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DESCRIPCION
Extraccion de compuestos biolégicamente activos a partir de residuos de la

industria de la vinificacién.
Sector de la técnica
La presente invencidn se enmarca en la industria de los extractos vegetales,
especificamente en la transformacion de desechos de materia prima vegetal. En
particular se trata de la transformacion de desechos enologia con el fin de obtener
pectina modificada de citricos. Esta transformacion conduce a una pectina modificada

que exhibe determinadas actividades fisiologicas
Estado de la técnica

La presente invencion concierne a la extraccion de compuestos susceptibles de
tener actividad bioldgica a partir de diversos materiales vegetales para su posterior
utilizaciéon en la industria alimentaria, cosmética o farmacéutica. Este proceso de
extraccion se llevara a cabo mediante la utilizacion de la tecnologia denominada
Expansion Subita Controlada (sus siglas en francés: Detente Instantanee Controle,

D.IC.). -

En la actualidad, dichos compuestos son extraidos convencionalmente mediante
distintas técnicas como son la digestion[1-3], extraccion con CO; supercritico [4-7],
extraccion con agua supercritica [8-9], extraccion asistida por microondas [10-13] y

extraccion asistida por ultrasonidos [14-17].

Disolventes organicos como son etanol, metanol, acetato de etilo y acetona asi
como sus posibles combinaciones son utilizados para la obtencion de los compuestos
bioactivos de plantas mediante la extraccion sélido-liquido. En la extraccion sélido-
liquido pueden influir muchos factores como la temperatura de extraccion, el tiempo de
extraccion, la composicion del disolvente y la relacion disolvente/solido. Por tanto, las
desventajas de la extraccion con disolventes son los largos tiempos de extraccion, el alto
consumo energético, la generacion de grandes cantidades de productos téxicos y como

consecuencia de todo ello, un alto coste de obtencion de los mismos.

Debido a la estructura natural de las plantas, presentan una alta resistencia a la

penetracion de disolventes siendo el proceso de difusion ademas complicado y muy
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lento. Para mejorar la capacidad tecnolégica e intensificar la extraccion por disolventes, "
nos proponemos presentar un tratamiento termo-mecéanico instantdneo controlado
(D.I.C.), con el fin de asegurar la expansion de la estructura del material vegetal creando
una estructura porosa y permitiendd mejorar considerablemente la extraccion de los
compuestos mediante la utilizacién de menor cantidad de disolventes orgénicos asi
como disminuir el tiempo de extraccion.

La tecnologia D.I.C. se desarrolld inicialmente por Allaf et al, alrededor de 1988
en la Universidad de La Rochelle. El tratamiento se inicia por lo general mediante la
creacion de vacio, seguida de la inyeccion de vapor de agua en el material
manteniéndolo durante varios segundos y posteriormente una caida rapida de la presion
de vacio. Se provoca asi la vaporizacién del liquido sobrecalentado, la expansién y
ruptura de las paredes celulares y refrigeracion instantanea del material.

Debido a que la estructura natural de las plantas ofrece resistencia a la
penetracion de cualquier liquido, el proceso de extraccién con disolventes es muy lento.
Para mejorar la aptitud tecnoldgica e intensificar la extraccion con disolvente, se
someten los raspones secos a un tratamiento con la tecnologia D.I.C. con el fin de
asegurar‘la expansion de la estructura interna del material vegetal. El D.I.C. consta de
un procesamiento termomecanico que somete el material a una transicién abrupta desde
un vapor a alta presion hasta un vacio instantaneo tal y como se puede ver en la figura 1
[18]. Esta expansion provoca que las estructuras porosas en el material tratado se dilaten
[19-22]. Al dilatarse incrementan la penetrabilidad de los disolventes al interior de las
estructuras que contienen los compuestos de interés, incrementando ventajosamente la

capacidad de extraccion.
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‘Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién describe un método de produccion de extractos

enriquecidos en polifenoles de uva (antocianos y estilbenos) a partir de los raspones de

uva, procedente de los residuos de vinificacién. Este método de produccion

ventajosamente logra incrementos en los rendimientos de extraccion de compuestos

biologicos presentes en la uva cuando posteriormente se aplica un proceso de extraccion

contracorriente con diferentes disolventes organicos.

Ademas la presente invencion describe el proceso de obtencion de extractos a

partir de subproductos de la industria de vinificaci6n, utilizando como pretratamiento la

tecnologia D.I.C., previo a los procesos de extraccion de disolventes de los compuestos
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de interés. Este pretratamiento ventajosamente logra un incremento apreciable en los
rendimientos de extraccion de esos compuestos.

El proceso de tratamiento con D.I.C. consiste en colocar el material a tratar a un
una camara estanca capaz de soportar altas presiones y alto vacio; camara de
tratamiento. En esfa camara se puede modular la presion a la que se somete el material
mediante una valvula pneumatica que permite la entrada de vapor a alta presion
procedente de una caldera de vapor. La presion puede mantenerse durante tiempos
variables que van desde fracciones de segundo hasta horas. Una segunda valvula
pneumatica permite aliviar esta presion abriéndola hacia una camara en la que se ha
hecho vacio. El efecto combinado de una alta presion de vapor en la camara de
tratamiento junto con el vacio instantineo y controlado posterior, logra un efecto de
esponjamiento, de incremento del volumen del material tratado. Con esto se logra que
los canales y caminos por los que los disolventes de extraccion transcurren, incrementen
su diametro un mayor volumen de estos lleguen hasta los rincones mas reconditos,
logrando de esta forma que se incremente de forma ventajosa los rendimientos de
extraccion.

Se realiza la separacion de grano de uva y raspén mediante una despalilladora-
trituradora (COINME Import-Export, S.L., Berantevilla, Alava) con una capacidad de
500 kg h-1. Posteriormente los raspones fueron congelados a -18 ° C. El grano de uva
triturado se destina a la fermentacion vinica.

El raspén es deshidratado mediante secado en horno durante 48 h a 40° C. Con esto el
peso inicial de los raspones se reduce al 50%. Después se mueien en un molino
Pulverisette 14 (Fritsch GmbH, Idar-Oberstein, Alemania) con variador de velocidad
hasta obtener un polvo fino. El polvo de raspén seco se coloca en la camara de
tratamiento del D.I.C. (5 en figura 1) sometiéndolo a vapor de alta presion (300 kPa, 50
s) mediante la abertura de la valvula pneumatica (3 en figura 1). Previamente, la camara
de vacio se somete a un vacio de unos 5 kPa (4 en figura 1). El tratamiento de alta
presion es seguido por la rapida expansion del vapor de la camara de tratamiento hacia
la camara de vacio, abriendo de forma controlada la segunda valvula pneumatica (3 en
figural) y cerrando la primera. Después del tratamiento, polvo del raspén se recupera

quedando preparado para la extraccion con solventes.
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El método habitual de extraccion de polifenoles, implica la maceracion en
disolventes de bajo punto de ebullicion, que contengan una pequefia concentracion de
dcido mineral. El poder extractante de los disolventes, estd muy influenciado por la
acidez.

El objetivo de la extraccion mediante disolventes descrito en esta invencion, es
la cuantificacion y seleccion de los disolventes que presenten un mayor poder extractivo
de compuestos fendlicos. Para ello se procede a macerar en disolucion con diferentes
disolventes, raspones deshidratados en estufa mediante aire forzado y triturados, y
sometidos a un | tratamiento instantineo de alta y baja presion (D.I.C.) segin el
procedimiento descrito anteriormente.

Posteriormente el disolvente es separado del extracto y de la torta de extraccion
agotada, mediante un filtro de bandas (8 en figura 1). Finalmente es secado mediante un
nebulizador (10 en figura 1) de tamafio piloto (Spray Dryer B-290, Buchi, Alemania).

Los disolventes son recuperados mediante un sistema de rectificacion (12 en figura 1),

“permitiendo su reutilizacion.

Los rendimientos de extraccion para €l control y las muestras tratadas coh D.I.C.
se muestran en las figuras 2, 3 y 4. La comparacion de los resultados del control y
tratados con D.I.C. muestra que existe un efecto positivo y significativo en la
concentracion de los compuestos extraidos de las muestras pretratadas con D.IL.C.
Independientemente del disolvente utilizado en el proceso de extraccioén, se produjo un
gran aumento en la concentracion de la mayoria de los compuestos ensayados, excepto
para el acido cafeico y catequina en el extracto de propanol-agua. Los mayores
incrementos se observaron en acido galico, quercetina, acido elagico y resveratrol. El
tratamiento con D.I.C. de raspones aument6 el contenido de acido gélico, entre 468 y
1394 mg L1, quercetina, entre 1453 y 1951 mg L', acido elagico, entre 982 y 1991 mg
L', y el resveratrol, entre 486 y 685 mg L, dependiendo del disolvente usado. |
Los rendimientos de extraccion para cinco de los compuestos analizados en las muestras
tratadas con D.I.C. variaba considerable y significativamente (P <0,001) en funcion del
disolvente utilizado en el proceso. Como se muestra en las Figuras 2, 3 y 4, la mayor
eficacia de extraccion de écido‘ galico (1608,3 + 7,6 mg L!) se obtuvo con etanol,
seguido de acetato de etilo (862 + 20,8 mg L!) y, finalmente, propanol (814 + 12,2 mg
L. Aunque con menores cantidades la extraccion de 4cido cafeico tiene una secuencia

similar con respecto a la eficacia de los disolventes utilizados. En el caso de acido
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elagico y resveratrol, las concentraciones mas altas de estos compuestos se obtuvieron
con propanol, seguido de etanol y, finalmente, acetato de etilo. Debemos destacar, sin
embargo, que no se observaron diferencias significativas de la utilizacién de acetato de
etilo y etanol como disolventes para la extraccién de 4cido eldgico. La eficacia de los
disolventes utilizados para la extraccion de catequina fue acetato de etilo > etanol >
propanol.

Por otro lado, los disolventes que mayores concentraciones de quercetina
lograron obtener de las muestras tratadas fueron acetato de etilo y propanol, con
rendimientos de 2236 + 102,9 y 2201,7 + 12,6 mg L™, respectivamente. El rendimiento
medio de la extraccion con etanol fue también alta (2056,7 = 10,4 mg L) con
diferencias significativas (P <0,05). Ademas, esta secuencia sobre la eficacia de los
disolventes es la unica que coincide con la observada en las muestras de control. Para
los compuestos restantes ensayados, la eficacia de los disolventes fue diferente en las
muestras tratadas y control.

La industria de los diferentes subproductos del vino y mosto siguen siendo una
fuente adecuada y barata de compuestos polifendlicos de alta calidad que tienen muchos
efectos favorables en la salud humana como antioxidantes. En general, los resultados
obtenidos mediante la presente invencion indican que el tratamiento D.I.C. tiene un gran
impacto en el rendimiento de extraccion de los seis compuestos fendlicos del raspon.

Principalmente, el tratamiento D.I.C. aument¢ la disponibilidad del acido gélico,
quercetina, acido eldgico y resveratrol en un 50% (v / v) en tratamientos con etanol
acuoso, acetato de etilo o propanol. Los cambios en la microestructura de las particulas
de polvo facilmente podria explicar por qué la extraccion es mucho mejor después del
tratamiento con D.I.C. Los disolventes mas polares (etanol y propanol) fueron eficaces
para extraer los 4cidos fendlicos (4cidos galico, cafeico y elagico) y estilbenos
(resveratrol), mientras que un disolvente moderadamente polar (acetato de etilo) fue

mas eficaz con los flavonoides [(+)-catequina y la quercetinal.
Ejemplos

En todos los ejemplos se utilizaron en la determinacion los siguientes métodos

de analisis.
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La determinacion de diversos compuestos fendlicos se llevo a cabo por HPLC,
utilizando un método basado en el descrito previamente por Dalluge et al. (1998). Cada-
compuesto se cuantificé por comparacién con una curva de calibracién obtenida con las
compuestos purificados correspondientes a concentraciones de 500, 250 y 125 mg L.
Se utiliz6 un sistema de Merck-Hitachi LaChrom equipado con una bomba cuaternafia
D-7100, D-7455 con un detector de barrido de diodos y horno para columnas L-7650.
Utilizamos una columna analitica RP-18 LiChrospher® 100 (250 x 4 mm, 5 micras de
tamafio de particula) de Merck, protegida por una pre-columna del mismo material. La
separacion se realiza a una velocidad de flujo de 1 ml min! con una fase mévil
compuesta de (A) H20 + 0,05% TFA (Trifluoroacético) y (B) 60:40 MeOH (Metanol)-
ACN (Acetonitrilo) + 0,05% de TFA. Para la analitica veinticinco ul de cada muestra se
inyectaron en el sistema cromatografico. El mutigradiente aplicado para la fase moévil
fue como sigue: 0-5 min, desde 10% B a 15% B; 5-40 min, desde 15% B a 35% B; 40-
55 min, desde 35% B a 10% de B. La columna se equilibré con las condiciones iniciales
durante 20 min después de cada andlisis. Se utiliz6 la deteccion por barrido de diodos,

estableciéndose la temperatura del horno a 35°C.

A continuacién pasamos a describir los ejemplos que pretenden ser ilustrativos

de la tecnologia descrita en esta patente pero no limitativos de la misma.

EJEMPLO 1. Racimos de uva de variedad Monastrell fueron sometidos a una
separacion de raspéﬁ mediante una despalilladora-trituradora (COINME Import-Export,
S.L., Berantevilla, Alava) y congelandose el raspon a -18 ° C. Posteriormente se realiza
una deshidratacion mediante secado en horno a vacio. Muestras de aproximadamente
3,1 kg cada una se secaron durante 48 h a 40 ° C. El peso inicial de los tallos se redujo
al 50%, por lo que 1,55 Kg de raspones secos de uva se muelen en un molino
Pulverisette 14 (FRITSCH GmbH, Idar-Oberstein, Alemania) hasta obtener un polvo
fino. Reuniendo el material de varias moliendas, 2 Kg de polvo de raspén que son
sometidos a tratamiento en el D.I.C.; inyectando vapor de alta presion durante 50 s (300
kPa, 50 s) seguido por la rapida expansiéon a vacio (5 kPa, 30 s). Después del
tratamiento, el polvo de raspdn se recuperd, listo para extraccion por solventes. En este
ejemplo el disolvente utilizado fue el etanol del 96% / H>O, al 50%.

Se utilizaron 5 g de este polvo de raspén tratado, al que se afiadieron 100 mL de

disolvente y se comparé el resultado con un polvo de raspén sin tratar. Se mantuvo la
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extraccion durante 24 horas a una temperatura controlada de 30° C. Los resultados se

presentan el la siguiente tabla 1 y en la figura 2.

Tabla 1
g/Tm raspén seco Incremento de rendimiento (%)
CONTROL Media Desviacién estindar '
Galico 0,428 0,018
Cafeico 0,405 0,014
Elagico 1,617 0,030
Quercetina 0,291 0,026
Catequina 1,053 0,050
Resveratrol 0,020 0,017
Total 3,815 0,156
DIC Media Desviaci6n estdndar
Giélico 3,217 0,015 651,6
Cafeico 0,659 0,040 62,8
Elagico 3,579 0,034 121,3
Quercetina 4,113 0,021 1.311,9
Catequina 1,447 0,026 374
Resveratrol 1,393 0,090 6.866,7
Total 14,409 0,227 (Incremento promedio) 1.508,6

En ella podemos ver claramente como la utilizacion de un pretratamiento con
D.I.C. logra un incremento de un 1.508,6 % de rendimiento promedio en la extraccion
de compuestos bioactivos, es decir incrementa casi 5 veces los rendimientos de

extraceion.

EJEMPLO 2. Al igual que en el ejemplo anterior, racimos de uva de variedad
Monastrell fueron sometidos a una separacion de raspén mediante una despalillad'oré-
trituradora (COINME Import-Export, S.L., Berantevilla, Alava), congelandose el raspon
a -18 ° C. Posteriormente se realiza una deshidratacion mediante secado en horno a
vacio. Muestras de aproximadamente 3,0 kg cada una se secaron durante 48 h a 40 ° C.
El peso inicial de los tallos se redujo al 50%, por lo que 1,50 Kg de raspones secos de
uva se muelen en un molino Pulverisette 14 (FRITSCH GmbH, Idar-Oberstein,
Alemania) hasta obtener un polvo fino. Reuniendo el material de varias moliendas, 2 Kg

de polvo de raspén son sometidos a tratamiento en el D.I.C.; inyectando vapor de alta

- presion durante 50 s (300 kPa, 50 s) seguido por la rapida expansion a vacio (5 kPa, 30

s). Después del tratamiento, el polvo de raspdn se recuperd, listo para extraccion con
disolventes. En este ejemplo el disolvente utilizado fue el acetato de etilo. Se usaron

100 mL de disolvente por ensayo.

10
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Se utilizaron 5 g de este polvo de raspén tratado y se comparé el resultado con
un polvo de raspén sin tratar. El tiempo de extraccion fue de 24 horas a una temperatura

controlada de 30° C. Los resultados se presentan el la siguiente tabla 2 y en la figura 3.

Tabla 2
2/Tm raspén seco Incremento de rendimiento (%)
CONTROL Media Desviacion estandar
Galico 0,753 0,031
Cafeico 0,024 0,008
Elagico 0,865 0,036
Quercetina 1,562 0,088
Catequina 0,262 0,034
Resveratrol 0,131 0,029
Total 3,597 0,225
DIC Media Desviacion estandar
Galico 1,724 0,042 128.8
Cafeico 0,364 0,026 1416,7
Elagico 3,413 0,150 294,8
Quercetina 4,472 0,206 186,3
Catequina 2,450 ' 0,132 , 835,1
Resveratrol 1,103 0,067 740,1
Total 13,527 0,623 (Incremento promedio) 600,3

Al igual que en el ejemplo anterior podemos ver claramente como la utilizacion
de un pretratamiento con D.I.C. logra un incremento promedio de un 660,3 % de
rendimiento en la extraccion de compuestos bioactivos, es decir incrementa casi 5 veces

los rendimientos de extraccién.

EJEMPLO 3. Racimos de uva de variedad Monastrell fueron sometidos a una
separacion de raspon mediante una despalilladora-trituradora (COINME Import-Export,
S.L., Berantevilla, Alava) y congelandose el raspén a -18 ° C. Posteriormente se realiza -
una deshidratacion mediante secado en horno a vacio. Muestras de aproximadamente
3,1 kg cada una se secaron durante 48 h a 40 ° C. El peso inicial de los tallos se redujo
al 50%, por lo que 1,55 Kg de raspones secos de uva se muelen en un molino
Pulverisette 14 (FRITSCH GmbH, Idar-Oberstein, Alemania) hasta obtener un polvo
fino. Reuniendo el material de varias moliendas, 2 Kg de polvo de raspon que son
sometidos a tratamiento en el D.I.C.; inyectando vapor de alta presion durante 50 s (300
kPa, 50 s) seguido por la rapida expansiéon a vacio (5 kPa, 30 s). Después del
tratamiento, el polvo de raspon se recupero, listo péra extraccion por solventes. En este

ejemplo el disolvente utilizado fue el propanol puro, 100 mL.

1"
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Se utilizaron 5 g de este polvo de raspon tratado y se compard el resultado con
un polvo de raspén sin tratar. Al igual que en los ejemplos anteriores, el tiempo de
extraccion fue de 24 horas a una temperatura controlada de 30° C. Los resultados se

presentan el la siguiente tabla 3 y en la figura 4.

Tabla 3
g/Tm raspdn seco Incremento de rendimiento (%)
CONTROL Media Desviacion estandar
Gilico 0,693 0,029
Cafeico 0,105 0,015
Elagico 0,134 0,029
Quercetina 0,500 0,035
Catequina 0,500 0,053
Resveratrol 0,540 0,020
Total 2,472 0,181
DIC " Media Desviacion estandar
Galico 1,628 0,024 . 134,8
Cafeico 0,084 0,005 -19,7
Elagico 4,117 0,059 o 2972,1
Quercetina 4,403 0,025 -780,7
Catequina 0,421 0,011 -15,9
Resveratrol 1,619 0,032 199,9
Total 12,272 0,157 (Incremento promedio) 675,3

" En ella podemos ver claramente como la utilizacion de un pretratamiento con
D.I.C. logra un incremento de un 675,3 % de rendimiento promedio en la extraccion
de compuestos bioactivos, aunque en el caso del acido caféico y la catequina el

rendimiento de extraccion disminuyo.
Breve descripcion de las figuras

Figura 1.- Diagrama del proéeso de produccion con el sistema D.IC. integrado. Las
leyendas numeradas en la figura se correspondeh con la siguiente identificacion: 1-
corresponde a la caldera generadora de vapor a alta presion para el equipo D.I.C.; 2,
corresponde al actuador pneumético que abre y cierra las valvulas (3) de apertura y
cierre para la admision del vapor de agua presurizado en la camara de tratamiento del
D.I.C. (4) y la liberacion de esa presion; 5, que corresponde a la camara de expansion
del D.I.C., hacia donde se libera la presion de la camara de tratamiento (4); 6, que
corresponde con la bomba de vacio; 7 que corresponde con el reactor de tratamiento y

extraccion con disolventes a contracorriente; 8. Que corresponde con un filtro de bandas

12
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para el prensado de la masa tratada en la extraccion; 9, que corresponde con la bomba
de alimentacion del extracto con un 30% del disolvente inicial hacia el secador por
nebulizacién (10); 11, que corresponde con un depdsito pulmdn, previo al rectificador

de disolvente (11), y 13 que corresponde con el depésito de disolvente purificado.

Figura 2. Comparacién del rendimiento de los diferentes compuestos extraidos con

etanol con tratamiento con D.1.C. y sin tratamiento.

Figura 3, Comparacién del rendimiento de los diferentes compuestos extraidos con

acetato de etilo con tratamiento con D.I.C. y sin tratamiento.

Figura 4. Comparacion del rendimiento de los diferentes compuestos extraidos con

propanol con tratamiento con D.I.C. y sin tratamiento.
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Reivindicaciones

1.- Procedimiento para la obtencién de extracto enriquecido de polifenoles de uva
caracterizado por:
e Utilizar subproductos derivados de la produccién de vino, como hollejos o
raspon.
e Tratamiento con un equipo de expansion subita controlada (D.I.C.) de los
subproductos anteriores previamente secados y molidos.
* Adicién de uno de los siguientes disolventes agua-etanol en relacién 1:1 (p/v),
propanol o acetato de etilo.
e Tratamiento de extraccion con estos disolventes.
¢ Aislamiento de la parte liquida de la so6lida mediante filtracién o centrifugacion.
e Evaporacion del liquido al vacio hasta la completa eliminacion del disolvente,
ajuste de los grados Brix hasta 11° con agua destilada y secado mediante secado

por nebulizacion. Obteniéndose el extracto.

2- Procedimiento segun la reividincaciéon 1, caraterizado porque el subproducto

derivado puede proceder de la industria de produccion de mosto de uva.

3.- Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el alcohol

monohidroxilico utilizado es un alcohol de bajo peso molecular.

4.- Preparacién a base de Extracto de uva obtenido mediante el procedimiento descrito
en la reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por tener una composicién en el rango
siguiente: Galico 3,217, Cafeico 0,659, Elagico 3,579, Quercetina 4,113, Catequina
1,447 y Resveratrol 1,393 ppm, color entre rojo y morado, un porcentaje minimo de

polifenoles entre el 14 y el 15 %..

5.- Preparacion a base de Extracto de uva obtenido mediante el procedimiento descrito
en la reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por tener una composicién en el rango

siguiente: Galico 1,724, Cafeico 0,364, Elagico 3,413, Quercetina 4,472, Catequina

2,450, y Resveratrol 1,103 ppm, color entre rojo y morado,y un porcentaje minimo de

polifenoles entre el 13 y el 14 %s,.
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6.- Preparacion a base de Extracto de uva obtenido mediante el procedimiento descrito

en la reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por tener una composicion en el rango |
siguiente: Galico 1,628, Cafeico 0,084, Elagico 4,117, Quercetina 4,403, Catequina
0,421, y Resveratrol 1,619 ppm, , color entre rojo y morado, un porcentaje minimo de

polifenoles entre el 12 y el 13 %,.
7.- Preparaciéon a base del extracto obtenido segin las reivindicaciones 1 a 3,

caracterizada por ser usada en la elaboracién de un producto ttil y eficaz para el

tratamiento contra los canceres de mama, colon y pancreas, y melanomas.

15



ES 2 593 258 Al

Figura 1

16



ES 2 593 258 Al

Ethanol
2300 - N Gallic acid
| Caffeic acid
7777 AEagic acid g b a e
2000 | I Quercetin
E=Catechin
B R esverairol
Ty 1500
o
g
1000
500
0
CONTROL DIC
Figura 2
Ethyl acetate
2500 - N Gatlic acid d h b a
H Caffeic acid
P22 lagic acid
2000 | I Quercetin
E==Catechin
1500 F
ol
g
e hi i
1000 L g 1 g i}
500 +
0 1
CONTROL DIC

Figura 3

17

c

f




mg LI

2500

2000

1500

1000

300

T

ES 2 593 258 Al

Propanmol
I Gallic acid
7] Caffeic acid €t g b a
Ellagic acid
I Quercetin
E=—= Catechin

PR, )

) Resveratrol

CONTROL DIC

Figura 4

18

p s




OFICINA ESPANOLA

DE PATENTES Y MARCAS
@ N.° solicitud: 201500423

ESPANA

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

@ Fecha de presentacion de la solicitud: 05.06.2015

@ Int. Cl.:

C12F3/06 (2006.01)
A61K36/87 (2006.01)

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria @ Documentos citados Reivindicaciones
afectadas

Y WO 2004089891 A1 (KEMIJSKI INST et al.) 21.10.2004, 1-6
reivindicaciones.

Y MKAOUAR S. et al. Instant controlled pressure drop texturing for intensifying ethanol solvent 1-6
extraction of olive (Olea europaea) leaf polyphenols. Separation and Purification Technology.
20.03.2015. Vol. 145. Paginas 139-146.

Y WO 2006113700 A1 (UNITEL TECHNOLOGIES INC et al.) 26.10.2006, . 1-6
reivindicaciones.

Y ELAYDI K. et al. INTENSIFICATION OF THE SOLVENT EXTRACTION OF RHUS 2 1-6
TRIPARTITUM BIOACTIVE MOLECULES USING INSTANT 3 CONTROLLED PRESSURE DROP
(DIC). British Journal of Applied Science and Technology. 12.02.2014. VOL. 4. N° 11,
paginas 1576-1793.

A KAMAL |. et al. Optimization of Instant Controlled Pressure Drop Dic-Assisted-Solvent Extraction of 1-6

Total Phenols of Green Coffee Beans. Journal of Food Studies. 01.06.2013. Vol. 2. N° 1,
paginas 42-61.

Categoria de los documentos citados
X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria de la solicitud
A: refleja el estado de la técnica

de presentacion de la solicitud

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

El presente informe ha sido realizado

para todas las reivindicaciones D para las reivindicaciones n°:
Fecha de realizacion del informe Examinador Péagina
30.11.2015 J. Manso Tomico 1/4




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N° de solicitud: 201500423

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

C12F, A61K, A23L

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, EMBASE, BIOSIS. MEDLINE, NPL.

Informe del Estado de la Técnica Péagina 2/4



OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201500423

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 30.11.2015

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-6 SI
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201500423

1. Documentos considerados.-
A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

Documento NUumero Publicacién o Identificacion Fecha Publicaciéon
D01 WO 2004089891 A1 (KEMIJSKI INST et al.) 21.10.2004
D02 MKAOUAR S. et al. Instant controlled pressure drop texturing for 20.03.2015

intensifying ethanol solvent extraction of olive (Olea europaea)
leaf polyphenols. Separation and Purification Technology.
20.03.2015. Vol. 145. Paginas 139-146.

D03 WO 2006113700 A1 (UNITEL TECHNOLOGIES INC et al.) 26.10.2006
D04 ELAYDI K., et al. INTENSIFICATION OF THE SOLVENT 12.02.2014
EXTRACTION OF RHUS 2 TRIPARTITUM BIOACTIVE
MOLECULES USING INSTANT 3 CONTROLLED PRESSURE
DROP (DIC). British Journal of Applied Science and Technology.
12.02.2014. VOL. 4. N° 11, paginas 1576-1793.

D05 KAMAL I. et al. Optimization of Instant Controlled Pressure Drop 01.06.2013
Dic-Assisted-Solvent Extraction of Total Phenols of Green Coffee
Beans. Journal of Food Studies. 01.06.2013. Vol. 2. N° 1,

paginas 42-61.

2. Declaracion motivada segin 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 declaracion

La presente invencion se refiere a un procedimiento de extraccion de compuestos fendlicos a partir de diversos materiales
vegetales para su posterior utilizacion en la industria alimentaria, cosmética o farmacéutica, en concreto a un método de
produccién de extractos enriquecidos en polifenoles de uva, a partir de los raspones de uva procedentes de los residuos de
vinificacion. Este proceso se lleva a cabo mediante la combinaciéon de una Expansion Subita Controlada (DIC) seguida de
UNA extraccion con disolventes orgénicos.

Las reivindicaciones 1-3 caracterizan el procedimiento por un pre-tratamiento mediante la expansién subita controlada (DIC)
seguido de una extraccion con combinaciones de disolventes organicos: agua-alcohol, agua-propanol, o agua-acetato de
etilo en relacién 1:1 (p/v).

Las reivindicaciones 4-6 caracterizan distintos extractos de uva obtenidos mediante el procedimiento de la reivindicacion 1.
D01 divulga un procedimiento para aislar compuestos antioxidantes a partir de material de desecho de plantas que
comprende una extraccion con disolventes organicos polares, preferiblemente con agua, o una mezcla agua-etanol, a una
temperatura de entre 10-50°C.

Principalmente se usan residuos de fruta triturada, especialmente de uvas, grosellas, de donde aislar sustancias que tienen
propiedades antioxidantes y propiedades funcionales y sensoriales favorables, como polifenoles y antocianos.

D02 divulga un procedimiento de extraccién de polifenoles a partir de hojas de olivo mediante la combinaciéon de DIC
seguido de extraccion con etanol. En el mismo documento se divulgan los parametros éptimos para maximizar la obtencion
de los compuestos fendlicos hasta un 312% (ver pags. 143, 145).

D03 se refiere a un procedimiento para preparar un producto concentrado de polifenoles, que comprende las etapas de:
extraccion de los polifenoles a partir de material de uva con una mezcla que consiste esencialmente en agua y etanol; y una
eliminacion del disolvente del extracto liquido para formar un concentrado liquido de polifenoles.

D04 se refiere a la aplicacion de la técnica DIC como pre-tratamiento para intensificar la capacidad extractiva de una mezcla
de disolventes para la obtenciéon de fenoles a partir de Rhus tripartitum, y la optimizacion de los parametros de operacion
(pagina 1576, punto 2.4).

D05 divulga un procedimiento combinado de DIC y extraccion con solvente para maximizar la extraccion de polifenoles a
partir de granos de café, mostrando tanto los parametros de DIC como la mejor combinacién de solventes para llevar a cabo
la extraccion (ver pags. 51, 56).

Ninguno de los documentos del estado de la técnica divulgan un procedimiento de obtencién de extracto de polifenoles a
partir de uvas con las mismas caracteristicas que el que aparece en las reivindicaciones 1-3, ni tampoco divulga un extracto
como el de las reivindicaciones 4-6, por lo que tales reivindicaciones cumplirian con el requisito de novedad tal y como se
menciona en el art. 6 de la ley 11/1986.

Tomando en consideracion D01 como el documento del estado de la técnica mas cercano al objeto de la invencién, la
diferencia entre este documento y el objeto de la presente solicitud seria la utilizacion de DIC como pre-tratamiento a la
extracciéon con la mezcla de solventes organicos. El efecto técnico producto de esta diferencia seria el incremento del
rendimiento de la extraccidon de polifenoles. Por tanto, el problema técnico que plantearia la invencion seria la provision de
un procedimiento para maximizar la extraccion de polifenoles a partir de residuos de uva. Los documentos D02, D04 y D05
divulgan el uso de DIC como pre-tratamiento a la utilizacidon de solventes para maximizar la obtencién de polifenoles a partir
de distintos materiales vegetales, consiguiendo una altisima eficacia en la extraccién final en comparacién con el simple uso
de mezclas agua-alcohol. Asi pues, el experto en la materia, conocedor de los buenos resultados obtenidos con esta técnica
en la extracciéon de antioxidantes, se sentiria inclinado a aplicar la DIC como pre-tratamiento a la extraccién con solventes a
la hora de elaborar un procedimiento para tratar los residuos de la uva con el fin de extraer polifenoles y que mejorase los
resultados frente a la extraccidon simple con solventes organicos, teniendo altas probabilidades de éxito. Por tanto, las
reivindicaciones 1-6 carecerian de actividad inventiva tal y como se menciona en el art. 8 de la ley 11/1986.
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