificado dimeros de
procianidinas, por lo que los resultados
no son indicativos del incremento real
en la concentraciéon de compuestos
fendlicos totales, pero si de la mejora

en la composicién fendlica que supone
la inclusion de hueso de aguacate en
los pellets y piensos.

Finalmente, dado que al comparar los
resultados de los pellets (PHT y PHE)
con los de las harinas de partida (HT
y HE) se observé que el proceso de
pelletizado disminuia ligeramente el
contenido en compuestos fendlicos
y potencial bioactivo, se recomienda
la incorporacion del hueso de
aguacate en formato harina en los
piensos que no requieran granulacion,
como es el caso de los destinados a
monogastricos.
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Estudios en Animales con los Pellets y
Piensos AGUACAVALUE.

Una vez conocida la composicion
nutricional y potencial bioactivo los
pellets/piensos que incorporan hueso
de aguacate en su composicion, se
determind que el grupo animal en cuya
racion tendrian mas interés incluirlos
era en rumiantes, principalmente
durante la etapa de engorde y la etapa
de produccion de leche. Por ello, se
decidi6 llevar a cabo estudios in vivo
en rumiantes pequefos, al permitir
aumentar el nimero de “muestra” en el
estudio. Concretamente, se emplearon
cabras murciano-granadinas, raza de
largo recorrido en seleccion genética
para la mejora de aptitud lechera y
que es habitualmente empleada como
modelo de vacuno de leche, y ovino de
raza segurefa, de reconocida aptitud
carnica y que puede considerarse
como modelo de vacuno de engorde.

Figura 9. Fermentacién ruminal in vitro.

Antes de pasar a los estudios de
digestibilidad y a evaluar posibles
efectos funcionales en los animales,
para definir el nivel de inclusién del
pellet de aguacate en el pienso, se
determiné la fermentabilidad ruminal
in vitro e in sacco de PHE y PHT,
y se comprobd su palatabilidad e
ingesta voluntaria en las especies
mencionadas.

La fermentabilidad ruminal se simulé
en frascos Wheaton (Figura 9). Los
resultados fueron muy similares a los
obtenidos con las materias primas
HE y HT, sin observarse efectos por la
inclusion de PHE o PHT en el pienso
base BR hasta un 50% (maximo nivel
probado de acuerdo a los resultados
del estudio nutricional) en ninguno
de los pardmetros fermentativos
evaluados, lo que sugiere un 6éptimo
comportamiento de PHT o PHE en el
rumen al sustituir hasta al menos un
50% de un pienso comercial.

Con cabras canuladas (n=5) se evalué
la degradabilidad ruminal in sacco de
PHE y PHT, comparandola con la del
trigoy el maiz (Tabla13). Losresultados
fueron practicamente equivalentes
entre PHE y PHT, con casi un 60% de
fraccion “a” (rdpidamente degradable)
y alrededor de un 40% de fraccién “b”
(potencialmente degradable), valores
que también fueron equiparables a los
del trigo. La degradabilidad efectiva
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estuvo en torno al 80%, similar a la
del maiz pero inferior a la del trigo
(86%). No obstante, la velocidad de
degradacion de la fraccién “b” de PHE
y PHT resulté ser inferior a la de los
cereales de referencia evaluados, lo
que supone una ventaja en raciones
altamente forrajeras que requieren
cierta ralentizacion en el aporte

de energia para ser empleada por
microorganismos que degradan fibra
mas lentamente, sincronizando asi la
liberacion de energia para la sintesis de
proteina microbiana. La degradacion
potencial de PHE y PHT fue muy alta
(préxima al 100%), mientras que la de
los cereales fue ligeramente inferior
(apréx. 95%).

Tabla 13. Caracteristicas de |la degradabilidad ruminal in sacco de los pellets de hueso de

aguacate secado en estufa [PHE) o en tromel (PHT) y de otras materias primas de piensos.

etros | PHE Trigo
a,% 57,3 58,7 56,2 82,7
b, % 429 40,2 383 125
¢, ht 0,037 0,038 0,240 0,160
DE, % 80,2 80,4 86,0 79,6
DP, % 99,8 98,8 94,5 95,2

a: fraccion rapidamente degradable; b: fraccion potencialmente degradable; ¢ velocidad de

degradacién de la fraccién b; DE: degradabilidad efectiva; DP: degradabilidad potencial.

En paralelo a los ensayos in vitro e
in sacco, se llevaron a cabo pruebas
de ingesta voluntaria durante una
semana en caprino y ovino (12
animales por grupo experimental) para
comprobar el nivel de aceptacion de
PHE y PHT para estas especies. No se
detectaron diferencias significativas
en la ingesta voluntaria entre ambos
tipos de pellets ni entre especies, a
pesar de que: a) numéricamente la
ingesta para caprino fuese de 93,2
g/d frente a los 169 g/d de ovino,
valores muy inferiores a las ingestas
habituales de alimento concentrado

(alrededor de 500 g/d) para animales
en mantenimiento; b) la ingesta, para
ambas especies, fuera de 169 g/d
para PHE frente a los 93,2 g/d de
PHT. También se analiz6 la ingesta de
forraje (heno de avena) suministrado
junto con el pienso granulado
para completar la racion de estos
rumiantes, observando que tampoco
se vio afectada por el tipo de secado
del hueso, independientemente de
que el ovino manifestase, como es
habitual, una capacidad de ingesta
de heno (317 g/d) significativamente
superior a la de caprino (126 g/d).
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Los resultados obtenidos en el estudio
de ingesta voluntaria de PHE y PHT
no fueron sorprendentes, ya que se
esperabaciertorechazodelosanimales
al cambio de dieta, especialmente
en caprino que, por presentar
comportamientos neofébicos, suelen
rechazar ingredientes nuevos en la
formulacion del pienso. No obstante,
para mejorar la palatabilidad de PHT, se
planted la opcién afiadir aromatizante
de frutos rojos en un 0,1% (empleado
habitualmente para esta finalidad),
obteniéndose el pellet PHT+f. Sin
embargo, se siguié observando una
ingesta baja (similar a la de PHT)
los primeros dias de exposicion al
pellet reformulado. Por ello, en vez
de incluir en la dieta experimental los
pellets de hueso de aguacate como
un ingrediente mas en una mezcla
heterogénea, se procedio directamente
a la fabricacién de pienso granulado
(BR_PHT20) que contenia hueso de
aguacate secado en tromel en un 20%
de un concentrado comercial, también
en pellets, formulado para rumiantes
en lactacion (BR) y que fue empleado
como dieta control. Cabe indicar que
se decidié continuar con PHT como
ingrediente a afadir al pienso en
lugar de PHE (que parecid tener mejor
aceptabilidad sensorial) porque PHT
estaba mostrando mejores resultados

a nivel de potencial bioactivo y era
el pellet que tecnolégicamente
se asemejaba mas al que podria
obtenerse a escala industrial.

Una vez se dispuso de los piensos
BR (control) y BR_PHT20 (tratamiento
experimental), se pas6 el estudio
de ingesta voluntaria durante una
semana en animales estabulados en
la Granja de Caprino Los Llanos de
Sillar S.L (Sillar Baja, Granada) (50
cabras lecheras divididas en 2 grupos:
control y experimental) (Figura 10), y
también con los animales mantenidos
en la granja experimental de la EEZ-
CSIC (10 cabras y 14 ovejas, dividiendo
los animales en 2 grupos: control y
experimental).

Los animales estabulados en la granja
notaron el cambio en la palatabilidad
del pienso BR al incorporar el hueso
de aguacate, observando una menor
ingesta en el grupo que consumia BR_
PHT20, especialmente los primeros
dias. Aunque posiblemente un mayor
tiempo de adaptacién al nuevo pienso
hubiera estabilizado la ingesta vy
solventado el problema, la granja no
podia permitirse una disminucion
(irreversible) de la produccion de leche
y la prueba fue suspendida.
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Figura 10. Estudio de ingesta en la Granja de Caprino Los Llanos de Sillar 5.L (Granada)

En cambio, en las pruebas de ingesta
en caprino y ovino en la granja
experimental de la EEZ-CSIC, la
aceptabilidad del pienso BR_PHT20
fue mejorando a lo largo de la semana
de adaptacién, asi que se continud
con estos animales para realizar el
estudio de digestibilidad in vivo y de
comprobacion de posibles efectos
sobre la salud animal a largo plazo,
corroborando que el consumo de BR_
PHT20 fue aumentando gradualmente
hasta ingestas superiores a 500
g/d, consumiendo la totalidad del
concentrado experimental ofrecido
para cubrir los requerimientos
metabdlicos en mantenimiento, e
incluso presentaron cierto rechazo a
volver a su dieta habitual al finalizar el
estudio.

El estudio se realizdé finalmente con
10 cabras y 14 ovejas, dividiendo

los animales de cada especie en 2
grupos que consumian el pienso BR
(control) o BR_LPHT20 (experimental).
La composicion nutricional de estos
piensos se muestra en la Tabla 14.
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Tabla 14. Composicion Nutricional de los piensos del estudio de 1 mes en caprino y ovino

Composi dén Nutricional Unidades BR
Materia seca g/100g MF 41,3 914
Materia organica /100 g MS 91,7 915
Minerales totales /100 g MS 826 8,47
Proteina g100 g MS 16,9 163
Grasa £/100 g MS 3,54 3,50
Fibra neutro detergente = FND 2100 gMS 416 412
Fibra acido deterg = FAD /100 g MS 24,4 24,2

Lignina (FND y FAD) /100 gMs 13,20 13,80
HC (almidén) * /100 g MS 29,7 305
Energi; Kcal /100 gMS 405 402
Energia U kg M5 16,9 168

Tras la adaptacion al pienso
correspondiente durante 3 semanas,
los animales se mantuvieron 4 dias
en jaulas metabdlicas (Figura 11),
realizando una recogida completa
de heces y orina individual de cada

animal, asi como de los rehusos de la
dieta, para el analisis de nutrientes y
el célculo de la digestibilidad total de
la dieta y el balance en la ganancia de
peso en caprino y ovino.

Figura 11. Animales en jaula metabdlica para recogida de muestras.
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Al final del estudio también se
recogieron muestras de:

- Contenido ruminal (mediante sonda
esofdgica): para el estudio del perfil de
fermentacién ruminal.

- Sangre: para evaluar los posibles
efectos sobre la salud de los animales
de la incorporacion del hueso de
aguacate en la dieta tras realizar un
hemograma (hematies, hemoglobina,
hematocrito, VCM, HCM, leucocitos,
plaquetas, eosindfilos, basofilos,
neutrdfilos, linfocitos y monocitos),
una bioguimica plasmatica (urea,
creatinina, AST, ALT, FA, GGT, amilasa,
glucosa, bilirrubina, albimina,
globulinas, LDH, colesterol, CPK, Ca,
P, Ky Na), y determinar la capacidad
antioxidante total del plasma (FRAP).

Los resultados de fermentabilidad
ruminal in vivo en ovino y caprino
sugieren que la inclusion de un 20%
de hueso de aguacate en el pienso
de una dieta éptima para sistema de
produccién intensivo en rumiantes
no altera significativamente la
composicion microbiana del rumen ni
su actividad.

Los resultados de las analiticas en
sangre tras su analisis estadistico
indican que no hay efecto nocivo
sobre la salud y bienestar de los
animales para ninguna de las especies

estudiadas tras el consumo de BR_
PHT20 como pienso durante unas
4 semanas. Todos los indicadores
que puedan indicar toxicidad o
algun dafio tisular (hepatico, renal,
cardiaco, musculo esquelético o
pulmonar) estaban dentro de la
normalidad o incluso con valores
numéricamente inferiores cuando los
animales, tanto cabras como ovejas,
consumieron el pienso que contenia
un 20% de hueso de aguacate. Con
la repeticidn de la analitica al cabo de
un mes mas consumiendo las dietas
experimentales se corroboraron tales
diferencias a favor del consumo
de BR_PHT20, especialmente en la
enzima aspartato aminotransferasa
(AST), que puede ser un signo de
dafio en el higado o el corazén, cancer
u otras enfermedades. Ademas,
se observéd un ligero aumento en
la capacidad antioxidante total del
plasma en los animales que tomaron
el pienso con hueso de aguacate en
la dieta, lo cual sugiere una mejora
en el equilibrio entre agentes pro- y
antioxidantes en el plasma a favor de
los segundos (menor estrés oxidativo)
por la suplementacién de compuestos
fenodlicos contenidos en el hueso de
aguacate.

En el caso de las ovejas y después
de un mes consumiendo las dietas
experimentales, se observd una
ganancia de peso significativamente
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superior (15,7%) en el grupo que
consumid la dieta BR_LPHT20 (6,78 kg)
frente a la que consumié la dieta BR
(5,86 kg), lo cual es un resultado de gran
interés ya que, como se ha comentado
anteriormente, estos animales estan
reconocidos especialmente por su
actitud carnica y como modelo de
vacuno de engorde.

En definitiva, los estudios realizados
en caprino y ovino con el pienso
AGUACAVALUE (BR_PHT20) permiten
concluir que tras un breve periodo de
adaptacion, su aceptabilidad por los
animales es adecuada. Ademas, el
consumo de este pienso parece ser
seguro y saludable para el animal, ya
que no afecta al balance energético, no
modifica la fermentabilidad ruminal, y

no provoca cambios significativos en
el estado inmunitario ni toxicolégico
de los animales, mientras que induce
ligeras mejoras en el estado “redox”
cuyos posibles efectos beneficiosos
a corto o largo plazo requieren ser
estudiados con mayor profundidad.

Finalmente, destacar el interés del
Grupo Operativo en continuar con los
estudios in vivo de ingesta y efectos
saludables del consumo de pienso
con hueso de aguacate en un modelo
animal de monogastricos, como pueda
ser el cerdo (actualmente uno de los
principales destinatarios de la industria
de piensos), probando en diferentes
etapas del crecimiento (lactantes,
engorde o cerdas productoras de
leche).

OBJETIVO 2: Desarrollo de Extractos Naturales, Nutracéuti-

cos y Cosméticos

Obtencion, Caracterizacion y
Seleccion de las Materias Primas.

Para obtener extractos vegetales con
el maximo potencial bioactivo, es
necesario partir de materias primas
(MPs) de alta calidad en las que los
compuestos con dicho potencial hayan
sufrido el menor deterioro posible
durante los tratamientos previos a la
extraccion. Debido a la alta humedad
de las matrices vegetales, el secado es

una etapa clave para conservar dicho
potencial, ya que ciertos compuestos
son termoldbiles o pueden sufrir
reacciones con otras moléculas de la
matriz por las altas temperaturas.

Por ello, en la primera anualidad del
proyecto, Grupo LA CANA y FRUMACO
realizaron varios secados en estufa
de los subproductos del aguacate
(pieles, mezcla pieles+huesos, huesos,
y destrio graso) para determinar las
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condiciones Optimas que permitian
conservar al maximo las propiedades
bioactivas de cada posible MP para la
obtencién de extractos naturales. Tras
unas pruebas previas en las estufas, se
establecieron los rangos de valores de
los factores experimentales que mejor
se adaptaban a cada subproducto,
abarcando Temperaturas entre 65-
95 °C y Cargas de estufa entre 50-
80kg (repartidos en 10 bandejas) de
acuerdo a disefios experimentales
RSM coordinados por CIDAF. A
medida que se obtuvieron los
subproductos (secados bajo las
diferentes condiciones y molidos
hasta convertirlos en “harinas” de
@<5mm) se evalud: rendimiento de
secado, rendimiento de extraccion,
contenido en polifenoles totales (PT),
y capacidad antioxidante total (TEAC);
concluyendo que las MPs de mayor
interés para la obtencion de extractos
naturales eran la piel (PE) y el hueso
(HE) secados en ambos casos a 85 °C

y 80kg de carga de estufa. Aunque las
condiciones fueron las mismas para
ambos subproductos, los tiempos
requeridos para llegar a una humedad
<7% que asegurara su estabilidad
microbiolégica  fueron  diferentes
(unas 12h para la piel y unas 20h
para el hueso), comprobando que no
era conveniente ni eficiente mezclar
ambos subproductos antes del
secado.

Una vez seleccionados los
subproductos con mejores
propiedades bioactivas, en la segunda
anualidad se secaron y molieron a
gran escala, obteniendo unos 90 kg
de pieles y de huesos de aguacate
secados en estufa bajo condiciones
optimas, molidos y tamizados (Figura
12). Estas muestras se denominaron
2PE (piel) y 2HE (hueso) y su proceso
de obtencidony control de calidad se ha
resumido en la Tabla 15.

Figura 12. Procesado de Piel y Hueso de aguacate para obtener MPs para extractos naturales.
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Tabla 15. Proceso de obtencién y control de calidad {humedad y carga microbioldgica) - Ciclos de Extraccion (n°): 1-3 °C. Para la extracciéon de la piel, el
de las MPs obtenidas a partir de los subprod del ag! en la 23 d disefio determiné que una Ta =80 °C
SUBPRODUCTO DEL AGUACATE Parametros fijos: conseguia optimizar con conjunto
: HUESO DE AGUACATE - io Di = i

s UNIDADES e Rgtlo Dlsolvente/muestr.a} 30(mL/g) de las respuestas, aunqu.e a nivel
(2HE) - Tiempo total de extraccién =3 h de compuestos pormenorizados se

Pre-tratamiento H TAR- A 7,
il - - - Agitacién: 120 rpm observé que algunos se podian ver
e e afectados por las altas temperaturas.

| condicionss de sacad 80 kaftanda 80 kg/tanda Como respuesta del disefio
g e 20h/tanda experimental se evalué la El n° de ciclos de extraccion fue
E Sl concentraciéon en 4 compuestos el factor con menor efecto, siendo
tenar unas 90 kg dias 3 2 e . X . .

R e e 70 fendlicos mayoritarios (determinados recomendable 2 o 3 ciclos para
Rerdinnelite desacada 8.1 g sl por HPLC-ESI-TOF-MS), la conseguir extraer el maximo de
hasta humedad < 7-10% y R afdia L. -

B composicion fendlica total (PT), la compuestos, aunque este factor
e : S e
it - Trtcurada (@< 1 cm) capacidad antioxidante total (TEAC) y puede compensarse y optimizarse a
o i = s el rendimiento de extraccion. nivel industrial alargando los tiempos
olienda mm, <0, <0, .z . .
de extraccion o el ratio disolvente/
Hi dard -
i En general, se observé que el % de muestra.
Inicial % 75,6 448 .

5 :I [%; - = EtOH del disolvente era el factor que

o nail ; , . .

§ ; mas afectaba a la variabilidad de los
Carga micrablolégica (tras . .

w | secado) extractos obtenidos, obteniéndose

o

€ | Aerabios Totales log 10 ufe/a 247 222 mayor rendimiento de extraccién (g

5 Enterabacterias lng 10 ufc/g nD No ES/ 100 g MS) cuando se emplearon

biteria ppooyiogenss log 10 uils L) L %EtOH bajos (25%), pero el extracto
Melepuinaiinn 0| lostivide i = seco contenia mayor concentracion

MP: materia prima; ND: na detectado

Desarrollo de Extractos Naturales

Partiendo de las dos materias primas
(MPs) seleccionadas para el Objetivo
2, obtenidas a partir de subproductos
de la produccién de guacamole:
pieles (2PE) y huesos de aguacate
(2HE); en los laboratorios de CIDAF
se optimizaron las condiciones de
extraccion de compuestos fendlicos
por la tecnologia convencional de

“extraccién  soélido-liquido”  (SLE)
(Figura 13), determinando los valores
optimos de los principales factores
que pueden afectar el proceso al
aplicar disefios experimentales RSM
de Box-Behnken (15 condiciones/MP).

Los rangos de los factores optimizados
fueron:

- Disolvente (% EtOH): 25-75

-T2 (°C): 60-80

de compuestos fendlicos
pormenorizados al aumentar el %EtOH
del disolvente (75%). Por lo tanto, un
%EtOH de 50% se consider6 adecuado
para ambas MPs para obtener altos
rendimientos de extraccion y, a su
vez, mas enriquecidos en compuestos
fendlicos concretos.

La T2 de extraccién tendié a afectar
negativamente a la extraccién
del hueso de aguacate, siendo
recomendable emplear una T2 = 60

Figura 13. Extraccion sélido-liquido
convencional [SLE) a escala laboratorio.
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Por lo tanto, tras analizar los resultados,
las condiciones Optimas de extraccion
seleccionadas para cada MP con el fin

de obtener extractos de alto potencial
bioactivo fueron (Tabla 16):

Tabla 16. Condicicnes optimizadas de extraccién sélido-liquido (SLE) de piel (2PE) y

hueso (2HE) de aguacate.

Factores de extraccion

% EtOH (%) 50
T2 ("C) 60
Ciclos de extraccién {N2) 2-3 2-3

A continuacion, para caracterizar los
extractos y comprobar su interés en
diferentes aplicaciones industriales,
en CIDAF se obtuvieron los extractos
SLE optimos de 2PE y 2HE (escala
laboratorio) y se evalué su perfil en
compuestos fendlicos por HPLC-ESI-
TOF-MS. Se observé que ambos ex-
tractos presentaron un perfil fenélico
muy interesante y distinto entre si,
tanto a nivel cualitativo como cuanti-
tativo, identificando gran cantidad de
compuestos con potencial bioactivo,
lo cual fue corroborado en los ensayos
de capacidad antioxidante total, activi-
dad antimicrobiana y potencial antien-
vejecimiento de la piel que se llevaron
a cabo durante el proyecto.

Cabe indicar que también se obtuvie-
ron extractos optimizados a escala
laboratorio aplicando la tecnologia de
extraccion asistida por microondas
(MAE), en los cuales también se rea-

liz6 una caracterizacion de la compo-
sicion fendlica y potencial bioactivo.
Al comparar los resultados de los
extractos MAE y SLE de piel y hueso
de aguacate, se observd que los ex-
tractos MAE presentaron un perfil fe-
nélico mas complejo, con numerosos
taninos condensados (dimeros vy tri-
meros de procianidinas) que no fueron
identificados en los extractos SLE. Sin
embargo, a pesar de que el potencial
bioactivo de los extractos MAE fue
algo superior, no se encontraron gran-
des diferencias entre ambos tipos de
extraccion, y finalmente se decidié
continuar el proyecto Unicamente con
los extractos SLE, decisién basada
principalmente en la mayor rentabili-
dad del éste proceso de extraccion a
escala industrial.

El siguiente paso del proyecto fue la
obtencion en NATAC de los extrac-
tos SLE a escala pre-industrial de
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piel (SLEpl 2PE) y hueso de aguacate
(SLEpI 2HE).

En primer lugar se realizaron pruebas
de escalado pre-industrial con las MPs
proporcionadas. Algunos de los para-
metros optimizados a escala laborato-
rio fueron ligeramente modificados du-
rante el proceso de escalado. Es una
practica habitual, ya que en el proceso
de escalado surgen algunos proble-
mas que no se presentan a escala de
laboratorio, principalmente asociados
con procesos de filtracién, agitacion y
para optimizar los recursos de la ins-
talacion (rendimientos y costes). Los
principales retos detectados durante
el proceso de escalado fueron en la fil-
tracion y el secado. Por ello, las condi-
ciones inicialmente ensayadas fueron
modificadas para minimizar dichos
procesos tecnoldgicos y mejorar los
rendimientos del proceso. Finalmente,
las condiciones que mejores resulta-
dos mostraron fueron las siguientes:

EXTRACTO SLE A ESCALA PRE-IN-
DUSTRIAL DE PIEL DE AGUACATE
(SLEpl 2PE)

*  Maceracion convencional: Tras 3
pruebas, se seleccionaron las mejores
condiciones:

- Extractante = mezcla hidroalcohélica
con 60% EtOH

-T2=70°C

- N° de Ciclos de extraccion = 3

- Ratio disolvente/muestra = 30:1 (3
extracciones con 20 kg de MP y 200 L
de extractante).

- Tiempo total de incubacion = 6h (2 h
/ ciclo)

* Decantacion: se descarga del ex-
tractor y se realiza un filtrado prelimi-
nar previo al filtro de placas.

*  Microfiltracién: se utilizé un filtro
de placas equipado con placas beco
S-100 y con placas K-1. Debido a los
problemas de filtracion se opté por
placas K1.Este paso se realiza con el
fin de esterilizarlos y mejorar su esta-
bilidad y seguridad microbioldgica.

« Concentracion: Se realiza la con-
centracion del extracto liquido para
disminuir el volumen y recuperar la
mayoria del alcohol presente, antes de
cargar el producto en el hidrocero para
su secado.

* Secado: se empled un secador
rotativo bicénico a vacio para obtener
los extractos secos finales. Las condi-
ciones finales fueron secado a vacio
con una temperatura de 60 °C. Se afa-
di6é un 4 % de sipernat 22 (diéxido de
silicio), para secar el producto.

EXTRACTO SLE A ESCALA PRE-IN-
DUSTRIAL DE HUESO DE AGUACATE
(SLEpI 2HE)

*  Maceracion convencional: Se rea-
lizaron 3 pruebas, los mejores resulta-
dos se muestran a continuacion:

- Extractante = mezcla hidroalcohdlica
con 70% EtOH
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-T2 =50°C (piel)

- N° de Ciclos de extraccion = 3

- Ratio disolvente/muestra = 30:1 (3 ex-
tracciones con 20 kg de MMPP y 200 L
de extractante).

- Tiempo total de incubacion = 6h (2 h
/ ciclo)

* Decantacion: se descarga del ex-
tractor y se realiza un filtrado prelimi-
nar previo al filtro de placas.

«  Microfiltracion: se utilizé un filtro
de placas equipado con placas beco
S-100 y con placas K-1. Debido a los
problemas de filtracién se optd por pla-
cas K1.Este paso se realiza con el fin
de esterilizarlos y mejorar su estabili-

Maceracion
(Extraccion SLE) Concentracion
y Filtrado a vacio

Figura 14. Esquema del proceso pre-industrial de obtencién de los

(Secador rotative
biconico a vacio)

dad y seguridad microbiolégica.

+ Concentracion: Se realiza la con-
centracién del extracto liquido para
disminuir el volumen y recuperar la
mayoria del alcohol presente, antes de
cargar el producto en el hidrocero para
su secado.

* Secado: se empled un secador ro-
tativo biconico a vacio para obtener los
extractos secos finales. Las condicio-
nes finales fueron secado a vacio con
una temperatura de 50 °C. Se afadio
un 10 % de sipernat 22 (dioxido de sili-
cio), para secar el producto.

En la Figura 14 se ha representado el
esquema completo de la obtencion de
los extractos SLEpl 2PE y SLEpl 2HE:

g

Extracto 5LE
preindustrial
de Piel de
aguacate
(SLEpl 2PE)

Extracto SLE
preindustrial

Secado

de Hueso de
aguacate
(SLEp! 2HE)

extractos de piel y hueso de aguacate (SLEpl 2PE y SLEpl 2HE).

Como control de calidad de los extrac-
tos secos obtenidos, se analizaron los
parametros exigidos por la legislacion
para garantizar su seguridad toxicolo-
gica y microbioldgica, comprobando
que todos los valores estaban dentro

de los rangos permitidos. Los resulta-
dos que se ha agrupado en las fichas
de especificaciones de los extractos
SLEpl 2PE (Figura 15) y SLEpl 2HE (Fi-
gura 16).
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Ademas, en los extractos SLEpl 2PE y
SLEpl 2HE se evalué su perfil fendli-
co y potencial bioactivo (antioxidante,
antimicrobiano y antienvejecimiento
de la piel) en los laboratorios de CIDAF

(Figura 17), permitiendo asi disponer
de una amplia caracterizados de los
extractos para el desarrollo de cosmé-
ticos y nutracéuticos que los incorpo-
ren en su formulacion.

Figura 17. Realizacién de analisis por HPLC-ESI-TOF-MS y
ensayos de inhibicion de actividad enzimatica (CIDAF).

Tabla 17. Capacidad antioxidante total y perfil fenélico pormencrizado de los

extractos SLE de piel y hueso de ag a escala p
Extracto SLE | EtDH:H20, | Extracto SLE (EtDH:H2D, |
050 de | sesa al e
PARAMETRO UNIDADES piel g aguscate e aguacate
SLE pl 2PE SLE pl 2HE
8
H g Baract seco (5]
Rendimientn de extraccifn 100 Materia prima 157209 135212
[dr)
ge=qT/10gES 343:10 20:140
geqF=c04 [ IMgES 124:10 128£11
EeqT/IMEES 499207 367201
FeQAG/1Dg B 199202 115407
1t {mi Meas. mfz
|rigstacraranic acia 07214000 - FET £, a0
Quiricatia 4532009 2802016 348 199,87
Hdrosnrosd gucosion =00 0.153:0.01 in99 315.0712
Tyrosol hesoside pentoside =100 = nx 4311538
Licarin Ancetate “0a = n7n 367158
Fenstemide @500 +0.022 0.17420.009 108 4431399
3-0-caffeoyd quinic acid 01330006 0038 0053 priedy 353,868
Proc. dmarE 2 <Log 153 5771358
=-0-caffeoytquinic 2cid =L0q. 1833 3530877
|3-0-zaffeoytquinic acid = 0.102 £ 0008 B\ 353,067
(+FCarechin £/ m0gEs <100 =Log Bar 288,0683
102003 «L0a 1432 577, 15362
0.340+0.024 <L0a 15.00 285,009
+ 0082 £0.012 112 863,172
Qusreatin 3-C-arabingsyhg ucosids 0071000 - 52 505 1175
Hiydroya tecisl o 300 glucas e = 0BT 00R 16,06 441, 1768
Ouereati 0 3-0-g ucoside 0,002+ 0.008 = 1544 263, 0874
Quercetin-3-0-rutnosi de 0:331:0.008 - 1871 608, 1447
Lin=ciin 7-0-2 -0-penmsylhesoside: <L00 = prr ] 579, 1336
Frocysnidin dimer & <ioa - a2 575,074
[Kaempfard Lol wwosyl-rhamnosids <10a # priy 58,15
Cbovattal G000 - 18,59 341, 1366
TOWL £/ 100gES BA5 a7
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-
ESPECIFICACIONES DE PRODUCTO

Producto: HUESO DE AGUACATE, EXTRACTO SECO
Cédigo: N20117401
Hombre boténico: Persea americana
Parte usada: Fruto (hueso)
Descripcién: Polve marrén de oler y sabor caracteristico

-
ESPECIFICACIONES DE PRODUCTO

Producto: PIEL DE AGUACATE, EXTRACTO SECO
Cddigo: N20117402
boténico: Persea
Parte usada: Fruto (Piel)
Descripcién: Polvo marrdn de olor y sabor caracteristico

Obsaervaciones: Ratio 6,5:1 Observaciones: Ratio 7:1
ANALISIS ESPECIFICACION METODOS ANALISIS ESPECIFICACION METODOS

Humedad (%) =50 Eu. Pharm. v.v. (2.8.17) Humedad (%) =50 Eu. Pharm. v.v. (2.8.17)
Densidad aparenta {(g/ml) =03 Eu, Pharm. v.v. (2.9.34) Daensidad aparente {g/ml) =03 Eu. Pharm. v.v. (2.9.34)
Disolventes residuales Disolventes residuales

Etanol (ppm) < 5000 Eu. Pharm. v.v. (2.4.24) Etanol (ppm) < 5000 Eu. Pharm. v.v. (2.4.24)
Microblologia Microbiologia

Aerobios Totales (ufefg) = 10000 Eu. Pharm. v.v. (2.6.12) Aercbios Totales (ufc/g) = 10000 Eu. Pharm. v.v. (2.6.12)

Mohos y levaduras (ufc/g) =100 Eu. Pharm. v.v. (2.6.12) Mohas:y bevaduras (ufcig) =100 Eu, Pharm. vv. (2.6.12)
I‘\?ﬂsﬂ‘:ci:::?zl':;:;omn'“ gram = 100 Eu, Pharm. wv.v, ({2.6.31) mg'l'lﬁff?if :;Lh;ulernnlﬁ gram =100 Eu, Pharm. v.v. {2.6.31)

Escherichia coli {1 g) Ausencia Eu. Pharm. v.v. (2.6.31) Escharichia coll {1.g) Ausencia Eu. Fharm. v.v. (2:6.31)

Salmonella sp. (25 g) Ausencia Eu. Pharm. w.v. (2.6.31) Salmonella sp. (25 g} Ausencia Eu. Pharm. v.v. {2.6.31)

s. aureus (ufc/g) Ausencia Eu. Pharm, v.v. (2.6.31) S aureus (ufciy) Ausencia Eu. Pharm. viv. (2.6.31)
Hidrocarburos aromiticos Hidrocarburos aromidticos
policiclicos (HAPs) * policiclicos (HAPs) *

Benzo{a)pireno (ppb) =10 GC - M5 Benzo{a)pireno (ppb) =10 GC - MS

PAH4 (Suma de benzo{ajpireno, = 50 GC-MS PAH4 (Suma de benzo(a)pireno, =50 GC-MS
benzola)antraceno y benzo(b)pireno, benzolalantracena y benza(b)pirens,
benzo{b)flucrantena y crisenc) (ppb) benzo{b)fivorantena y crisenc) {ppb)
Metales pesados® Metales pesados®

Ploma (ppm) =30 Eu. Pharm. v.v. (2.4.27) Plomo (ppm) < 3.0 Eu, Pharm. v.v, (2.4.27)

Arsénico {ppm} =20 Eu. Pharm, v.v. (2.4.27) Arsénico (ppm) =20 Eu. Pharm. v.v. (2.4.27)

Mercurio (ppm) =01 Eu. Pharm. v.v. (2.4.27) Mereurio {ppm) =01 Eu, Pharm. wv.v, {2.4.27)

Cadmio (ppm) = 1.0 Eu, Pharm, v.v. (2.4.27) Cadmie (ppm) =10 Eu, Pharm. w.v. (2.4.27)
Pasticidas® Acorde al Reglamento (CE) N® SANCO/10684/2009 Pesticidas* Acorde al Reglamento (CE) N® SANCO/10684,/2009

396/2005 y modificaciones 396/2005 y modificaciones

Conservacidn: Conservar en recipientes cerrados y protegido de la luz
Pais de origen: Espafia

Observaciones: * Estos pardmetros se determinan en uno de cada tres lotes y como minime una vez al
afo de acuerdo al plan de muestreo establecido en nuestro sistema de HACCP,

Conservacién: Conservar en recipientes cerrados y protegido de la luz
Pais de origen: Espaia
Observaciones: * Estos pardmetros se determinan en uno de cada tres lotes y coma minime una vez al
afo de acuerdo al plan de blecido en sistema de HACCP.

Especificacidn versidn: 000
Este documento proceds de impresidn informdtica y, por lo tanto, carece de firma manuscrita.

Especificacidn varsidn: 000
Este docurmento procede de impresidn informadtica y, por lo tanto, carece de firma manuscrita.

fiatac {Europe] - Electronica, 7 « 38633 Aicorcdm « Madrid » Spain — Tel; « 34 81 837 64 76, www.natscgroup.com

) - Electronica, T« 28923 Alcorcdn « Madeid « Spain - Tel: « 34 91 827 64 TO.
Natac (USA) - 2025 E Cottomwood Plowy, Sulle 500 + Salt Lake City, UT 84121+ USA- Phs (S08) 865 4217, www.natacgroup.com 1M

oup.com
Hatae |um 2026 E Cottomwood Py, Suite 500 + Salt Lake City, UT 84121+ USA- Pha (808) 563 4217, www.natacgroup.com m

Figura 15, Ficha de especificaciones del extracto SLE pre-industrial de piel de aguacate (SLEpl 2PE). Figura 16. Ficha de especificaciones del extracto SLE pre-industrial de hueso de aguacate (SLEpl 2HE).
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En la Tabla 17 se ha recogido el perfil
y concentracion de compuestos fené-
licos identificados en los extractos fi-
nales del proyecto (SLEpl 2PE y SLEplI
2HE). Como se observa también en la
Figura 17, se identificaron varios com-
puestos en ambos extractos, aunque al

comparar entre ellos presentaron dife-
rencias tanto a nivel cualitativo como
cuantitativo, presentando SLEpl 2PE
un perfil mas complejo y casi doblan-
do la cantidad de compuestos fendli-
cos identificados en SLEpl 2HE.

E

i 1 ' )
G S 1

Figura 17. Cromatogramas de pico base (HPLC-ESI-TOF-MS) de los extractos de los extractos SLE de piel
y hueso de aguacate a escala pre-industrial. A) SLEp| 2PE (piel]; B) SLEpl 2HE {hueso). Pinchazas 2 0,5 mg/mL.

En cuanto al potencial antioxidante, se
emplearon tres ensayos de capacidad
antioxidante total para estimar diferen-
tes actividades antioxidantes (ABTS y
FRAP: capacidad estabilizadora de ra-
dicales libres por transferencia de elec-
trones o capacidad reductora; ORAC:
capacidad estabilizadora de radicales
libres por transferencia de atomos
de hidrégeno). También se evalud los
compuestos fendlicos totales por el
método de Folin-Ciocalteau. Los resul-
tados (Tabla 17) muestran que el ex-
tracto SLEpI 2PE tiene mayor potencial
antioxidante que el extracto SLEpl 2HE,
habiendo obtenido unos valores de ca-
pacidad antioxidante total 15-20% su-
periores y habiéndose identificado casi

el doble de concentracion de compues-
tos fendlicos totales con potencial
bioactivo. Por lo tanto, el extracto de
piel de aguacate es el de mayor interés
para las aplicaciones nutracéuticas
y cosméticas en las que se requieran
extractos naturales con alta capacidad
antioxidante. No obstante, la capaci-
dad antioxidante total del extracto de
hueso de aguacate también es elevada
y del mismo rango o incluso superior al
de otros extractos naturales presentes
en el mercado, cuyos valores de ORAC
suelen oscilar entre 5 -25geq T /100
g ES (expresado también habitualmen-
te como 20.000 - 100.000 pmol eq T/
100 g ES o unidades de ORAC).
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Tabla 18. Potencial antimicrobiano de los extractos SLE de piel y hueso de aguacate a

escala pre-industrial.

Ensayo Kirby Bauer - Diametro halo de inhibicidn [ mm|
= SLE pre-industrial (pl) Cloranfenicol Dicoheric .
(ks Ml (100 mgextracto EA seco/mL} * [20 pL [ pocillo) (1 mg/mt} [I-DZOJH;?;TI—\
Nombre cientifico
Enterococcus foe calis 28 -1 11 18-23
Stephylococeus oure s k7 17-18 16-18 23-25
Stephylococeus e pidemidis 7 20-21 18-18 20-24
Baeillus cereus 30 19-21 18-20 21-22
Listeria manocytoge nes 7 16-17 15-17 19-21

El potencial antimicrobiano se evalu6
inicialmente por el método Kirby Bauer
(Tabla 18) observando que ambos ex-
tractos SLE pre-industriales presenta-
ron actividad antibacteriana frente a
las cepas evaluadas. A continuacion,
se realizaron ensayos de “dilucién en
caldo” para determinar la concentra-
ciéon minima inhibitoria (CMI) del cre-
cimiento de las diferentes cepas bac-
terianas (104ufc/mL), obteniendo los
siguientes resultados:

- S. aureus: 2 mg/mL (SLEpl 2PE) y 2
mg/mL (SLEpl 2HE).

- S. epidermidis: 10 mg/mL (SLEpl
2PE) y 10 mg/mL (SLEpl 2HE).

- B. cereus: 25 mg/mL (SLEpl 2PE) y
10 mg/mL (SLEpl 2HE).

- L. monocytogenes: 10 mg/mL (SLEpl
2PE) y 10 mg/mL (SLEpl 2HE).

Respecto al potencial antienvejeci-
miento, se estimé evaluando la capa-
cidad de los extractos para inhibir enzi-
mas implicadas en la remodelacién de
la matriz extracelular de la piel (cuyo
incremento de actividad esta asocia-
do al envejecimiento), ciertas patolo-
gias como el cancer, o en procesos
inflamatorios: metaloproteinasas de
matriz (MMPs), hialuronidasa (HYAL),
elastasa, y 5-lipooxigenasa.
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MMPL (128 U/mL]

100 e
mWsleni 7Fe ux B0, 1154
WSLEpl 2HE 100 36,83 70,64 BLG3

? l-‘JJ

104,04
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Figura 18. Actividad de enzimas implicadas en el envejecimiento de la piel en presencia de
concentraciones crecientes de los extractos SLE pre-industriales de piel y hueso de aguacate.
A) MMP1: colagenasa-1 (fibrobldstica o intersticial); B) MMP2: gelatinasa-A; €) MMP3: estromelisina-1; D) MMP7:

matrisilina; E) HYAL: hialurenidasa.

Tabla 19. Concentracion inhibitoria del 50% de actividad (IC50) de matrix metaloproteinasas (MMPs)
y hialuronidasa (HYAL) de los extractos SLE de piel y hueso de aguacate a escala laborataorio.

1C50 (ppm) frente a enzimas implicadas en el envejecimiento de |a piel
MUESTRA MMP1 MMP2 mMmp3” MmP7” HYAL
(128U/mt) (11 U/ml) (12,6 U/mL) (12,8U/ml) (3U/mt)
2PE 70,09 5103 74,58 - 40,2
12,91 3564 = - 43,1
Inhibidor Control * 0,0013 0,00 0,01 1,05 9,7

* El inhibider contral fue el NNGH para las MMPs y el dc. oleandlico para HYAL.
o) Mo se pudo determinar el IC50 de 5LE 2HE frente a MMP3 porque se chservd activacidn a partir de 100 ppm.
b) Mo se pudo determinar los 1C50 frente 8 MMFT porgue se observo activacion de SLE 2PE a partir de 200 ppm y de

SLE 2HE a partir de 50 ppm.
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Inicialmente se evalu6 el potencial in-
hibidor de los extractos a 150 ppm en
los pocillos frente a todas las enzimas,
aunque sélo se observé actividad in-
hibitoria frente a las MMPs evaluadas
(MMP1, MMP2, MMP3 y MMP7) y la
HYAL. A continuacién, con estas en-
zimas, se realizaron mas ensayos a
diferentes diluciones de los extractos
(Figura 18) para determinar la concen-
tracion minima inhibitoria del 50% de
la actividad enzimatica (IC50), com-
parando los resultados con el IC50
de compuestos “control” capaces
de inhibir inespecificamente a todas
las MMPs (acido N-Isobutil-N-(4-me-
thoxiphenil-sulfonil) glicil hidroxdmico
- NNGH) o a la HYAL (&c. oleandlico)
(Tabla 19).

Se observo que el extracto SLEpl 2PE
tenia mayor potencial inhibidor de la
MMP1 o colagenasa-1, que degrada
principalmente el colageno tipo Ill, Iy
Il (flexibles y resistentes) y cuyo incre-
mento de actividad esta asociado a la
formacion de arrugas en la piel, tenien-
do por lo tanto especial interés para
aplicaciones cosméticas.

En cambio, el extracto SLEpl 2HE ob-
tuvo valores de IC50 algo inferiores
que SLEpl 2PE frente a la MMP2 o ge-
latinasa-A, que rompe principalmente
el colageno de tipo IV, V y VI, lo que
indica que seria mas efectivo en la
inhibicion de esta MMP, que se sabe

estd relacionada en casos de cancer
con la estimulaciéon del crecimiento
tumoral, la angiogénesis y los proce-
sos de metastasis a través de su impli-
cacion en la degradacién de la matriz
extracelular.

Ademds, el extracto SLEpl 2PE fue ca-
paz de inhibir la actividad de MMP3 de
manera concentracién-dependiente,
pero frente a MMP7, aunque a concen-
traciones pequeiias fue capaz de inhi-
bir su actividad, a partir de 200 ppm
podria tener el efecto contrario. Este
cambio de potencial inhibidor a activa-
dor también se observod en el extracto
SLEpl 2HE frente a MMP3 y MMP7 a
partir de 100 y 50 ppm, respectivamen-
te, lo cual debe ser investigado con
mas detalle para determinar el interés
de las actividades observadas frente a
diferentes procesos biolégicos y enfer-
medades.

SLEpl 2PE y SLEpl 2HE también fue-
ron capaces de inhibir la hialuroni-
dasa (HYAL), enzima responsable de
la degradacion del acido hialurénico
(glucosaminoglicano que asegura la
union entre las fibras colagenas y elas-
ticas y que es esencial para una piel
hidratada y tersa por su extraordinaria
capacidad de retencion de liquido),
obteniendo ambos extractos IC50s de
unos 40ppm, tan solo unas 4 veces in-
ferior al IC50 del ac. oleanélico, com-
puesto ampliamente reconocido por
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su capacidad para inhibir esta enzima
y empleado en cosmética por esta fun-
cionalidad.

En conclusion, los extractos SLE pre-in-
dustriales de piel y hueso de aguacate
presentaron un amplio perfil de com-
puestos fendlicos, destacando su con-
tenido en acidos clorogénicos, flavano-
les y procianidinas; una alta capacidad
antioxidante (ABTS, DPPH, FRAP y
ORAC); efectos antimicrobianos frente
a bacterias Gram+ como S. epidermi-
dis, S. aureus E. faecalis, B. cereus y L.
monocytogenes (con concentraciones
minimas inhibitorias entre 2-25 mg/
mL); y un interesante potencial antien-
vejecimiento, siendo capaces de inhibir
la accidon de enzimas implicadas en la
remodelacion de la piel, como la hia-
luronidasa, la colagenasa-1 y la gela-
tinasa-A. Ademas, se ha comprobado
la seguridad toxicolégica y microbio-
l6gica de estos extractos en formato
polvo.

En base a estos resultados y a la vista
del complejo perfil fendlico de estos
extractos, ademads de las bioactivida-
des evaluadas en este proyecto, pue-
den tener otras aplicaciones beneficio-
sas para la salud que los diferencien de
otros extractos naturales presentes en
el mercado, lo cual deberia ser investi-
gado en mayor profundidad en futuros
estudios para mejorar su competitivi-
dad industrial en el sector nutracéutico

y cosmético.

También puede ser de gran interés
realizar procesos de fraccionamiento
y purificacion de los extractos para en-
riquecerlos en algun tipo de compues-
to bioactivo concreto. En este sentido,
durante la segunda anualidad del pro-
yecto se realizaron en NATAC algunas
pruebas de fraccionamiento y purifi-
caciéon mediante tecnologia de mem-
branas para enriquecer fracciones de
los extractos SLEpl 2PE y SLEpl 2HE
en derivados cafeoilquinicos del agua-
cate. Los productos secos originales
se reconstituyeron en agua antes de
someterlos a las pruebas de filtracion
tangencial:

Ultrafiltracién:

- Membrana de 30.000 Dalton
- Presién de entrada (bar): 3-4
- Presioén de salida (bar): 2-3

- Diferencia de presion (bar): 1
Nanofiltracion:

- Membrana de 250 Dalton

- Presion de entrada (bar): 9

- Presion de salida (bar): 8

- Diferencia de presion (bar): 1

El proceso de ultrafiltracién elimino
una gran cantidad de interferentes e
impurezas, y permitié pasar a la ma-
yoria de los compuestos de interés,
que se encuentran en el permeado.
El permeado procedente de la ultra-
filtracién se someti6é a un proceso de
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nanofiltracion, en el que se recuperan
en el retentato el 85% de los derivados
cafeoilquinicos. Una pequefia parte en
torno al 15 % se pierde en el permea-
do. Este proceso ha permitido obtener
fracciones con una concentracién de
derivados cafeoilquinicos (acido clo-
rogénico y derivados) en torno al 7
- 8 %. El potencial bioactivo de estos

extractos enriquecidos en derivados
cafeoilquinicos debera ser investiga-
do en futuros estudios, aunque al ser
compuestos con reconocida bioactivi-
dad en numerosas aplicaciones, solo
el alto % de derivados cafeoilquinicos
presentes otorga a estos extractos pu-
rificados un alto valor afiadido.

Desarrollo de Nutracéuticos y Cosmé-
ticos

La ultima etapa del Objetivo 2 fue la
formulacién de nutracéuticos y cos-
méticos de alto valor afiadido que con-
tuvieran los extractos naturales de piel
y hueso de aguacate obtenidos en el

proyecto a escala pre-industrial (SLEpI
2PE y SLEpl 2HE, respectivamente).

La sucesion de pasos seguidos duran-
te el proceso de optimizacién de la for-
mulacién de nutracéuticos se muestra
a continuacién en la Figura 19.

Figura 19. Optimizacién de la formulacién de cipsulas de gelatina dura

con los extractos SLE preindustriales de piel y hueso de aguacate.
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Los nutracéuticos desarrollados final-
mente en el proyecto fueron capsulas
de gelatina dura que contienen como
ingrediente activo 500 mg de cada tipo
de extracto, lo cual supone que cada
capsula contiene un 86,5% de extrac-
to seco de piel de aguacate (100 mg
Eq. &cido galico/capsula) o un 91% de
extracto seco de hueso de aguacate
(56 mg Eq. acido galico/capsula), em-
pleando celulosa microcristalina como
excipiente hasta completar el 100% de
la capacidad de la capsula (0,67 mL).

0 CAPSULAS Q
RACTD NATLURAL
o AsUAcATE \9 LIACA
L =
:_“_n:—:w",:,,«_l *-* -

Wi meicains |

Una vez determinada la formulacién
Optima para SLEpl 2PE y SLEpl 2HE, se
obtuvieron dos lotes de 100 capsulas
de cada tipo de extracto y se dispusie-
ron en tarros tipo pildorero (50 céapsu-
las/tarro) para su correcto almacena-
miento (Figura 20). En todos los lotes
se realizaron ensayos de control de ca-
lidad (revision de caracteres externos
y ensayos de uniformidad de masa),
comprobando que todos los lotes ela-
borados fueron “conformes”.

50 CAPSULAS )
ITngrn pATURAL (\GGL" g
“ibs pg ABUACATE

Figura 20. Nutracéuticos desarrollados en el proyecto del GO AGUACAVALUE junto a
sus correspondientes envases de tarro pildorero. A) cdpsulas duras de calor blanco con
extracto de piel de aguacate; B) capsulas duras de color rojo con extracto de hueso de aguacate.

Como productos cosméticos, se de-
cidié desarrollar cremas de alto valor
afiadido cuyos pardmetros fisicos-qui-
micos se asemejaran a una crema cor-
poral comercial (textura, brillo, color,
pH, etc). La metodologia empleada
para el desarrollo de estos cosméticos

fue una emulsiéon simple estable de
una fase oleosa (interna) en una fase
acuosa (externa), incorporando en la
fase acuosa los extractos naturales
pre-industriales obtenidos en el pro-
yecto.
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Todos estos ingredientes utilizados
para la obtencién de las cremas estan
autorizados y regulados por el Regla-
mento CE N° 1223/2009 del parlamen-
to europeo y del consejo sobre los pro-
ductos cosméticos y el Real Decreto
85/2018.

La formulacion final de la crema corpo-
ral fue obtenida tras 10 formulaciones,
donde los valores de los ingredientes
y su incorporacién fueron optimizados
hasta conseguir una formulacion final
estable (Tabla 20).

Por lo tanto, los cosméticos desarro-
llados finalmente en el proyecto son
cremas corporales obtenidas por
emulsién simple estable de aceite en
agua (O/W) y contienen un 1% de los
extractos secos de piel o de hueso de
aguacate.

Las cremas fueron envasadas en
tarros (Figura 21) y en ellas se lleva-
ron a cabo estudios de estabilidad
fisico-quimica como control de cali-
dad, evaluando a tiempo 0 (72 h tras
la emulsion) y pasado un mes los si-
guientes parametros:

- pH del producto: se observé que el
pH determinado inicialmente (Piel:
4.35 + 0.25; Hueso: 4.56 + 0.20) se
mantenia estable tras un mes de alma-
cenamiento.

- Estabilidad quimica: el contenido
en compuestos fendlicos totales de
la crema se evalué a tiempo 0 por el
método de Folin-Ciocalteau (Piel: 4,33
+ 0,08 mg Eq. AG /g de crema; Hueso:
3.82 + 0.15 mg Eq. AG/g de crema),
comprobando que no sufrié grandes
cambios durante el almacenamiento.

- Estabilidad visual: no se observé se-
paracion de fases ni rotura de la crema
tras un mes de almacenamiento.

- Estabilidad acelerada: esta prueba e
realiz6 Unicamente a tiempo 0, com-
probando que tanto el pH como la
emulsién se mantenian estables tras
someter a las cremas por las siguien-
tes etapas: centrifugacion a 3000 rpm
durante 30 min a 25 °C; rampa de tem-
peratura de 40 a 80 °C, aumentando 5
°C cada 30 min; y, por ultimo, ciclos de
temperatura durante 5 dias (dias 1,3y
5a4°Cydias2y4a60°C).

Tabla 20. Formulacion final

p

da de las cremas
corporales con extracto de plel o de hueso de aguacate.

Agua 58
Glicerina 10
Fase | Extracto de piel o hueso de aguacate 1:
BCUOSA | Grma xantana 0.5
Esencia de vainilla 0.3
Acido citrico 0.2
Parafina liquida 9
Aceite de aguacate 85
Fase [ Gliceril tereat 7
o icerilo monoestereato
Span 60 5
Alcohol cetllico 0.5
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Figura 21. Cosméticos desarrollados en el proyecto del GO AGUACAVALUE. A) crema corporal con
1% de extracto de piel de aguacate; B) crema corporal con 1% de extracto de hueso de aguacate.

En definitiva, en el proyecto AGUACA-
VALUE se han desarrollado nutracéuti-
cos de alto valor afiadido que contie-
nen 500 mg de extracto seco de piel
de aguacate (100 mg Eq. acido gélico/
céapsula) o de extracto seco de hueso
de aguacate (56 mg Eq. acido galico/
céapsula). Los resultados del proyecto
sugieren su interés comercial como
suplementos antioxidantes ya que los
extractos que contienen presentan va-
lores de ORAC superiores a muchos
otros extractos naturales del mercado
(Piel: 200.000 pmol eq T/100 g ES; Hue-
s0:147.000 pmol eq T/100 g ES). Como
fuente de antioxidantes, podrian tener
un efecto beneficioso en ciertos pro-
cesos fisiolégicos (recuperacion tras
esfuerzo fisico, fatiga fisica o mental,
etc.) y en la prevencion de condiciones
patologicas relacionadas con el estrés
oxidativo (cancer, enfermedades car-
diovasculares y neurodegenerativas,
diabetes, artritis, etc.), especialmente

en personas con déficit de ingesta de
antioxidantes naturales por no seguir
una dieta equilibrada y saludable, ya
que no debe olvidarse que ésta es la
forma mas efectiva de obtener los an-
tioxidantes que el cuerpo necesita. No
obstante, el amplio perfil y contenido
fendlico de los extractos de aguacate
y los resultados del resto de bioactivi-
dades analizadas in vitro (como la in-
hibicion de MMPs), sugieren el interés
de segquir investigando aplicaciones
funcionales y saludables concretas de
estos extractos en ensayos celulares,
modelos animales y estudios clinicos
que permitan establecer mecanismos
de accion y dosis de consumo adecua-
das para evitar consecuencias negati-
vas y tener efectos beneficiosos.

También se han desarrollado cremas
corporales con 1% de extracto de piel
de aguacate (420-440 mg Eq AG / 100
g crema) y con 1% de extracto de hue-
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so de aguacate (380-400 mg Eq AG /
100 g crema) que son estables tras un
mes de almacenamiento, tanto a nivel
visual como desde el punto de vista
quimico, conservando los compuestos
bioactivos aportados por los extractos
naturales de aguacate, en los que se
ha observado in vitro una importante
actividad antioxidante y antimicrobia-
na, y potencial inhibidor de enzimas

implicadas en el envejecimiento. Estas
funcionalidades de las cremas debe-
ran ser evaluadas en futuros estudios
clinicos que permitan corroborar sus
posibles aplicaciones como cremas
“anti-ageing” o que investiguen si pue-
den ser adecuadas para la prevencion/
tratamiento de alguna patologia de la
piel (dermatitis, psoriasis, acné, etc.).

5. Actividades de Divulgacion del
Proyecto de Innovacion

Durante todo el proyecto se ha llevado
a cabo una intensa labor de divulga-
cion por parte de todos los miembros
del Grupo Operativo, bajo la coordi-
nacion de Coop. Agroalim. Andalu-
cia-Granada. Estas actividades se des-
criben con detalle en los informes de
actuaciones de cada miembro, reco-
giéndose a continuacion la relacion de
actividades dentro de cada resultado
de divulgacion planteado en el crono-
grama:

Act 1.RD2 Gabinete de comunicacion:
Prensa (redaccion de notas de prensa
y maquetacion de Guia de proyecto).

Act 2.RD2 Publicaciéon de medios de
comunicacioén: Inserciones publicita-
rias www.qcom.es. Brand week, web y

newsletter.

Act 1.RD3 Jornadas de divulgacién en
el sector:

- Participacién en el Taller: “Alimenta-
cion saludable y funcional” durante
la Noche de los Investigadores 2019
(Granada, 26/09/2019).

- Participacién en las Charlas de divul-
gacion cientifica “Alimentos Funciona-
les: Disefiando una alimentacién sa-
ludable”, dentro del ciclo de jornadas
Lemon Rock Science Talks (Granada,
25/9/2019).

- Presentacion de resultados del GO
AGUACAVALUE en el Webinar: “Jorna-
da sobre Revalorizaciéon de Coproduc-
tos en la Industria Agroalimentaria”
organizada por el proyecto europeo
ICT-BIOCHAIN (21/05/2020).
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- Asistencia y presentacion de
ponencia sobre el proyecto del
GO AGUACAVALUE en Area
Smart Agro.

- Entrevista COPE Llanos Andujar

- Organizacién y Participacion en el
webinar “Clausura del GO AGUACAVA-
LUE” del 30/07/2020.

Act 2.RD3 Asistencia a ferias y jorna-

das del sector: de la Torre.
- Feria FRUIT ATTRACTION (IFEMA,
Madrid, 23/10/2019 - 24/10/2019).

- Cobertura divulgativa G.0.
Aguacavalue.

- Feria TRANSFIERE 2020 (FYCMA,
Malaga, 12/02/2020).
- Asistencia a la Feria con stand.

- Cobertura divulgativa G.0.
Aguacavalue.
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- Feria Biofach Febrero 2020 (Nurem-

berg (Alemania)), 12/02/20-15/02/20.

- Asistencia a la Feria.

- Feria NUTRACEUTICALS EURO-
PE (IFEMA, Madrid, 04/03/2020 -
05/03/2020).

- Asistencia a la Feria.

Act 1.RD5 Pagina Web.
- Redaccion de contenido y manteni-

Act 2.RD5 Redes Sociales.

- Notificacion de todas las actuacio-
nes y novedades del GO AGUACAVA-
LUE a través de las redes sociales del

GRUPO OPERATIVO AGUACAVALUE

miento de la web del GO AGUACAVA-
LUE por COOP. AGROALIM. AND.

- Participacién en las adaptaciones de
la web del GO AGUACAVALUE.

- Adaptacion de la web de CIDAF con
pagina propia del proyecto y actualiza-
ciones.

- Adaptacion de la web de NATAC con
informacién del GO AGUACAVALUE.

- Noticia Newletter (28/08/2020) en
web Grupo LA CANA.

&
@UACA eow Lom -y = e o
P - D csic BONG = kil

GO AGUACAVALUE (COOP. AGROA-
LIM. AND.), CIDAF, NATAC y Grupo LA
CANA (Twitter, Facebook, Linkedin).

r.-j‘.-
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Act 3.RD5 Video.

- Direccion y coordinacion en la
produccién del video completo del GO
AGUACAVALUE.

- Participacion en la produccion del vi-
deo completo del GO AGUACAVALUE.

Act 1.RD6 Publicacién en medios
especificos de investigacion: Articulo
cientifico presentando parte de los
resultados del GO AGUACAVALUE
enviado a la revista Food Chemistry.
Estado: 22 revision)

Act 1.RD6 Publicacion en medios es-
pecificos del sector agroalimentario:
- Publirreportaje divulgativo del GO
AGUACAVALUE en la Revista Alimen-
taria (N°515) y Noticia destacada de
fin de proyecto en la revista online.

- Publicacién articulo divulgativo del
GO AGUACAVALUE en TECNIFOOD
edicion papel y digital y en pagina web
www.techpress.es.

- Prensa (publicacién de articulo del

GO AGUACAVALUE el 07/07/2020 en
los periddicos del Grupo Joly)

- White paper GO AGUACAVALUE.

- Publicacion de articulo en la Revista
N° 32 del Grupo La CANA.

- Publirreportaje divulgativo del GO
AGUACAVALUE en la Revista “Granada
Cooperativa”.

- Publirreportaje divulgativo del GO
AGUACAVALUE en la Revista Agrone-
gocios.

- Radio (entrevista a A. Segura Carre-
tero sobre el GO AGUACAVALUE el
18/07/2020 en programa “Surco y
Marea” de Cadena SER Andalucia).

- Television (entrevista a A. Segura
Carretero y M. Llanos Andujar sobre el
GO AGUACAVALUE el 29/07/2020 en
las “Noticias 2" de Canal Sur).

- Asistencia a Congresos Cientificos:
EFFOST 2019 (Rotterdam (Holanda),
10/11/2019-15/11/2019. Asisten-

cia de 2 investigadoras de CIDAF y
presentacion de 2 posters durante el

congreso.
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Ademas, se ha disefiado y elaborado
merchandising y material fungible es-
pecifico del GO AGUACAVALUE para
su divulgacion en ferias, congresos y
a los socios y miembros del consor-
cio, entre ellos: agendas, USB, blocks

6. Conclusiones

El proyecto innovador del Grupo Ope-
rativo AGUACAVALUE ha desarrollado
productos de alto valor afiadido a par-
tir de los principales subproductos de
la elaboracion de guacamole (pieles y
huesos de aguacate), optimizando el
tratamiento de las materias primas,
los procesos de extraccion de com-
puestos bioactivos, y las formulacio-
nes de los productos finales propues-
tos (piensos animales, nutracéuticos
y cremas corporales). Ademas, ha
demostrado el interés de esta revalori-
zacion para las empresas agroalimen-
tarias y biotecnolégicas implicadas en
la cadena de valor escalando los pro-
cesos a nivel industrial o pre-industrial,
y comprobando el valor nutricional,
seguridad y potencial bioactivo de los
ingredientes, piensos y extractos natu-
rales desarrollados.

Todo este trabajo favorece por tanto la

de notas, camisetas, geles hidro-al-
céholicos, mascarillas, carpetas, car-
teles, roll-up, etc.; ademas de seguir
difundiendo el merchandising de la 12
anualidad: mochilas, cuadernos, bolis,
pulseras, etc.

sostenibilidad de la industria agroali-
mentaria y atiende a los retos globales
de lucha contra el cambio climatico
y respeto al medio ambiente, minimi-
zando la generacién de residuos en
la industria del aguacate/guacamole
al proponer diferentes alternativas
de aprovechamiento de sus subpro-
ductos como materias primas para el
sector agroalimentario, nutracéutico y
cosmeético.

De esta forma, se ha cumplido con el
objetivo principal del Grupo Operativo
AGUACAVALUE de crear un sistema
eficiente de bioeconomia circular en-
torno al aguacate.

Para mas informacion, visite la web
del Grupo Operativo: www.aguacava-
lue.com
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8. Anexo l.

Cronograma de ejecucion de la 12 anualidad
del go aguacavalue

pos Operativos de la Asociacion Euro- Industrias Agroven Sur (Grupo Venso,
pea para la Innovacién en materia de  Moraleda de Zafayona, Granada) para
Productividad y Sostenibilidad Agrico- el secado y triturado del hueso de
las (AEI-Agri), en el marco del Progra- aguacate. 5
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9. Anexolll.

Grupo Operativo Aguacavalue
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