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DESCRIPCION

Un método para la preparacion de composiciones botanicas bioactivas y las composiciones hechas a partir de dicho
método utilizando un campo electromagnético de mas de 3 GHz

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un proceso para la preparacion de fracciones botanicas y a las composiciones
preparadas a partir de dichas fracciones.

Antecedentes de la invencion

Durante las ultimas décadas, las industrias farmacéutica, cosmética y de cuidado personal han adoptado el uso de
plantas y productos vegetales en una diversidad de formulaciones y productos beneficiosos. Aunque se espera que
esta tendencia continde en el largo plazo, existe una continua necesidad de ingredientes botanicos de mayor calidad
que tengan una pureza y actividad mejoradas que tengan menos efectos negativos y que estén libres de solventes, y
que se preparen mediante métodos sostenibles y respetuosos con el medio ambiente.

La industria en su conjunto ha incrementado su apoyo a los esfuerzos para desarrollar y comercializar formulaciones
“naturales” utilizando una multitud de ingredientes botanicos individuales y mezclados que se encuentran
actualmente disponibles para la industria. Con el objeto de asegurar la calidad, seguridad y consistencia, la industria
cosmeética, por ejemplo, ha desarrollado e implementado diversos procedimientos operativos estandar y controles
estrictos de especificacion para todas las materias primas entrantes para su utilizacién en formulaciones cosméticas.
Muchos de los extractos botanicos actuales no logran cumplir con los crecientes controles y parametros de
uniformidad de la industria cosmética. Los métodos actuales de extraccion de plantas limitan los parametros de
especificacion de producto, dejando mucho margen a la variabilidad de calidad, rendimiento y compatibilidad.
Ademas, los métodos actuales de extraccion no logran entregar el espectro completo de actividades que existen
dentro de las células vegetales. Por lo tanto, el potencial de las formulaciones cosméticas basadas en la botanica no
se ve plenamente realizado debido a que los métodos de extraccion de ingredientes cosméticos botanicos bioactivos
no son adecuados.

Muchos de los métodos actuales para extraer componentes bioactivos a partir de plantas implican técnicas que son
daiinas para el tejido vegetal o para los componentes bioactivos de interés contenidos en dicho tejido, o para
ambos. Adicionalmente, muchos de los métodos actuales de extraccion y separacion producen extractos botanicos
crudos que contienen contaminantes biolégicos o quimicos que pueden provocar una pérdida de potencia de la
bioactividad, aumentos de la citotoxicidad y disminuciones de la vida util. Adicionalmente, los métodos de extraccion
actuales a menudo requieren la utilizacion de disolventes quimicos agresivos para producir un extracto botanico mas
refinado. Por consiguiente, es necesario un método para la preparacion de composiciones botanicas bioactivas a
partir de plantas, que preserve la integridad de los componentes bioactivos y produzca resultados consistentes de
lote a lote. Adicionalmente, en la industria cosmética se necesitan composiciones botanicas bioactivas que sean
capaces de cumplir con los estandares industriales con respecto a vida Uutil, citotoxicidad, calidad y rendimiento.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién se refiere a un proceso para la preparacion de fracciones botanicas a partir de biomasa
vegetal fresca, de acuerdo con la reivindicacion 1 y a composiciones preparadas a partir de dichas fracciones, de
acuerdo con la reivindicacion 14 o 15. El proceso comprende moler (o macerar) y prensar biomasa vegetal fresca
con el objeto de obtener un material vegetal intracelular (o jugo celular vegetal) que contenga fracciones de
membranas (que contengan nucleos o cloroplastos, o cromoplastos, o mitocondrias o combinaciones de los
mismos), y tratar dicho jugo celular con ondas electromagnéticas con una frecuencia eficaz para desencadenar la
separacion de dicha fraccion de membranas de dicho jugo celular con el objeto de producir una fraccion de
citoplasmal/citosol celular (todos los componentes residuales del jugo celular) sustancialmente libre de fracciones de
membranas. El tratamiento mencionado anteriormente se realiza de forma que la temperatura de dicho jugo celular
no exceda los 40 °C durante dicho tratamiento.

La presente invencion también se refiere a fracciones botanicas obtenidas ya sea de la fraccion de membranas o de
la fraccién de citoplasmal/citosol de plantas frescas. La presente invencion se refiere adicionalmente a procesos para
producir las composiciones cosméticas botanicas, asi como a métodos para utilizar las composiciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un dibujo esquematico que muestra una realizacién del proceso para preparar las composiciones
cosmeéticas botanicas bioactivas de la presente invencion.
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Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se refiere a un proceso para la preparacion de fracciones botanicas a partir de biomasa
vegetal fresca de acuerdo con la reivindicacién 1 y a composiciones preparadas a partir de dichas fracciones de
acuerdo con la reivindicacion 14 o 15. El proceso comprende moler (o macerar) y prensar biomasa vegetal fresca
con el objeto de obtener un material vegetal intracelular, denominado en el presente documento como jugo celular
vegetal, que contenga fracciones de membranas y tratar dicho jugo celular con ondas electromagnéticas con una
frecuencia eficaz para desencadenar la separacion de dicha fraccion de membranas de dicha fraccion de jugo
celular con el objeto de producir una fraccion de citoplasma/citosol celular sustancialmente libre de fracciones de
membranas. El tratamiento anteriormente mencionado realiza de forma que la temperatura de dicho jugo celular no
exceda de 40 °C durante dicho tratamiento.

La fraccion de membranas puede luego utilizarse con el objeto de proporcionar una composicion cosmética botanica
estable que presente actividad antiproteolitica, inhibidora del crecimiento celular y/o tanto actividad antiproteolitica
como actividad inhibidora de crecimiento, en donde la actividad antiproteolitica se debe a la inhibicion de al menos
una proteinasa y la actividad inhibidora del crecimiento celular se debe a la inhibicion del crecimiento celular de al
menos un tipo de célula.

La fraccion de citoplasma/citosol puede utilizarse con el objeto de proporcionar una composicion botanica adecuada
para su utilizacién como un componente en una formulacion farmacéutica, cosmética, nutricional, terapéutica y/o de
cuidado personal y similares.

Proceso global para la preparacion de fracciones botanicas de la invenciéon

A modo de ejemplo, el proceso global para la preparacion de las composiciones cosméticas botanicas bioactivas de
la presente invencion se describe a continuacion con referencia a la Fig. 1. Como se ilustra en la Fig. 1, las plantas
frescas se cosechan, recolectan y lavan para producir biomasa vegetal fresca 2. Esta biomasa vegetal fresca se
somete a molienda, maceracion y prensado 4 para producir material vegetal intracelular (jugo celular) 6 y material
enriquecido en fibras (torta prensada) 8. Después se filtra el jugo celular 6 a través de una malla de nailon 10 para
producir jugo celular vegetal filtrado 12. Se expone el jugo celular filtrado 12 a tratamiento por ondas
electromagnéticas 14 con una frecuencia que desencadene su desestabilizacién. Después se somete el jugo celular
desestabilizado a centrifugacion 18 con el objeto de producir la fraccion de membranas precipitada 20 y un
sobrenadante que es la fraccion de citoplasmal/citosol 30. La fraccion de membranas 20 es una composicion
cosmética botanica bioactiva que puede afiadirse a productos cosméticos tal como se describe, por ejemplo, en las
Patentes de Estados Unidos N.° 7.442.391; 8.101.212; 8.277.852 y 8.318.220. La fraccion de citoplasmal/citosol 30
vegetal se utiliza para procesos adicionales, tal como se describe mas adelante.

La fraccion de citoplasmal/citosol 30 puede de forma opcional someterse a tratamientos adicionales: i, ii, iii o iv tal
como se resume mas adelante. Como ejemplo no limitativo, el tratamiento (/) puede incluir precipitacion isoeléctrica
32 y después la centrifugacion 34 que permite la separacion de la fraccion de citoplasma precipitado 36 del
sobrenadante que contiene la fraccion de citosol 38, como se describe, por ejemplo, en las Patentes de Estados
Unidos N.° 7.442.391; 8.101.212 y 8.277.852. Como alternativa, la fraccion de citosol/citoplasma puede separarse
adicionalmente como resultado de (ii) tratamiento electromagnético adicional (a una frecuencia > 7 GHz), seguido de
centrifugacion o filtracién, o (iii) filtracion de membrana, o (iv) ultrafiltracion, o una combinacién de los mismos (i, i, i,
iv). Los componentes de la fraccion de citoplasmal/citosol pueden utilizarse “como estan” o pueden separarse
adicionalmente y utilizarse. También pueden estabilizarse con conservantes y antioxidantes, como se describe, por
ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N.° 7.442.391; 7.473.435; 7.537.791; 8.043.635; 8.101.212; 8.277.852 y
8.318.220.

Proceso para la preparaciéon de las composiciones cosméticas derivadas de membranas

En una realizacion, el proceso para la preparacion de las composiciones cosméticas obtenidas de membranas es
como sigue. Este método implica proporcionar jugo celular vegetal que se ha separado de una biomasa vegetal
fresca. “Biomasa vegetal fresca”, tal como se utiliza a lo largo de toda de esta solicitud, esta destinado a dar a
entender que la mayor parte de la biomasa vegetal cosechada de forma reciente se encuentra en estado vivo y/o no
ha experimentado una cantidad significativa de degradacion no deseada. Después, el jugo celular vegetal se trata en
condiciones eficaces para desencadenar la separacion en una fraccion de membranas y en un sobrenadante de jugo
celular. La fraccion de membranas resultante posee actividad antiproteolitica, actividad inhibidora del crecimiento
celular o tanto actividad antiproteolitica como actividad inhibidora del crecimiento celular. Después, la fraccion de
membranas se convierte en condiciones eficaces para producir una composicién cosmética botanica bioactiva
estable que presente modulacién de la actividad inhibidora proteolitica, del crecimiento celular, o ambas actividades
de inhibicion proteolitica y del crecimiento celular, en donde la actividad proteolitica se debe a la modulacion de al
menos una proteinasa y la activad de modulacién del crecimiento celular se debe a la modulacion del crecimiento
celular de al menos un tipo de célula.
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El jugo celular vegetal puede separarse a partir de todo de tipo de plantas. Los ejemplos de plantas adecuadas que
pueden utilizarse como fuentes de biomasa vegetal fresca en el presente documento incluyen, sin limitacion, plantas
de las siguientes familias: Laminariaceae, Cladophoraceae, Fabeaceae, Theaceae, Asteraceae, Lamiaceae,
Liliaceae, Poaceae, Moraceae, Apiaceae, Portulacaceae, Rutaceae y Rosaceae. En particular, los ejemplos de
plantas especificas que se han probado y encontrado como apropiadas como fuentes de biomasa vegetal fresca
incluyen algas laminariales (Macrocystis pyrifera), algas verdes (Chaetomorpha), alfalfa (Medicago sativa), trébol rojo
(Trifolium pratense), soja (Glycine max), planta de té (Camellia sinensis), caléndula (Calendula officinalis), matricaria
(Tanacetum parthenium), manzanilla alemana (Chamomilla recutita), lavanda (Lavandula angustifolia), salvia (Salvia
officinalis), loto (Nelumbo nucifera), lirio (Lilium bulbiferum), avena (Avena sativa) y cebada (Hordeum vulgare),
especies de ficus (Ficus benghalensis, Ficus carica, Ficus microcarpa), manzana (Pyrus malus), diente de ledn
(Taraxacum officinales), limoén (Citrus limon), verdolaga (Portulaca oleracea), perejil (Petroselinum crispum). Pueden
utilizarse diversas partes de las plantas. Por ejemplo, para muchos tipos de plantas puede utilizarse el tejido de los
tallos y de las hojas. Para otras plantas, se pueden utilizar las flores como fuente de jugo celular vegetal para su
utilizacion en la presente invencion. Por ejemplo, una realizacion de la presente invencion utiliza, para la separacion
del jugo celular vegetal, tejido de flores de caléndula. En otra realizacion, se utilizan las hojas y tallos de la salvia.

El jugo celular vegetal puede separase utilizando diversas técnicas de separacion. Sin embargo, la técnica de
separacion da como resultado jugo celular vegetal que conserva los componentes bioactivos de la planta.

Un método ejemplar de preparacion de biomasa vegetal para su utilizacion en la extraccion de jugo celular vegetal
implica cosechar, recolectar y lavar las plantas frescas. Las etapas apropiadas a seguir para preparar la biomasa
vegetal fresca incluyen, por ejemplo, los siguientes: (1) conservacién de contenido de humedad intrinseco a las
células vegetales; (2) optimizacion de la altura de corte utilizada durante la cosecha de tejidos vegetales por encima
del nivel del suelo; (3) resguardo de la integridad de la planta durante la cosecha (por ejemplo, durante el corte de
tejido vegetal por encima del nivel del suelo); (4) minimizacion del impacto ambiental y del factor tiempo de la
degradacion bioldgica de la biomasa vegetal y (5) limpieza de la biomasa vegetal antes del procesamiento (por
ejemplo, antes de la molienda y maceracion). Cada uno de estas etapas se discute mas adelante.

Conservacion del contenido de humedad intrinseco:

El corte deberia efectuarse para evitar el marchitamiento debido a la pérdida de humedad. Las condiciones 6ptimas
son aquéllas en donde se mantiene y conserva el contenido de humedad natural.

Altura de corte 6ptima y preferente:

Las plantas deberian cortarse al menos varios centimetros por encima del nivel del suelo, para limitar la cantidad de
tierra y de otros residuos en la biomasa recolectada. Por ejemplo, toda biomasa utilizable de hojas y tallos de
cualquier fuente vegetal dada puede cortarse a una altura mayor o igual a 5 centimetros por encima del nivel del
suelo. Si se utiliza tejido de flores como fuente de biomasa vegetal, las flores se separan de la planta entera antes de
la extraccion del jugo celular vegetal.

Conservacion de la integridad de la planta durante la cosecha:

La cosecha de biomasa vegetal puede ser mediante el corte del tejido de tallos y hojas de la planta por sobre el nivel
del suelo. El corte se realiza de manera que se evite o minimice el troceado, machacado, aplastamiento u otro tipo
de daino de la planta. Para la cosecha industrial a gran escala, en donde puede no ser posible evitar el troceado
debido al tipo de equipo requerido, se tiene cuidado de minimizar los dafios que podrian conducir a procesos de
crecimiento microbiano, pérdida de humedad, intensificacion de la oxidacién, polimerizaciéon, isomerizacién e
hidrolisis (es decir, procesos catabdlicos indeseados) en las plantas recolectadas. Por ejemplo, en una realizaciéon de
la presente invencion, se cortan y recolectan plantas de forma manual como plantas enteras. En otra realizacion, los
tejidos vegetales se cortan utilizando equipos de cosecha. En ese caso, la altura minima de troceado por encima del
suelo para cada planta es mayor o igual a 5 centimetros. Adicionalmente, se presta particular atencion para
minimizar los dafios durante y luego del corte. En ofra realizacién, se recolectan plantas en floracion enteras de
forma manual y las flores se separan después para su procesamiento adicional.

Minimizacion del impacto ambiental y del factor tiempo de degradacion:

El tiempo de entrega del material vegetal cortado a las instalaciones de procesamiento y la exposicion de la biomasa
al sol, temperaturas elevadas y otros factores ambientales negativos deberian minimizarse para evitar el impacto de
procesos de degradacion indeseados como se describen anteriormente. Por ejemplo, en una realizacion de la
presente invencion, el tiempo de entrega de plantas Fabeaceae para su adicional procesamiento no excede de los
30 minutos desde el momento de corte. En otra realizacion, las plantas sometidas al transporte de grandes
distancias se tratan en un procedimiento posterior al corte que implica colocar inmediatamente la biomasa vegetal en
enfriadores de espuma de poliestireno extruido que contengan bolsas de paquetes de gel congelado para ayudar a
mantener la frescura y el contenido de humedad natural durante la distribucién durante la noche hasta las
instalaciones de procesamiento. Estos procedimientos se llevaron a cabo para biomasa vegetal procedente de las
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familias Lamiaceae y Moraceae. También pueden utilizarse otros procedimientos posteriores al corte que logren los
resultados antes descritos. Como ejemplo no limitativo, para muchas especies vegetales es beneficioso no solo
minimizar el tiempo de distribucion para el procesamiento, sino también mantener frio el material vegetal cortado,
mediante refrigeracion si es necesario, para impedir y/o minimizar una degradacion indeseada antes de y/o durante
el procesamiento.

Etapa de limpieza previa a la molienda y la maceracion:

Una vez que el tejido vegetal se ha cosechado, se realiza una etapa de lavado para eliminar las particulas del suelo
y otros residuos de las plantas antes del procesamiento adicional. El lavado se consigue utilizando un enjuague a
baja presion de corta duracion en condiciones que impidan el inicio de liberacion de jugo celular de la biomasa, que
impidan dafios o que impidan la eliminacion de componentes valiosos. Por ejemplo, en una realizacion de la
presente invencion, el lavado de la biomasa vegetal se logré en menos de, o en un tiempo igual a, 5 minutos con una
presion de agua menor o igual a 1 kg/cmz. El agua residual del lavado no contenia ningln pigmento verde o amairillo,
lo cual indica la ausencia de dafos posteriores. El exceso de agua se elimina de la biomasa lavada con el objeto de
mantener el contenido de materia seca cercano a su nivel natural.

Luego de que la biomasa de tejido vegetal se ha cosechado, como se describe anteriormente, se realiza un
procesamiento adicional de la biomasa de tejido vegetal para producir el jugo celular vegetal. En una realizacion, la
biomasa de tejido vegetal cosechada se somete a molienda, maceracion y prensado para separar el contenido
intracelular, es decir, el jugo celular, y para separarlo de la torta prensada enriquecida en fibras que contiene,
predominantemente, paredes celulares.

Un ejemplo de protocolo de procesamiento adecuado implica las etapas que se describen mas adelante. Puede
utilizarse un molino de martillos para moler las plantas, para producir particulas de tejido vegetal de un tamafio
pequefio en un tiempo reducido y sin un aumento significativo de la temperatura de la biomasa. En una realizacion,
se utiliza un molino de martillos modificado para producir un tamafio maximo de particulas vegetales maceradas
menor de o igual a 0,5 centimetros durante menos de, o en un tiempo igual a, 10 segundos de tratamiento, en donde
el aumento de temperatura de la biomasa es menor de o igual a 5 °C.

Se minimiza la exposicién de la biomasa vegetal molida y macerada para impedir el impacto de procesos catabdlicos
indeseados, como se describe anteriormente. Se da comienzo a la separacion del jugo celular vegetal del material
enriquecido en fibras (o torta prensada) tan pronto como sea posible tras la molienda y maceracion de la biomasa
vegetal. La biomasa vegetal se procesa en un periodo corto de tiempo y sin un aumento significativo de temperatura.
En una realizacion, inmediatamente después de la molienda y maceracion, la biomasa vegetal se prensa utilizando
una prensa de tornillo horizontal continua (yrensa compacta "CP-6", Vincent Corporation, FL). Se mantiene la
presion sobre el cono a un nivel de 24 kg/cm®, la velocidad de tornillo es de 12 rpm y el aumento de la temperatura
de la biomasa es menor de o igual a 5 °C. El jugo celular inicial habitualmente contiene pequefias particulas de fibra,
que pueden absorber componentes valiosos del jugo celular y también bloquear las mangueras y bombas. Las
particulas anteriores deben eliminarse por filtracion o por centrifugaciéon a baja velocidad. Por ejemplo, los jugos
celulares iniciales producidos tras la etapa de prensado se filtran a través de cuatro capas de tejido de nylon antes
de utilizar el jugo celular vegetal en los métodos de la presente invencion.

Una vez que se ha separado el jugo celular vegetal, el jugo celular vegetal es una dispersion coloidal relativamente
estable en la cual los organulos representan la fase dispersa y el citoplasma representa la fase continua. Después, el
jugo celular se trata mediante procesos que implican (1) desencadenar la desestabilizacion de la dispersion coloidal
anterior realizando un "inicio de la etapa de agregacion de la fraccion de membranas" para producir un jugo celular
desestabilizado y (2) realizar una "etapa de separacion de la fraccion de membranas" en la mezcla desestabilizada
de jugo celular para producir una fraccion de membranas (que contiene nucleos, o cloroplastos, o cromoplastos, o
mitocondrias, o combinaciones de los mismos) y un sobrenadante de jugo celular. En una realizacion, el inicio de la
desestabilizacion de la fraccion de membranas se logra sometiendo a dicho jugo celular a ondas electromagnéticas
a una frecuencia mayor de 3 GHz. Después de lograr la desestabilizacion, se realiza una etapa de separacion de la
fraccion de membranas. Esta etapa incluye, por ejemplo, la separacion del jugo celular desestabilizado en la fraccion
de membranas y el sobrenadante de jugo celular, utilizando técnicas de separacién que incluyen filtracion, o
centrifugacion, o una combinacién de las mismas.

En el proceso de la invencién se puede emplear una diversidad de instrumentos con el objeto de generar las ondas
electromagnéticas necesarias para desestabilizar el jugo celular: magnetrones, conductos de la red eléctrica,
klistrones, klistrodos, amplificadores de campo cruzado, tubos de onda progresiva y girotrones. Un instrumento como
estos incluye, pero sin limitacion, un magnetréon de alta potencia. Los magnetrones convencionales e industriales
operan a una frecuencia de 915 MHz y 2,45 GHz. Sin embargo, a esas frecuencias se genera un calor indeseable
que puede desnaturalizar la composicion de jugos celulares. En el proceso de la presente invencion, las ondas
electromagnéticas operan a frecuencias que son sustancialmente mas elevadas que las frecuencias de los
magnetrones convencionales o industriales, lo cual permite la desestabilizacion del jugo celular sin una
desnaturalizacion indeseada debida a la generacién de calor. La frecuencia de dichas ondas electromagnéticas en la
etapa de desestabilizacion de la presente invencion esta por encima de la frecuencia de los magnetrones de
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microondas convencionales, es decir, por encima de 3 GHz, en otra realizacion mayor de 3 GHz y menos de
aproximadamente 7 GHz y en otra realizacion desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 6 GHz. Durante la
etapa de desestabilizacion de la invencion, la temperatura del jugo celular se mantiene por debajo de 40 °C, en otra
realizacion por debajo de aproximadamente 35 °C, en otra realizacion por debajo de aproximadamente 30 °C, en
otra realizacién por debajo de aproximadamente 25 °C, en otra realizaciéon por debajo de aproximadamente 20 °C.

La fraccion de membranas recién obtenida, cominmente denominada en la técnica como “concentrado proteico-
vitaminico”, es una pasta que tiene un color intenso y un olor especifico que son especificos de la fuente de materia
prima vegetal. La fraccion de membranas esta representada de forma predominante por cloroplastos en las partes
verdes de la planta o de forma mayoritaria por cromoplastos presentes en las flores. La composicion de la fraccion
de membranas incluye predominantemente fosfolipidos, proteinas de membrana, clorofila, ndcleos, mitocondrias y
carotenoides.

Proceso para preparar composiciones cosméticas obtenidas de la fraccién de citoplasmal/citosol sustancialmente
libres de fracciones de membranas

La presente invencion también se refiere a un método para preparar composiciones cosméticas obtenidas de la
fraccion de citoplasma/citosol sustancialmente libres de fracciones de membranas que presentan actividad
antioxidante, actividad de estimulacion del crecimiento celular o tanto actividad antioxidante como actividad de
estimulacion del crecimiento celular. El método implica proporcionar un jugo celular que se ha separado de una
biomasa vegetal fresca, como ya se ha descrito anteriormente con respecto a la Composicién Cosmética Obtenida
de Membrana. Después, el jugo celular vegetal se trata en condiciones eficaces para separar el jugo celular vegetal
en una fraccion de membranas y una fraccion de citoplasma/citosol.

Después, la fraccion de citoplasmal/citosol puede procesarse opcional y adicionalmente en condiciones eficaces para
separar la fraccion de citoplasmal/citosol en sus partes componentes, es decir la fraccion de citoplasma y una
fraccion de citosol. La fraccion de citoplasma incluye de forma predominante proteinas solubles blancas; en plantas
C3, estas proteinas consisten en gran medida en la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa. La fraccion
de citosol contiene componentes solubles de bajo peso molecular. La fraccién de citosol se refina en condiciones
eficaces para producir una fraccién de suero celular que tiene actividad antioxidante, actividad de estimulacion del
crecimiento celular o tanto actividad antioxidante como actividad de estimulacion del crecimiento celular. La fraccion
de suero celular se estabiliza en condiciones eficaces para producir una composicién cosmética botanica bioactiva
estable que presenta actividad antioxidante, actividad de estimulacion del crecimiento celular o tanto actividad
antioxidante como actividad de estimulacion del crecimiento celular, como se describe, por ejemplo, en las patentes
de Estados Unidos 7.442.391; 7.473.435; 7.537.791; 8.043.635; 8.101.212; 8.277.852 y 8.318.220.

El jugo celular vegetal puede obtenerse a partir de todo tipo de plantas. Los ejemplos de plantas adecuadas que
pueden utilizarse como fuentes de biomasa vegetal fresca en el presente documento incluyen, pero sin limitacion,
plantas de las siguientes familias: Laminariaceae, Cladophoraceae, Fabeaceae, Theaceae, Asteraceae, Lamiaceae,
Liliaceae, Poaceae, Moraceae, Apiaceae, Portulacaceae, Rutaceae y Rosaceae. En particular, los ejemplos de
plantas especificas que se han analizado y encontrado como adecuadas como fuente de biomasa vegetal fresca
incluyen algas laminariales (Macrocystis pyrifera), algas verdes (Chaetomorpha), alfalfa (Medicago sativa), trébol rojo
(Trifolium pratense), soya (Glycine max), planta de té (Camellia sinensis), caléndula (Calendula officinalis), matricaria
(Tanacetum parthenium), manzanilla alemana (Chamomilla recutita), lavanda (Lavandula angustifolia), salvia (Salvia
officinalis), loto (Nelumbo nucifera), lirio (Lilium bulbiferum), avena (Avena sativa) y cebada (Hordeum vulgare),
especies de ficus (Ficus benghalensis, Ficus carica, Ficus microcarpa), manzana (Pyrus malus), diente de ledn
(Taraxacum officinales), limoén (Citrus limon), verdolaga (Portulaca oleracea), perejil (Petroselinum crispum). Pueden
utilizarse diversas partes de las plantas. Por ejemplo, en muchos tipos de plantas puede utilizarse el tejido de los
tallos y de las hojas. Para otras plantas, se pueden utilizar las flores como fuente de jugo celular vegetal para su
utilizacion en la presente invencion. Por ejemplo, una realizacion de la presente invencion utiliza tejido de flores de
caléndula para la separacion del jugo celular vegetal. En otra realizacion, se utilizan tejido de las hojas y tallos de la
salvia. Como se describe anteriormente, una vez que se ha separado el jugo celular vegetal en la fraccion de
membranas y en un sobrenadante de jugo celular, es decir la fraccién de citoplasma/citosol 30 que se somete a los
tratamientos adicionales: j, i, iii o iv (Fig.1), que permiten separar la fraccion de citoplasma de la fraccion de citosol.

Los criterios cuantitativos para evaluar la separacion completa de la fraccion de citoplasma es la ausencia de niveles
detectables de proteinas de alto peso molecular y/o la ausencia de ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa en la
fraccion de citosol.

La fraccién de citosol es un liquido claro que tiene un ligero color amarillo y un ligero olor caracteristico. En varias
horas, la fraccion de citosol inestable se transforma de forma irreversible en una suspensiéon de color marrén oscuro
que contiene un precipitado pesado y un olor fuerte no caracteristico. Como resultado, la fraccién de citosol no
puede utilizarse como ingrediente cosmético. El procedimiento que se describe a continuacion permite el
refinamiento de la fracciéon de citosol para producir una fraccion de suero estable y activo que es un ingrediente
cosmético estable. Esto se logra eliminando de la fraccion de citosol los principales componentes responsables de
las transformaciones irreversibles que conducen a la generacion de precipitados y al deterioro del color y del olor
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indeseados. Este procedimiento incluye: ajuste del pH, tratamiento por calor, enfriamiento, filtracion por vacio y
estabilizacion, como se describe en las Patentes de Estados Unidos N.° 7.442.391; 8.101.212; 8.277.852 y
8.318.220. Después de producir la fraccion de suero celular, se somete después la etapa de estabilizaciéon para
producir la Composicion Cosmética Obtenida de Suero. En una realizacion, la etapa de estabilizacion implica incubar
la fracciéon de suero celular en una mezcla de al menos un conservante y al menos un antioxidante, para producir
una fraccion de suero celular estabilizada. Los conservantes adecuados para su utilizaciéon en la presente invencion
incluyen, por ejemplo, sorbato de potasio, benzoato de sodio, metilparabeno de sodio y acido citrico. Un ejemplo de
antioxidante apropiado para su utilizacién en la presente invencién es metabisulfito de sodio.

Ejemplos

Aunque en el presente documento se han representado y descrito en detalle realizaciones preferentes, sera evidente
para los expertos en la técnica relevante que se pueden hacer diversas modificaciones, adiciones, sustituciones y
similares dentro del ambito de la invencién, como se define en las reivindicaciones que siguen.

Ejemplo 1 (Frecuencias),

Separaciéon de jugos celulares a partir de perejil (Petroselinum crispum), diente de leén (Traxacam officinalis),
matricaria (Chrysanthemum parthenium), manzanilla alemana (Chamomilla recutita), caléndula (Calendula
officinalis), alfalfa (Medicago sativa), trébol rojo (Trifolium pratense), soja (Glycine max), lavanda (Lavandula
angustifolia), salvia (Salvia officinalis), algas laminariales (Macrosystis pyrifera), lirio (Lilium bulbiferum), loto
(Nelumbo nucifera), ficus benghalensis (Ficus benghalensis), ficus Carica (Ficus carica), ficus Microcarpa (Ficus
microcarpa), cebada (Hordeum vulgare), avena (Avena sativa), verdolaga (Portulaca oleraceae), manzana (Pyrus
malus), limén (Citrus limon), planta de té (Camellia sinensis), todos ellos frescos. Los jugos celulares se prepararon
como se describe en la Patente de Estados Unidos N.°7.442.391. Estos jugos celulares representaron una
dispersion coloidal que mantuvo su estabilidad después de la centrifugacion a baja velocidad (3.000 g x 20 minutos).
Estos jugos celulares se expusieron al tratamiento por pulsos de magnetron utilizando control de espectrometria
dieléctrica de banda ancha. El tratamiento continué hasta que se desestabilizd el jugo celular, es decir, se torné
separable por centrifugacion a baja velocidad (3.000 g x 20 min) en precipitado (fraccion de membranas) y el
correspondiente sobrenadante transparente sin clorofila (fraccion de citoplasmal/citosol). Durante el tratamiento
anterior y después de la separacion, la temperatura del jugo celular fue de < 37 °C. En la Tabla 1 se presenta un
resumen de los datos experimentales.

Tabla 1.
Familias de plantas | Especies de plantas Frecuencia, GHz
Apiacaea Perejil =253
Asteraceae Diente de ledn 250
Matricaria 26.0
Manzanilla alemana > 3,8
Caléndula PD*
Fabaceae Alfalfa 24,0
Trébol rojo 24,0
Soja 235
Lamiaceae Lavanda 24,0
Salvia 250
Laminariaceae Alga laminarial >210,5
Liliaceae Lirio =235
Loto PD*
Moraceae Ficus benghalensis 245
Ficus carica 250
Ficus microcarpa 24,0
Poaceae Cebada 24,0
Avena 24,0
Portulacaceae Verdolaga 250
Rosaceae Manzana =270
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Familias de plantas

Especies de plantas

Frecuencia, GHz

Rutaceae

Limén

28,0

Theaceae

Planta de té

24,0

*) — Por determinar. No hay datos experimentales fiables todavia.

Se utiliz6 el sobrenadante de jugo celular (fraccion de citoplasma/citosol) para su procesamiento adicional.
Ejemplo 2 (Disminucion de la constante dieléctrica).

Separacion de Jugos Celulares a partir de perejil (Petroselinum crispum), diente de ledn (Traxacam officinalis),
matricaria (Chrysanthemum parthenium), manzanilla alemana (Chamomilla recutita), caléndula (Calendula
officinalis), alfalfa (Medicago sativa), trébol rojo (Trifolium pratense), soja (Glycine max), lavanda (Lavandula
angustifolia), salvia (Salvia officinalis), algas laminariales (Macrosystis pyrifera), lirio (Lilium bulbiferum), loto
(Nelumbo nucifera), ficus benghalensis (Ficus benghalensis), ficus carica (Ficus carica), ficus microcarpa (Ficus
microcarpa), cebada (Hordeum vulgare), avena (Avena sativa), verdolaga (Portulaca oleraceae), manzana (Pyrus
malus), limén (Citrus limon), planta de té (Camellia sinensis), todos ellos frescos. Los jugos celulares se prepararon
como se describe en la Patente de Estados Unidos N.° 7.442.391. Estos jugos celulares representaron dispersiones
coloidales que mantuvieron su estabilidad después de la centrifugacién a baja velocidad (3.000 g x 20 minutos).
Estos jugos celulares se expusieron al tratamiento por pulsos de magnetron de corta duracion (desde 10 segundos
hasta 1 minuto) utilizando control por espectréometro dieléctrico de banda ancha. El tratamiento continud hasta lograr
determinada disminucion en el valor de la constante dieléctrica (Ago) extrapolada a partir de un diagrama Cole-Cole
de baja frecuencia y pérdidas dieléctricas minimas del campo aplicado. Los valores de frecuencias de magnetron y
el Agp requeridos para la separacion del jugo celular en la fraccion de membranas y la fraccion de citoplasma/citosol
correspondiente se presentan en la Tabla 2. En estas condiciones, se encontré que la centrifugacion a baja
velocidad (3.000 g x 20 minutos) de los jugos celulares era suficiente para la completa separacion del precipitado
que contiene clorofila (fraccion de membranas) del sobrenadante transparente sin clorofila (fraccion de
citoplasma/citosol). Durante el tratamiento anterior y después de la separacion, la temperatura del jugo celular fue de
< 37 °C. En la Tabla 2 se presenta un resumen de los datos experimentales.

Tabla 2.

Familias de plantas Especies de plantas | Frecuencia, GHz AOO, F/m
Apiacaea Perejil =253 4

Diente de ledn 250 4

Matricaria 26,0 6
Asteraceae i

Manzanilla >38 5

alemana

Caléndula PD* AD *

Alfalfa 24,0 9
Fabaceae Trébol rojo 24,0 4

Soja 235 4

. Lavanda 24,0 2

Lamiaceae

Salvia =50 3
Laminariaceae Alga laminarial >210,5 10

Lirio 235 6
Liliaceae

Loto PD * AD *

Ficus

benghalensis 24.5 5
Moraceae Ficus carica =50 4

Ficus microcarpa 24,0 5

Cebada 24,0 4
Poaceae

Avena 24,0 4
Portulacaceae Verdolaga 250 4
Rosaceae Manzana =270 9
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Familias de plantas Especies de plantas | Frecuencia, GHz AOO, F/m
Rutaceae Limoén 28,0 12
Theaceae Planta de té 24,0 5

*) — Por determinar. No hay datos experimentales fiables todavia.

Se utiliz6 el sobrenadante de jugo celular (fraccion de citoplasma/citosol) para su procesamiento adicional.
Ejemplo 3 (Disminucion del Potencial de Superficie).

Separacion de Jugos Celulares a partir de perejil (Petroselinum crispum), diente de ledn (Traxacam officinalis),
matricaria (Chrysanthemum parthenium), manzanilla alemana (Chamomilla recutita), caléndula (Calendula
officinalis), alfalfa (Medicago sativa), trébol rojo (Trifolium pratense), soja (Glycine max), lavanda (Lavandula
angustifolia), salvia (Salvia officinalis), algas laminariales (Macrosystis pyrifera), lirio (Lilium bulbiferum), loto
(Nelumbo nucifera), ficus benghalensis (Ficus benghalensis), ficus carica (Ficus carica), ficus microcarpa (Ficus
Microcarpa), cebada (Hordeum vulgare), avena (Avena sativa), verdolaga (Portulaca oleraceae), manzana (Pyrus
malus), limén (Citrus limon), planta de té (Camellia sinensis), todos ellos frescos. Estos jugos celulares se
prepararon como se describe en la Patente de Estados Unidos 7.442.391. Estos jugos celulares representaron una
dispersion coloidal que mantuvo su estabilidad después de la centrifugacion a baja velocidad (3.000 g x 20 minutos).
Estos jugos celulares se expusieron al tratamiento por pulsos de magnetron de corta duracion (desde 10 segundos
hasta 1 minuto) utilizando control por espectrometro dieléctrico de banda ancha. El tratamiento continué hasta
conseguir determinada disminucion del valor del potencial de superficie del jugo celular, medido con un vibro-
capacitor Kelvin Probe. Los valores de frecuencias de magnetréon y de disminucion del valor del potencial de
superficie (APS) necesarios para la separacion del jugo celular en la fraccion de membranas y la fraccion de
citoplasmal/citosol correspondiente, se presentan en la Tabla 3. En estas condiciones, se encontré que la
centrifugacion a baja velocidad (3.000 g x 20 minutos) de los jugos celulares era suficiente para la completa
separacion del precipitado que contiene clorofila (fraccion de membranas) del sobrenadante transparente sin clorofila
(fraccion de citoplasmal/citosol). Durante el tratamiento anterior y después de la separacion, la temperatura del jugo
celular fue de < 37 °C. En la Tabla 3 se presenta un resumen de los datos experimentales.

Tabla 3
Familias de plantas | Especies de plantas | Frecuencia, GHz |APS, mV
Apiacaea Perejil 253 111
Asteraceae Diente de ledn 250 248
Matricaria 26,0 10
Manzanilla alemana >3,8 30
Caléndula PD* 201
Fabaceae Alfalfa 24,0 35
Trébol rojo 24,0 8
Soja =235 13
Lamiaceae Lavanda 24,0 16
Salvia 250 10
Laminariaceae Alga laminarial >210,5 59
Liliaceae Lirio =235 33
Loto PD* 34
Moraceae Ficus benghalensis 245 16
Ficus carica 250 56
Ficus microcarpa 24,0 51
Poaceae Cebada 24,0 52
Avena 24,0 45
Portulacaceae Verdolaga 250 19
Rosaceae Manzana =270 74
Rutaceae Limoén 28,0 168
Theaceae Planta de té 24,0 25
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El sobrenadante de jugo celular (fraccion de citoplasmal/citosol) se utilizd para su procesamiento adicional.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la preparacion de una fraccion botanica a partir de jugo celular vegetal obtenido de biomasa
vegetal fresca, donde el proceso comprende someter dicho jugo celular vegetal a un campo electromagnético a una
frecuencia mayor que 3 GHz durante un tiempo eficaz para desestabilizar el jugo celular vegetal, produciendo una
mezcla de jugo celular coagulada que comprende una fracciéon de membranas coagulada, y separar dicha fraccion
de membranas coagulada de dicha mezcla de jugo celular coagulada para producir una fraccién bioactiva que
comprende una fraccién de citoplasma/citosol que esta sustancialmente libre de dicha fraccion de membranas,
donde la temperatura de dicho jugo celular se mantiene a, o por debajo de, 40 °C.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde se desestabiliza dicho jugo celular vegetal sometiendo a
dicho jugo celular vegetal a un campo electromagnético a una frecuencia desde mayor que 3 GHz hasta 7,0 GHz.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, donde dicho campo electromagnético se genera mediante un
magnetrén de alta potencia.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicha separacion de dicha fraccion de membranas coagulada
se lleva a cabo mediante filtracion o centrifugacion.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, donde la frecuencia de dicho campo electromagnético es desde
mayor que 3,0 GHz hasta 6,0 GHz.

6. El método de la reivindicacién 5, donde la temperatura de dicho jugo celular se mantiene en, o por debajo de,
30 °C.

7. El método de la reivindicacion 6, donde la temperatura de dicho jugo se mantiene en, o por debajo de, 25 °C.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicha fraccién de citoplasmal/citosol se estabiliza incubando
dicha fraccion de citoplasmalcitosol en una mezcla de al menos un conservante y al menos un antioxidante, para
producir la composicién cosmética botanica bioactiva estable.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, donde dicho conservante se selecciona del grupo que consiste en
sorbato de potasio, benzoato de sodio, metilparabeno de sodio y acido citrico.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, donde dicho antioxidante es metabisulfito de sodio.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicha biomasa vegetal fresca se obtiene de una familia de
plantas seleccionada de Laminariaceae, Cladophoraceae, Fabeaceae, Teaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Liliaceae,
Poaceae y Moraceae.

12. El método de la reivindicacion 1, donde dicha biomasa vegetal fresca se selecciona del grupo que consiste en
Macrocystis porifera, Chaetomorpha, Medicago sativa, Trifolium pratense, Glycine max, Camellia sinensis, Calendula
officinalis, Tanacetum parthenium, Chamomilla recutita, Lavandula angustifolia, Salvia officinalis, Nelumbo nucifera,
Lilium bulbiferum, Avena sativa y Hordeum vulgare.

13. El método de la reivindicacién 1, donde dicha fraccion bioactiva comprende la fraccion de membranas
coagulada.

14. Una composicidon cosmeética botanica bioactiva estable que comprende una cantidad eficaz de la fraccién de
citoplasma/citosol que esta sustancialmente libre de la fraccion de membranas de la reivindicacioén 1.

15. Una composicidon cosmeética botanica bioactiva estable que comprende una cantidad eficaz de la fraccién de
membranas de la reivindicacion 1.

16. El método de la reivindicacion 1, donde dicho método esta sustancialmente libre de un disolvente extrafio
afiadido, sustancialmente libre de agua extrana afiadida o sustancialmente libre tanto de un disolvente extrafio
afiadido como de agua extrafia afiadida.

17. El método de la reivindicacion 16, donde dicho método esta libre de un disolvente extrafio afiadido y de agua
afadida.

18. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, donde la frecuencia de dicho campo electromagnético es desde
mayor que 3,5 GHz hasta 6,0 GHz.
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