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DESCRIPCION

Procedimiento para obtener extractos que contienen derivados de metilxantina a partir de tortas de plantas del
género Theobroma, asi como una composicion y uso de dicho extracto

CAMPO TECNICO.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtenciéon de extractos normalizados de derivados de
metilxantina a partir de tortas de plantas del género Theobroma tales como cacao y cupuazu para su uso en una
composicion que tiene una potencial actividad lipolitica anticelulitica.

El procedimiento descrito en la presente invencién es una nueva via para extraer concentrados que contienen
metilxantinas que permite reutilizar tortas de plantas del género Theobroma tales como cacao y/o cupuazu para
obtener un extracto concentrado de metilxantina y con una elevada recuperacién de principios activos.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION.

El cacao es conocido desde hace mucho tiempo por sus caracteristicas estimulantes y lipoliticas debido a la
presencia de pseudoalcaloides pertenecientes a la familia de la metilxantina, tales como la teobromina, la cafeina y
la teofilina, que tienen las féormulas estructurales siguientes:
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Los pseudoalcaloides pertenecientes a la familia de la metilxantina son conocidos por su accion sobre la inhibicion
de las enzimas fosfodiesterasa (PDE) de nucledtidos ciclicos, dando por resultado un aumento en la concentracion
de AMPc intracelular (3', 5' fosfato de adenosina ciclica) y GMP ciclico, con la promociéon de la lipdlisis en los
adipocitos. Junto a este mecanismo, hay también un antagonismo en los receptores de adenosina que, cuando se
activan, promueven una reduccion de la acumulacion de AMPc, y por tanto alterando la lipdlisis (Fredholm, B. y
Lindgren E.; 1984), asi como la estimulacion de los receptores B-adrenérgicos. Debido a las caracteristicas
estimuladoras vy lipoliticas de las metilxantinas, su uso en productos cosméticos para tratar y prevenir la grasa
localizada y la celulitis se ha extendido en gran medida.

Se han descrito en la literatura cierto nimero de procedimientos para la extraccion de metilxantinas de cacao. Sin
embargo, los procedimientos ya descritos en la técnica no muestran un rendimiento alto en la obtencion de las
metilxantinas y en su mayor parte son altamente costosos energéticamente y precisan mucho tiempo, y ademas se
centran en la extraccion de la cafeina en vez de la teobromina, esta ultima presente por lo general en
concentraciones mas pequefas que la cafeina en los productos finales obtenidos. Esto es debido en parte a las
diferencias fisicoquimicas entre la cafeina y la teobromina. La cafeina se comporta como una base débil (pKa =
14,2) y por tanto capaz de disolverse en el agua a un pH acido y en disolventes apolares a un pH basico. La
teobromina, a diferencia de la cafeina, tiene un comportamiento anfétero (pKa = 10,0 y pKb = 13,9) (Spiller, G. A,;
1998). Por tanto, la teobromina se disuelve en el agua a valores de pH extremos, o demasiado acidos o demasiado
basicos. Su solubilizacion en disolventes apolares se produce en un intervalo de pH muy estrecho. Por tanto, para la
extraccion de la cafeina y la teobromina al mismo tiempo en disolventes apolares, tales como diclorometano, es
necesario un control muy estricto del pH en un determinado intervalo.

Los documentos siguientes representan el estado de la técnica mas proxima a la presente invencion. Todos ellos se
refieren a un procedimiento de obtencion de metilxantinas a partir de materiales derivados del cacao y/o
composiciones que contienen derivados del cacao.

La patente de EE. UU. n° 1.073.441 describe un procedimiento para la extraccién de las metilxantinas usando
cloroformo como disolvente.

La patente de EE. UU. n° 1.855.026 describe un procedimiento para la extraccion de metilxantinas mediante el uso
de dicloruro de etileno como disolvente.

La patente de EE. UU. n° 1.925.326 describe un procedimiento para la extraccion de metilxantinas mediante el uso
de tetracloroetano como disolvente.

La patente de EE. UU. n° 4.755.391 se refiere a un procedimiento para el tratamiento de granos de cacao y “nibs” de
cacao ("cacao descortezado") para eliminar metilxantinas. El procedimiento incluye la extraccion acuosa a una
temperatura entre aproximadamente 45 °C y aproximadamente 55 °C, y después una serie de pasos de extraccién

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 534 555 T3

acuosa a una temperatura entre aproximadamente 90 °C y aproximadamente 105 °C. El uso de una primera
extraccidon acuosa a bajas temperaturas, seguida por una serie de pasos de extraccién acuosa a temperaturas altas,
tiene por resultado una mayor cantidad de teobromina extraida.

Documento US 2003/0170199 A1: esta referencia describe una composicién cosmética que contiene un extracto
obtenido de granos de cacao que contienen polifenoles para su uso en el tratamiento de la piel. El procedimiento de
extraccion utilizado en esta referencia es un procedimiento bien conocido para moler granos de cacao seguido de
separacion hidrdfila/lipdfila de manteca de cacao y una mezcla de proteinas y polifenoles.

Documento WO 2004/103334 A1: esta referencia describe una composicion cosmética o dermatolégica que
comprende cafestol, kahweol o sus derivados, obtenidos a partir del extracto de las semillas de café verde v,
opcionalmente, un agente lipolitico como una base de xantina sintética (cafeina o teobromina), para prevenir y/o
tratar la celulitis.

La patente de EE. UU. n® 1.947.717 (Harvey, Kellogg John et al) describe un procedimiento para la eliminacion de
alcaloides, tales como la teobromina, de productos que contienen teobromina natural o productos de cacao, ya que
se dice que el efecto de la teobromina sobre la sistema humano es nocivo. El procedimiento comprende disolver el
producto de cacao en una mezcla de agua y alcohol, hidrolizar con alcali, y filtrar, y a continuacién lavar la masa
sélida con metanol acuoso hasta que la solucion lavada esta sustancialmente libre de teobromina. La masa sélida se
seca y el sdlido resultante, libre de teobromina, es adecuado para uso alimentario. El alcohol empleado en el
procedimiento puede ser recuperado por destilacion para dejar un residuo de alcaloide, alcali y grasa, el cual residuo
puede ser tratado por cualquiera de varios métodos bien conocidos para separar el alcaloide de las grasas para uso
comercial.

Las metilxantinas actuan como inhibidores de la fosfodiesterasa, provocando la acumulacion de AMPc intracelular,
estableciendo asi una sefal para el aumento de la actividad lipolitica en los adipocitos. Se ha demostrado en un
estudio con modelos ex vivo con adipocitos que la cafeina y la teobromina tienen un poder equivalente sobre la
lipdlisis inducida por noradrenalina. La tasa de lipdlisis se ha medido por el aumento del glicerol intracelular
(Fredholm, B. y Lindgren E.; 1984). Esos mismos investigadores han demostrado en el mismo trabajo que la
teobromina es un 50% mas potente que la cafeina en la antagonizacion de los efectos antilipoliticos de la 2-
cloroadenosina, mediada por receptores de adenosina. En un estudio in vitro de los inhibidores de la fosfodiesterasa
bovina, el poder de la teobromina y la cafeina en la capacidad para aumentar el AMPc han sido también idénticos
(Butcher, R. E. y Sutherland, E.W.; 1962). Esa informacion indica el uso de la cafeina y la teobromina como
sustancias prometedoras para el tratamiento de celulitis en las personas, en principio por dos mecanismos distintos,
tanto promocionando la acumulaciéon de AMPc como inhibiendo los receptores de adenosina.

SUMARIO DE LA INVENCION.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para obtener un extracto que contiene metilxantinas a partir de
las tortas de plantas del género Theobroma tales como cacao y/o cupuazu, que comprende los siguientes pasos:

(i) Extraccion de la torta de plantas del género Theobroma con un disolvente apolar para la eliminacién de
grasas;
(i) Filtracion del producto obtenido en la etapa (i) para formar una torta desgrasada de plantas del género

Theobroma y un extracto apolar;
(iii) Secado de la torta bajo vacio, para eliminar trazas de disolventes;

(iv) Hidrdlisis de la torta desgrasada y seca obtenida en la etapa (iii) con una base fuerte tal como, por ejemplo,
hidréxido amonico a un pH o6ptimo de 9,5 a 10,5 para la obtencion de un extracto hidrolizado, lo que aumenta la
solubilidad de las metilxantinas, especialmente la teobromina.

(v) Filtracion;

(vi) Extraccion de la fase acuosa con un disolvente que puede elegirse entre diclorometano, acetato de etilo y
cloroformo, con el fin de obtener una fase apolar;

(vii) Secado de la fase apolar con sulfato sédico, mediante filtracion;

(viii) Eliminacién completa del disolvente contenido en la fase apolar para obtener un extracto enriquecido con
metilxantina, especialmente teobromina, en una recuperacion del 60 al 70% de teobromina.

El procedimiento de la invencion puede incluir ademas las siguientes etapas adicionales con el fin de obtener
proteinas crudas a partir de extractos de plantas del género Theobroma:

(ix) Precipitacion de las proteinas crudas por acidificacion del extracto acuoso obtenido en la etapa (viii) con la
adicion de un acido a un pH entre 2,5 y 3,2 bajo agitacion constante;
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(x) Centrifugacion de la mezcla de la etapa (ix) para recoger el extracto que contiene proteinas crudas de
cacao y/o cupuazu; y

(xi) Secado para obtener dichas proteinas crudas.

La presente invencion se refiere también a un procedimiento para la preparacién de una composiciéon cosmética que
contiene un extracto que contiene metilxantina obtenido de acuerdo con el procedimiento anterior.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS.

Figura 1: Expresion de R-endorfina por cultivos de queratinocitos humanos sometidos a incubacion a diferentes
concentraciones de extracto X.

Figura 2: Produccion de 3-endorfina en cultivo de fibroblastos humanos después de la incubacion con muestras que
contienen diferentes concentraciones de cafeina o TC150905MX.

Figura 3: Produccién de R-endorfina en cultivo de queratinocitos humanos después de la incubaciéon con muestras
que contienen diferentes concentraciones de cafeina o TC150905MX.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la obtencion de derivados que contienen metilxantinas a
partir de las tortas de plantas del género Theobroma tales como cacao y/o cupuazu. Para los fines de la presente
invencion, las "tortas de plantas del género Theobroma" se definen como los residuos obtenidos en el proceso de
obtencion de las mantecas de las frutas de esas plantas, como la manteca de cacao o de cupuazu, los cuales
residuos se desechan o se incineran. El procedimiento para la obtencion de extractos que contienen metilxantinas a
partir de las tortas de plantas del género Theobroma, desarrollado segun la presente invencién, comprende las
siguientes etapas:

i Extraccion de la torta de plantas del género Theobroma con un disolvente apolar;

ii. Filtracion del producto obtenido en la etapa (i) con el fin de formar una torta desgrasada y un extracto
apolar;

iii. Secado a vacio;

iv. Hidrolisis de la torta desgrasada y seca obtenido en la etapa (iii) con una base fuerte para obtener un
extracto hidrolizado que tiene un pH de 9,5 a 10,5 ya que este intervalo permite la recuperacion del 60 al 70% de la
teobromina, cuya molécula presenta un comportamiento anfétero;

V. Separacion por un decantador del tipo de centrifugacién durante 2 horas; (potenciando asi el periodo de
tiempo del procedimiento, la extraccion y la reduccion de costes);

Vi. Extraccion de la fase acuosa con un disolvente que se puede elegir ventajosamente entre diclorometano,
éter etilico o éter de petroleo, acetato de etilo y cloroformo, con el fin de obtener una fase apolar; preferiblemente se
utiliza diclorometano debido a su baja toxicidad en los seres humanos - formando asi una emulsion;

Vii. Eliminaciéon completa del disolvente contenido en la fase apolar, por evaporacion, condensacion o
destilacion, para obtener un extracto de las metilxantinas;

En otra realizacion, el procedimiento de la presente invencidon puede comprender ademas las siguientes etapas para
obtener proteina cruda de los frutos de las plantas del género Theobroma, tales como cacao o cupuazu:

i Precipitacion de las proteinas crudas mediante acidificacion del extracto acuoso obtenido en la etapa (vii)
con la adicién de un acido a un pH entre 2,5 y 3,2 bajo agitacién constante;

ii. Centrifugacién de la mezcla de la etapa (viii) para recoger el extracto que contiene proteinas crudas; y
iii. Secado con el fin de obtener proteinas crudas.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, el procedimiento para la obtencién de extractos que
contienen metilxantinas comprende las etapas de:

(a) Extraccion de la torta de cacao con hexano, éter etilico o éter de petréleo, preferiblemente hexano, y
preferiblemente a temperatura ambiente de 25 a 30 °C, durante aproximadamente 1 hora.

(b) Filtracidon del producto obtenido con el fin de formar una torta de cacao desgrasada y el extracto de hexano
o éter etilico o éter de petréleo, dependiendo del disolvente usado en la etapa (a);
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(c) Secado bajo vacio, preferiblemente a una temperatura de 60 a 70 °C, para la eliminacién completa de los
disolventes residuales;

(d) Hidrolisis de la torta desgrasada obtenida en la etapa (b) con una base fuerte tal como una solucién de
hidroxido de amonio a una concentracion entre el 16% y el 20%, para la obtencion de un extracto hidrolizado. Con el
fin de asegurar una mejor solubilizacién de la teobromina en la fase acuosa, la hidrélisis ha de llevarse a cabo a un
pH en el intervalo de 9,5 a 10,5, asegurando asi una recuperacién mayor de teobromina;

(e) Agitacion de la mezcla de (d) durante 1 hora a una temperatura de aproximadamente 25 a 30 °C, mas
preferiblemente a temperatura ambiente;

(f) Separaciéon mediante decantador de tipo de centrifugacion con el fin de asegurar una mayor recuperacion
del extracto acuoso y un tiempo menor para que tenga lugar el procedimiento;

(9) Extraccion de la fase acuosa con diclorometano utilizando una centrifuga liquido-liquido a 6000 rpm con el
fin de obtener una fase apolar. La extraccion ha de ocurrir preferiblemente a un pH basico, de 9,5 a 10,5,
observandose el intervalo de pH prefijado;

(h) Secado con sulfato sédico anhidro para la eliminacién de cualquier traza de agua presente en la fase
apolar; y
(i) Eliminacién completa del disolvente contenido en la fase apolar para obtener un extracto de metilxantinas.

Tal la eliminacion puede realizarse mediante secado por destilacion/estufa bajo vacio (presiéon de 400 mm de Hg) a
una temperatura de 40 a 50 °C durante 4 horas, hasta la eliminacion completa de diclorometano del mismo.

Como resultado, se obtiene un extracto de al menos 80% de pureza, con 60 a 70% de recuperacion de principios
activos.

De acuerdo con otra realizacién de la presente invencion, el procedimiento comprende la etapa de centrifugacion del
extracto obtenido en la etapa (i) con un decantador de tipo centrifuga, preferiblemente para incrementar la
purificacion del extracto de metilxantina. Tal procedimiento es mas simple en comparacion con otros procedimientos
de extraccién ya conocidos, y es capaz de desconcentrar teobromina, recuperar subproductos, separar grasas y
proteinas, usar disolventes conocidos y, especialmente, comenzar por residuos que normalmente son desechados.

El procedimiento descrito en el presente texto, ademas de reutilizar un material que generalmente se desecharia o
se incineraria, como son las tortas de cacao y/o cupuazu, recupera totalmente el disolvente usado en la etapa de
extraccion que se puede reutilizar (i) concentrando el extracto obtenido en la etapa de filtracion (ii) por destilacion
bajo vacio (400 mm de Hg) de dicho extracto que contiene el disolvente a una temperatura de 30 a 35 °C. Asi pues,
se describe la recuperacion del disolvente apolar utilizado en la etapa de extraccion de cacao y/o de la torta
cupuazu.

La presente invencion se refiere ademas a la obtencion de proteinas crudas de cacao mediante las etapas de
acidificacion del extracto acuoso obtenido en la etapa (vii) con la adicién de un acido a un pH entre 2,5 y 3,2 bajo
agitacion constante, preferiblemente con la adicion de acido sulfurico; centrifugacion de la mezcla obtenida usando
una bolsa de 5 — 3 um para recoger el extracto que contiene proteinas crudas de cacao; y secado por pulverizacion
con el fin de obtener proteinas crudas de cacao.

La presente invencion se refiere ademas a un procedimiento para la preparacién de una composiciéon cosmética que
contiene el extracto de metilxantinas obtenido por el procedimiento descrito anteriormente para su uso como agente
lipolitico en el tratamiento y/o prevencion de grasas localizadas y celulitis.

Ademas, en pruebas con animales, la administracién topica de extracto de semillas de cacao que contienen 0,017%
y 0,208% de cafeina y teobromina, respectivamente, y cafeina y teobromina, a una concentracion de 10 mM, fue
efectiva en la prevencion de la "deformacién de las arrugas inducida por luz UVA a la dosis de 13,0 Jiem? en un
estudio de 15 semanas (Mitani et al, 2007)".

EJEMPLOS DE LA INVENCION.

El extracto de plantas del género Theobroma tales como cacao y/o cupuazu obtenido mediante el procedimiento de
la presente invencion se puede utilizar en varios productos cosmeéticos. Los ejemplos principales de productos que
pueden ser preparados a partir del extracto de cacao obtenido de acuerdo con la presente invencion, o de
composiciones cosméticas y farmacéuticas que comprenden dicho extracto, son:

= Balsamo para rostro y cuerpo
= Balsamo para después del afeitado

= Balsamo para después de la depilacion
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= Lapiz labial o brillo de labios;

= Gel de rostro y cuerpo.

* Leche corporal hidratante.

* Leche hidratante para el rostro.

= Crema hidratante para el cuerpo.

= Locion hidratante para el rostro.

= Productos para el cuero cabelludo.

= Protectores solares o bloqueadores para uso de adultos y nifios, sean o no dirigidos al uso al mismo tiempo para la
practica deportiva.

* Productos hidratantes para rostro y cuerpo.

* Productos anti-edad para rostro y cuerpo.

= Productos reafirmantes para rostro y cuerpo.

= Productos autobronceadores.

* Productos repelentes de insectos.

= Productos humectantes para rostro y cuerpo para la iluminacion de la piel.
= Preparados farmacéuticos para administracién topica.

= Preparados cosméticos para rostro y cuerpo para uso infantil.

= Preparados cosméticos de accion localizada, especificos para el area peri-ocular, contorno de los labios, labios,
anti-manchas, cremas antisombras para ojos y similares.

= Productos anti-acné.

* Productos para la iluminacién de la piel.

= Composiciones farmacéuticas para el tratamiento de dermatosis especificas.
= Lapices labiales y bases de cera.

= Coloretes blush y bases pigmentadas.

= Polvos faciales.

= Y cualquier producto para maquillaje de la zona de los ojos.

Composiciones cosméticas y farmacéuticas.

Las composiciones cosméticas y farmacéuticas que comprenden el extracto de plantas del género Theobroma de la
presente invencién pueden también comprender algunos de los ingredientes ya conocidos de la técnica anterior,
tales como emolientes, filtros solares, y vehiculos.

Las composiciones cosméticas y farmacéuticas comprenden un extracto de cacao o cupuazu y un portador
adecuado (vehiculo). Preferiblemente, las composiciones de la presente invencion comprenden también un polifenol.

Emolientes.

Los emolientes juegan papeles diversos en las composiciones cosméticas, entre otros agregar o reemplazar los
lipidos y aceites de origen natural en la piel, solubilizar filtros solares, conferir una mejor extensibilidad en la
administracion del producto, modificar el tacto, etc.

Como emolientes a afiadir a la composicion de la presente invencion, se pueden utilizar lipidos convencionales tales
como, por ejemplo, aceites, ceras, lipidos y otros ingredientes insolubles en agua y lipidos polares que son lipidos
modificados para aumentar su solubilidad en agua por esterificacién de un lipido para dar un resto hidréfilo tal como,
por ejemplo, grupos hidroxi, grupos carbonilo, entre otros. Algunos compuestos que pueden usarse como emolientes
son aceites de origen natural y los derivados de plantas, ésteres, aceites de silicona, acidos grasos poliinsaturados,
lanolina y sus derivados. Algunos aceites de origen natural que pueden ser utilizados se derivan de semillas de
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albaricoque, semillas de sésamo, habas de soja, cacahuete, coco, oliva, manteca de cacao, almendras, aguacate,
carnauba, semilla de algoddn, salvado de arroz, hueso de melocotén, hueso de mango, jojoba, nueces de
macadamia, café, semillas de uva, semillas de calabaza, entre otros, y sus mezclas.

Algunos éteres y ésteres pueden también servir como emolientes, tales como, por ejemplo, los ésteres de alquilo Cg-
C3o de acidos carboxilicos Cg-Cao, diol C1-Cs monoésteres y diésteres de acidos carboxilicos Cg-C3o, monoésteres de
sacarosa de alcoholes C1o-C2 y combinaciones de los mismos. Ejemplos de estos compuestos son el éter
dicaprilico, lactato de cetilo, palmitato de isopropilo, carbonato de dicaprililo, benzoato de alquilo C12-15, miristato de
isopropilo, isononato de isopropilo, palmitato de sacarosa, oleato de sacarosa, lactato de isoestearilo, behenato de
glicerilo, triglicerol-4 isoestearato, acido carboxilico de lauril pirrolidona, triacetato de pantenilo, y combinaciones de
los mismos.

Las siliconas también actian como emolientes en las composiciones cosméticas y farmacéuticas de la presente
invencién. Algunos ejemplos de silicona que puede afadirse a dichas composiciones son: aceites de silicona
volatiles y no voldtiles tales como, por ejemplo, ciclometicona, alquildimeticonas, dimeticona-copolioles,
dimeticonoles, feniltrimeticonas, caprilil trimeticonas, siliconas aminofuncionales, siliconas modificadas con fenilo,
feniltrimeticonas, siliconas modificadas con alquilo, dimetil y dietil polisiloxano, alquil C4-C3o polisiloxano mixto,
dimetil siloxanos, polidimetilsiloxano, a-metil-w-metoxipolimetilsiloxano, polioxidimetilsilileno, aceite de polidimetil
silicona y combinaciones de los mismos o elastémeros de silicona como polimero cruzado de ciclometicona y
dimeticona, polimero cruzado de vinil dimeticona y dimeticona, polimero cruzado de dimeticona y dimeticona y
polimero cruzado de ciclopentasiloxano y dimeticona.

También pueden utilizarse otros alcoholes grasos, éteres de mono-, di- o triglicéridos que tienen una naturaleza
lipofila tal como dicaprilil éter, en adicién a hidrocarburos sintéticos y de origen natural, carbonatos organicos, tales
como carbonato de dicaprililo, algunos tipos de siliconas tales como ciclometicona y mezclas de los mismos.

Ademas, se pueden utilizar también varios compuestos de origen natural como emolientes, tales como, por ejemplo,
cera microcristalina, cera de carnauba, la manteca de karyté, cera de abejas, cera de ozoquerita, entre otros.

Filtros solares.

Para filtrar la radiacién ultravioleta, pueden afiadirse agentes de proteccion solar que pueden ser hidrosolubles o
liposolubles.

Algunos ejemplos de filtros que absorben rayos ultravioleta que son Utiles para ser afiadido a la composicién
cosmética de la presente invencion son: camforbencilideno y sus derivados, camforisoftalilideno y
camfortereftalilideno, y sus derivados, acido cinamico y sus ésteres, acido salicilico y sus ésteres, acido benzoico y
sus ésteres, acido p-aminobenzoico y sus derivados tales como sus ésteres, hidroxibenzofenonas sustituidas,
dibenzoilmetano sustituido, benzotriazol y algunos derivados tales como 2-arilbenzotriazol, 2-arilbenzimidazol, 2-
arilbenzofuranos, 2-arilbenzoxazol, 2-arilindol, mono-fenilcianoacrilatos, difenilcianoacrilatos, entre otros filtros
ultravioleta conocidos en el estado de la técnica.

Algunos filtros solares utiles en la presente invencidon son compuestos organicos, por lo general poco solubles en
agua tales como los derivados de triazina (por ejemplo, compuestos de hidroxifeniltriazina o derivados de
benzotriazol), algunas amidas tales como las que contienen un grupo vinilo, derivados del acido cinamico,
bencimidazoles sulfonados, difenilmalonitrilos, oxalilamidas, derivados del alcanfor, derivados del acido salicilico
tales como salicilatos de 2-etilhexilo, homosalatos y salicilatos de isopropilo, difenilacrilatos, derivados de
benzofenona tales como benzofenona-2, benzofenona-3, y benzofenona-4, PABA tales como 4-dimetilamino-
benzoato de 2-etilhexilo, y otros filtros solares comunmente afiadidos a composiciones de productos para la
proteccion solar.

Ademas del ejemplo citado anteriormente, hay otros ingredientes preferidos que sirven para este fin, tales como:
metil sulfato de N, N, N-trimetil-4-(2-oxoborn-3-ilidenmetil)anilinio; acido 3, 3 '-(1,4-fenilendimetilen) bis (7,7-dimetil-2-
oxo-biciclo-(2.2.1) 1-heptilmetanosulfonico y sus derivados; 1-(4-terc-butilfenil)-3- (4- metoxifenil) propano-1, 3-diona;
acido a-(2-oxoborn-3-iliden) tolueno-4-sulfénico y sus sales de potasio, sodio y trietanolamina; 2-ciano-3,3'-
difenilacrilato de 2-etilhexilo; 4-metoxicinamato de 2-etoxietilo; 2, 2'-dihidroxi-4-metoxibenzofenona; antranilato de
metilo; salicilato de trietanolamina; 2,2'4,4' tetrahidroxibenzofenona; acido 2-fenilbenzimidazol-5-sulfénico y sus
sales de potasio, sodio y trietanolamina; 4-metoxicinamato de 2-etilhexilo; 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona
(oxibenzona); acido 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona 5-sulfénico y sus sales de sodio (sulisobenzona y sodio
sulisobenzona); acido 4-aminobenzoico PABA; salicilato de homomentilo; polimero de N-{(2 e 4) [(2 oxoborn-3-
ilideno)metillbencil}acrilamida; diéxido de titanio (con o sin un recubrimiento lipéfilo); N-etoxi-4-aminobenzoato de
etilo; 4-dimetilaminobenzoato de 2-etilhexilo; salicilato de 2-etilhexilo; 4-metoxicinamato de isopentilo; 3- (4'-
metilbencilideno)-d-1-alcanfor; 3-benciliden alcanfor; 2, 4, 6-trianilin- (p-carbo-2'-etil-hexil-1'-oxi) -1,3,5-triazina octilo,
oxido de zinc (con o sin un recubrimiento lipofilo); 2- (2H-benzotriazol-2-il) -4-metil-6- {2-metil-3- (1,3,3,3-tetrametil-1-
((trimetilsilil)oxi) disiloxanil) propil} fenol; acido benzoico; 4,4'- [[6-[[4 -[[(1,1-dimetil-etil) amino] carbonil] fenil] amino] -
1,3,5-triazina-2,4-diil] diimino]bis,bis (2 etilhexilo); 2,2'-metilen-bis-6-(2H-benzotriazol-2-il)-4-(tetrametil butil) -1,1,3,3-
fenol; metilen bis-benzotriazolil tetraetil butil fenol; sal monosddica de acido 2, 2'-bis-(1,4- fenilen-1H bencimidazol-
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4,6-disulfonico;  (1,3,5) triazina-2,4-bis{[4-(2-etil-hexiloxi)-2-hidroxi]-fenil]-6-(4-metoxifenilo);  bis-etilhexiloxifenol
metoxifenil triazina; metilen bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol; metoxidibenzoilmetano, 2-etilhexil p-metoxicinamato
de butilo, metilen bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol, 4-butil-4-metoxidibenzoilmetano, benzofenona 3, bis-
etilhexiloxifenol metoxifenil triazina, octiltriazona, diéxido de titanio, cloruro de cinamidopropiltrimonio,
dimetilpabamidopropil laurdimonio tosilato.

Sin embargo, hay otros filtros solares que pueden actuar también protegiendo la piel, tales como el 6xido de hierro,
diéxido de titanio, diéxido de titanio en combinacién con simeticona, 6xido de zinc, compuestos de mono- o
policarbonilo tales como isatina, aloxano, ninhidrina, gliceraldehido, aldehido mesotartarico, glutaraldehido,
derivados de pirazolin-4,5-diona o de 4,4-dihidroxipirazolin-5-ona, metilglioxal, dialdehido 2,3-dihidroxisuccinico,
dialdehido 2-amino-3-hidroxisuccinico y dialdehido 2-benzilamino-3-hidroxisuccinico.

Vehiculos, diluyentes o portadores.

El agua es la base para una diversidad de posibilidades de composiciones cosméticas preparadas a partir del
complejo antioxidante ya descrito, actuando como vehiculo para los demas adicionales. Las composiciones de la
presente invencion comprenden preferiblemente agua desmineralizada o destilada en un porcentaje adecuado (g. s.:
cantidad suficiente) para llegar al 100% de la formula basada en el peso total de la presente composicion.
Obviamente, se pueden usar otros vehiculos aceptables cosméticamente en la presente invencion. En los ejemplos
de composicion que se describirdn mas adelante, también se pueden utilizar como vehiculo alcohol etilico de 96
°GL, vehiculos oleosos (aceites en general, ceras y mantecas), vehiculos siliconados, y similares.

Otros ingredientes adicionales.

Con el fin de proporcionar las composiciones cosméticas y farmacéuticas de la presente invencidon con algunas
caracteristicas deseables no conferidas por los ingredientes ya mencionados, se pueden afiadir algunos de los
ingredientes opcionales que son compatibles con las propiedades de los mismos. Algunos de esos compuestos que
se pueden afadir a dichas composiciones son los siguientes:

. Principios activos (encapsulados o no): pueden ser lipdfilos o hidréfilos, tales como extractos de algas,
extractos de plantas, una combinacién de palmitoil hidroxipropil trimonio aminopectina, polimero cruzado de
glicerina, lecitina y extracto de semilla de uva, alfa- bisabolol (principio activo antiinflamatorio), D-pantenol (principio
activo acondicionante), goma 2 de disacarido y goma 3 de disacarido y otros principios activos afiadidos
normalmente a composiciones de productos para uso topico.

. Bacteriostaticos, bactericidas o antimicrobianos.

. Agentes emulsionantes tales como cetilfosfato potasico, y similares.

. Agentes estabilizantes tales como cloruro de sodio, y similares.

. Agentes secuestrantes, tales como acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y sus sales, y similares.

. Agentes de ajuste del pH tales como trietanolamina, hidroxido sddico, y similares.

. Agentes conservantes tales como fenoxietanol, cocoato de PEG-5 y dicocoato de PEG-8 y yodopropinil
butilcarbamato e PEG-4, y similares.

. Colorantes de origen natural o sintético.

. Agentes espesantes tales como goma de xantano y carbémero, y similares.

. Extractos de plantas: manzanilla, romero, tomillo, caléndula, extracto de zanahoria, extracto de enebro,

extracto de genciana, extracto de pepino, y similares.
. Agentes acondicionantes de la piel.

. Y otros ingredientes cosméticamente aceptables, que son compatibles con el complejo antioxidante de la
presente invencion.

Ejemplos de composicién cosmética.

Los siguientes ejemplos son variaciones preferentes de las composiciones que comprenden el complejo antioxidante
de la presente invencién y no se interpretaran como una limitacién de la misma. En este sentido, se debe entender
que el alcance de la presente invencién abarca otras posibles modificaciones, sélo limitado por las reivindicaciones
adjuntas, incluyendo todos posibles equivalentes en la misma.
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Ejemplos de composicién cosmética.

Gel:

Goma de xantano 1,0%
EDTA 0,1%
Extracto de cacao enriquecido 0,3%
Alcohol etilico 3,0%
BHT 0,05%
Fenoxietanol 0,7%
Agua desmineralizada qsp 100%
Emulsion:

Goma de xantano 0,2%
EDTA 0,1%
Glicerina 3,0%
Triglicéridos caprilico/caprico 4,0%
Cetil fosfato potasico 2,5%
Extracto de cacao enriquecido 0,3%
BHT 0,05%
Fenoxietanol 0,7%
Agua desmineralizada csp 100%

Con el fin de ilustrar la eficacia de los extractos obtenidos mediante el procedimiento descrito en la presente
solicitud, se han llevado a cabo varias pruebas de dosis de $-endorfinas (1 a 3).

Prueba 1: Dosificacion de B-endorfina por el método enzimatico en muestras de sobrenadante de cultivos de
queratinocitos humanos.

Con el fin de medir la concentracion de B-endorfina humana en muestras de sobrenadante de cultivos de
queratinocitos humanos, los cultivos de queratinocitos se incubaron a diferentes concentraciones del extracto
obtenido de acuerdo con la presente invencion.

Objeto: medir la concentracidon de B-endorfina humana en muestras de sobrenadante de cultivos de queratinocitos
humanos.

Materiales usados:

Kit "B-endorfina ELISA" fabricado por "MD Biosciences, Inc.", n° de catalogo EDRF-96, lote 424706-EX, fecha de
caducidad 02/2007, para la cuantificacion de péptidos especificos de B-endorfina y los relacionados con este, que
contiene:

- Microplaca sensibilizada a anticuerpo secundario lista para uso.

- Plantilla de B-endorfina liofilizada, rehidratada con 1 ml de tampdn de ensayo, concentracion de 1000 ng/mL.
- Control positivo liofilizado, reconstituido con 200 uL de tampdn de ensayo.

- B-Endorfina liofilizada biotinilada, reconstituida con 5 mL de tampén de ensayo.

- Suero de conejo anti B-endorfina liofilizado, reconstituido con 5 mL de tampdn de ensayo.

- Concentrado de estreptavidina-peroxidasa, para usar diluido 1/1000 en tampd6n de ensayo.

- Solucidn Sustrato - TMB.

- Tampédn de ensayo concentrado 20 veces, para usar diluido en agua destilada.

9



10

15

20

25

30

35

ES 2 534 555 T3

- Acido clorhidrico 2N.

- Péptidos utilizados en el kit: Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-
Ala-lle-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu.

Caracteristicas del ensayo:

1. Intervalo: 0 a 100 ng/mL

2. Regién de linealidad: 0,14 a 2,51 ng/mL

3. Precision: variacion intra-ensayo: < 5%; variacion inter-ensayos: < 14%
4. Especificidad: muestra los siguientes grados de reactividad cruzada:

i. 100% R-endorfina humana

ii. 100% R-endorfina de rata

iii. 100% Ac-R-endorfina humana

iv. 0% Met-encefalina humana

V. 0% Leu-encefalina humana

Kit de extraccién "Phenomenex" lote S201-35 que contiene:

_ "STRATA C-18-E" (columna de extraccion)

_ Tampén A: acido tricloroacético (ATF) en agua.

_ Tampén B: acetonitrilo 60% en acido tricloroacético al 1%.
Procedimiento del ensayo

A) Extraccion de B-endorfina a partir del sobrenadante de cultivo de células, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

1. El sobrenadante de cultivo de queratinocitos humanos se repartié en partes en alicuotas y se almacené a -70 °C,
hasta su uso.

2. Una parte alicuota de cada muestra se descongeld, se homogeneizd, y se acidificaron 400 mL con el mismo
volumen de tampdn A, se homogeneizaron y centrifugaron a 10.000 g durante 20 minutos a 4 °C.

3. Una columna C-18 se equilibré una vez con tampén B y tres veces con tampon A.
4. La muestra se carg6 en la columna, y después la columna se lavo dos veces con tampdn Ay se eluy6 con tampén B.

5. El material eluido se evaporé en un concentrador "speedVac", y los tubos de ensayo se almacenaron a -20 °C
hasta su uso.

B) Dosificacién de B-endorfina, llevada a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
1. Se llevo a cabo la resuspension de la muestra deshidratada al volumen inicial con tampdn de ensayo.
2. Se diluyo la plantilla con el fin de obtener concentraciones de 100, 10, 1, 0,1 y 0,01 ng/mL de R-endorfina.

3. 50 pL de cada dilucion de la plantilla, el control y las muestras se pipetearon en la microplaca. Un pocillo se dejo
vacio para el blanco de la reaccion y uno se llené de tampdn para dilucion para el punto cero de la curva.

4. 25 pL de anti-B-endorfina de conejo se pipetearon en los pocillos excepto el blanco del pocillo de reaccion.
5. 25 uL de B-endorfina biotinilada se pipetearon en cada pocillo excepto el blanco del pocillo de reaccion.

6. La placa se cubrié y se incubo durante 2 horas a temperatura ambiente.

7. La placa se burbujed seis veces con tampdn de ensayo, excepto el pocillo del blanco.

8. La placa se volvid boca abajo sobre papel absorbente para eliminar cualquier liquido.

9. 100 uL de estreptavidina-peroxidasa se pipetearon en todos los pocillos, excepto el pocillo del blanco.

10
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10. Se repitid el procedimiento del punto 7.

11. Se pipetearon 100 uL de TMB en todos los pocillos, incluido el pocillo del blanco.
12. Este se cubrid y se incubd durante una hora a temperatura ambiente.

13. Se pipetearon 100 uL de HCI 2 N en todos los pocillos, incluido el del blanco.

14. Se lee a 450 nm.

Resultados.

Se utilizaron algunas partes alicuotas para comprobar la variacién intra-ensayo e inter-ensayos del método. El
coeficiente de variacion intraensayo fue el 8,3% y el coeficiente inter-ensayos 19,6%.

De acuerdo con el tratamiento pre-determinado de cultivos de queratinocitos, los datos obtenidos permiten definir el
comportamiento del mismo en relacién con la expresiéon de R-endorfina, como se representa en la Figura 1.

Prueba 2: Evaluacién de la produccién de B-endorfina en un cultivo de fibroblastos humanos.

En este ensayo se compararon muestras de cafeina y TC150905MX a diferentes concentraciones (0,038 ug/mL,
0,075 pg/mL, 0,150 pg/mL, 0,300 pg/mL y 0,600 yg/mL) y muestras de control, como se expone en la Tabla 1 a
continuacion:

Tabla 1 Concentraciones usadas (tiempo de incubacién)

Muestras Concentraciones usadas Tiempo de incubacion

Cafeina 0,0038 48 h
0,075
0,150
0,300
0,600

TC150905MX 0,0038 48 h
0,075
0,150
0,300
0,600

Cultivos de células.

Para llevar a cabo los experimentos se usé una linea celular (cultivo puro/aislado) de fibroblastos humanos, edad
adulta (madura), 6° pasaje.

Las células se cultivaron en placas de cultivo apropiadas (24 pocillos) en medio de cultivo especifico, que contienen
los suplementos requeridos para el mantenimiento y la proliferaciéon de las células. Para ese propdsito se sembraron
1x10° células/pocillo, alcanzandose la confluencia después de 48 horas de incubacion, en una estufa humeda, 5%
de CO,, 37 °C.

Después de la confluencia (aproximadamente el 80% del area total), se afiadieron las muestras a evaluar, en las
concentraciones apropiadas y previamente establecidas, de acuerdo con la tabla 1, dejando siempre un grupo como
testigo o control (sin tratamiento), con fines comparativos en la evaluacion de la eficacia. Las muestras se diluyeron
previamente en el medio de cultivo apropiado.

Después de 48 horas de incubacion (estufa humeda, 5% de CO,, 37 °C) con las muestras, se recogi¢ el
sobrenadante de los cultivos de células para evaluar la liberacion de beta-endorfinas. También se evalud y se tuvo
en cuenta la posible citotoxicidad del compuesto. La evaluacidon fue solamente cualitativa, por analisis de la
morfologia y caracteristicas de las células.
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Cuantificacion de la beta-endorfina.

La cuantificaciéon de la producciéon de beta-endorfina por las células en cultivo se llevd a cabo por el método
inmunoenzimatico ELISA (ensayo inmunosorbente ligado a enzima), usando un kit apropiado para determinar beta-
endorfina en muestras biolégicas. Las muestras se evaluaron por cuadruplicado.

Analizando la figura 2 se observa que los cultivos de fibroblastos humanos que fueron incubados con las muestras
de cafeina mostraron una mayor produccidon de B-endorfina en comparacion con las muestras a la misma
concentracion de TC150905MX.

Prueba 3: Evaluacion de la produccién de B-endorfina en un cultivo de queratinocitos humanos.

En esta prueba se compararon muestras de cafeina y TC150905MX a diferentes concentraciones (0,038 pg/mL,
0,075 ug/mL, 0,150 pg/mL, 0,300 pug/mL y 0,600 ug/mL) y muestras de control como se muestra en la Tabla 2 que
sigue:

Tabla 2 Concentraciones usadas (tiempo de incubacion)

Muestras Concentraciones usadas Tiempo de incubacién

Cafeina 0,0038 48 h
0,075
0,150
0,300
0,600

TC150905MX 0,0038 48 h
0,075
0,150
0,300
0,600

Cultivos de células.

Para llevar a cabo los experimentos de una linea celular (cultivo puro/aislado) de queratinocitos humanos, se uso el
7° pasaje, edad adulta (madura).

Las células se cultivaron en placas de cultivo apropiadas (24 pocillos) en medio de cultivo especifico, que contienen
los suplementos requeridos para el mantenimiento y la proliferacién de las células. Para ese propdsito se sembraron
1 x 10° células/pocillo, alcanzandose la confluencia después de 48 horas de incubacion, en una estufa himeda, 5%
de COg, 37 °C.

Después de la confluencia (aproximadamente el 80% del area total), se afiadieron las muestras a evaluar, en las
concentraciones apropiadas y previamente establecidas, de acuerdo con la tabla 2, dejando siempre un grupo como
CONTROL (sin tratamiento), con fines comparativos en la evaluacion de la eficacia. Las muestras se diluyeron
previamente en el medio de cultivo apropiado.

Después de 48 horas de incubacion (estufa humeda, 5% de CO,, 37 °C) con las muestras, se recogié el
sobrenadante de los cultivos de células para evaluar la liberacién de beta-endorfina. También se evalud y se tuvo en
cuenta la posible citotoxicidad del compuesto. La evaluacion fue solamente cualitativa, por andlisis de la morfologia y
caracteristicas de las células.

Cuantificacion de la beta-endorfina.

La cuantificaciéon de la producciéon de beta-endorfina por las células en cultivo se llevdo a cabo por el método
inmunoenzimatico ELISA (ensayo inmunosorbente ligado a enzima), usando un kit apropiado para determinar beta-
endorfina en muestras bioldgicas. Las muestras se evaluaron por cuadruplicado.
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Analizando la figura 3 se observa que los cultivos de queratinocitos humanos que fueron incubados con las muestras
de cafeina mostraron una mayor produccidon de B-endorfina en comparacion con las muestras a la misma
concentracion de TC150905MX.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencion de extractos que contienen derivados de metilxantina a partir de tortas de
plantas del género Theobroma, en el que el procedimiento comprende las siguientes etapas:

i Extraccion de la torta de plantas del género Theobroma con un disolvente apolar;

ii. Filtracion del producto obtenido en la etapa (i) para formar una torta desgrasada de plantas del género
Theobroma y un extracto apolar;

iii. Secado bajo vacio de la torta desgrasada obtenida en (ii);

iv. Hidrolisis de la torta desgrasada y seca obtenida en la etapa (iii) con una base fuerte para obtener un
extracto hidrolizado a pH de 9,5 a 10,5;

V. Separacion del producto resultante de la etapa (iv) por centrifugacion;

vi. Extraccion de la fase acuosa; y

Vii. Eliminacién completa del disolvente contenido en la fase apolar obtenida en la etapa (vi), para obtener un

extracto de metilxantinas;
2. Procedimiento segun la reivindicacion 12, en el que dicho procedimiento comprende las etapas:
i Extraccion de la torta de plantas del género Theobroma con hexano, éter etilico o éter de petréleo:

ii. Filtracién del producto obtenido para formar una torta desgrasada de plantas del género Theobroma y el
extracto en hexano o éter etilico o éter de petréleo;

iii. Secado bajo vacio, a una temperatura de 60 a 70 °C;

iv. Hdrdlisis de la torta desgrasada obtenida en la etapa (ii) con solucién de hidroxido amoénico a una
concentracion entre el 16% y el 20% para obtener un extracto hidrolizado;

V. Separacion por decantador de tipo de centrifugacion;

Vi. Extraccion de la fase acuosa con diclorometano utilizando una centrifuga liquido-liquido a 6.000 rpm con el
fin de obtener una fase apolar; y

Vii. Eliminacién completa del disolvente contenido en la fase apolar para obtener un extracto de metilxantinas.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 22, en el que la etapa de eliminacion del disolvente se lleva a cabo
por destilacion y secado a una temperatura de 40 a 50 °C durante 4 horas.

4. Procedimiento para la obtencién de proteinas crudas a partir de tortas de plantas del género Theobroma,
en el que dicho procedimiento comprende los siguientes pasos:

i Extraccion de la torta de plantas del género Theobroma con un disolvente apolar;

ii. Filtracion del producto obtenido en la etapa (i) para formar una torta desgrasada de plantas del género
Theobroma y un extracto apolar;

iii. Secado bajo vacio de la torta desgrasada obtenida en (ii);

iv. Hidrolisis de la torta desgrasada y secada obtenida en la etapa (iii) con una base fuerte para obtener un
extracto hidrolizado a un pH de 9,5 a 10,5;

V. Separacion del producto resultante de la etapa (iv) por centrifugacion;

vi. Extraccion de la fase acuosa;

Vii. Eliminacién completa del disolvente contenido en la fase apolar obtenida en la etapa (vi), para obtener un

extracto de metilxantinas;

viii. Acidificacion del extracto acuoso obtenido en la etapa (vii) con la adicién de un acido a un pH entre 2,5y 3,2
bajo agitacion constante;

iX. Centrifugacion de la mezcla de la etapa (viii) para recoger el extracto que contiene dichas proteinas crudas; y

X. Secado del producto obtenido en (ix) con el fin de obtener proteinas crudas.
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5. Procedimiento segun la reivindicacion 42, en el que dicho procedimiento comprende las etapas de:
i Extraccion de la torta de plantas del género Theobroma con hexano, éter etilico o éter de petréleo;

ii. Filtracion del producto obtenido para formar una torta desgrasada de plantas del género Theobroma y el
extracto de hexano o éter etilico o éter de petréleo;

iii. Secado bajo vacio de la torta desgrasada obtenida en (ii), a una temperatura de 60 a 70 °C;

iv. Hidrolisis de la torta desgrasada obtenida en la etapa (iii) con una solucién de hidroxido amonico a una
concentracion entre el 16% y el 20% para obtener un extracto hidrolizado;

V. Separacion por centrifugacion de tipo decantador;

Vi. Extraccion de la fase acuosa con diclorometano usando una centrifuga liquido-liquido a 6.000 rpm para
obtener una fase apolar;

Vii. Eliminacién completa del disolvente contenido en la fase apolar para obtener un extracto de metilxantinas;
viii. Acidificacion del extracto acuoso obtenido en la etapa (vii) mediante la adiciéon de acido sulftrico a un pH

entre 2,5 y 3,2 bajo agitacion constante;

iX. Centrifugacion de la mezcla de la etapa (viii) usando una bolsa de 5 - 3 ym para recoger el extracto que
contiene dichas proteinas crudas; y

X. Secado en secador de pulverizacién con el fin de obtener proteinas crudas.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 52, en el que la etapa de eliminacion del disolvente se lleva a cabo
por dilucion y secado a una temperatura de 40 a 50 °C durante 4 horas.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 62, en el que dicho procedimiento comprende
ademas la etapa de agitar la mezcla de la etapa (iv) durante 1 hora a una temperatura de aproximadamente 25 a 30 °C.

8. Procedimiento segun la reivindicacién 72, en el que dicho procedimiento comprende ademas, después de la
etapa (vi), la etapa de secado con sulfato sédico anhidro, para la eliminaciéon de cualquier traza de agua presente en
la fase apolar.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 82, en el que las plantas del género Theobroma
son cacao y cupuazu.

10. Un procedimiento para preparar una composicion cosmética, que comprende preparar un extracto que
contiene derivados de metilxantina a partir de tortas de plantas del género Theobroma, en el que el procedimiento
comprende los siguientes pasos:

i Extraccion de la torta de plantas del género Theobroma con un disolvente apolar;

ii. Filtracion del producto obtenido en la etapa (i) para formar una torta desgrasada de plantas del género
Theobroma y un extracto apolar;

iii. Secado bajo vacio de la torta desgrasada obtenida en (ii):

iv. Hidrolisis de la torta desgrasada y secada obtenida en la etapa (iii), con una base fuerte para obtener un
extracto hidrolizado a un pH de 9,5 a 10,5;

V. Separacion del producto resultante de la etapa (iv) por centrifugacion;

vi. Extraccion de la fase acuosa;

Vii. Eliminacién completa del disolvente contenido en la fase apolar obtenida en la etapa (vi), y

viii. Adicién de excipientes, vehiculos, diluyentes y portadores aceptables cosméticamente.

15



ES 2 534 555 T3

Concentracion ng/ml

0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050

0.000

Endorfina

FIG. 1

beta-Endorfina (ng/ml)

Evaluacién de la produccién de beta-Endorfina

0,7

0,6

05

0,4

03

02

0,1 4

CONTROL i '0.033 a,ois b,15
CAFEINA (mcg/mL) TC150905MX (mog/mL)

L

03 06 . 0,038 0,075 0,15 0,3 0.6
—_— @

s

FIG. 2

16




ES 2 534 555 T3

Evaluacion de la produccién de beta-Endorfina

450 4=
13
TE' 120
D 105
&
5
g —
;= o
o &0 :
= 4 s
T A .‘_j
© an
- o
L s A
CONTROL g 0475 015 02 08 0038 005 015 03 06
CAFEINA (mg/mL) chio_a'ﬁﬁixtmgamu

17




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

