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Seiior Jefe de la

Divisién de Signos Distintivos

Delegatura para la Propiedad Industrial
Superintendencia de Industria y Comercio
E.S.D.
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La sociedad SALICA INDUSTRIA ALIMENctualmente en ejercicio de su objeto social,
actuando porTARHio & Au Representante Legal, el sefiorp, gprka aAspimn Zunazo s
organizada y existente de acuerdo con las leyes de Espania con domicilio en
—Psligons Landabass, por el presente otorga
poder ‘especial ‘a’ Ernesto Caveller-Franco con TPA No. 11.519, Bernardo Rodriguez
Ossa con TPA No. 41.858, Armando Parra Escobar con TPA No. 4.384, Maria

‘ | Margarita Parra Goémez con TPA No. 51.540, Alvaro Parra Gémez con TPA No.

47.452, , Maria E. Acosta De Valencia con TPA 78374, y Helena Camargo Williamson
con TPA 76985 (los "Apoderados'™) con domicilio en la Cra. 9 No. 74-08 Of. 504 de
Bogota D.C., Colombia, para que, en el orden dispuesto, la representen ante cualquier
entidad, autoridad o persona, especialmente ante las del orden administrativo,
contencioso administrativo o judicial, y ante conciliadores, arbitros o tribunales de
arbitramento, para obtener y mantener la proteccion de sus derechos de propiedad
industrial y para actuar en defensa de tales derechos, facultandolos para:

1. Solicitar, tramitar y obtener o registrar patentes de invencién, modelos de
utilidad, disefios industriales, variedades vegetales, marcas, lemas, nombres y
ensefias comerciales y denominaciones de origen, asi como sus renovaciones y
prérrogas, la cesién de los mismos, la anotacién de cambios de nombre y
domicilio, y el registro de acuerdos y licencias en relacién con ellos y para
solicitar el registro de contratos de transferencia de tecnologia;

2. Solicitar, tramitar, obtener y registrar sus derechos de autor asi como la

. proteccion de sus secretos industriales y know-how;

3. Solicitar, tramitar y obtener registros sanitarios para sus productos y permisos y
licencias de funcionamiento, asi como sus renovaciones o prorrogas, la cesion de
los mismos, la anotacién de cambios de nombre y domicilio, y el registro de
acuerdos y licencias en relacién con ellos;

4. Ejercer acciones de oposicién, observacién, reclamo, reconsideracion,
reposicién, apelacion, cancelaciéon administrativa o judicial, nulidad, protecciéon

al consumidor, concesién de licencias, proteccion de secretos industriales y

demas acciones y recursos relacionados con derechos derivados de los asuntos

‘amba"' Hdicados y en contra de la competencia’desleal y de las restricciones al

mercio, acciones derivadas de la obtencién o explotacién de licencias, asi

oc\s\(mtervemr en juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-
t1vos y de policia, todo lo cual podra darse en acciones o juicios
por la otorgante o en su contra;

ancelar, transigir, comprometer, desistir, recibir y tomar posesion de

Yeaebeto de litigio y renunciar o desistir a derechos concedidos o en curso

\ deldSheesion, y admitir los hechos del proceso;

"’Ratlﬁcar 0 no’fa agencia oficiosa;

7. Recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,
renunciar y sustituir el presente poder y revocar las sustituciones que hicieren.
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Los Apoderados quedan facultados para llevar a cabo todas las actuaciones que sean .}
necesarias para llevar a buen término la tarea que les ha sido encomendada, asi como
para recibir, desistir, sustituir y reasumir este poder, transar, renunciar y en general, para
cualquier otra actuacion que tienda a defender los derechos de la compafiia que :
represento. ' |

Fecha 8 Agests 2.006

Firma

CERTIFICACION NOTARIAL -

El suscrito Notario Pablico certifica que (1) ha tenido a la vista los documentos que /e
demuestran que la sociedad “sayTCA TNDUSTRIA ALIMENTARIA, SXiste y ejerce su - o
objeto ‘social de conformidad con las leyes de Espafia - (2) Que el sefior ~

, quien suscribe el anterior poder, esta
debidamente %acultado para hacerlo, en su calidad de APODERADO., asimismz con-

siderz legitima la firma de Den Gprka Aspuru Zuazgz, per haber sides puesta
en mi. presencia, per lo que la LEGITIMO, con mi signs, firma, rdbrica y
sellzn, y tras manifestar que cenoce y consiente el contenids del decuments
FrgRaclle segin resulta de Acta autorizada psr mi, cpn esta fecha, ntmers
mil trescientss sesenta vy dos de Protocplo.

En BERMEO, a schz de Agosts de dos mil seis. i} i LEG!§1 LkglggES‘-'
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REPUBLICA DE COLOMBIA
'NOTARIA SETENTAY DOS (72) DEL
CIRCULO DE BOGOTA, D.C.

o - CAh 2ot0s66s > 000008
e " 1 \ - . : , s
AN ! 1 ///“:x\ 1 o

IESCRITURA PUBLICA NUMERO: 444 -
UATROCIENTOS CUARENTAY CUATRO

----------‘.'—----b---------------- ---------------------------------------------

"ANO DOS MIL SIETE( 2007 ) --------------------------------------
CLASE(S) DE ACTO(S) o) CONTRATO(S) -------------------------
SUSTITUCI()N DE PODER GENERAL

OTORGANTES: e

19,081,620 de Bogota ---47----_---.-e» -----------------------------------

A: ‘MONICA BELA WOLF WASSERMAN C.C. 51,711,267

de Bogoté y Tarjeta Profesmnal 46 034 del O
| En la ciudad de Bogoté Dlstnto Capltal Departamento de
; ' Cundinamarca, Repubhca de Colombla, a los DOCE ( 12 ) dias

del mes de MARZO del ano dos mil siete ( 2007 ), ante mi,
JAIME HERNAN SEGURA GIL, NOTARIO SETENTA Y DOS
(72) ENCARGADO DEL CIRCULO DE BOGOTA, D.C.--vmncee=--

gt il"i"adb)éﬁ'Bogoté D.C., identificado con la cédulade
GJ\ ]
s‘;- umero 19 081 620 de Bogota, qulen mamfesto O

HolhR DUE ‘ %
ucemm Min!ﬁl' )
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hasta por Apostilla de fecha primero ( 1°) de Septiembre de dos
mil seis ( 2006 ), ¥ dentro de las cuales se halla la de sustituire]
mencionado documento, SUSTITUYE ] citado poder a ]a

edad, domiciliada en la ciudad de Bogots, D.C., identificada con
la cédula de ciudadanty nimero 51,711,267 y Tarjeta Profesional

f
de Abogado n_1'1mero 46,034 del C.S.J,, con las mismas facultades -
que le fueron otorgadas. -----... ~eeeae m—m—— e e

ADVERTENCIA, ’ OTORGAMIEN’I;? glvcsfrm;vvg /T R
trumento, 1
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EL MOLDE GRAFICAS LTDA - 2007

AA 29103679

[hueﬂa dactilar del dedo indice de la mano
derecha.v-;: ......................................
N\t EXTENDIDO EL PRESENTE
\///,/ N \\,f INSTRUMENTO EN LAS HOJAS DE

N ‘PAPEL NOTARIAL NUMERQS: -----<=----
AA29103668 AA29103679-------- N

DERECHOS NOTARIALES (Res. 7880 dél 28/12/2006) $38,110,00-------
LV.A.LEY 6°. DE 1992 $8,012,00 =~=x=cceememmsmceeemmeeomioo .
SUPERINTENDENCIA DE NOTARIADO Y REGISTRO $3.175.00--------

P FONDO ESPECIAL DE LA SUPERINTENDENCIA DE NOTARIADO Y
REGISTRO $3.175.00 ==-+--xremeemrmme e ceeecce e

R e

HUELLA INDICE DERECHO
ERNESTO CAVELIER FRANCO
C.C.No. /70&/7<€ 25 ?oa/-o 7"
TEL.: 394- ¥2Z o0

ESTE PAPEL NO TIENE COSTO ALGUNO PARA EL USUARIO




oC
4
%ME HERNAN SEC#
NOTARIO SETENTAY DOS (72) DE BOGOTA, D.C.
ENCARGADO
BS. 2 __COFAFOTOCORE: TOMADS DF SU ORIGHAL QUE
BE EXPIOE CONFORNE AL ART 70 DEL DECRETC 960 DE 1970
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Pub. No.: WO0/2010/029191 International Application No.: PCT/ES2008/070171
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Title: (EN) COMPOSITION BASED ON CONJUGATED LINOLEIC ACID FOR CANNED PRODUCTS
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(ES) COMPOSICION A BASE DE /:\CIDO LINOLEICO CONJUGADO PARA ENLATADOS QUE
COMPRENDEN AL MENOS UN TUNIDO

Abstract:  (EN) Composition for canned tuna products comprising the two bioactive isomers of conjugated linoleic
acid (cis-9, trans-11 and trans-10, c¢is-12, C18:2) in a 50:50 ratio in a proportion of 7.5% to 15% in olive
oil, which remains stable following the sterilization process and storage, conserving its properties of body
fat reducer and lipid metabolism activator.

(ES) Composicion para enlatados de tinidos que comprende los dos isémeros bioactivos del acido
linoleico conjugado (cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12, C18:2) al 50:50 en una proporcién del 7.5% al
15% en aceite de oliva, que permanece estable tras el proceso de esterilizacion y almacenamiento,
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(57) Abstract: Composition for canned tuna products comprising the two bioactive isomers of conjugated linoleic acid (cis-9,
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the sterilization process and storage, conserving its properties of body fat reducer and lipid metabolism activator.

(57) Resumen: Composicion para enlatados de tinidos que comprende los dos isémeros bioactivos del acido linoleico conjugado
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- COMPOSICION A BASE DE ACIDO LINOLEICO CONJUGADO PARA EN-
LATADOS QUE COMPRENDEN AL MENOS UN TUNIDO

DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

Es objeto de la presente invencién una composicioén
de los dos isdmeros bioactivos del acido linoleico con-
jugado (cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12) al 50:50 en
una proporcién del 7.5% al 15% en aceite de oliva, due
permanece estable tras el proceso de esterilizacidén y
almacenamiento en los productos enlatados que comprenden
al menos un tunido, conservando sus propiedades sobre la
reduccién de la grasa corporal y activador del metabo-

lismo lipidico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El &cido 1linoleico (acido 9, 12-octadecadienoico)
es un Aacido graso de 18 &tomos de carbono y dos instau-
raciones (o dobles enlaces) situadas en las posiciones 9
y 12 respectivamente. Las cadenas Cl1-C8 y C13-Cl8 estén

en posicidén cis respecto al sistema de dobles enlaces.

El 4cido 1linoleico es un Aacido graso esencial,

muy frecuente en los aceites vegetales.

El acido linoleico conjugado, que en la presente
memoria se va a abreviar como CLA, es un nombre genérico
para un grupo de isémeros del 4cido 1linoleico. De la
gran cantidad de isdmeros del CLA, sobretodo el cis-9,
trans—11 y el trans-10, cis-12 son los principales res-
ponsables de los efectos beneficiosos sobre el organis-

mo, con propiedades sobre la reduccidn de la grasa cor-
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poral y activador del metabolismo lipidico, y que en la

presente memoria se van a denominar isdmeros biocactivos
del CLA.

Whigham y c¢olaboradores (2007) concluyeron que
el CLA, administrado en dosis de 3,2 g/dia, era efectivo

ya que produce una disminucién significativa de la grasa

corporal en humanos.

Gaullier y colaboradores {Gaullier et al., 2004)
demostraron que los preparados de CLA altamente enri-
quecidos en c¢is-9, trans-11 y trans-10, c¢is-12 al 50:50
constituyen la preparacién adecuada para el consumo
humano en términos de eficacia en la reduccidn de 1la
grasa corporal. La dosis efectiva estimada fue de 1,7 g
-3.4g de estos isdémeros del CLA por dia.

La mayor fuente de CLA en el hombre se debe a la
leche y sus derivados. Otras fuentes a través de la di-
eta son la carne de rumiante y algunos aceites vegeta-
les. Los. cambios producidos durante los ultimos afios en
la alimentacidén animal (consumo de piensos en lugar de
pastos), combinados con las tendencias actuales de un
menor consumo de leche y productos ldacteos, han reducido
drdsticamente la cantidad de CLA adquirida por los huma-

nos a través de la dieta.

La ingesta media de CLA en la poblacidén depende
en gran medida del tipo de alimentacidén que se siga, de-
pendiendo si se incluyen aquellos alimentos gue 1o con-
tienen. Asi por ejemplo, la ingesta media en la pobla-
cidén europea es de 350-430 mg/dia y en la poblacidn es-
tadounidense de 150-200 mg/dia.
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Todo esto conduce a afirmar que, para poder es-
perar un efecto de reduccidn de grasa corporal en el or-
ganismo y un aumento del metabolismo lipidico, que pue-
dan contribuir a la lucha contra la obesidad, es intere-

sante hacer un aporte extra de CLA a través de la dieta.

Por lo tanto, resulta de gran interés la incor-
poracidén de CLA a la dieta mediante un vehiculo apropia-
do.

El problema que surge a la hora de incorporar
los isdémeros biocactivos en la dieta a través de alimen-
tos que los incluyan, es que hasta ahora no era posible
conseguir una composicién en la cual, tras el procesa-
miento a elevadas temperaturas al que se ven sometidos
ciertos alimentos, los isdmeros biocactivos permanezcan

estables sin ser degradados.

Existen diferentes estudios sobre la estabilidad
de los isb6meros del CLA. Yurawecz, Hood, Mosoba, Roach y
Yu (1995}, demostraron que el CLA en estado puro se de-
grada rapidamente a furano (4cidos grasos) cuando es ca-

lentado en presencia de aire.

Otros estudios sobre la estabilidad de 1los isd-
meros del CLA en forma de Acidos grasos libres han pues-
to de manifiesto, utilizando una combinacién de Cromato-
grafia Liquida de Gases (GLC) y Ag- HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Resolucidén e idn de plata) que el CLA es
inestable.

En el estudioc de Yang et al. (2000), se sometie-
ron 12 isdmeros de CLA durante 110 h a 50°C en el aire
para ver su efecto de estabilidad oxidativa, utilizando

la anteriormente mencionada técnica de detecciodn: GLC y
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Ag-HPLC. Los resultados concluyercn gue el CLA en forma
libre era extremadamente inestable, similar al acido do-
cosahexanenoico (Chen et al., 1997) y dque posee una tasa
de oxidacién considerablemente mas elevada que la del

dcido linoleico y el acido araquiddnico.

De hecho, Yurawecz et al., (1995) describieron
que el CLA cuando era oxidado en el aire era rdpidamente

descompuesto a los acidos grasos furanos.

Los 4 isémeros c,c-CLA fueron los mds inestables
seguidos de otros 4 isémeros c¢,t-CLA. A diferencia de
los otros 4 isdémeros t,t-CLA que fueron relativamente
estables bajo las mismas condiciones experimentales. En
total, mads del 80% fue oxidado al cabo de 110 h en el

aire a 50°¢°cC.

Minemoto et al. (2003) demostraron que los dos
isémeros biocactivos del CLA son mds susceptibles a la
oxidacién que el acido linoleico (LA) y similar al acido
docosahexanoico (DHA). También demostraron que- el CLA es
extremadamente inestable tanto en forma de Acido graso
libre (FFA) como en forma de triacilglicerol (TAG). E1
estudio se realizd a diferentes temperaturas 50-80 °C
para ambos isémeros con el resultado de que el isémero

10t, 12c se oxidd mas rapidamente que el 9¢, 1lt.

Con este estudio se demostrd que si se incorpora
el CLA a un alimento y se somete al procesado, el CLA
seria degradado, perdiendo, en consecuencia, sus propie-

dades beneficiosas sobre la reduccidn de grasa corporal.

Ademds de la influencia del tratamiento térmico
durante el procesado y del periodo de almacenamiento so-

bre la estabilidad del CLA, hay estudios que demuestran
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gue el comportamiento del CLA depende adicionalmente y
esta condicionado por la matriz alimentaria en la que se
encuentra, ya que existen interacciones entre los compo-
nentes presentes en el alimento que hacen que el CLA se
degrade.

Cuando fueron afladidos isdmeros del CLA a una
emulsién carnica (Hur et al., 2003), el contenidc en CLA
total aumentd, ahora bien, el efecto del almacenamiento
en fric (4°C) durante 14 dias en una emulsidén carnica
con CLA apenas tuvo efecto en la concentracidén del CLA.
En cuanto a su color mejord, por la inhibicidén de 1la
oxidacidén lipidica y de la mioglobina, lo que se corro-
boré con un descenso en los niveles de TBARS en 1las

muestras con CLA.

Sin embargo, en leches enriquecidas en CLA, la
pasteurizacién y la homogenizacién (HTIST) provocd una
disminucién significativa de los isdmeros 9c¢c, 11t vy
otros isémeros menores ({(Campbell et al., 2003). Después
de mantenerse en refrigeracidén durante 2 semanas los
isdémeros 9c, 11t se mantuvieron estables. Pero al cabo
de 3 semanas de refrigeracién, tanto los isdmeros 9c¢,
11t como los 10c¢, 12t disminuyeron significativamente.
En cuanto a las caracteristicas sensoriales, las leches
enriquecidas en CLA mostraron un sabor a hierba/verdura,
pero afadiéndole aroma a chocolate o fresa se consigue
enmascarar. No se observaron diferencias con la muestra
control en la viscosidad, y la leche tiene un color me-

nos blanco.

En consecuencia, el indice de degradaciéon oxida-
tiva del CLA estd determinado por muchos factores, como
es la activacidén de la energia, el potencial de oéxido-

reduccidn, la temperatura, el oxigeno disponible y la
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matriz en la gque se encuentra.

Asi, el CLA no puede ser afladido a ciertos ali-
mentos ya que tras el procesamiento que estos sufren,
llegan degradados al consumidor final, perdiendo sus
propiedades beneficiosas sobre la reduccidén de la grasa

corporal y activacidén del metabolismo lipidico.

En la presente invencidén se consigue solucionar
éste problema técnico, ya que mediante la composicién
objeto de la presente invencidén que comprende una mezcla
de los isdmeros bioactivos y aceite de oliva rico en an-—
tioxidantes, en una matriz de enlatado que comprende al
menos un tunido, se consigue mejorar la estabilidad oxi-
dativa de los isdmeros biocactivos del CLA tras el proce-
so de esterilizacién y almacenamiento de dichos enlata-
dos.

Asi, la estabilidad oxidativa obtenida del CLA
mezclado con aceite sometido a procesos térmicos encuen-
tra aplicacién en productos pesqueros que comprenden al
menos un ttinido que son sometidos a proceso de esterili-

zacidén (116°C durante 45 minutos).

Es objeto de la presente invencidén una composi-
cidén a base de Aacido linoleico conjugado que se mantiene
estable durante el procesamiento y almacenamiento de en-
latados que comprenden al menos un tunido. La composi-
cidén de la presente invencidén supera a lo ya conocido ya
que no se degrada en el tiempo (almacenamiento prolonga-
do) ni durante el tratamiento térmico que tiene lugar en
el procesamiento de la latas (116°C durante 45 minutos)
a la vez que los isdémeros biocactivos del CLA se mantie-

nen estables en la matriz alimentaria de tunido.
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En concreto, la presente invencidén se refiere a
una composicidén en base a dcide linoleico conjugado que
comprende una proporcidén entre 7.5 y 15% de los isdmeros
biocactiveos del CLA al 50:50 en aceite de oliva gque per-
manece estable durante el procesado y almacenamiento de
productos enlatados que comprenden al menos un tunido,
de tal manera que la composicién tiene efecto beneficio-
so esperado en el organismo sobre la reduccidén de la
grasa corporal y activacién del metabolismo 1lipidico

tras el consumo habitual de dichos enlatados.

Ademds, se proporciona una composicidén estable
en una matriz alimentaria que comprende al menos un tu-
nido y que no presenta ninguna diferencia sensorial con
respecto a los enlatados que ccmprenden tunidos gue no
incorporan CLA, ya que, segin el analisis heddénico, to-
das las muestras se consideraron como buenas, no detec-—
tando los catadores diferencias para los pardmetros eva-
luados (apariencia, olor, sabor y textura) en las mues-

tras de tunidos con y sin CLA.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Conocida la degradacidén de los isdmeros bioacti-
vos del 4&cido linoleico conjugado a altas temperaturas,
se ha conseguido que éstos permanezcan estables en un

producto en lata a base de tunidos.

Se estudidé la degradacidén en el contenido de
isdmeros bioactivos del CLA (cis-9, trans-11 y trans-10,
cis—12, Cl8:2) en una lata de tUnidos debidas al proceso

de esterilizacidén y el almacenamiento.

Para ello se puso a punto la metodologia anali-

tica adecuada para la identificacidén y cuantificaciédn de
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los isdmeros bioactivos del CLA identificados con patro-

nes de referencia por tiempo de retencidn en cromatogra-

fia de gases con detector FID.

Por otra parte, han sido tenidas en cuenta las
interacciones entre los ingredientes que conforman la
nueva conserva y se ha garantizado que dicha mezcla con-
sigue mejorar la estabilidad de los isdémeros biocactivos

del CLA incorporados.

La mezcla del CLA con aceite de oliva rico en
antioxidantes, en 1la composicidén que se reivindica en
esta invencidén, mantiene estables los isdmeros bioacti-
vos del CLA, evitando la degradacion oxidativa, a tempe-
raturas de procesamiento de las latas, esterilizacidn a
116° C durante 45 minutos, estables al almacenamiento y

estables en la matriz de tunido enlatado.

Asi, 1la composicidén objeto de la invencidn es
una composicién en base a acido linoleico conjugado que
comprende una proporcién entre 7.5 y 15% de los isdmeros
bicactivos del CLA al 50:50 en aceite de oliva que per-
manece estable durante el procesado y almacenamiento de

productos enlatados que comprenden al menos un tunido.

Con la composicidén objeto de la invencidn, se
han minimizado las pérdidas en el contenido en isdémeros
bioactivos del CLA (cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12,
Cl8:2) tras el proceso de esterilizacidn repartidas de

forma equitativa para ambos isdmeros.

Tras el proceso de esterilizacidn, las latas con
el tunido con aceite de oliva y CLA fueron almacenadas a
temperatura ambiente con el objetivo de determinar el

contenido en isdémeros biocactivos del CLA en la lata- de
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tunido a lo largo del almacenamiento.

Durante 1los nueve primeros meses de almacena-
miento no se observd una reduccidédn en el contenido de

los isdmeros cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12 C18:2.

De este modo se garantiza que la lata de tunido
incorpora la cantidad efectiva de isdmeros bicactivos de
CLA para conseguir una mejora en la reduccidén de grasa

corporal tras el consumo del producto disefado.

Por tanto, se consigue aportar una composicidn
que permanece estable al procesado (esterilizacidén a
116°C durante 45 minutos), asi como una composicidn que
permanece estable al almacenamiento, no alterdndose ni
degradandose dichos isdmeros , conservando sus propieda-

des de reductor de masa corporal.

Ademds, fue evaluado en diferentes ensayos la
variabilidad del contenido de CLA de un lote a otro, pa-
ra comprobar que la cantidad de CLA era repetitiva. En
todos los ensayos, el contenido de CLA en las latas fue
suficiente para alcanzar el rango en el cual estos 1sé-
meros de CLA tiene efectos beneficiosos para la salud en

los seres humanos.

Adicionalmente, se ha demostrado la potenciali-
dad de las conservas de tunidos con CLA a través de un
ensayo de intervencidén nutricional en donde se ha valo-
rado el impacto sobre la reduccidén de grasa corporal en
los voluntarios gue consumieron una lata diaria del nue-

vo producto dentro de una dieta de restriccion caldrica.

Se realizdé un ensayo de intervencidén nutricional

con el objetivo de demostrar el efecto sobre la reduc-
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cidén de grasa corporal tras el consumo diario del atun

en conserva que incorpora acido linoleico conjugado.

Como resultado del estudio de intervencidn nu-
tricional en humancs se concluydé que el consumo de dicho
enlatado que comprende al menos un tunido, que contiene
un composicidén entre 7.5 y 15 % de CLA en una proporcidn
del 50:50 de los dos isdmeros biocactivos, c¢cis-9, trans-
11 y trans-10, cis-12, en aceite de oliva, durante 10
semanas fue capaz de provocar cambios favorables en 1la
composicién corporal de individuos con sobrepeso-
obesidad sometidos a restriccidn energética controlada,
detectados mediante DEXA.

El método DEXA de andlisis de 1la composicidn
corporal fue capaz de detectar diferencias significati-
vas en el porcentaje de grasa corporal total y grasa
troncular (reduccién significativa en ambas medidas en
los participantes que recibieron CLA), respecto a los
participantes que no ingirieron CLA.

En resumen, la presente invencién se refiere a
una composicién a base de acido linoleico conjugado para
productos enlatados gque comprenden al menos un ttnido
caracterizada porque comprende entre un 7.5 y 15% de los
isémeros biocactivos del CLA al 50:50 en aceite de oliva.

Asi, La formulacidén resultante consigue que el
CLA, susceptible de ser degradado con altas temperaturas
y largos periodos de almacenamiento, sea estable en el

producto final desarrollado.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Se complementa la presente memoria descriptiva,
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con un Jjuego de planos ilustrativos del ejemplo prefe-

rente y nunca limitativos de la invencidn.

La figura 1 muestra una grdfica de la valoraciédn
sensorial de las muestras de enlatados de tunidos con
CLA y aceite de oliva. En el eje de ordenadas se repre-
senta la escala heddnica con valores de 1 a 9, en donde
las muestras con mayor puntuacidén fueron mejor acepta-
das. E1 eje de abscisas representa con un 1 la aparien-—
cia, con un 2 el olor, con un 3 el sabor, con un 4 la

textura y con un 5 la media.

La columna rayada representa el atun enlatado
con aceite de oliva como medio de cobertura. La columna
de puntos representa el atin enlatado con aceite de oli-
va vy CLA como medio de cobertura.

La figura 2 muestra una grafica en la que se re-
presenta el contenido total de los dos isdmeros bioacti-
vos de CLA en gramos isoémero bioactivo /lata tras el
procesado y a lo largo del periodo de almacenamiento a
temperatura ambiente. El1 eje de abscisas representa los
meses de almacenamiento. E1 tiempo c¢ero supone el
comienzo del estudioco y por tanto son productos due

contiene el 100% de la dosis efectiva de CLA por lata.

La figura 3 muestra una grafica en la que se
representa el contenido de cada uno de 1los isomeros
bicactivos de CLA en g/lata por separado, tras el

procesado v a lo largo de del periodo de almacenamiento.

La columna rayada representa el contenido del
isomero Dbiocactivo c¢is-9, trans-11, vy la columna con
puntos representa el isomero biocactivo trans-10, cis-12.

Al igual que en la grafica anterior, el eje de abscisas
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representa 1os meses de almacenamiento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Para la determinacién de la composicidén en base
a CLA objeto de la invencidn, se han llevado a cabo ex-
perimentos de laboratorio que ponen de manifiesto cdémo
sus propiedades superan a las obtenidas en el estado de
la técnica, ya gque se consigue una composicién que per-
manece estable durante el procesamiento y almacenamiento

de enlatados de tunidos.

Para llevar a cabo estos experimentos, se prepa-
raron muestras de Thunnus obesus en lata. El1 aceite de
cobertura seleccionado fue aceite de oliva, con alto

contenido en antioxidantes.

El proceso de elaboracidén de las latas de atun
en la planta industrial se desarrolldé de 1la siguilente

manera.

Se afiaden a cada lata que comprende un tunido,
la composicidén entre el 7.5 y 15% de los isdmeros biocac-
tivos del CLA al 50:50 en aceite de oliva, se afaden

agua y continuan el proceso industrial de enlatado.

A continuacién 1las latas wvan al autoclave. E1
proceso de esterilizacidén se llevd a cabo en un autocla-

ve durante 45 minutos a 116° C.

Este aceite de oliva tiene una composicidén del
97% aceite de oliva refinado, 3% virgen extra y cumple
la norma recogida en la normativa CE-2568/91 y sus pos-
teriores modificaciones. Es adecuado para la produccidn

de latas de pescado de buena calidad, libre de productos
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clorados (percloroetileno, tricloroetileno y cloroformo)

y aceites esterificados o aceite.

La forma de envasado fue la siguiente: lata mo-
delo RO-85 tienen 65.15 + 0.2 mm de didmetro y 34.30 =
0.1 mm de alto.

Para evaluar el efecto del proceso de esterili-
zacién sobre el componente biocactivo, en las muestras de
atin en lata, se compard la cantidad inicial de CLA en
el aceite de partida con respecto a la cantidad presente
en el aceite de cobertura y en la pastilla de atdn tras

el procesc de esterilizacidn.

Asi, en la presente memoria, definiremos medio
de cobertura como el aceite que queda en la lata y no ha
sido absorbida por el tunido una vez que ha tenido lugar

el procesado.

Se determindé la influencia del proceso de este-
rilizacién y conservacidén del nuevo producto disefiados
sobre la estabilidad de los isdémeros biocactivos del CLA
en el attn de modo gque se garantice 1la presencia del
componente bioactivo en el producto final, para lo cual
se ha puesto a punto la metodologia analitica necesaria

que se detalla a continuaciédn.

Caracterizacidén de 4&cidos grasos mediante cromatografia
gaseosa en el medio de cobertura y en el atun tras el

proceso de esterilizaciédn:

Para evaluar el efecto del proceso de esterili-
zacidén sobre el componente funcional, en las muestras de
atin en lata, se analizd la cantidad presente en el

aceite de cobertura y en la pastilla de atun tras el

000022



WO 26010/029191 PCT/ES2008/070171

10

15

20

25

30

35

- 14 -

proceso de esterilizacidn.

Los 4cidos grasos se analizaron mediante croma-
tografia de gases. Los metil-ésteres de A4cidos grasos
(FAMEs) se prepararon segun la metodologia de Zabala et
al., (2006). Los FAMES se analizaron en un cromatoégrafo
de gases (Agilent Technclogies) con un detector de ioni-
zacién en llama (FID). La separacién de los FAMEs se
1levé a cabo con una columna capilar HP-Innowax (30m x
0.32 mm i.d. x 0.25 pum, Agilent Technologies, Inc. (Ca-
lifornia, USA.)). La columna se mantuvo a 150 °C durante
1 minuto tras la inyeccidén, después se incrementd la
temperatura a 200°C a una velocidad de 15°C/min, luego
se aumento a 250°C a 2°C/min, y finalmente se mantuvo a
esta temperatura durante 10 min. Se empled Helio como
gas portador a un flujo constante de 1lmL/min. El1 volumen
de inyeccidén fue de 1pL. Los isdmeros bioactivos de CLA
fueron identificados por comparacidén de los tiempos de
retencién obtenidos mediante estdndares comerciales, su-

ministrados por Larodan Fine Chemicals (Malm&, Sweden).

Los resultados obtenidos muestran que antes del
proceso de esterilizacidn, el 67% de los isdmeros bioac-
tivos del CLA se encontraban en el aceite de cobertura,
mientras que el resto {el 33% de los isdmeros bioactivos

del CLA) fueron absorbidos por el tunido.

Después del proceso de esterilizacidén, la dis-
tribucién varia ligeramente: el 75% de los isdmeros bio-
activos del CLA se encontraron en el aceite de cobertu-
ra, mientras que el resto, el 25%, permanecid en el tu-

nido.

Asi, debido al proceso de esterilizacién, se da

un aumento del contenido de isdémeros biocactivos del CLA
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en el aceite de cobertura en comparacidén con el conteni-

do analizado en el tunido.

Se llevaron a cabo diferentes estudios para eva-
luar la estabilidad de los isdmeros activos de CLA in-
corporados en el producto mediante determinacidn del
contenido en cada uno de los isdmeros bicactivos del CLA
analizados por cromatografia de GS-FID. Se replicaron
los ensayos lo que permitidé la confirmacidén los resulta-
dos. Tal como se refleja en las figuras 2 y 3, 1los re-
sultados confirman gue el contenido de los isdmeros ac-
tivos de CLA por lata no disminuyd durante el periodo de

almacenamiento.

En consecuencia, se puede considerar que 1los
isdmeros bicactivos del CLA permanecen estables y no su-
fren una degradacidén oxidativa en la matriz alimentaria
a la que se han incorporado, ni tras el proceso de este-

rilizacidén y almacenamiento.

Andlisis sensorial:

Se realizaron pruebas triangulares (UNE 87-006-
92) y pruebas escalares (UNE 87 020 93, UNE 87-008-92)
al comienzo del estudio y después de 9 meses de almace-

namiento a temperatura ambiente.

El andlisis sensorial se realizd sobre latas de
tinido con aceite y CLA incorporado y sin él. El numero
de éxitos obtenidos en la prueba triangular indica que

no existen diferencias significativas entre muestras.

Segun el analisis heddénico que se muestra en la
Figura 1, las muestras se consideraron como buenas (mas

de 5 puntos). No se detectaron diferencias significati-
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vas para los pardmetros evaluados en las muestras de

atun con y sin CLA.

Los catadores percibieron algunas diferencias en
el olor y la textura, si bien estas diferencias no fue-
ron significativas. La adicidén de CLA fue valorada posi-

tivamente por el panel en términos de olor y textura.

Se puede concluir, gue ambas muestras, con O sin
CLA, no son significativamente diferentes y por tanto el
nuevo producto desarrollado no presenta diferencias sig-

nificativas respecto al producto convencional.

Estabilidad de 1los isémeros biocactivos con aceite de

oliva durante el almacenamiento:

Se llevaron a cabo diferentes estudios para eva-
luar la estabilidad de 1lcs isOmeros bioactivos de CLA

incorporados en la lata con aceite de oliva.

Los resultados confirman que el contenido de los
isémeros bioactivos de CLA por lata no disminuyd durante
el periodo de almacenamiento, como se muestra en la fi-

gura 2.

En esta figura 2 se muestra una grafica en la
que se representa el contenido de isémeros biocactivos de
CLA en gramos/lata (cis-9, trans-11 (c9,tll) y trans-10,
cis—12 (t10,cl1l2) a lo largo del periodo de almacenamien-

to, en meses, a temperatura ambiente.

Asi, se observa como el contenido en isdémeros

activos se mantiene estable.
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Los resultados confirman que el contenido de 1los
isdémeros activos de CLA por lata no disminuyé durante el
periodo de almacenamiento (hasta 9 meses de almacena-

miento, ver figura 2).

Por tanto, los resultados demuestran que la toma
diaria de una lata de atun, proporciona la dosis de iso-
meros biocactivos de CLA considerada como dosis efectiva
para conseguir el efecto deseado sobre la reduccién de

grasa corporal.
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REIVINDICACIONES
12,- Composicién a base de 4&cido linoleico conjugado

para productos enlatados que comprendeh al menos un tu-

5 nido caracterizada porque comprende entre un 7.5 y un
15% de los isdmeros bioactivos del CLA al 50:50 en acei-
te de oliva.

22 .- Composicidén segun reivindicacidén 1, caracterizada
10 porque el aceite de oliva presenta una composicidén de
97% aceite de oliva refinado y 3% de aceite de oliva

virgen extra

32 .- Composicidén segun reivindicacién 1, caracterizada

15 porque el tunido es Thunnus obesus.

48 - Uso de la composicidn segun reivindicacién 1 como
reductor de la grasa corpéral y activador del metabo-
lismo lipidico.
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