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PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE COMPUESTOS FUNCIONALES DE
ORIGEN VEGETAL

La presente invencion pertenece al campo de la revalorizacion de subproductos
vegetales, mediante la obtencidn de compuestos funcionales. La presente
invencion se refiere a un nuevo procedimiento para la obtencion de
compuestos funcionales de origen vegetal, tales como fitoquimicos, fibra
bioactiva... Ademas la presente invencion se refiere al uso de esos compuestos
funcionales para alimentos funcionales, productos dietéticos 0 complementos

alimenticios.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Estudios epidemioldgicos han relacionado el consumo de frutas y verduras con
un descenso en la incidencia del cancer y la mortalidad por enfermedad
cardiovascular (Rimm et al, 1996, “Relation between intake and risk of coronary
heart disease in male health professionals”, Ann. Intern. Med., 125, 384-389; y
Doli R, 1990, “An overview of the epidemiological evidence linking diet and
cancer’, Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 49, 119-131). Uno de los factores clave
con los que se ha asociado esto, es con el contenido en fitoquimicos (Kris-
Etherton et al, 2002, “Bioactive compounds in foods: their role in the prevention
of cardiovascular disease and cancer, Am. J. Med., 113, 715-88S; Scalbert et
al, 2002, "Absorption and metabolismo of polyphenols in the gut and the impact
on health”, Biomed. Pharmacother.,, 56, 276-282; and Rankin et al, 1993, “The
modification of low density lipoprotein by the flavonoids myricetin and
gossypetin”, Biochem. Pharmacol., 45, 67-75).

Estos compuestos son metabolitos secundarios de las plantas y en estas
cumplen una serie de funciones como, por ejemplo, proteccidon contra la
incidencia de rayos ultravioleta, proteccion contra insectos y atrayentes de
animales para asegurar la polinizacidén y la dispersion de semillas (Harbone,

1982, “Introduction of ecological biochemistry”, Academia Press, London, ISBN
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0-12-324680-6). Por estas razones los fitoquimicos se sintetizan
preferentemente en los tejidos externos de las plantas. Estas partes externas
son los principales residuos generados durante fa manipulacion y procesado de
las frutas y verduras y se constituyen como una buena fuente para la extraccién
de fitoquimicos (Tomds-Barberan, 2004, “Agrifood residues as a source of
phytochemicals”, Total Food Proc., 42-48, IFR, Norwich, UK, ISBN 0-7084-
0644-5).

Por otra parte, dentro de los productos beneficiosos para la salud, derivados de
productos vegetales, el mercado de las fibras alimentarias ha sido uno de los
mas favorecidos en los ultimos afos, asociandose su consumo a la prevencién
de diversas enfermedades tales como cancer de colon, enfermedades
coronarias, obesidad, diabetes y trastornos gastrointestinales (Anderson et al,
1994 “Health benefits and practical aspects of high-fibre diets”, Am. J. Clin.
Nutr., 59, 12425-1247S; and Rodriguez et al, 2006, *Dietary fibre from
vegetable products as source of functional ingredients”, Trends Food Sci.
Technol., 17, 3-15).

En el estado de la técnica son numerosos los procedimientos de obtencion de
nutracedticos y fitonutrientes a partir de productos vegetales y sus
subproductos. Asi, en el articulo de revision: Zhao, 2007, “Nutraceuticals,
Nutricional Theraphy, Phytonutrients, and Phytotherapy for Improvement of
Human Health: A Perspective on Plant Biotechnology Application”, Recent
Patents on Biotechnol., incluye 297 citas bibliograficas de articulos y patentes
publicados en los ultimos afos en relacidbn a este tema. Dentro de los
fitoquimicos, se ha prestado especial atencion a la obtencion de antioxidantes
naturales a partir de alimentos vegetales y sus subproductos (Moure et al,
2001, “Natural antioxidants from residual resources”, Food Chem., 72, 145-171;
and Peschel et al, 2006, “An industrial approach in the search of natural
antioxidants from vegetable and fruit wastes”, Food Chem., 97, 137-150), y
muchos de los procedimientos desarrollados se han centrado en la obtencion

de extractos vegetales ricos en compuestos fendlicos, por la alta capacidad
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antioxidante que éstos poseen. Véanse, por ejemplo, los documentos WO
01/51482 A1, WO 03/042133 A1, US 6960360 o Makris et al, 2007,
“Polyphenolic content and in vitro antioxidant characteristics of wine industry

and other agri-ffod solid waste extracts”, J Food Comp. Anal., 20, 125-132.

Dentro de los vegetales, el esparrago debido a su riqueza en micronutrientes y
fitoquimicos, junto a su bajo contenido caldrico, es un producto de gran interés
para un amplio sector de la poblacion demandante de alimentos que, ademas
de cubrir sus necesidades nutricionales y dietéticas, sean sanos y saludables,
ya que contiene diversos compuestos bioactivos (flavonoides, saponinas y fibra
bioactiva) que le confieren una potencial actividad bioldgica importante. Se han
desarrollado distintos procesos para la obtencion de extractos hidroalcohdlicos
a partir de tallos y raices de esparrago, con fines terapéuticos. Asi, en
documentos, WO 2006/032510 A1 y EP 1640016 B1 se describe la obtencién
de extractos de esparrago, libres de saponinas, y su aplicacion la preparacion
de medicamentos, tales como diuréticos; mientras que la patente US 7247321,
propone el uso de fluido supercritico para la obtencion de extractos de
esparrago, libres de saponinas, que pueden utilizarse como formulaciones de

uso topico para el tratamiento de melanogénesis.

Por otro lado, se ha descrito el uso de exiractos de saponinas, obtenidos a
partir de esparragos y sus subproductos, con aplicaciones en las industrias
alimentaria, farmacéutica y fitosanitaria. En las patentes JP2129198 (A),
JP6033303 (B) y JP1905307 (C) se describe la obtencion de un extracto rico en
saponinas, mediante la destilacion hidroalcohdlica de subproductos de
esparrago, que puede ser utilizado como ingrediente funcional; y en la patente
JP3048694 (A) se detalla la obtencion de una saponina especifica, a partir del
extracto hidroalcohélico rico en saponinas, que posee actividad antifungica. Por
otro lado en la patente CN101474350 (A) también se describe un método para
la obtencidbn de saponinas de esparrago, basado en su extraccidon
hidroalcoholica y proponen su uso como medicamento antitumoral.
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En el estado de la técnica se han descrito fibras obtenidas a partir de distintas
partes del esparrago con aplicacion en la industria textil y papelera. Asi, en UK
19881/20, se muestra un procedimiento para la separacién de fibras de
esparrago, que tras ser trituradas hasta alcanzar el tamano de particula
adecuado, pueden utilizarse para la fabricacion de tejidos. Finalmente, en
DE19905944 A1, se describe el uso de fibras de esparrago para el desarrolio
de material de papel con caracteristicas estructurales y aromaticas

personalizadas.

El problema que subyace en la mayoria de los métodos descritos
anteriormente, es que se requieren etapas previas de acondicionamiento de la
muestra (subproductos de esparrago u otros vegetales) lo cual hace que el

procedimiento se encarezca sustancialmente.

Ademas otro problema que presenta el Estado de la técnica es que en la
mayoria de las ocasiones, es necesario el uso de disolventes organicos tales
como metanol, etanol o acetona, para la extraccion de los compuestos de
interés. En el caso de la extraccidon acuosa, al utilizarse reactores abiertos, se
pierden gran parte de los compuestos bioactivos, tales como los fenoles, por
procesos de oxidacion. Como alternativa, otros procedimientos han
desarrollado vias en las cuales se hace uso de fluidos supercriticos como se
describe, por ejemplo en la patente US 7247321, pero la desventaja de este
sistema es el alto coste del equipamiento y la necesidad de personal

cualificado para aplicar dichas técnicas a nivel industrial.

Por lo tanto es necesario el desarrollo de nuevos procedimientos que solventen
todos los problemas anteriormente enunciados y que den una solucion factible

y respetuosa con el medicambiente.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona un nuevo procedimiento de obtencidén de
compuestos funcionales de origen vegetal que mejora significativamente los
problemas anteriormente enunciados en los procedimientos ya descritos en el
Estado de la Técnica. Entre dichas ventajas destacan el uso de partes
residuales de los vegetales como el tallo de los turiones, no se requiere un
acondicionamiento ni ningun otro pre-tratamiento como el lavado, el secado o
la trituracion inicial de estos residuos... Esto supone una gran ventaja con
respecto a otros procedimientos encontrados en la bibliografia, ya que en la
mayoria de los casos incluyen, al menos, una etapa de trituracién de las
muestras. Los ensayos preliminares realizados antes de desarrollar el disefio
definitivo de experiencia pusieron de manifiesto que la trituracion y agitacion de
las muestras resultan desaconsejables, ya que durante estos procesos se
pierden algunos de los compuestos bioactivos presentes en los subproductos

de los vegetales, como por ejemplo el esparrago.
Por lo tanto un primer aspecto esencial de la presente invencidn se refiere a un
novedoso procedimiento para la obtencidn de compuestos funcionales de

origen vegetal que comprende las siguientes etapas:

- extraccion en agua de un residuo fibroso y un extracto acuoso procedentes de

residuos de origen vegetal.

- separacién del extracto acuoso del residuo fibroso procedentes de la etapa

anterior;

- secado del residuo fibroso;

- trituracion y tamizado de la fibra seca obtenida de la etapa anterior; y
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- fraccionamiento del exiracto acuoso.

En la presente invencién se entienden por residuos de origen vegetal a
aquellas partes como las porciones finales del turion, peladuras y trozos de
turidn rotos durante fa manipulacion industrial de dichos vegetales.

Segun una realizacidn preferida, los residuos de origen vegetal proceden del

esparrago.

Segin otra realizacion preferida, la extraccidn del residuo fibroso y del extracto
acuoso se lleva a cabo en un reactor cerrado a una temperatura dentro del
intervalo de 100 a 180°C {con o sin agitacion) y en un intervalo de tiempo que
va desde los 15 a los 300 minutos. Ademas dicha extraccion puede realizarse

en atmosfera libre de oxigeno.

En la presente invencion un reactor cerrado puede ser desde una olla express

hasta un autoclave industrial.

Segln otra realizacion preferida, el residuo fibroso que queda tras la extraccion
de los compuestos bioactivos solubles, se somete a una etapa de secado o
liofilizacion, para obtener un producto seco que tras ser triturado, en molino de
martillo, constituye la fibra bioactiva del vegetal a tratar. Esta fraccidon esta
formada por polisacaridos de pared celular y compuestos fendlicos, incluyendo
lignina y acidos hidroxicinamicos, pero ademas lleva asociados cantidades
menores de compuestos tales como flavonoides, saponinas y esteroles, que
contribuyen a su potencial actividad biolégica.

Por otro lado segin otra realizacidn preferida, el liquido obtenido tras el
tratamiento extractivo es un extracto acuoso funcional, rico en distintos
compuestos de interés, como azucares, fenoles y saponinas, que se puede

denominar extracto funcional completo.
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A continuacidbn y segun otra realizacion preferida, comprende el
fraccionamiento de dicho exiracto acuoso, para obtener fracciones
parcialmente purificadas y enriquecidas en compuestos bioactivos especificos.
El extracto acuoso se inyecta en una columna rellena con una resina de
adsorcién polimérica o de intercambio idnico, en la que quedan retenidos los
principales compuestos bioactivos (flavonoides y saponinas). Para la elucién de
los distintos compuestos, en primer lugar se utiliza agua (dos volimenes de
columna), separandose en esta fraccion los aztcares solubles; a continuacién
se realiza una exiraccidon secuencial de los compuestos fenolicos,
mayoritariamente flavonoides, y las saponinas, utilizando respectivamente dos
volimenes de columna de disolucién acuosa de etanol, al 10-50% y al 60-
100%.

Estas dos fracciones constituyen los extractos funcionales parcialmente
purificados y enriquecidos en flavonoides y saponinas. La recuperacion de
ambos grupos de compuestos tras su paso por la columna rellena con una
resina de adsorcién polimérica o de intercambio i6nico es superior al 90% en
ambos casos y su concentracion en los extractos etanolicos 10-50% y 60-100%
es 4 veces superior a la del extracto acuoso global para ambos tipos de
compuestos. Estos extractos funcionales pueden utilizarse en suspension o
como extracto seco, tras ser liofilizados.

En las presentaciones soélidas, los extractos parcialmente purificados contienen
11-15% flavonoides y al menos un 50% saponinas respectivamente, mientras
que en el extracto acuoso completo la riqueza en peso es de al menos 0.45%
de flavonoides y 1.15% saponinas.

Un segundo aspecto esencial de la presente invencién se refiere a la fibra
bioactiva, obtenible por el procedimiento anteriormente descrito, la cual esta
caracterizada porque comprende desde un 55 a un 65% en fibra alimentaria
total, desde un 17 a un 21% de proteinas y desde un 3 a un 6% en azicares
solubles.
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Ademas dicha fibra bioactiva, comprende desde 1 a 2 mg de flavonoides,
desde 5 a 6 mg saponinas, desde 1,5 a 2,0 mg esteroles y desde 2,5 a 3,5 mg

de hidroxicinamatos.

Por otro lado la presente invencidn también se refiere a un extracto acuoso,
obtenible por el procedimiento anteriormente descrito, el cual estd
caracterizado porque comprende un 0,45% de flavonoides y un 1,15% de

saponinas.

Por otra parte la presente invencion se refiere a un producto funcional en forma
de polvo, obtenible por el procedimiento anteriormente descrito que comprende
desde un 11 a un 15% en flavonoides y que comprende desde un 80 a un 90%

en saponinas.

Con la presente invencion se consigue el aprovechamiento integral de los
subproductos de los vegetales, mediante procedimientos simples y de facil
adaptacion industrial. Los productos que se obtienen son:

- Subproductos secos y liofilizados de los vegetales, en polvo. Se
mantienen practicamente todos los componentes quimicos presentes en los

subproductos frescos, pero mas concentrados.

- Extracto funcional del vegetal. Contiene la mayor parte de los compuestos
solubles bioactivos. La riqueza en peso de este extracto global es de un 0,45%
de flavonoides y un 1,15% de saponinas. Este producto, que se puede
presentar en forma de solucidn, extracto seco, o incluso cualquier tipo de
soporte sélido, una vez realizados los correspondientes ensayos de toxicidad y
bioactividad, podra utilizarse como ingrediente funcional en distintos productos
alimentarios. Pero ademas, podria tener aplicacion en dietética y parafarmacia,
en presentaciones similares a las numerosas cépsulas y preparados de plantas

que existen actualmente en el mercado.
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- Extractos parcialmente purificados y enriquecidos. Se obtienen extractos
parcialmente purificados en flavonoides vy saponinas que, una vez liofilizados,

se pueden presentar en forma de poivo.

- Fibra bioactiva. Se puede utilizar, tanto seca como liofilizada, en la
preparacién de alimentos funcionales, tales como zumos, yogur, productos

carnicos, pescado, efc.

Por lo tanto un tercer aspecto esencial de la presente invencién se refiere al
uso de la fibra bioactiva, del extracto acuoso y del producto funcional para
preparar alimentos enriquecidos, productos dietéticos o complementos

alimenticios.

Adema3s dichos productos se pueden usar como antifingico y/o bactericida.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

EJEMPLOS

1) Optimizacion del proceso de obtencion de compuestos funcionales de origen

vegetal

El material de partida son los tallos de esparrago (porciones finales de los
turiones que se desechan durante el procesado industrial), y no se requiere

acondicionamiento ni ningun otro tratamiento previo (lavado, secado,
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trituracién) a la extraccion de los componentes biocactivos. Esto supone una
gran ventaja con respecto a otros procedimientos encontrados en la
bibliografia, ya que en la mayoria de los casos incluyen, al menos, una etapa

de trituracion de las muestras.

Los ensayos preliminares realizados antes de desarrollar el disefio definitivo de
expetiencia pusieron de manifiesto que la trituracidn y agitacion de las
muestras resultan desaconsejables, ya que durante estos procesos se pierden
algunos de los compuestos bioactivos presentes en los subproductos del
esparrago. Asi, en las primeras experiencias realizadas en el laboratorio, en las
que las extracciones se realizaron con agua y etanol, en un reactor abierto, con
agitacion continua, los flavonoides se perdieron practicamente en su totalidad,
sobre todo en el caso de utilizar agua como solvente; mientras que las
saponinas mostraron ser mucho mas estables al calentamiento y a la agitacion.
En la tabla 1 se resumen las distintas condiciones ensayadas en las
experiencias de laboratorio, en las que las cuatro variables estudiadas fueron
temperatura (25 y 60°C), tiempo de extraccién (1 y 90 minutos), escaldado o no

de las muestras y solvente (agua y etanol).

Tratamiento | Temperatura Tiempo (min) | Escaldado Disolvente
(°C)
1 60 90 Sl Agua
2 60 90 S Etanol
3 60 90 NO Agua
4 60 90 NO Etanol
5 60 1 Sl Agua
6 60 1 SI Etanol
7 60 1 NO Agua
8 60 1 NO Etanol
9 25 90 S Agua
10 25 90 Sl Etanol
11 25 90 NO Agua
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12 25 a0 NO Etanol
13 25 1 Si Agua
14 25 1 Sl Etanol
15 25 1 NO Agua
16 25 1 NO Etanol

Tabla 1. Tratamientos realizados con tallos de espéarragos en reactor abierto de

Las tablas 2 y 3 muestran la concentracion y porcentajes de recuperacion de
flavonoides y saponinas en los distintos tratamientos ensayados. Los valores
de referencia (283 mg/Kg flavonoides y 646 mg/Kg saponinas) para calcular
dichos porcentajes se determinaron a partir de un extracto etandlico de los

residuos de esparrago, en el que se cuantifican el total de flavonoides y

laboratorio

saponinas presentes en el material de partida.

Tratamiento mg flavonoides/ %
kg subproducto Recuperacion
1 0,57 + 1,14 0,20
2 50,48 *| 642 17,85
3 13,96 t| 16,28 4,93
4 131,14 | 948 46,36
5 44,68 t| 55,66 15,79
6 14,05 +| 5,33 4,97
7 10,45 +| 15,09 3,69
8 10,90 | 2,92 3,85
9 0,99 | 1,98 0,35
10 14,57 *| 4,18 5,15
11 0,00 0,00
12 25,04 | 9,00 8,85
13 24,75 +| 31,25 8.75
14 10,59 +| 5,73 3,74
15 76,04 | 1,10 26,88
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16 14,14

i+

5,99 5,00

Tabla 2. Concentracion y porcentaje de recuperaciéon de flavonoides en los diferentes

tratamientos

La mayor concentracion de flavonoides en los extractos fue de 131,14 mg/kg
de subproductos, la cual se obtuvo con el tratamiento 4. Hay que indicar que,
en general, se obtuvieron valores muy bajos y una alta variabilidad entre
replicados del mismo tratamiento. La pérdida de flavonoides puede deberse,
posiblemente, a procesos de oxidacion enzimatica, por accion de la peroxidasa,
0 quimica, debido a la aireacion de la muestra en las distintas etapas de los

tratamientos (homogeneizacion, extraccion y centrifugacion).

La realizacidén de analisis estadistico para los tratamientos con etanol {cuyos
resultados fueron mas homogéneos que los obtenidos con las extracciones
acuosas) indica que de los tres factores, el tiempo, la temperatura y la
combinacion de ambos influyeron positivamente en la extraccion de
flavonoides, mientras que el escaldado y la combinacioén del mismo con tiempo
o temperatura produjeron efectos negativos.

Tratamiento mg diosgenina/ %
kg subproducto Recuperacion
1 24478 | £ | 0,99 37,95
2 198,33 | £ | 23,88 30,75
3 352,54 | £ | 39,24 54,66
4 204,71 | £ | 23,68 31,74
5 273,49 | £ | 18,91 42,40
6 401,07 | £ | 28,40 62,18
7 282,50 | £ | 29,06 43,80
8 307,29 | £ | 40,55 47,64
9 173,96 | £ | 34,68 26,97




10

20

25

WO 2011/161293 PCT/ES2011/070442

13
10 346.74 | + | 45,69 53.76
11 282,96 | + | 31,30 43,87
12 406,26 | £ | 23,07 62,99
13 179,72 | £ | 16,86 27,86
14 354,05 | £ | 27,76 54,89
15 335,01 | £ | 24,62 51,94
16 443,26 | £ | 51,63 68,72

Tabla 3. Concentracién y porcentaje de recuperacion de saponinas en los diferentes

tratamientos.

En general, las saponinas son mas estables al calentamiento y la agitacién que
los flavonoides. La mayor concentracion y, por tanio, mayor porcentaje de
recuperacion se obtuvo con el tratamiento 16 (443,26 mg de diosgenina / kg de
residuo; 68,72% de recuperacion). También se superd el 60% de recuperacion
con el tratamiento 12 (62,99%) y 6 (62,18%). Los menores porcentajes de
recuperacion se obtuvieron con el tratamiento 9 (26,97%) vy el tratamiento 13
(27,86%). De los resultados obtenidos parece deducirse que los tratamientos
con etanol son mas efectivos en la extraccion (cinco de los ocho superan el
50% de recuperacion) que los acuosos (sélo dos superan el 50%). En el caso
de las extracciones acuosas, la temperatura y la combinacion de fa misma con
el tiempo influyeron positivamente, mientras que el escaldado y la combinacion
del mismo con la temperatura produjeron efectos negativos. El factor tiempo no

tuvo influencia significativa.

De estas primeras experiencias de extraccion de flavonoides y saponinas con

el reactor abierto de laboratorio podriamos concluir que:

-La agitacion y la exposicion al aire durante el tratamiento son factores que
afectan negativamente a los flavonoides, mientras que las saponinas parecen

ser mucho mas estables.
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-El etanol extrae mayor cantidad de ambos compuestos.

-Un mayor tiempo de extraccion y temperatura produce efectos dispares segin

el solvente, fitoquimico y combinacion de las variables estudiadas.

-El escaldado tiene, en general, un efecto negativo en la extraccion de

flavonoides y saponinas.

Ademas de los extractos ricos en flavonoides y saponinas, los tratamientos
anteriormente descritos también permiten obtener un residuo final, qgue hemos
denominado fibra bioactiva, puesto que ademas de los constituyentes
caracteristicos de las fibras vegetales (polisacaridos y fenoles intraparietales),
contiene cantidades significativas de fitoquimicos (flavonoides, saponinas y
esteroles) que aumentan su potencial actividad bioldgica.

Las fibras obtenidas de los tratamientos en condiciones exiremas, es decir, los
tratamientos 3 y 4 (60 °C, 90 minutos, sin escaldado y en agua o etanol
respectivamente), y 15 y 16 (temperatura ambiente, 1 minuto, sin escaldado y
en agua o etanol respectivamente), se secaron por dos métodos, liofilizaciéon y
secado en estufa de recirculacion de aire. Se eligieron estas muestras porque
eran en las que previsiblemente mayores diferencias se podrian encontrar. Se
determiné el efecto que los distintos factores (temperatura, tiempo de
extraccion, disolvente y proceso de secado) tienen sobre las caracteristicas de

la fibra.

En las primeras experiencias realizadas en el laboratorio, en las que las
extracciones se realizaron con agua y etanol, en un reactor abierto, con
agitacion continua, los flavonoides se perdieron practicamente en su totalidad,
mientras que las saponinas mostraron ser mucho mas estables al
calentamiento y a la agitacion. A pesar de que se exirajeron mayores
cantidades de flavonoides y saponinas con etanol, se eligid el agua como

disolvente por las ventajas econdmicas y medioambientales que su uso
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supone. Ademas, la mayor parte de flavonoides y saponinas que no se
solubilizan en el extracto acuoso, se recuperan en la fraccion de fibra, dandole

un valor ahadido a la misma.

2) Procedimiento de obtencién de compuestos funcionales de origen vegetal a

nivel industrial.

El presente ejemplo se refiere al tratamiento de 100 kg de subproductos de
esparrago (porciones finales de los turiones) procedentes de la industria de
envasado de esparrago verde. El contenido en flavonoides y saponinas de la
muestra original es de 283 mg/Kg y 646 mg/Kg respectivamente. La muestra se
extrae con 200 L de agua, introduciendo la mezcla en contenedores cerrados,
que se colocan en un autoclave industrial (Steriflow, Madinox, Barcelona,
Espafia), en el que se lleva a cabo la extraccidon a 121°C, durante 2 horas.
Posteriormente, se separan las dos fracciones resultantes del tratamiento:
extracto acuoso funcional, conteniendo los fitoquimicos solubles y fibra
bioactiva. Los rendimientos son de 200L de extracto acuoso y 100 Kg de fibra
himeda.

La concentracion de flavonoides en el extracto acuoso es de 80 mg/L (56%

recuperacién) y la de saponinas de 199 mg/L (61% recuperacion).

El residuo fibroso contiene también cantidades significativas de estos dos
grupos de compuestos. El rendimiento de la fraccidn de fibra seca (en estufa, a
60°C, durante 16 horas) es del 5,5% con respecto a los subproductos
originales; y su contenido en flavonoides y saponinas son 1,33 mg/g y 4,39
mg/g respectivamente, lo que representa un 23% (73 mg/Kg) de recuperacién
de flavonoides y un 18% (241 mg/Kg) de recuperacion de saponinas con
respecto a los subproductos originales.

Los compuestos bioactivos solubilizados en el extracto acuoso se fraccionan en
una columna de PVC, rellena de una resina de intercambio idnico, en este caso
XAD-16. Las dimensiones de la columna han sido 155cm alto x 10,7 cm
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diametro interno y el volumen de resina 14 L. La relacion volumen de resina /
volumen de extracto funcional ha quedado establecida en 100 mbL resina/L
extracto que contenga hasta 80 mg flavonoides y 200 mg saponinas. Siguiendo
este disefio a escala piloto se pueden inyectar en la columna 100-200L de
extracto acuoso que contenga hasta 1g de flavonoides y 30g de saponinas.

En el ejemplo que nos ocupa se han fraccionado 100 L de extracto acuoso, con
un contenido de 8g flavonoides y 20g saponinas, los cuales quedan retenidos
en la resina, y posteriormente son separados en base a su distinta polaridad.
Las dos primeras etapas del fraccionamiento consisten en la inyeccion de la
muestra y lavado con 25L agua (dos volumenes de columna), midiendo cada
5L de elucion la concentracion de flavonoides y saponinas, y comprobando que
éstos quedan retenidos en la columna en su totalidad. La tercera etapa
consiste en la elucion de flavonoides, utilizando para ello 25L (2 volimenes de
columna) de etanol: agua 40%; y, finalmente, las saponinas se eluyen con 25L

(2 volumenes de columna) de etanol: agua 96%.

La recuperacion de flavonoides es del 99% (7,92g) en la fraccion de etanol
40%, siendo su concentracidon cuatro veces superior (317mg/L) a la del extracto
inicial (80mgy/L).

Las saponinas se recuperan en un 98% (19,69), en la fraccion de etanol 96%, y
su concentracion también es cuatro veces superior (785mg/L) a la del extracto

acuoso inicial (199mg/L).

Como ya se ha explicado anteriormente, estos exiractos funcionales,
parcialmente purificados y enriquecidos en flavonoides y/o saponinas pueden
utilizarse en suspensidén o en polvo, tras ser liofilizados. En este ejemplo, se
obtienen 1,7 kg de un exiracto liofilizado completo que contiene 0,45%
flavonoides y 1,15% saponinas. Tras su fraccionamiento, el peso del extracto
de flavonoides es de 72g y su riqueza del 11% en peso, mientras que el

extracto de saponinas pesa 24,5 y su rigueza es del 80% en peso.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencion de compuestos funcionales de origen
vegetal que comprende las siguientes etapas:
a.extraccidn en agua de un residuo fibroso y un extracto acuoso
procedentes de residuos de origen vegetal;
b.separacion del extracto acuoso del residuo fibroso procedentes de
la etapa a);
c. secado del residuo fibroso;
d.trituracién y tamizado de la fibra seca obtenida de la etapa ¢); y

e.fraccionamiento del extracto acuoso;

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, donde los residuos de origen
vegetal proceden del esparrago.

3. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, donde

la extraccién se lleva a cabo en un reactor cerrado.

4, El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde

la extraccion se realiza a temperaturas en el intervalo de 100 a 180°C.

5. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde
fa extraccion se realiza durante un intervalo de tiempo de 15 a 300 minutos.

6. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde

la extraccién se realiza durante 120 minutos.

7. El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde

la extraccion se realiza en atmosfera libre de oxigeno con o sin agitacion.
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8. El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde
el secado del residuo fibroso se lleva a cabo en estufa, con circulacion de aire,
a una temperatura superior a 30°C.

9. El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde
el secado del residuo se lleva a cabo mediante liofilizacion.

10.  El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde

el residuo fibroso seco, se tritura y se tamiza, obteniendo una fibra bioactiva.

11.  El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde
el fraccionamiento del extracto acuoso se lleva a cabo en una columna rellena

con una resina de adsorcion o de intercambio idnico.

12.  El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde
en la etapa de fraccionamiento del extracto acuoso se lleva a cabo un lavado

de la resina con agua para eluir los azticares solubles.

13.  El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde
en el fraccionamiento del extracto acuoso se lleva a cabo la elucién de un
extracto fendlico con etanol 10-50%

14.  El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde
en el fraccionamiento del exiracto acuoso se lleva a cabo la elucién de un

extracto de saponinas con etanol 60-100%

15.  El procedimiento segin la reivindicacion 1, donde se lleva a cabo un

proceso de liofilizacion del extracto acuoso de la etapa b).

16. El procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 13 0 14,
donde se lleva a cabo un proceso de liofilizacién del extracto fendlico y del el

extracto de saponinas.
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17.  Fibra bioactiva, obtenible por el procedimiento de las reivindicaciones 1 a
10, caracterizado porque comprende desde un 55 a un 65% en fibra alimentaria
total, desde un 17 a un 21% de proteinas y desde un 3 a un 6% en azlicares
solubles.

18.  Fibra bioactiva, obtenible por el procedimiento de las reivindicaciones 1 a
10, caracterizado porque comprende desde 1 a 2 mg de flavonoides, desde 5 a
6 mg saponinas, desde 1,5 a 2,0 mg esteroles y desde 2,5 a 3,5 mg de

hidroxicinamatos.

19.  Un extracto acuoso, obtenible por el procedimiento segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7 0 11 a 14, caracterizado porque comprende al menos
un 0,45% de flavonoides y un 1,15% de saponinas.

20.  Un producto funcional en forma de polvo, obtenible por el procedimiento
segun cualquiera de las reivindicaciones 15 6 16, que comprende desde un 11
a un 15% en flavonoides.

21.  Un producto funcional en forma de polvo, obtenible por el procedimiento
segun cualquiera de las reivindicaciones 15 6 16 que comprende 80-90%

saponinas.

22. Uso de la fibra bioactiva de cualquiera de las reivindicaciones 17 6 18
para preparar alimentos enriquecidos, productos dietéticos o complementos

alimenticios.

23.  Uso del extracto acuoso de la reivindicacién 19 para preparar alimentos

enriquecidos, productos dietéticos o complementos alimenticios.

24.  Uso del producto funcional de las reivindicaciones 20 ¢ 21 para preparar

alimentos enriquecidos, productos dietéticos o complementos alimenticios.
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25. Uso del extracto acuoso de la reivindicacion 19, como antifungico y/o
bactericida.

26. Uso del producto funcional de las reivindicaciones 20 é 21, como

antifingico y/o bactericida.
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