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@Resumen:

Procedimiento para la obtencion de un extracto de

cascara de bellota, extracto obtenido y su uso.

La presente invencion se refiere a un procedimiento
de obtencién de un extracto de cascara de bellota que
comprende a) triturar la cascara, b) afiadir al triturado
de la cascara obtenido en la etapa a) un disolvente
seleccionado del grupo formado por agua, alcohol
Ci-Ce y mezclas de los mismos, c) agitar
la mezcla del triturado y el disolvente obteniéndose
dos fases, y d) separar las dos fases obtenidas en la
etapa c) y recoger el sobrenadante que comprende el
extracto. Asimismo, se refiere al extracto de cascara
de bellota obtenible por dicho procedimiento y a su
uso como antioxidante.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP 11/1986.
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DESCRIPCION
Procedimiento para la obtencion de un extracto natural de céscara de bellota, extracto

obtenido y su uso.

Objeto de la invencidn

La presente invencion pertenece al campo de la obtencién de antioxidantes naturales. En
concreto, se refiere a un procedimiento de obtencion de un extracto de cascara de bellota,

al extracto obtenido por ese procedimiento y a su uso, en particular como antioxidante.

Antecedentes de la invencidn

La proteccion frente al deterioro oxidativo de diversos tipos de alimentos es una
preocupacién patente en la industria alimentaria. Los antioxidantes pueden actuar de
diversas formas durante la oxidacion (por ejemplo secuestrando iones metalicos, captando
radicales libres, actuando como agentes reductores, descomponiendo peroxidos, etc.). En
sistemas alimentarios la oxidacion implica la oxidacion de los lipidos, mientras que en
sistemas in vivo los radicales libres pueden dafiar ademas proteinas, ADN y otras moléculas
(Moure, A., Cruz, J. Franco, D., Dominguez, J.M., Sineiro, J. Dominguez, H., NUfez, M.J. y
Parajo, J.J. (2001). Natural antioxidants from residual sources. Food Chemistry, 72:145-
171).

Como antioxidantes se vienen empleando en la industria alimentaria compuestos sintéticos
como butilhidroxitolueo (BHT) o butilhidroxianixol (BHA). Sin embargo existe un creciente
interés en la sustitucion de estos antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturales que
presentan idénticos mecanismos de accion. La demanda a nivel mundial de antioxidantes
naturales ha aumentado debido a las dudas sobre la seguridad de la comida y aditivos
alimentarios sintéticos y la sensacién del publico de que la comida y los aditivos alimentarios
naturales proporcionan ciertos beneficios para la salud. La mayor parte de los compuestos
naturales con actividad antioxidante se encuentran en plantas, y muchos de ellos son de
naturaleza polifendlica ElI término polifenoles representa un nombre colectivo para

compuestos aromaticos que contienen al menos dos grupos hidroxifendlicos en la molécula
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(R6mpp Lexikon Chemie, 102 edicidn, 1999, editorial Georg Thieme, Stuttgart, pagina 3491).
Dentro de este grupo de compuestos se incluyen los flavonoides, grupo heterogéneo de
polifenoles vegetales (mas de 4000) que comparten una estructura de benzopirano.
Constituyen pigmentos (colores naranja, rojo y azul) de diversos vegetales (flores, frutos,
hojas) y son importantes factores para el crecimiento, desarrollo y proteccion de las plantas.
Los principales flavonoides con actividad antioxidante presentes en vegetales son: (+)-
catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina y los correspondientes ésteres del acido
galico: galato de (-)-epicatequina y galato de (-)-epigalocatequina [Blot et al. Am. J. Cancer
Prevention 62:1477-82, 1992].

Merecen particular atencion las materias primas de origen residual de procesos
agroindustriales que puedan servir como fuentes de antioxidantes. En este campo, se han
considerado como materias primas algunos materiales como residuos de piel de patata,
orujo de oliva, alpechines, pepitas de uva y bagazo de vino y pieles de uva. Se han
realizado estudios que incluyen la identificacion de compuestos polifendlicos activos en
bagazo de manzana (Lu, Y. & Foo, L. Y.(1997). Identification and quantitation of mayor
polyphenols in apple pomace. Food Chemistry, 59, 187-194), semillas y pieles de citricos
(Bocco, A., Cuvelier, M. E., Richard, H., & Berset, C. (1998). Antioxidant activity and
phenolic composition of citrus peel and seed extracts. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 46, 2123-2129), subproductos del coco (Azizah, A. H., Nik Ruslawati, N. M., &
Swee Tee, T. (1999). Extraction and characterization of antioxidant from cocoa by-products.
Food Chemistry, 64, 199-202).

La bellota es el fruto caracteristico de las especies del género Quercus. Dentro de este
género hay numerosas especies que dan bellotas, como pueden ser la encina, el roble o el
alcornoque. Este tipo de arbol es comdn en el oeste de la peninsula ibérica donde se
concentra la mayor superficie de dehesa. La maduracién de la bellota se produce en otofio-
invierno proporcionando un importante recurso alimentario a la fauna silvestre y doméstica.
Especial atencién requiere la utilizacion de bellotas como alimento para ganado porcino,
especie que ha sabido obtener mayor aprovechamiento de los valores nutricionales de la
bellota al pelarla antes de su consumo. Esta peculiaridad ha hecho que la bellota se reserve

preferentemente para el cerdo ibérico y que su cria en la dehesa se centre en su engorde
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con bellota (montanera), fundamentalmente de encina (Quercus ilex rotundifolia). La
utilizacion de bellota en la formulacion de piensos asi como su importancia en el engorde
animal, ha situado a este fruto dentro de los mas apreciados en el sector de la alimentacion
animal. La composicién de la bellota varia de unos géneros a otros y a lo largo de su
maduracion. Alrededor del 25% en peso del fruto corresponde a la cascara cuya
composicién aporta un sabor amargo que hace que esta parte de la bellota sea despreciada

convirtiéndola en un subproducto que no es aprovechado.

Con todo ello adquiere un interés especial la obtencién de un extracto que englobe todas
estas caracteristicas, que sea natural, que se obtenga de una parte no aprovechada de un
fruto natural, que presente actividad antioxidante, que pueda ser aplicado en alimentos y

que preserve a los alimentos en los que se incluya de un deterioro oxidativo.

Objeto de la invencién

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de
un extracto de cascara de bellota (procedimiento de la invencion), que comprende las

siguientes etapas:

a) Triturar la cascara de bellota,

b) Anadir al triturado de la cascara de bellota obtenido en la etapa a) un disolvente
seleccionado del grupo formado por agua, alcohol C;-Cs y mezclas de los mismos,

c¢) Agitar la mezcla del triturado y el disolvente obteniéndose dos fases, y

d) Separar las dos fases obtenidas en la etapa c) y recoger el sobrenadante que

comprende el extracto.

Asimismo, en un segundo aspecto, la presente la invencidn, se refiere a un extracto de

céscara de bellota obtenible por el procedimiento segun el primer aspecto de la invencion.

Un tercer aspecto de la invencién se refiere al uso del extracto de cascara de bellota segun

el segundo aspecto de la invencion como antioxidante.
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Por dltimo, un cuarto aspecto de la invencion se refiere a un producto alimentario, cosmético
o farmacéutico que comprende el extracto de cascara de bellota segun el segundo aspecto

de la invencion.

Descripcidn de la invencion

En base a las necesidades del estado de la técnica, los inventores de la presente invencion
han desarrollado un procedimiento para la obtencion de un extracto de céscara de bellota
con un alto contenido en polifenoles el cual comprende una etapa de extracciébn con un
disolvente. El extracto obtenido con el procedimiento de la invencién presenta una alta

actividad como antioxidante.

Asi, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencion
de un extracto de cascara de bellota, que comprende las siguientes etapas:
a) Triturar la cascara de bellota,
b) Afadir al triturado de la céscara obtenido en la etapa a) un disolvente
seleccionado del grupo formado por agua (acidificada o no), alcohol C;-Cs y mezclas
de los mismos,
c¢) Agitar la mezcla del triturado y el disolvente obteniéndose dos fases,
d) Separar las dos fases obtenidas en la etapa c) y recoger el sobrenadante que

comprende el extracto.

Asi, la primera etapa del procedimiento de la invencién consiste en el triturado de la cascara
de bellota. La separacion de la cascara de la bellota se lleva a cabo mediante medios
manuales 0 mecanicos. En la etapa a), el triturado de la cascara se lleva a cabo mediante
medios manuales 0 mecénicos hasta la obtencion de particulas de pequefio tamafio,

preferiblemente comprendido entre 0,1y 10 mm.

En la etapa b), las proporciones utilizadas de céscara o disolvente pueden modificarse a fin
de obtener extractos con mayor o menor concentracion y por tanto con diferente actividad
antioxidante. Preferentemente, la relacibn entre la cascara triturada y el disolvente

(cascara:disolvente) esta comprendida entre 1:50 (peso:volumen) y 1:2 (peso:volumen). En
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una realizacién particular, la proporcién cascara:disolvente es de 1:10 (g:mL).

La utilizacién de uno u otro disolvente influye en la cantidad de compuestos extraidos asi
como el tipo de compuesto con actividad antioxidante que se obtiene debido a las
caracteristicas de los mismos y su afinidad por el disolvente. En una realizacién preferente,

en la etapa b) el disolvente seleccionado es una mezcla de agua y un alcohol C1-Ce.

En el contexto de la presente invencion, el término “alcohol C;-Cs” se refiere a un alcohol
que puede tener de un carbono a seis carbonos en una cadena lineal o ramificada, con al

menos una funcién hidréxido.

En una realizacion particular, en la etapa b), el disolvente seleccionado es una mezcla de
agua destilada y etanol, donde la relacion agua:etanol estd comprendida entre 20:80 y 80:20
(v:v), de manera mas preferente entre 30:70 y 70:30 (v:v) y de manera mas preferente adn
es 50:50 (v:v). La extraccion llevada a cabo con una mezcla de agua y etanol en una
proporcion 50:50 es la que resulta en un extracto con un mayor contenido de compuestos

fendlicos y flavonoides.

El término “compuestos fendlicos” se refiere a compuestos aromaticos que comprenden al
menos dos grupos hidroxifendlicos en la molécula. Dentro de este grupo de compuestos se
incluyen los flavonoides, grupo heterogéneo de polifenoles vegetales que comparten una
estructura de benzopirano. Los principales flavonoides con actividad antioxidantes son (+)-
catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina y los correspondientes ésteres del acido

galico, galato de (-)-epicatequina y galato de (-)-epigalocatequina.

Las condiciones de temperatura, tiempo y exposicion a la luz en la etapa c¢) pueden
ajustarse en un rango en el que la obtencion de compuestos con actividad antioxidante sea
Optima evitando se degradacion. Preferentemente, la etapa c) se realiza a una temperatura
comprendida entre 20°C y 28°C, preferentemente entre 22°C y 26°C, durante un tiempo
entre 30 y 210 minutos, preferentemente entre 100 y 150 minutos, y en condiciones de
luminosidad reducida, preferentemente oscuridad. En una realizacion particular, la etapa c)

se lleva a cabo en condiciones de oscuridad, a una temperatura de 25°C y durante un
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tiempo de 2 horas.

Mediante la agitacion de la etapa c) se obtienen dos fases de la que se utiliza la fase
sobrenadante que se separa de la fase sélida. En la etapa d), la separacion de las dos fases
formadas en la etapa c) para recoger el sobrenadante que comprende el extracto, se realiza
mediante decantacién o centrifugacion o cualquier otro método que permita la diferenciacion

de las fases.

El sobrenadante recogido en la etapa d), que comprende el extracto de cascara de bellota,
puede comprender algun resto del triturado o impurezas, por lo que en una realizacion
particular, el procedimiento de la invencibn comprende una etapa e) de filtracion del
sobrenadante recogido en la etapa d). Asimismo, el sobrenadante recogido en la etapa d) o
filtrado en la etapa e) puede concentrarse mediante destilacion o transformarse mediante
liofilizacion o cualquier otra modificacién que permita obtener un extracto que se adecue a
las necesidades de aplicacion. Asi, en otra realizacion particular, el procedimiento de la
invencion comprende una etapa f) de destilacion del sobrenadante obtenido en la etapa d) o
filtrado en la etapa €). Y en otra realizacion particular, el sobrenadante recogido en la etapa
d), filtrado en la etapa e) o concentrado en la etapa f) es liofilizado (etapa g). Dependiendo
del extracto final, su conservacién podra realizarse en condiciones ambientales o requerira
almacenamiento a temperatura controlada en envase adecuado. En una realizacion

particular, el extracto se conserva en condiciones de oscuridad y refrigeracion.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un extracto de cdscara de bellota obtenible
por el procedimiento de la invencion segun una cualquiera de las realizaciones segun el
primer aspecto de la invencién. En una realizacién preferente el extracto tiene un contenido
en compuestos fenolicos comprendido entre 27,5 y 45,0 mg equivalentes de acido galico
por gramo de muestra. Preferentemente entre 41,6 y 44,7 mg equivalentes de &cido galico
por gramo de muestra. En una realizacién preferente el extracto de la invencion tiene un
contenido en compuestos flavonoides comprendido entre 6,7 y 15,1 mg equivalentes de
catequina por gramo de muestra. Preferentemente entre 12,32 y 14,3 mg equivalentes de

catequina por gramo de muestra.
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El extracto de la presente invencién, obtenible por el procedimiento segun una cualquiera de
las realizaciones del primer aspecto de la invencion, es eficaz como agente antioxidante,
con importantes aplicaciones en la industria alimentaria, cosmética y farmaceéutica. Asi, un
tercer aspecto de la invencion se refiere al uso del extracto de cascara de bellota segun el
aspecto segundo de la invencidbn como antioxidante. Ademas, un cuarto aspecto de la
invencion, se refiere a un producto alimentario, cosmético o farmaceéutico que comprende el

extracto segun el segundo aspecto de la invencion.

La incorporacién del extracto a un producto se realiza de multiples formas, como mediante
adicion dentro de una formulacion, mediante pulverizacion sobre el producto o cualquier otro
método que permita la correcta distribucion del extracto y su accidon antioxidante. La
concentracién de extracto a utilizar viene determinada por factores propios del extracto,
como la capacidad antioxidante, asi como los atribuibles al producto tales como tipo de
producto, contenido y tipo de grasa, concentracion en anti- y pro-oxidantes, etc. Igualmente
se deben tener en cuenta los procesos tecnoldgicos que puedan llevarse a cabo tras la
adicion del extracto asi como las caracteristicas de conservacion de producto. Dependiendo
del producto final, su conservacion podra realizarse en condiciones ambientales o requerira

almacenamiento a temperatura controlada en envase adecuado.

Ejemplos
A continuacién se detalla a modo de ejemplo la obtencién de cuatro extractos a partir de
céscara de bellota y su caracterizacion mediante contenido en fenoles totales y su contenido

en flavonoides en dos estados madurativos de la bellota (verde y madura).

Ejemplo 1. Obtencion del extracto de la cascara de bellota mediante la utilizacién de mezcla

de disolventes.

Para obtener el extracto se partié de la cascara de bellotas (Gen. Quercus) obtenidas en la
propia dehesa en dos etapas de maduracién de la bellota, verde y madura. Las cascaras
fueron obtenidas con la ayuda de un cuchillo separandolas de la pulpa de la bellota.

Posteriormente se desmenuzaron mediante picado en picadora convencional. La extraccion
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de compuestos con propiedades antioxidantes se realiz6 mediante la utilizacion de dos
disolventes y la mezcla de ambos. Asi, se utilizé6 agua destilada, etanol y dos mezclas de
agua:etanol en proporcion 50:50 y 70:30 (vol:vol), que dieron lugar a cuatro extractos
distintos para las distintas etapas de maduracién. Una proporcion 1:10 (g:mL) de cascara y
disolvente empleado, presentd los mejores resultados en experiencias previas por lo que fue
la que se utilizéd. Las mezclas de disolvente y cascara se mantuvieron en agitacion durante
dos horas a una temperatura controlada de 25°C en condiciones de luminosidad reducida.
Una vez transcurrido el tiempo de agitacién se procediéo a la separacion de las fases
mediante centrifugacion obteniéndose dos fases perfectamente diferenciadas. La frase
sobrenadante fue filtrada a través de filtro de papel Whatman n° 54 y conservada en

recipiente opaco a temperatura de refrigeracion.

Ejemplo 2. Caracterizacion de cuatro extractos de cascara de bellota en dos etapas de

maduracion mediante la cuantificaciéon de su contenido en fenoles totales.

La cuantificacion de fenoles totales de los extractos de cascara de bellota se realizo
siguiendo el procedimiento descrito por Singleton y cols., (1999). 50uL de cada uno de los
extractos fueron depositados en un pocillo de placa microtiter al que se afiadieron 20uL del
reactivo de Folin-Cicalteau y 50uL de carbonato de sodio al 20% (p/v). La mezcla se incubd6
durante una hora a temperatura ambiente, tras lo cual se midi6é la absorbencia a 765nm
frente a un blanco donde se sustituy6 la muestra por agua destilada. La cuantificacion de las
medidas realizadas se realiz6 frente a una curva patréon de acido galico. Los resultados se

expresaron como equivalentes de acido galico y quedan reflejados en la tabla 1.

Ejemplo 3. Caracterizacion de cuatro extractos de cascara de bellota en dos etapas de

maduracion mediante la cuantificacion de su contenido en flavonoides.

La cuantificacion del contenido en flavonoides de los extractos obtenidos de la cascara de
bellota se realiz6 siguiendo el método propuesto por Zhishen y cols., (1999). Este
procedimiento se basa en la formacion de quelatos entre AICI3 y flavonoides de la muestra,
que presentan una coloracion rosada. Asi, 400uL de muestra se depositaron en tubo de
ensayo a los que se afiadieron 60uL de NaNO2 al 10%, 60uL de AICI3 al 20% y 400uL de
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NaOH 1M. Tras agitacion se mididé su absorbencia a 510 nm. La cuantificacién de las
medidas realizadas se realizé frente a una curva patron de catequina. Los resultados se
expresaron en mg de catequina equivalente por gramo de muestra y quedan reflejados en la
tabla 1.

Tabla 1. Contenido en compuestos fendlicos (mg Eq acido galico/g de muestra) y contenido
en flavonoides (mg Eqg. catequina/g de muestra) de extractos (agua, etanol, mezcla

agua:etanol 50:50 v/v y mezcla agua:etanol 70:30 v/v) de cédscara de bellota.

Método de extraccion
SEM Sig.
Agua Etanol 50:50 70:30
Compuestos
_ 41.60Db 28.21d 4471a 39.20c 0.33 Fkok
fendlicos
Flavonoides 12.32ab 7.46c 14.31 a 11.88 b 0.75 bl

N=5 determinaciones
Sig.: Nivel de significacion prueba ANOVA; ***:p<0,001. a, b, c: En la misma fila medias con letras

diferentes implican diferencias estadisticamente significativas (Test de Tukey, p<0,05)

La evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos de céscara de bellota se
realizaron siguiendo dos metodologias de reduccion de radicales sintéticos, método FRAP y
método ABTS, como se muestra en los ejemplos 4 y 5. En estas pruebas se evidencia el
poder antioxidante de la muestra mediante cambios en la coloracién de una solucion que
contenga un radical susceptible de ser reducido. En ambos casos, la respuesta obtenida se
extrapola a una curva de calibracién con Trolox por lo que los resultados se expresan en

TEAC (actividad antioxidante equivalente a Trolox).

Ejemplo 4. Evaluacion de la capacidad antioxidante de cuatro extractos de cascara de

bellota mediante la utilizacion del radical ABTS.

Se siguid el método propuesto por Re y cols. (1999). Asi, se obtuvo el radical ABTS a partir
de la mezcla a partes iguales de una solucién de ABTS /nM y persulfato potasico 2,45nM.

Esta solucién se mantuvo a temperatura ambiente durante 16 horas en condiciones de
10
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oscuridad para la generacion del radial. La solucién se diluyé con etanol para obtener una
absorbancia de 0,7 (x0,1) a 734nm. 245uL de la disolucién con el radical ABTS se
depositaron en un pocillo de una placa microtiter y se midi6 su absorbencia a 734nm. A
continuacion se afiadieron 5ulL del extracto a ensayar y, transcurrido un minuto, se repitio la
medida a 734nm. Los resultados obtenidos se enfrentaron a una curva de calibracion de
Trolox. Los resultados se expresaron como mg TEAC/g muestra y quedan reflejados en la
tabla 2.

Ejemplo 5. Evaluacion de la capacidad antioxidante de cuatro extractos de cascara de

bellota mediante el método FRAP.

Este método propuesto por Benzie y Strain (1996), determina la capacidad de reduccién
férrica que tiene una muestra a pH bajo, transformando el complejo de tripiridiltriazina
(TPTZ) con hierro (lll) a su forma ferrosa. Asi, se prepar6 el reactivo FRAP a partir de 2,5ml
de una solucion TPTZ 10mM junto con 2,5mL de una solucion FeCI3-6H20 20mM y 25 mL
de tampo6n acetato 0,3mM y pH 3,6. Se realizé una lectura de absorbencia a 593nm de
200mL del reactivo FRAP a los que se afiadieron posteriormente 7uL de extracto a ensayar
realizandose medidas de absorbencia transcurridos 30 minutos. Los resultados obtenidos se
enfrentaron a una curva de calibracién de Trolox. Los resultados se expresaron como mg

TEAC/g muestra y quedan reflejados en la tabla 2.

Tabla 2. Capacidad antioxidante medida por el método ABTS (mg TEAC/g de muestra) de
extractos (agua, etanol, mezcla de agua:etanol 50:50 v/v, y mezcla de agua:etanol 70:30

v/v) de cascara de bellota.

Método de extraccion
SEM Sig.
Agua Etanol 50:50 70:30
ABTS 58.14 b 42.33 ¢ 80.22 a 73.34 a 2.71 ok
FRAP 146.76 a 115.66b 159.71a 157.1a 7.89 ok

N=5 determinaciones
Sig.: Nivel de significacion prueba ANOVA; ***:p<0,001. a, b, c: En la misma fila medias con letras

diferentes implican diferencias estadisticamente significativas (Test de Tukey, p<0,05)

11
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencidn de un extracto de cdscara de bellota que comprende las
siguiente etapas:

a. Triturar la cascara de bellota,

b. Afadir al triturado de la cascara de bellota obtenido en la etapa a) un
disolvente seleccionado del grupo formado por agua (acidificada o no),
alcohol C;-Cs y mezclas de los mismos,

c. Agitar la mezcla del triturado y el disolvente obteniéndose dos fases, y

d. Separar las dos fases obtenidas en la etapa c) y recoger el sobrenadante que
comprende el extracto.

2. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, que comprende una etapa e) de filtracion
del sobrenadante recogido en la etapa d).

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, que comprende una etapa f) de
destilacion del sobrenadante recogido en la etapa d) o del filtrado obtenido en la etapa e).

4, Procedimiento, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende
una etapa g) de liofilizacion del sobrenadante recogido en la etapa d) o del filtrado obtenido
en la etapa e) o del destilado obtenido en la etapa f).

5. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde, en la etapa a),
la cdscara se tritura hasta obtener un tamafo de particula comprendido entre 0,1 y 10 mm.
6. Procedimiento, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la relacion
triturado de cascara:disolvente estd comprendido entre 1:50 (peso:volumen) y 1.2
(peso:volumen).

7. Procedimiento, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el
disolvente seleccionado es una mezcla de agua y un alcohol C;-Ce.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, donde la relacién agua:alcohol C;-Cs esta
comprendida entre 20:80 y 80:20 (v/v).

9. Procedimiento segun la reivindicacion 7 u 8 donde el disolvente seleccionado en la
etapa b) es una mezcla de agua y etanol.

10. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde la etapa c)
se lleva a cabo a entre 20 y 28°, durante 30 y 210 minutos.

11. Extracto de cascara de bellota obtenible por el procedimiento segin una cualquiera

12
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de las reivindicaciones 1-10.

12. Extracto de cascara de bellota segun la reivindicacion 11, caracterizado porque tiene
un contenido en fenoles totales comprendido entre 27,5 y 45,0 mg equivalentes de &cido
galico/g de muestra.

13. Extracto de cascara de bellota segun la reivindicacion 11 6 12 caracterizado porque
tiene un contenido en flavonoides comprendido entre 6,7 y 15,1 mg equivalentes de acido
galico/g de muestra.

14. Uso del extracto de cascara de bellota segun cualquiera de las reivindicaciones 11-
13 como antioxidante.

15. Producto alimentario, cosmético o farmacéutico que comprende el extracto de

cascara de bellota de las reivindicaciones 11-13.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201530238

Fecha de Realizacién de la Opinion Escrita: 16.12.2015

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 3, 5, 10, 12, 13 SI
Reivindicaciones 1,2,4,6-9, 11, 14, 15 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-15 NO

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

Base de la Opinién.-

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

Consideraciones:

La presente invencion tiene por objeto un procedimiento de obtencién de un extracto de céscara de bellota, que
comprende las etapas (reivindicacion 1):

a) triturar la cascara de bellota,

b) afiadir al triturado un disolvente seleccionado de agua, agua acidificada, alcohol C1-C6 y mezclas de los mismos,

c) agitar la mezcla del triturado y el disolvente obteniéndose dos fases,

d) separar las dos fases y recoger el sobrenadante que comprende el extracto.

El procedimiento comprende una etapa e) de filtracion del sobrenadante (reiv. 2), una f) de destilacion del sobrenadante o
del filtrado (reiv. 3), y una g) de liofilizacion del sobrenadante, filtrado o destilado (reiv. 4).

En la etapa a) se tritura la cascara de bellota hasta tamafio de particula de 0,1 mm y 10 mm (reiv. 5); la relacién triturado:
disolvente estd comprendida entre 1:50 y 1:2 (peso: volumen) (reiv. 6). El disolvente es una mezcla de agua y un alcohol C1-
C6 (reiv. 7), en relacién 20:80 y 80:20 (reiv. 8), siendo una mezcla de agua y etanol (reiv. 9).

La etapa c) se lleva a cabo entre 20 y 28°C, durante 30 a 210 minutos (reiv. 10).

También es objeto de proteccion el extracto de cascara de bellota obtenible por el procedimiento (reiv. 11) que tiene un
contenido en compuestos fendlicos comprendido entre 27,5 y 45 mg equivalentes de acido galico por gramo de muestra (reiv.
12) y un contenido en compuestos flavonoides entre 6,7 y 15,1 mg equivalentes de catequina por gramos de muestra (reiv.
13).

Por ultimo, es objeto de proteccién el uso del extracto de cascara de bellota como antioxidante (reiv. 14) y el producto
alimentario, cosmeético o farmacéutico que comprende el extracto de cdscara de bellota (reiv. 15).
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201530238

1. Documentos considerados.-

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

Documento Namero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
YARANI, R. MANSOURI K. et al. In vitro inhibition of angiogenesis by
D01 hydroalcoholic extract of oak (Quercus infectoria) acorn shell via suppressing 2013

VEGF, MMP-2, and MMP-9 secretion. Pharmaceutical Biology, 2013, Vol. 51,

n° 3, paginas 361-368.

CANTOS E., ESPIN J C et al. Phenolic Compounds and Fatty Acids from Acorns
D02 (Quercus spp.), the Main Dietary Constituent of Free-Ranged Iberian Pigs. Journal 2003
of Agricultural and Food Chemistry, 2003, Vol. 51, n° 21, paginas 6248-6255.

LEE J, HONG Y J et al. Inhibitory effects of Acorn extract on glutamate-induced

D03 calcium signaling in cultured rat hippocampal neurons. Biol. Pharm. Bull., 2013, 2013
Vol. 36, n° 3, paginas 331-338.
D04 CN 102660290 A (UNIV NORTHEAST FORESTRY) 12.09.2012

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

NOVEDAD
Los documentos D01 a D04 se refieren a extractos de bellota siendo el mas relevante DO1. En efecto:

- DO1 divulga la preparacion de un extracto hidroalcohdlico de la corteza de bellota de Quercus con triturado, extraccion
hidroalcohdlica con 50% de etanol, agitacion, filtracién, concentracion de sobrenadante vy liofilizado (pagina 362, columna 2) y
su efecto antioxidante, antiinflamatorio, antibacteriano, citotdxico (paginas 362, 364, 365, 367), coincidiendo las etapas
reivindicadas por lo que anticipa el procedimiento y la utilizacion de las reivindicaciones 1, 2, 4, 6-9, 11, 14, 15 de la solicitud
en estudio.

Los otros documentos citados se refieren a extracto de cascara de bellota pero no divulgan todas las etapas del
procedimiento (D02) o bien divulgan las etapas para preparar un extracto de bellota sin especificar que sea la cascara (D03) o
es del estado de la técnica (D04), por lo que no anticipan la invencién.

Por ello, a la vista del documento D01, se puede concluir que las reivindicaciones 1, 2, 4, 6 - 9, 11, 14, 15 carecen de
novedad de acuerdo con el Articulo 6 LP 11/86.

ACTIVIDAD INVENTIVA

El procedimiento de obtencion de un extracto de cdscara de bellota objeto de la invencién resulta evidente para el experto
en la materia a la vista de los documentos D01 a D03. En efecto:

- D01 es relevante no solo para la novedad sino para la actividad inventiva de las reivindicaciones afectadas. Pero, ademas,
los documentos D02 y D03 también son relevantes para el examen de la actividad inventiva de las otras reivindicaciones. Asi,

- D02 divulga varias etapas del procedimiento para la extraccion de compuestos fendlicos de céscara (skin, shell) de bellota
como son el triturado, el disolvente metanol/agua en un 80:20, concentrado, filtrado asi como la evaluacion de la actividad
antioxidante y cantidades de fenoles (pagina 6249) y la identificacion de los compuestos fendlicos de la piel y endospermo de
bellotas del género Quercus (pagina 6250); treinta y dos compuestos fendlicos se distinguen en los extractos metandlicos de
bellotas de tres especies de Quercus (pagina 6251, columna 1; pagina 6252, Tablas 2, 3) y la capacidad antioxidante de estos
polifenoles (pagina 6254). Las etapas no divulgadas si estan en el documento DO3.

- D03 menciona que el extracto de bellota contiene compuestos fendlicos (taninos, &cido gélico y muestra efectos
antioxidantes, antibacterianos, etc.) (pagina 331, columna 2), asimismo, sin especificar la parte de la bellota divulga las etapas
del procedimientos de preparacion del extracto de bellota que comprende triturado, extraccién con etanol al 80%, filtrado del
sobrenadante, liofilizados y que contiene compuestos fendlicos (pagina 332, columna 1).

A la vista de estos documentos citados el procedimiento reivindicado, el extracto y su utilizacién en productos alimentarios,
cosmeéticos o farmacéuticos resulta obvio para el experto en la técnica. La variacion del tamafio de particulas o los intervalos
de fenoles y flavonoides son evidentes en este sector de la técnica.

Por ello, a la vista de los documentos D01-D03, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 15 carecen de actividad
inventiva segun el Articulo 8 LP 11/86.
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