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Procedimiento para la obtencion de extracto de lGpulo
y extracto obtenido.

La presente invencion se refiere a un procedimiento
para la obtencién de extracto de lupulo enriquecido en
isoxantohumol, y al extracto obtenido mediante dicho
procedimiento.
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DESCRIPCION
Procedimiento para la obtencion de extracto de lUpulo y extracto obtenido
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo de los ingredientes bioactivos naturales para uso en productos
alimenticios enriquecidos. En particular, a ingredientes para los denominados alimentos funcionales.

ANTECEDENTES

En los dltimos 10 afios, la bibliografia internacional recoge numerosos articulos sobre trabajos de investigaciéon que
tratan de establecer las bases fisiolégicas de la asociacion entre vino y salud, puesta de manifiesto por numerosos
estudios epidemioldgicos (Sun, A.Y.; Simony, A.; Sun, G.Y. The “French paradox” and beyond: neuroprotective
effects of polyphenols. Free Radical Biology and Medicine. 32: 314-318; 2002). La mayoria de estos estudios
demuestran ciertos efectos protectores de vino frente a enfermedades cardiovasculares.

Durante mucho tiempo se ha mantenido la controversia de si es el etanol o la fraccion polifendlica la responsable de
las propiedades cardiosaludable del vino. En unos casos se atribuyen las propiedades saludables del vino a su
contenido en etanol por los efectos de éste en el incremento de las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
(McDonough, K. H. Antioxidant nutrients and alcohol. Toxicology 189:89-97; 2003) y su repercusién en diversos
factores hemostaticos y en la funcion endotelial (Abou-Agag, L.H.; Khoo, N.K.; Binsack, R.; White, C.R.; Darley-
Usmar, V.; Grenett, H.E.; Booyse, F.M.; Digerness, S.B.; Zhou, F.; Parks, D.A. Evidence of cardiovascular protection
by moderate alcohol: role of nitric oxide. Free Radical Biology and Medicine 39:540-548; 2005).

Pero, por el contrario, también es bien conocido que el etanol actia como oxidante en diversas rutas metabolicas
(Wu, D.; Cederbaum, A. I. Alcohol, oxidative stress, and free radical damage. Alcohol Research & Health. 27: 277—
284; 2003). Recientemente, se han obtenido resultados de la fuerte asociacion entre el consumo de etanol a
niveles tan bajos como 10 g/dia, y el incremento de los niveles circulatorios de lipoproteinas de baja densidad
oxidadas, siendo independiente de si la bebida alcohdlica es vino, cerveza o un licor (Schroder, H.; Marrugat, J.;
Fito, M.; Weinbrenner, T.; Covas, M.I. Alcohol consumption is directly associated with circulating oxidized low-density
lipoprotein. Free Radical Biology & Medicine. 40: 1474-1481; 2006).

Mann & Folts (Mann, L.B.; Folts, J.D. Effects of ethanol and other constituents of alcoholic beverages on coronary
heart disease. Areview. Pathophysiology. 10 : 105-112; 2004) proporcionan una interesante revision sobre este
tema. Estos autores consideran que los mecanismos que contribuyen a la iniciacién y progreso de la arterosclerosis,
son mecanismos con puntos finales especificos que pueden ser medidos directamente; y que en el otro extremo del
espectro cientifico de la aterogénesis se encuentran los estudios epidemiolégicos, que sugieren un efecto
beneficioso por el consumo moderado de bebidas alcohdlicas. Sin embargo, Mann & Folts (2004) afirman que,
cuando uno mide los puntos finales especificos relacionados con la aterogénesis, tendria lugar que las bebidas
alcohdlicas con mayores contenidos en polifenoles ofrecen mayor proteccion frente a la arteriosclerosis que el etanol
por si solo. En lo que respecta a los polifenoles del vino, esta fraccion tiene un efecto antiaterogénico a través de los
cinco eventos claves del mismo. En cuanto al etanol, se le ha descrito efecto antiagregante plaquetario y capacidad
de incrementar los niveles de HDLs, que debe ser contrapuesta, a la hora de evaluar la relaciéon beneficio-riesgo, a
su actividad prooxidante, haciendo que el balance entre alcohol y polifenoles en el vino pueda ser critico sobre su
efecto en la oxidacién de las LDLs (Schroder, H.; Marrugat, J.; Fito, M.; Weinbrenner, T.; Covas, M.l. Alcohol
consumption is directly associated with circulating oxidized low-density lipoprotein. Free Radical Biology & Medicine.
40: 1474-1481; 2006).

Por otro lado, los escasos estudios médicos de intervencion, en los que se evalla el efecto del vino en el estrés
oxidativo, muestran un efecto positivo del vino tinto frente a la practica ausencia de efecto en blanco, lo que confirma
la responsabilidad de la fraccion polifendlica (Pignatelli et al, 2006). Finalmente, haciendo un balance entre los pocos
efectos positivos descritos para el etanol, y los adversos, cabe decir que este juega un papel quimico en la
estabilidad de los polifenoles del vino favoreciendo su solubilidad, biodisponibilidad, asi como por el efecto sobre la
microflora intestinal y los posibles metabolitos de degradacion de los compouestos fendlicos, ademas de incrementar
el ratio de excreccion via aumento de diuresis (Manach, C.; Scalbert, A.; Morand, C.; Remesy C.; Jimenez, L.
Polyphenols: food sources and bioavailability. The American Journal of Clinical Nutrition 79: 727-747; 2004), por lo
qgue un vino desalcoholizado (0°) no tendria un efecto idéntico al producto de partida, lo que explicaria el efecto
diferente encontrado en algunos estudios (Mann, L.B.; Folts, J.D. Effects of ethanol and other constituents of
alcoholic beverages on coronary heart disease. Areview. Pathophysiology. 10 : 105-112; 2004).

Es creciente el nimero de publicaciones que relacionan el efecto saludable del vino con su contenido en
compuestos fendlicos antioxidantes (Akcay Y.D.; Yildirm H.K.; Glvenc U.; S6zmen E.Y. The effects of consumption
of organic and nonorganic red wine on low-density lipoprotein oxidation and antioxidant capacity in humans. Nutrition
Research 24: 541-554; 2004). Estos compuestos proceden del metabolismo secundario de los vegetales. Se
encuentran basicamente en las partes sélidas de cubertura, semillas, corteza u hojas. En la uva las mayores
concentraciones estan en los hollejos, semillas y raspones (36%, 38% y 20%, respectivamente) y muy poco (6%) en
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la pulpa. Su contenido depende de muchos factores como la variedad, las condiciones de cultivo de la vid y las
practicas enolégicas. Los principales compuestos fendlicos presentes en las uvas y en los vinos son de tipo
noflavonoide (derivados de &cidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos), flavonoides (antocianos, flavonoles,
flavanoles) y estilbenos (resveratrol, viniferin, piceid). Muchos de ellos poseen capacidad de neutralizar radicales
libres y de acomplejamiento de metales de transicion. Son conocidos como buenos antioxidantes lipidicos, se ha
descrito que ejercen efectos antiinflamatorios y que actian como protectores de las LDL frente a la oxidacion. Sin
embargo, queda mucho por estudiar acerca de los mecanismos de su actividad in vivo ya que aun se sabe poco de
su biodisponibilidad y de su metabolismo (Cerda, B.; Llorach, R.; Cerén, J.J., Espin, J.C.; Tomas-Barberan, F.A.
Evaluation of the bioavailability and metabolism in the rat of punicalagin, an antioxidant polyphenol from
pomegranate juice. European Journal of Nutrition. 42; 18-28; 2003).

Otra linea de investigacion sobre la relacion vino y salud es el estudio del efecto del vino como protector de dafios al
DNA mediados por especies oxigeno reactivas. Los dafios al DNA estan asociados a enfermedades crénicas no
transmisibles (Lu, T.; Pan, Y.; Kao, S.Y.; Li, C.; Kohane, I.; Chan, J.; Yankner, B. Gene regulation and DNA damage
in the ageing human brain. Nature 429: 883—-891; 2004). Los estudios realizados hasta el momento en esta linea,
establecen una cierta relacion entre efecto protector del vino frente a la oxidacion del DNA atribuible a los
compuestos fendlicos, pero queda mucho trabajo por hacer, ya que los resultados aun no son concluyentes
(Greenrod, W.; Stockley, C.S.; Burcham, P.; Abbey, M.; Fenech, M. Moderate acute intake of de-alcoholised red
wine, but not alcohol, is protective against radiation-induced DNA damage ex vivo—Results of a comparative in vivo
intervention study in younger men. Mutation Research 591: 290-301; 2005)

Los compuestos fendlicos se podrian clasificar segin su mecanismo de actuacién sobre de las LDL. Asi, se pueden
distinguir los flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas y derivados que actdan por mecanismos no hormonales
(anteriormente mencionados) que son compuestos propios del vino y productos derivados, y los fitoestrégenos
propios del ltpulo, usado para aromatizar la cerveza, que actian por mecanismos hormonales.

La fraccion fendlica del vino, responsable de las propiedades cardiosaludables del mismo, presenta una alta
complejidad en cuanto a su composicion. Asi, se pueden encontrar flavonoles como la quercetina, el kaemferol y la
miricetina, flavan-3-oles como la catequina, epicatequina y taninos, ademas de antocianinas. Estos compuestos
pueden estar presentes ademas, dependiendo de la naturaleza de cada uno de ellos, en forma libre como aglicon,
como glucésido, ramnoglucésido o formando parte de estructuras poliméricas como las procianidinas. Junto a la
fraccion flavonoidea se encuentran otros fenoles no fenélicos como los derivados del &cido hidroxicinamico, como el
cafeico y el p-cumarico, del acido hidroxibenzoico, como el gélico, o del tipo de los estilbenos (Van de Wiel, A.; Van
Golde, P.H.M.; Hart, H.C. Blessings of the grape. European Journal of International Medicine. 12: 484-489; 2001).
Esta complejidad en la composicion podria ser la responsable de los efectos sinergicos observados tanto in vitro
(Cirico, T.L.; Omaye, S.T. Additive or synergetic effects of phenolic compounds on human low density lipoprotein
oxidation. Food and Chemical Toxicology 44: 510-516; 2006) como in vivo (Pignatelli, P.; Ghiselli, A.; Buchetti, B.;
carnevale, R.; Natella, F.; Germano, G.; Fimognari, F.; Di Santo, S.; Lanti, L.; Violi, F. Polyphenols synergistically
inhibit oxidative stress in subjects given red and white wine. Atherosclerosis. 188: 77-83; 2006). Este efecto abre la
posibilidad de aumentar la actividad biolégica de la fraccion fendlica del vino mediante suplementacién con
polifenoles procedentes de la misma uva o de otras fuentes.

Por su parte, los polifenoles presentes en la cerveza aportan los mismos efectos antioxidantes y efectos protectores
de enfermedades cardiovasculares que se han descrito ya para los polifenoles del vino. Estos compuestos provienen
fundamentalmente del lGpulo afiadido a la cerveza para concederle su caracteristico sabor amargo.

El lGpulo contiene entre otros polifenoles xanthohumol y otros prenilflavonoides derivados. El xanthohumol y otras
chalconas preniladas son tema de estudios recientes ya que parecen actuar como agentes quimicos preventivos del
cancer. Otros derivados como la 8-prenilnaringenina, el producto de isomerizacién del desmetilxanthohumol se
considera un potente fitoestrégeno (Stevens, J.F.; Page, J.E. Xanthohumol and related prenylflavonoids from hops
and beer: to your good health. Phytochemistry. 65: 1317-1330; 2004).

Los fitoestrégenos son compuestos quimicos de origen vegetal que muestran efectos sugestivos de estrogenicidad,
como la unién a receptores de estrogenos, la induccion de respuestas genéticas estrogeno-especificas para la
produccién de ciertos compuestos, etc. Estos compuestos son estructuralmente similares a los estrégenos
endogenos de mamiferos y pueden actuar como antagonistas 0 agonistas dependiendo de su concentracion en los
tejidos donde deben actuar.

La mayoria de los fitoestrogenos mas conocidos, como la genisteina y la daidzeina (soja) se unen al receptor
estrogénico beta (ER-B) mientras que la 8-prenilnaringenina del lGpulo, aunque un tipo de enantiomero también es
capaz de unirse a este receptor, tiene una altisima afinidad y una alta selectividad por la forma alfa del receptor de
estrogenos (ER-a), unas 100 veces mayor que genisteina (Shaefer, O.; Humpel, M.; Fritzemeier, K.H.; Bohlmann, R.;
Schleuning, W.D. 8-Prenylnaringenin is a potent Eralpha selective phytoestrogen present in hops and beer. Journal
of Steroid Biochemistry. Molecular Biology. 84: 359—-360; 2003). Los receptores estrogénicos ER-a y ER-B tienen
considerable homologia y su diferencia parece ser que Unicamente radica en que mientras que algunos tejidos, tales
como los ovarios y el Gtero, expresan ambos receptores, otros tejidos expresan preferentemente un receptor mas
que otro.
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La actividad de los fitoestrogenos no solo se reduce a mejorar la salud de las mujeres (actuando como el 17(-
estradiol, hormona femenina), también se ha demostrado que inhiben enfermedades cardiovasculares y reducen el
riesgo de arteriosclerosis actuando como compuestos reductores del nivel de LDL en plasma, de colesterol y de
triglicéridos bien por los mecanismos anteriormente mencionados por ser polifenoles o bien por otros mecanismos
propios y especificos por su capacidad de actuar como hormonas.

Los efectos de los fitoestrogenos en las concentraciones plasmaticas lipidicas resultan de la accién estrogeno-
receptor sobre la expresion hepatica de genes de apoproteinas (ApoA, B, D y E, y Lp(a)). Estos incrementan las
lipoproteinas de densidad alta (HDL), lipoproteina antiaterogénica, y reduce los niveles de las lipoproteinas de
densidad baja (LDL) y de la lipoproteina(a) (Lp(a)), ambas lipoproteinas aterogénicas. También los fitoestrogenos, al
interferir con la actividad del factor de transcripcion NF-kB, producen una dramatica reduccion en la expresion de
genes inflamatorios.

Existen numerosos estudios que sugieren ademas que los fitoestrégenos influyen la regulacion del tono vascular.
Las células endoteliales y musculares lisas vasculares expresan ambos receptores ER-a y ER-B. En la vasculatura
coronaria, los estrégenos revierten la vasoconstriccion inducida por acetilcolina, via estimulacién de la sintetasa del
Oxido nitrico, a través de la activacion de ER-a. Los estrogenos tienen acciones vasodilatadoras rapidas y efectos a
largo plazo que inhiben las respuestas el dafio vascular, previniendo la ateroesclerosis. Los efectos rapidos
probablemente ocurren sin cambios en la expresion genética (efectos no-gendmicos), mientras que los efectos a
largo plazo comprenden cambios en la expresion genética (efectos gendmicos) mediada por los receptores
(Mendelsohn, M.E.; Karas, R.H. Estrogen and the blood vessel wall. Current Opinion on Cardiology 9: 619-26; 1994).

Aunqgue son bien conocidas las propiedades saludables que confieren los compuestos fendlicos del vino y la
cerveza, no se han descrito hasta la fecha las propiedades beneficiosas para la salud resultantes de la combinacion
de los compuestos fendlicos del vino con los fitoestrogenos procedentes del lUpulo.

Por otra parte, las técnicas tradicionales de extraccién requieren de varios pasos que incluyen trituracion y secado y,
frecuentemente, del uso de disolventes organicos que pueden presentar problemas de residuos. Las extracciones
basadas en fluidos presurizados pueden presentar la ventaja de realizar la extraccién en un solo paso y no dejar
trazas de disolventes organicos, por lo que han venido en denominarse como tecnologias limpias de extraccion.
Estas incluyen a la ESFC y a los globalmente conocidos como PLE Pressurized Liquid Extraction), en los que un
disolvente es presurizado sin llegar a alcanzar su punto critico. El uso combinado de altas temperaturas y altas
presiones permite mejorar la capacidad del fluido extractante de disolver sustancias de la matriz, al mismo tiempo
gue se produce un aumento en la velocidad de transferencia de materia una disminucion de la viscosidad y ruptura
de la matriz, facilitando la extraccion. De entre estas, el uso de agua presurizada y sobrecalentada recibe el nombre,
de SWE (Subcritical Water Extraction). Esta Ultima es la tecnologia propuesta para extraer las fracciones fendlicas
de uva y lupulo destinadas a suplementar el vino desalcoholizado, al ser potencialmente mas compatible con la
polaridad de los compuestos polifendlicos de interés en este proyecto de investigacion que las del CO; en
condiciones supercriticas (Reglero, G., Sefiorans, F.J., Ibafez, E. Supercritical fluid extraction: an alternative for the
isolation of natural food preservatives. En: Novel food processing technologies. Barbosa-Canovas, G., Tapia, M.S.,
Cano, M.P. Eds. CRC Press. Boca Raton. Florida.USA. pp. 539-554; 2005).

Cerca del punto critico (374°C, 22.1 MPa) la constante dieléctrica (¢) del agua cae desde 80 hasta el rango de 30-3
comportandose como un disolvente organico fuerte o moderado, i.e. metanol (¢:33), etanol (£:24), con lo que se
pueden alcanzar condicionesde extraccion similares a las realizadas con estos disolventes o mezclas binarias
metanol agua similares a las utilizadas para la extraccion industrial de polifenoles. Hasta el momento se han
realizado algunos trabajos, bastante conservadores en el uso de disolventes, de extracciéon de polifenoles con PLE
(Ju, Z.Y.; Howard, L.R. Effects of solvent and temperature on pressurized liquid extraction of anthocyanins and total
poliphenolics from died red grape skin. Journal of Agricultural and Food Chemistry 51: 5207-5213; 2003; Pifieiro, Z.;
Palma, M.; Barroso, C.G. Determination of catechins by jeans of extraction with pressurized liquids. Journal of
Chromatography A. 1026: 19-23; 2004). A este respecto, se ha utilizado metanol a temperaturas con rango entre 80
°C y 130 °C para la extraccion de polifenoles de uva, en particular catequinas y antocianinas. Por el contrario, en
nuestro grupo de investigacion hemos realizado varios estudios, en los que hemos extraido de forma efectiva
diferentes tipos de polifenoles con estructura de flavona, flavanona y flavanol a partir de orégano (Rodriguez-
Meizoso, I.; Marin, F.R.; Herrero, M.; Sefiorans, F.J.; Cifuentes, A.; Ibafiez, E. Subcritical water extraction of
antioxidants from orégano. Chemical and functional characterization. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. Special Issue in Nutraceutical Analysis. 41: 1560-1565; 2006) asi como terpenos fenolicos procedentes de
romero (Ibafez, E.; Kubatova, A.; Sefiorans, F.J.; Cavero, S.; Reglero, G.; Hawthorne, B. Subcritical water extraction
of antioxidant compounds from rosemary plants. Journal of Agricultural and Food Chemistry 51: 375-382; 2003).
Igualmente, miembros del grupo de investigacion, han realizadoe studios preliminares en donde se confirma que
extracciones secuenciales con SWE permiten obtener rendimientos de extraccion para catequinas y aprocianidinas
superiores a los obtenidos con las solucines hidroalcohdlicas de metanol :agua (75:25) tradicionalmente usadas
(Garcia-Marino, M.; Rivas-Gonzalo, J.C.; Ibafiez, E.; Garcia-Moreno, C. Recovery of catechins and
proanthocyanidins from winery by-products using subcritical water extraction. Analytica Chimica Acta 56344-56350;
2006). Por el contrario, no se han encontrado referencias bibliograficas respecto al uso de SWE en la extraccion de
fitoestrogenos de IGpulo.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han encontrado que la combinacién de vino desalcoholizado, aroma de vino y
un extracto de ldpulo enriquecido en isoxantohumol posee una importante actividad para deprimir las sefiales
inflamatorias y estimular las antiinflamatorias tanto en presencia como en ausencia de desencadenantes de
ateroesclerosis como particulas LDL oxidadas. Asimismo, la administracion de dicha combinaciéon permite controlar
los niveles de triglicéridos plasmaticos e impedir su incremento en dietas hipercolesterolémicas, asi como disminuir
la inflamacion, reducir el estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica en 6rganos con alto contenido en grasa como el
tejido adiposo, y modular la actividad metabdlica, propiedades todas ellas que permiten reducir la aparicion de
factores de riesgo que conducen al desarrollo de ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares.

Se ha desarrollado un procedimiento que permite la obtencion de extractos enriquecidos en isoxantohumol de
manera selectiva, favoreciendo la extraccion del isoxantohumol y simultdneamente la transformacién del xantohumol
en isoxantohumol en un solo paso, conservando ademas la presencia de a y 3-acidos caracteristicos de la lupulina,
asi como de otros compuestos quimicos propios del ltpulo.

Asi, la presente invencion se dirige a un procedimiento para la obtencion de extracto de lipulo enriquecido en
isoxantohumol que comprende:

a) proporcionar materia prima vegetal procedente de lipulo;

b) secado de dicha materia prima vegetal;

c) trituracion o molienda de la materia prima vegetal seca;

d) extraccion de la materia prima vegetal seca y molida con agua presurizada y sobrecalentada en
condiciones de temperatura comprendida entre 25 y 374°C y presién comprendida entre 100 y 218
bares.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un extracto de lapulo enriquecido en isoxantohumol que comprende:

a) 0.05-80% en peso seco de prenilflavanona isoxantohumol;

b) 0.001-10% en peso seco de prenilchalcona xantohumol; y

c) 1-90% en peso seco de a y B-acidos seleccionados entre cohumulona, n-humulona, ad-humulona, iso-
co-humulona, iso-n-humulona, iso-ad-humulona, colupulona, n-lupulona y ad-lupulona, ademas de
azuUcares, polisacaridos y aminoéacidos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Efecto comparativo de extractos de lGpulo sobre la produccién de citoquinas en macréfagos THP-1.
Tratamientos: 1. Control; 2. Indometacina (5pg/mL); 3. Extracto de lapulo (1,5 pg/mL); 4. Isoxantohumol contenido en
el extracto (10 ng/mL).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se ha observado que la suplementacién de los componentes fendlicos presentes en el vino desalcoholizado,
responsables de la actividad antioxidante y anti-inflamatoria del vino, con fitoestrégenos presentes en el lGpulo, y en
particular con isoxantohumol, permite tratar, o al menos prevenir, los riesgos que conducen al desarrollo de
ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares, y que constituyen algunos de los sintomas del sindrome
metabolico.

Vino desalcoholizado

El vino desalcoholizado puede ser el componente base de una composicidon. Por vino desalcoholizado debe
entenderse un vino con un contenido en alcohol inferior al 1.2% en volumen, preferentemente inferior al 1% en
volumen. Dicho vino desalcoholizado debe mantener ademas su actividad biologica lo menos alterada posible.

Asi, el vino desalcoholizado comprende la fraccion fendlica del vino responsable de la actividad bioldgica, es decir, la
gue le confiere sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Dicha fraccion fenélica comprende los compuestos
fendlicos del vino como flavonoles, entre los que se encuentran la quercetina, el kaemferol y la miricetina; flavan-3-
oles como la catequina, epicatequina y taninas, ademas de antocianinas. Estos compuestos pueden estar
presentes, dependiendo de la naturaleza de cada uno de ellos, en forma libre como aglicén, como glucésido,
ramnoglucésido o formando parte de estructuras poliméricas como las procianidinas. Junto a la fraccion flavonoidea
se encuentran otros fenoles como los derivados del acido hidroxicinamico, entre los que se encuentran el acido
cafeico y el acido p-cumarico, y los derivados del acido hidroxibenzoico como el acido gdlico, o derivados de
estilbeno.

El vino desalcoholizado se obtiene a partir de cualquier procedimiento que permita reducir el contenido en etanol del
vino hasta un porcentaje inferior al 1.2% en volumen. Dado que el vino suele contener mas de un 10% en volumen
de etanol, es preciso eliminar selectivamente dicho etanol en condiciones en las que no resulte alterada la actividad
bioldgica del vino. La desalcoholizacién o eliminacion parcial o total del contenido alcohdlico en vino puede
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realizarse mediante distintas técnicas conocidas en el estado de la técnica que incluyen procesos de destilacion con
recuperacion de los aromas, evaporacién en columnas de platos con flujo descendente, como columnas de
rectificacion o columnas criticas centrifugas, procesos de separacion por difusion a través de membranas
semipermeables, como didlisis, 6smosis inversa, pervaporacion o extraccion con fluidos supercriticos.

Preferentemente la desalcoholizacion del vino se puede efectuar mediante extraccién del vino base con fluidos
supercriticos, dado que es la técnica que mejor permite conservar tanto las propiedades biolégicas como las
organolépticas del vino base.

La desalcoholizacién de bebidas por medio de extraccion con fluidos supercriticos se fundamenta en el equilibrio
termodinamico que se establece entre las fases que se ponen en contacto, es decir la bebida alcohdlica y el solvente
supercritico (una sustancia en condiciones de temperatura y presion por encima de sus valores criticos). En estas
condiciones el solvente tiene unas propiedades que lo hacen particularmente atractivo para ser utilizado como
agente de extraccion, ya que es un gas denso, mantiene propiedades de transporte similares a las de los gases, y
posee a la vez un gran poder solvente por tener densidades tipicas de los liquidos.

Las ventajas que ofrece la tecnologia de fluidos supercriticos como alternativa a los procedimientos tradicionales de
extraccion y fraccionamiento son bien conocidas en el estado de la técnica y consisten en la conservacion de sus
propiedades naturales, debido a las bajas temperaturas de procesamiento, y a la ausencia de riesgos de
permanencia de residuos. Por otro lado, la tecnologia de fluidos supercriticos permite rapidez de procesado (por
ejemplo, eliminacion del solvente de los solutos simplemente por despresurizacion), alta selectividad y nula agresion
medioambiental.

En particular, el vino desalcoholizado se puede obtener mediante extraccidon supercritica en contracorriente
utilizando diéxido de carbono como fluido o solvente supercritico. De forma preferente, el diéxido de carbono se
encuentra a una temperatura comprendida entre 40 y 100°C y a una presion comprendida entre 200 y 400 bares.
Este método permite reducir el contenido de alcohol a concentraciones menores al 1% en volumen y mantener una
actividad antioxidante similar a la del vino de partida.

A modo de ejemplo, el procedimiento de extraccion supercritica con diéxido de carbono consiste en introducir el vino
de partida, o vino base, por la parte superior de una columna apta para realizar la extraccion con didxido de carbono
en condiciones supercriticas en contracorriente, mientras que por la parte inferior de la columna, se introduce el
diéxido de carbono. La presion en el interior de la columna puede estar comprendida entre 5 y 11 MPa,
preferentemente entre 9 y 10 MPa, mientras que la temperatura de la columna puede oscilar entre 32 y 50°C,
preferentemente entre 37 y 42°C. La relacion entre el caudal de diéxido de carbono y el caudal de vino oscila entre
10 y 40, preferentemente entre 18 y 22. El vino con un contenido reducido en etanol se recoge en un recipiente
colocado en la parte inferior de la columna y conectado con la misma.

Este procedimiento permite ademas recoger en la parte superior de la columna el extracto que contiene los
compuestos responsables del aroma del vino. Asi, una ventaja importante de la tecnologia de extraccién
supercritica, respecto de las demdas técnicas de desalcoholizacion mencionadas previamente, radica en la
posibilidad de recuperar una fraccion importante del aroma simplemente por despresurizacién parcial del
mencionado extracto, pudiéndose modificar la calidad del aroma recuperado variando las condiciones de extraccion
y de fraccionamiento. Por tanto, mediante la técnica de extraccidn con fluidos supercriticos se puede obtener tanto el
vino desalcoholizado como el aroma de vino, y la mezcla resultante permite conservar tanto las propiedades
biologicas como las propiedades organolépticas del vino base o vino de partida.

Aroma de vino

El aroma de vino lo constituyen numerosos compuestos organicos volatiles entre los que destacan ésteres y
alcoholes como componentes mayoritarios.

Tal como se ha mencionado previamente, el aroma de vino se puede obtener también mediante extraccion
supercritica en contracorriente utilizando diéxido de carbono como fluido o solvente supercritico segun el
procedimiento anteriormente mencionado.

Preferentemente el diéxido de carbono se encuentra a una temperatura comprendida entre 40 y 70 °C y a una
presion comprendida entre 80 y 200 bares.

A modo de ejemplo, se introduce el vino de partida, o vino base, por la parte superior de una columna apta para
realizar la extraccion con dioxido de carbono en condiciones supercriticas en contracorriente, mientras que por la
parte inferior de la columna, se introduce el diéxido de carbono. La presion en el interior de la columna puede estar
comprendida entre 5 y 11 MPa, preferentemente entre 9 y 10 MPa, mientras que la temperatura de la columna
puede oscilar entre 32 y 50°C, preferentemente entre 37 y 42°C. La relacion entre el caudal de dioxido de carbono y
el caudal de vino oscila entre 1 y 6, preferentemente entre 2 y 4. El extracto aromatico se recoge en un recipiente
colocado en la parte superior de la columna y conectado con la misma mantenido a una presion entre 3y 6 MPay a
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una temperatura entre 29 y 37°C. Por cada litro de vino se recogen entre 10 y 30 mL de extracto aromatico. Dicho
extracto muestra un olor intenso y muy similar al del vino de partida y un aspecto transparente, sin color.

Extracto de lUpulo

El ldpulo (Humulus lupulus) es una planta del género humulus, perteneciente a la familia de las Cannabéaceas. El
lGpulo contiene, entre otros polifenoles, un prenilflavonoide como el xantohumol, asi como derivados del mismo.

El extracto de lapulo de la invencién esta enriquecido en isoxantohumol, producto de isomerizacion del xantohumol,
que también se encuentra presente en el lUpulo aunque en menores proporciones.

La relacién de isoxantohumol:xantohumol en el material vegetal de origen es de aproximadamente 1:8, por lo que
para obtener un extracto de lUpulo rico en isoxantohumol se requiere aumentar la proporcién de isoxantohumol, bien
realizando una extraccion selectiva de dicho componente o bien transformado el xantohumol en isoxantohumol.

Los autores de la presente invencion han desarrollado un procedimiento que, a diferencia de los procesos de
extraccion mediante disolventes organicos, de sintesis quimica o de extraccién de xantohumol y transformacién en
isoxantohumol utilizados en el estado de la técnica, permite la obtencién de extractos enriquecidos en isoxantohumol
de manera selectiva, favoreciendo la extraccion del isoxantohumol y simultdneamente la transformacion del
xantohumol en isoxantohumol en un solo paso, conservando ademas la presencia de a y 3-acidos caracteristicos de
la lupulina, asi como de otros compuestos quimicos propios del lUpulo, permitiendo asi aprovechar las propiedades
farmacoldgicas de la planta. Dicho procedimiento utiliza como disolvente de extraccién agua sobrecalentada y
presurizada, en condiciones cercanas a su punto critico.

El procedimiento desarrollado se basa fundamentalmente en el acondicionamiento de la materia prima vegetal y en
la modificacién de las condiciones fisicas a las que se realiza el proceso de extraccion, aprovechando la variacion
del comportamiento quimico del agua como disolvente, para obtener extractos vegetales enriquecidos en
isoxantohumol y producir simultdneamente la isomerizacién del xantohumol en el anterior, utilizando el
comportamiento de este Gltimo en condiciones de alta temperatura.

Asi, en un aspecto adicional, la presente invencion se relaciona con un procedimiento para la obtencion de extracto
de lapulo enriquecido en isoxantohumol que comprende:

a) proporcionar materia prima vegetal procedente de Iipulo;

b) secado de dicha materia prima vegetal;

c) trituracién o molienda de la materia prima vegetal seca;

d) extraccion de la materia prima vegetal seca y molida con agua presurizada y sobrecalentada en
condiciones de temperatura comprendida entre 25 y 374°C y presién comprendida entre 100 y 218
bares.

Como materia prima vegetal mas adecuada para utilizarse en este procedimiento, pueden mencionarse los amentos
o conos femeninos de la planta, sus productos deshidratados y presentados en cualquier forma, asi como la torta
extenuada de los procesos de extraccion de la lupulina, tanto procedente de métodos tradicionales como de
extraccion con fluidos supercriticos.

El secado de la parte de la planta a utilizar puede llevarse a cabo en una estufa o en un secadero con corriente de
aire forzado a una temperatura comprendida entre 55 °C y 65 °C, preferentemente a 60 °C. La duracién del secado
es variable dependiendo de la cantidad de materia prima a secar y del estado de humedad en que se encuentre la
misma pudiendo variar entre unas cuantas horas y varios dias. Un periodo de secado habitual puede ser de
aproximadamente 1 dia.

En una realizacién particular, la materia prima seca se tritura, utilizando por ejemplo un molino, hasta un tamafio de
particula entre 500 pm y 1000 pm. Este producto asi secado y molido constituye la materia prima vegetal que se
somete al proceso de extraccion con el agua presurizada y sobrecalentada.

Dicha extraccion se lleva a cabo en un dispositivo adecuado capaz de generar las presiones y las temperaturas
utilizadas en este procedimiento. Asi, en una realizacion particular, una vez colocado el material vegetal,
convenientemente secado y molido, en un vaso de extraccion, se procede a llenarlo de agua a la que se le habra
retirado el oxigeno disuelto, mediante cualquiera de los procedimientos disponibles. La proporcién de material
vegetal/agua puede oscilar desde 1/3 hasta cualquier proporcidon de agua mayor de 3. A continuacion, y una vez
lleno el vaso de extraccion, se procede a precalentar el vaso hasta alcanzar la temperatura y la presion de
extraccion. La temperatura puede oscilar entre 25 °C y 374 °C, preferentemente entre 100 °C y 250 °C, mientras que
la presion puede hacerlo entre 100 y 218 bares, preferentemente entre 125 y 200 bares.

El proceso puede realizarse mediante diferentes ciclos extractivos. El nimero de ciclos puede oscilar entre 1 y 10
ciclos, con una duracién entre 3 y 60 minutos cada uno de los ciclos. Una vez transcurrido ese tiempo se recoge el
extracto acuoso, se filtra y se deja enfriar.
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Tras la filtracion se obtiene una suspensién acuosa en la que el isoxanthohumol pierde progresivamente su
solubilidad como consecuencia de la variacién del comportamiento como disolvente del agua con la variacién de las
condiciones fisicas, por lo que es necesario realizar de manera inmediata la separacién del sélido y de la suspension
acuosa. Para la obtencion del extracto seco se procede a eliminar el agua, de dicha suspension, mediante
cualquiera de los procedimientos existentes.

Los extractos vegetales, obtenidos mediante el presente procedimiento, tienen la ventaja de poder ser utilizados
directamente en la formulacién de distintos tipos de alimentos enriquecidos sin aportar ningun tipo de disolvente
quimico al alimento.

Una ventaja adicional de este procedimiento radica en la utilizacién del agua como Unico disolvente, evitandose asi
la presencia de impurezas o residuos de disolventes organicos, de otros reactivos o de posibles reacciones
secundarias.

El procedimiento descrito en la presente invencidn proporciona un extracto enriquecido en isoxantohumol en el que
se invierte la relacién entre isoxantohumol:xantohumol, pasando de relaciones inferiores a 1:8 en el material vegetal
de origen, a relaciones superiores a 10:1 en el extracto obtenido conforme a dicho procedimiento.

En una forma de realizacion preferente, el extracto de lUpulo enriquecido en isoxantohumol comprende:

- 0.05-80% en peso seco de prenilflavanona isoxantohumol;

- 0.001-10% en peso seco de prenilchalcona xantohumol; y

- 1-90% en peso seco de a y B-4cidos seleccionados entre cohumulona, n-humulona, ad-humulona, iso-
co-humulona, iso-n-humulona, iso-ad-humulona, colupulona, n-lupulona y ad-lupulona, ademas de
azuUcares, polisacaridos y aminoéacidos.

De forma aun mas preferente, el extracto de lUpulo enriquecido en isoxantumol comprende:

- 0.2-60% en peso seco de prenilflavanona isoxantohumol;

- 0.01-1% en peso seco de prenilchalcona xantohumol; y

- 10-50% en peso seco de a y B-acidos seleccionados entre cohumulona, n-humulona, ad-humulona,
iso-co-humulona, iso-n-humulona, iso-ad-humulona, colupulona, n-lupulona y ad-lupulona, ademas de
azlcares, polisacaridos y aminoacidos.

Extractos de orujo y semillas de uva

Cuando el vino base utilizado como producto de partida para la obtencion del vino desalcoholizado y del aroma de
vino es tinto, éste suele contener polifenoles suficientes como proporcionar una alta actividad antioxidante y
antiinflamatoria. Sin embargo, cuando el vino base posee una actividad antioxidante baja, bien por tratarse por
ejemplo de un vino rosado o de un vino blanco, es conveniente adicionar un extracto rico en polifenoles. De forma
particular, dicho extracto procede de orujos y/o de semillas de uva.

En particular, se puede obtener una composicién que comprende ademas extracto de orujo de uva y extracto de
semillas de uva.

Dichos extractos se pueden obtener a partir de los hollejos y semillas de la uva utilizando un procedimiento de
extraccion solido/liquido convencional.

En particular se lleva a cabo la extraccién por separado de hollejos y semillas. El orujo se recoge inmediatamente
después de su prensado y se separa en semillas y hollejos de una forma mecanizada, utilizando un separador de
tamices vibratorio. Las semillas se secan en un secadero con aire forzado a temperaturas comprendidas entre 60 y
90°C, preferentemente entre 70°C y 80°C. Se almacenan en frio para su posterior extraccion, mientras los hollejos
se someten a extraccion inmediatamente después de su separacion.

La extraccion sdlido/liquido se lleva a cabo sobre ambos sustratos, hollejos y semillas, con agua y SO- a distintas
temperaturas y con mezclas hidroalcohélicas con y sin SO,. Se aplican procedimientos de extraccion convencional
sélido-liquido con proporciones etanol/agua que varian entre 90/10 y 50/50 a temperaturas entre 50 y 80°C,
preferentemente entre 60°C y 70°C. Las mayores proporciones de etanol favorecen la extraccion de compuestos
fendlicos (tanto de semillas, como de hollejos) y al mismo tiempo suprimen la extraccion de compuestos no
deseables (oligo y policarbohidratos), lo que indica que los extractos obtenidos con mayor contenido en etanol tienen
mayor contenido en polifenoles y, por tanto, son de mayor interés para ser utilizados como aditivos en preparacion
de la composicion de la invencion.

Posteriormente, todos los extractos hidroalcohdlicos se destilan y se restauran con agua hasta su volumen original.
Se obtienen extractos con una actividad antioxidante 40 veces superior a la natural de un vino, para el mismo
volumen.
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La adicién de extracto alcohdlico de orujo y semillas de uva refuerza las propiedades antioxidantes de la
composicion, sin incrementar sustancialmente su grado alcohdlico y sin alterar significativamente sus propiedades
sensoriales.

Composicion
Se describe una composicion que comprende:

- 50-98.9% en peso de vino desalcoholizado;
- 1-20% en peso de aroma de vino;
- 0.1-20% en peso de extracto de lUpulo enriquecido en isoxantohumol, y

opcionalmente:

- 0-20% en peso de extracto de orujo de uva; y
- 0-20% en peso de extracto de semillas de uva.

En una realizacién preferente, el aroma de vino se encuentra en una proporcion de entre 9y 11% en peso.

En una realizacion preferente, el extracto de ltpulo enriquecido en isoxantohumol se encuentra en una proporcion de
entre 0.1 y 5% en peso, mas preferentemente entre 0.1y 1% en peso.

En una realizacion preferente, el extracto de orujo de uva se encuentra en una proporcion de entre 0.1 y 5% en
peso, mas preferentemente entre 0.1y 1% en peso.

En una realizacién preferente, el extracto de semillas de uva se encuentra en una proporcion de entre 0.1 y 5% en
peso, mas preferentemente entre 0.1 y 1% en peso.

En otra forma de realizacion preferente, la composicion contiene una proporcion de etanol inferior al 1.2% en peso,
mas preferentemente inferior al 1% en peso, ain mas preferentemente inferior al 0.5% en peso.

La composicion se caracteriza ademds por no contener trazas de disolventes orgéanicos distintos de etanol.

Un procedimiento para la preparacion de la composicion es aquél que comprende la adicion del aroma de vino, del
extracto de lupulo enriquecido en isoxantohumol y, opcionalmente, del extracto de orujo de uva y del extracto de
semillas de uva, sobre el vino desalcoholizado.

En una realizacion preferente, los distintos componentes de la formulacién se adicionan en las proporciones
mencionadas anteriormente.

Bebida funcional
Se describe una bebida funcional que comprende la composicion de la invencion.

Por “bebida funcional” se debe entender una bebida tradicional que ha sido modificada en su composicion
incorporando sustancias que no contiene de forma natural, con el fin de que adquiera una actividad bioldgica
beneficiosa para la prevencion o mejora de enfermedades.

Dicha bebida comprende vino desalcoholizado y aroma de vino procedente de un vino base al que se incorpora un
extracto de lapulo enriquecido en isoxantohumol. De manera opcional, se puede adicionar a dicha bebida un
extracto de orujo de uva y un extracto de semillas de uva. Dicha bebida presenta unas propiedades sensoriales
andlogas al vino.

Dicha bebida funcional puede comprender ademas vitaminas o precursores de vitaminas, entre las que se incluyen
vitamina A, acido ascérbico (Vitamina C), beta caroteno, niacina (Vitamina B3), riboflavina (Vitamina B2), tiamina
(Vitamina B1), niacinamida, folato o &cido félico, alfa-tocoferoles o ésteres de los mismos, Vitamina D, Vitamina E,
Vitamina K, retinil acetato, retinil palmitato, piridoxina (Vitamina B6), &cido folico (Vitamina B9), cianocobalimina
(Vitamina B12), acido pantoténico, biotina y combinaciones de las mismas.

Asimismo, dicha bebida puede incluir aromatizantes, agentes potenciadores del sabor, aditivos, agentes colorantes,
emulsificantes, mineraels, micronutrientes, conservantes, estabilizadores, agentes espesantes y combinaciones de
los mismos.

El consumo de dicha bebida funcional de forma regular a lo largo del dia puede resultar una manera efectiva de
mantener una concentracion suficiente de ingredientes funcionales que proporcionan el efecto terapéutico o
profilactico deseado.
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Indicaciones profilacticas y terapéuticas

Los ensayos in vitro aportados en la presente solicitud han puesto de manifiesto que la administracién de una bebida
funcional que comprende la composicion descrita permite estimular la produccién de la citoquina antiinflamatoria IL-
10 en macréfagos THP-1 nativos, en ausencia y presencia de particulas de lipoproteinas LDL oxidadas
desencadenantes de ateroesclerosis. Asimismo, reduce la produccién de citoquinas inflamatorias como TNF-a y IL-
6, en presencia de dichas particulas de LDL oxidadas.

El papel de las particulas de LDL oxidadas en la aterogénesis se desarrolla mediante mdultiples rutas. Inducen la
expresion de sefales de adhesion y quimiotacticas en células endoteliales. Esta sobreexpresion resulta, en la union
de los monocitos a las células endoteliales dentro de la pared arterial, su entrada en el sistema vascular, su
diferenciaciéon en macroéfagos, y finalmente su transformacién en células floculantes. Asimismo, estimulan a las
células T a través del MHC vy el receptor CD4+helperT-cell receptor. Las células T secretan IL-1 que incrementa la
proliferacion de células de musculo liso, IL-2 que activa a los monocitos e incrementa la proliferacion de las células
T, e induce IFN-y que induce la expresion de MHC en las células endoteliales y de musculo liso, generando un
proceso de retroalimentacién. Ademas, los macréfagos ya activados secretan una amplia variedad de citoquinas
(TNF-a, TGF-B, M-CSAF, etc) que influyen sobre la expresién de otros mediadores como el NO. De manera
adicional, los aldehidos producidos en la oxidacion de las LDLs ejercen un efecto toxico directo sobre el endotelio y
las plaquetas (Kaliora, A.C.; Dedoussis, G.V.Z.; Schmidt, H. Dietary antioxidants in preventing atherogenesis.
Atherosclerosis 187: 1-17; 2006).

Por otra parte, los ensayos in vivo sobre ratones sometidos a una dieta enriquecida en colesterol han demostrado
que la administracion de dicha bebida permite un eficaz control de los niveles de triglicéridos plasméticos impidiendo
su incremento. Asimismo, dicha bebida provoca un eficaz descenso de los niveles de oxidacién en érganos con alto
contenido en grasas, como es el caso de higado, rifién y tejido adiposo, asi como un descenso de los niveles
inflamatorios en tejido adiposo y una eficaz modulacion de la actividad metabdlica de dicho tejido adiposo.

Como se vera mas adelante, todos estos ensayos estan relacionados con distintos factores de riesgo que conducen
al desarrollo de ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares.

Se describe el uso de una composicién que comprende vino desalcoholizado, aroma de vino y extracto de lipulo
enriquecido en isoxantohumol, para la preparacion de un medicamento dirigido a la prevencién o tratamiento del
sindrome metabdlico.

Por “sindrome metabdlico” debe entenderse un conjunto de factores de riesgo y condiciones fisicas que incrementan
la propension a desarrollar patologias tales como diabetes tipo 2, ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares.
Existen distintas definiciones entre la que destaca la de la federacién internacional de diabetes (The International
Diabetes Federation: The IDF consensus worldwide definition of the metabolic syndrome, 2005 Disponible en:
http://www.idf.org/webdata/docs/Metac). A pesar de la falta de consenso en las directrices para el diagnoéstico del
sindrome metabdlico, existen evidencias que soportan las alteraciones metabdlicas asociadas al desarrollo de esta
enfermedad.

Asi, entre los factores de riesgo que incrementan el desarrollo de la ateroesclerosis se incluye la dislipemia
aterogénica. Clinicamente, la dislipemia aterogénica se caracteriza por elevados niveles de triglicéridos, incremento
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) especialmente las particulas de menor tamafio y mayor densidad (sdLDL) y
descenso de los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL). También se ha descrito un incremento de los
niveles circulantes de LDL oxidado asociado al sindrome metabdlico. Generalmente la dislipemia aterogénica
precede a la manifestacion clinica del sindrome metabdlico.

Dado que la composicién descrita ha demostrado controlar e impedir el aumento en los niveles de triglicéridos, dicha
composicion resulta de utilidad en el tratamiento de la dislipemia aterogéncia.

Por tanto, en una realizacién preferente la composicion de descrita se dirige a la prevencion o tratamiento de la
dislipemia aterogénica.

Por otra parte, otro de los principales causantes del sindrome metabdlico es la obesidad. El mecanismo de accion
esta relacionado con un incremento en el estrés oxidativo de las grasas acumuladas. Se ha demostrado una
correlacion directa entre los niveles de estrés oxidativo sistémico y los depositos de grasa acumuladas, tanto en
humanos como en modelos murinos (Carriere A, Carmona MC, Fernandez Y, Rigoulet M, Wenger RH, Pénicaud L,
Casteilla L. Mitochondrial reactive oxygen species control the transcription factor CHOP-10/GADD153 and adipocyte
differentiation: a mechanism for hypoxia-dependent effect. J Biol Chem. 2004 Sep 24;279(39):40462-9, 2004). Por lo
tanto, la obesidad en si misma se caracteriza por un incremento del estrés oxidativo a nivel de tejido adiposo. Este
estrés oxidativo incrementa la proliferacién de preadipociotos y su posterior diferenciacion, modulado por factores de
transcripcion sensibles a los radicales libres. Por lo tanto, se produce un ciclo retroalimentativo en el incremento de
tejido adiposo que incrementa el estrés oxidativo, que a su vez promueve la sintesis de triglicéridos y la
diferenciacion de adipocitos por lo que se promueve y amplifica la base de la obesidad.
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En este sentido, la composicion descrita ha demostrado reducir significativamente los niveles de estrés oxidativo y
peroxidacion lipidica en 6rganos con alto contenido en grasa como higado, rifién y tejido adiposo.

En consecuencia, en otra realizacién preferente la composicion descrita se dirige a la prevencion o tratamiento de la
obesidad.

Como se ha descrito anteriormente, ante un proceso de estrés oxidativo la proliferacién del tejido adiposo aumenta,
incrementando el volumen del tejido, que en determinados niveles puede afectar a los vasos circulatorios, de tal
manera que la irrigaciéon sanguinea se ve afectada. Ocurren por tanto situaciones localizadas de hipoxia que tienen
como consecuencia el desencadenamiento de procesos celulares de apoptosis. Esta situacion da inicio a un proceso
inflamatorio, aumentando la produccién de citoquinas proinflamatorias e infiltracion de macréfagos en el tejido
adiposo. Los adipocitos, preadipocitos y otras células, pueden sintetizar TNF-a, y varias interleucinas, sobre todo IL-
lbeta e IL-6. Se ha descrito que los niveles de marcadores de inflamacion como TNF-a, IL-6 y Proteina C reactiva se
encuentran sistematicamente elevados en individuos y modelos animales obesos.

En los ensayos aportados, se ha demostrado que la administracién de la composicion descrita reduce de forma
significativa los niveles de expresion génica de la citoquina proinflamatoria TNF-a en tejido adiposo, lo que provoca
un descenso en los niveles de inflamacion en dicho tejido.

Por tanto, en otra realizacion preferente la composicion descrita se dirige a la prevencion o tratamiento de la
inflamacién, y de forma particular en el tejido adiposo.

Asimismo, en el proceso del desarrollo del sindrome metabdlico se produce una desregulacion en cuanto al uso de
lipidos y carbohidratos como fuentes de energia, lo que conduce a una disfuncion metabdlica. Se producen
situaciones andmalas que se asocian al proceso que desencadena la resistencia a insulina. En este proceso el
musculo esquelético y el tejido adiposo juegan un papel clave en la utilizacién correcta de los triglicéridos circulantes
0 almacenados. En un correcto funcionamiento del tejido adiposo, el exceso de glucosa circulante es absorbido por
los adipocitos estimulados por insulina. Los carbohidratos son metabolizados en triglicéridos para su
almacenamiento. En caso de necesidad energética, los adipocitos liberan al torrente sanguineo &cidos grasos libres,
para su utilizacién como fuente de energia por parte del misculo esquelético e higado.

En el caso del sindrome metabdlico, se produce una desregulacion de los adipocitos, liberando acidos grasos al
torrente sanguineo cuando no es necesario, aumentando el riesgo aterogénico. En el control de la regulacion
metabdlica del tejido adiposo, los receptores activados por proliferacion de peroxisomas (PPAR) juegan un papel
crucial. Son factores de transcripcion que se activan por la unién de ligandos especificos (naturales o sintéticos) y
regulan la expresion de genes involucrados en el metabolismo de los lipidos y de la glucosa, formando asi una
conexién directa entre las sefiales extracelulares y la expresion de genes. Existen tres subtipos de PPARs, los
PPARa, PPARb/d y PPARg, cuya expresion es tejido-especifica. La activacién farmacologica de estos receptores
con ligandos especificos ha permitido evidenciar su papel en la fisiologia celular. Actualmente se utilizan en la clinica
dos tipos de activadores, los fibratos especificos para los PPARa con efecto hipolipemiante, y las tiazolidinedionas o
glitazonas, agonistas PPARg (Zariwala, Mark J. Holness. PPARs and the orchestration of metabolic fuel selection
Pharmacological Research 60 (2009) 141-150) con accion hipoglucemiante, cuyos principales efectos radican en la
activacion de la oxidacion y movilizacion de lipidos, y en la sensibilizacion de los tejidos periféricos a la accién de la
insulina. Ademas de su efecto benéfico sobre la homeostasis lipidica y de la glucosa, la activacién de los PPARs
confiere proteccion al miocardio en el desarrollo de enfermedades y participa en la modulacion de la respuesta
inflamatoria

En este sentido, los ensayos sobre los niveles de expresién génica de PPAR en tejido adiposo han evidenciado que
la administracion de la composicién de la invencion aumenta los niveles de expresion génica de dicho factor de
transcripcion, por lo que dicha composicion resulta de utilidad para el tratamiento de la disfuncion metabdlica.

Por tanto, en otra realizacion preferente, la composicion descrita se dirige a la prevencion o tratamiento de la
disfuncion metabdlica, y de forma particular de la disfuncion metabdlica en el tejido adiposo.

Ejemplos

EJEMPLO 1. Evaluacién in vitro de la actividad antiinflamatoria de una bebida funcional a base de vino
desalcoholizado y extracto de lapulo.

Se prepar6 una bebida funcional segun el siguiente procedimiento. Se tom6 una fraccién de vino tinto de la variedad
Merlot de 12° alcohdlicos. Se sometié a extracciéon con dioxido de carbono supercritico a una presiéon de 9,5 Mpa,
temperatura de 308 K y relacion entre el caudal de caudal de diéxido de carbono y el caudal de vino de 3,5. Se
obtuvo un extracto de aroma de vino. El residuo de la anterior extraccién se sometié a extraccion con didxido de
carbono supercritico a una presion de 9,5 Mpa, temperatura de 308 K y relaciéon entre el caudal de caudal de
diéxido de carbono y el caudal de vino de 20. Se obtuvo un vino con un contenido en etanol del 1% y valores de
capacidad secuestrante del radical estable DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y de capacidad ORAC (Capacidad de
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absorbancia de radicales de oxigeno) similares al vino original. Se afiadié extracto de aroma al vino bajo en etanol
en una proporcién de 10 ml de extracto de aroma por litro de vino.

Se tomaron flores femeninas de lGpulo (Humulus lupulus) y se sometieron a un proceso de secado, molienda,
extraccién con agua, filtrado y secado posterior. A continuacién se someten a extraccion con agua presurizada en
una proporcion de material vegetal y agua 1:3, presion de 125 atm y temperatura de 200°C. Se obtiene un extracto
de lapulo enriquecido en isoxantumol.

Dicho extracto de lapulo se adicioné a la mezcla del vino bajo en etanol y aroma de vino obtenido previamente,
obteniéndose asi la bebida funcional.

Las propiedades anti-inflamatorias de la bebida han sido evaluadas en cultivos celulares de monocitos THP-1, en los
gue se evalud la produccién y expresién génica de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B y IL-6) y de citoquinas
antiinflamatorias (IL-10), activadas con particulas de LDL-oxidado y no activados, en presencia de particulas de LDL
oxidado y de LDL no oxidado, tras suministrar dicha bebida.

La bebida funcional que comprende dosis del extracto de IUpulo iguales o inferiores a 2 pg/mL provocaron un
descenso en la produccion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-13 e IL-6) y un aumento de la produccion de
citoquinas antiinflamatorias (IL-10), tanto cuando los macréfagos han sido activados con particulas LDL-oxidadas
como cuando no lo son. El aumento observado en la produccion de citoquinas antiinflamatorias en macrofagos
activados por particulas de LDL oxidadas es de aproximadamente un 243% para dosis de 1,5 pug de extracto/mL
respectivamente; siendo el aumento de aproximadamente un 195% en macréfagos no activados. Simultaneamente,
se midié una reduccion en la produccion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6 y IL-18) de aproximadamente un
51% de TNF-a para dosis de 1,5 ug de extracto/mL en macrofagos activados con particulas LDL-oxidadas, de
aproximadamente un 67% de IL-6 para la dosis de 1,5 pg de extracto/mL respectivamente en macrofagos activados
con particulas LDL-oxidadas, no considerandose relevantes, en las dos Ultimas citoquinas, en macrofagos no
activados por LDL oxidadas. La variacion en la produccién de IL-18 supuso un descenso de un 93% para dosis de
1,5 pg de extracto/mL en macréfagos activados con particulas LDL-oxidadas, y ligeros aumentos en ausencia de
particulas de LDL oxidadas.

Asimismo, se evaluo el efecto anti-inflamatorio de la bebida funcional con respecto a una dosis de isoxantohumol y
xantohumol puros como la contenida en el extracto de ldpulo, y frente a un farmaco antiinflamatorio convencional
como la indometacina. Los resultados se muestran en la figura 1.

Se observa que el patrén de produccién de citoquinas de los macréfagos THP-1 cuando son tratados, en presencia y
ausencia de particulas de LDL oxidadas, con cantidades de isoxanthohumol y xanthohumol puros indica que el
patrén antioxidante no se justifica exclusivamente por la posible actividad de estos compuestos, sino que el extracto
en su conjunto presenta una mayor, y diferente, actividad antiinflamatoria, tal como puede verse en la figura 1. Asi,
por ejemplo, dosis de lapulo comprendidas entre 0,01 pg/mL 0,05 pg/mL dan lugar a variaciones de IL-10 en un
rango del 15% y el 30% respecto a los tratamientos control con particulas de LDL oxidadas y en ausencia de estas,
respectivamente; mientras que los extractos de ltpulo, obtenidos conforme a lo descrito en la presente invencion,
conteniendo la misma cantidad de isoxanthohumol dan lugar a incrementos de produccién de IL-10 del orden de
255% y 195% en macrofagos activados con particulas de IDL oxidadas y en su ausencia, respectivamente.
Asimismo, dicho extracto presenta una actividad supresora de la produccién de citoquinas proinflamatorias (TNF-a e
IL-6), y de estimulacion de las citoquinas antiinflamatorias (IL-10) muy superior a farmacos antiinflamatorios como la
indometacina a dosis farmacologicas (5pg/mL).

EJEMPLO 2. Evaluacién in vivo de los efectos saludables de una bebida funcional a base de vino desalcoholizado y
extractos de lupulo.

Se prepar6 una bebida funcional segun el siguiente procedimiento. Se tomd una fraccién de vino tinto de la variedad
Merlot de 12° alcohdlicos. Se sometié a extraccion con diéxido de carbono supercritico a una presion de 9,5 Mpa,
temperatura de 308 K y relacidn entre el caudal de caudal de diéxido de carbono y el caudal de vino de 3,5. Se
obtuvo un extracto de aroma de vino. El residuo de la anterior extraccion se sometié a extraccion con diéxido de
carbono supercritico a una presion de 9,5 Mpa, temperatura de 308 K y relacion entre el caudal de caudal de
diéxido de carbono y el caudal de vino de 20. Se obtuvo un vino con un contenido en etanol del 1% y valores de
DPPH y ORAC similares al vino original. Se afiadié extracto de aroma al vino bajo en etanol en una proporcién de 10
ml de extracto de aroma por litro de vino.

Se tomaron flores femeninas de ldpulo (Humulus lupulus) y se sometieron a un proceso de secado, molienda,
extraccion con agua, filtrado y secado posterior. A continuacién se someten a extraccion con agua presurizada en
una proporcién de material vegetal y agua 1:3, presion de 125 atm y temperatura de 200°C. Se obtiene un extracto
de ltpulo enriquecido en isoxantumol. Se afiadié extracto de lupulo al vino bajo en etanol a razén de 50 ml por litro.

Para la evaluacion del efecto de la bebida de manera parcialmente trasladable a la poblacién general sana, se
disefio un modelo animal joven y sano al que se le someti6 a un leve estrés cardiovascular, mediante la
suplementacién en la dieta con colesterol.
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El estudio se llevé a cabo en 24 ratas Wistar machos adultos, de dos meses y peso medio 275g, procedentes de un
distribuidor oficial. Los animales se estabularon en grupos de 4. Los animales fueron pesados individualmente a
tiempo cero. En todo momento se siguio la normativa vigente sobre proteccién de los animales para experimentacion
RD 1201/2005.

Los animales fueron distribuidos en 2 grupos de manera aleatoria. A cada grupo se le suministr6 una bebida
diferente con la intenciéon de evaluar el efecto fisioldgico del prototipo (grupo lUpulo) frente a un control negativo
(grupo control). Los animales recibieron en el agua de bebida los distintos productos en cantidad equivalente a la de
un consumo de etanol moderado en el hombre (300 mi/dia - 70 Kg) (1.07 ml/animal/dia). Los biberones se
prepararon a diario y los animales tuvieron libre acceso a la bebida. Durante la primera semana se valoro
diariamente la ingesta liquida de la unidad experimental (jaula) para la verificacion de cualquier incremento o
descenso de la misma. El grupo control tom6 una solucién azucarada (5,9 gr/l). Los animales recibieron durante el
estudio y simultdneamente con la administracion de las distintas bebidas, una dieta enriquecida en colesterol (2%)
ad libitum.

Tras el periodo de adaptacion los animales siguieron el tratamiento durante 12 semanas. Tras ese periodo fueron
sacrificados por exanguinacion mediante puncién intracardiaca y posterior administracion de KCI (1M) bajo
anestesia inhalatoria con isofluorano (Forane®) al 2%. Se recolectaron muestras de sangre para la obtencion de
suero y plasma. La sangre recogida mediante puncion intracardiaca fue transferida a tubos con EDTA y Gelatina
(bioquimica) (6 ml). Mediante centrifugado (4.000 rpm durante 10 min) se obtuvo plasma y suero. A su vez, se
diseccionaron los animales y se obtuvieron las aortas completas, muestras de corazon, higado, rifion y tejido
adiposo (grasa retoperitoneal). Todos los tejidos fueron lavados, codificados e inmediatamente congelados en
nitrégeno liquido. Se almacenaron a -80°C hasta su andlisis. Los posteriores andlisis se realizaron en condiciones
“ciegas”.

Se analiz6 la concentracion de lipidos plasméticos de los animales tal y como muestran los resultados a
continuacion:

Concentraciones de colesterol total y triglicéridos tras la intervencién (mg/dL). Valores medios
seguidos de la diferencia estandar. Las diferentes letras en superindice indican diferencias
significativas entre las muestras

Control Bebida funcional

Media DS Media DS
Colesterol 68,00 6,16% 61,50 10,56
Triglicéridos 115,57 30,53° 58,20 6,94°

A pesar del aparente descenso en las concentraciones de colesterol total, el andlisis de la varianza de los resultados
revel6 ausencia de diferencias significativas entre los grupos control y bebida funcional (ANOVA p<0.01).

Sin embargo, el andlisis de la varianza de las concentraciones triglicéridos tras la intervencion, revelaron diferencias
significativas entre los grupos (ANOVA p<0.01). Cabe destacar, que a pesar de seguir la misma dieta alta en
colesterol el grupo tratado con la bebida funcional presentaba casi la mitad de las concentraciones de triglicéridos
plasmaticos observadas en el grupo control (p<0.001).

Estos resultados ponen de manifiesto que la composicion descrita es eficaz en el control de los niveles de
triglicéridos plasmaticos e impide su incremento en dietas hipercolesterolémicas.

Por otra parte, se obtuvieron los tejidos y los plasmas de cada animal y se procesaron para el andlisis de la
concentracion de peroxidos lipidicos, tal y como muestran los siguientes resultados:

Peroxidacion lipidica en tejidos grasos (higado, rifién y adiposo) y plasma como especies reactivas
con acido tiobarbittrico (miliequivalentes MDA/mg proteina o mL de plasma). Valores medios seguidos
de la diferencia estandar. Las diferentes letras en superindice indican diferencias significativas entre
las muestras
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Control Bebida funcional

Media DS Media DS
Higado 4,04 0,61° 3,15 0,80°
Rifi6n 7,45 1,912 4,20 1,23
Plasma 163,26 39,602 145,11 22,382
Grasa 504,48 216,76% | 191,03 67,29™

Para determinar el efecto de las bebidas afadidas en la dieta en el estatus oxidativo global del modelo animal se
analizaron las concentraciones de equivalentes de MDA (malondialdehido) en los plasmas recolectados tras 12
meses de tratamiento. Tras el andlisis de la varianza de este pardmetro no se observaron diferencias significativas
entre los grupos (ANOVA p<0.01).

Por el contrario, se encontraron diferencias significativas al analizar el efecto de la bebida enriquecida en lupulo en
los niveles de peroxidacion lipidica de érganos grasos. En concreto, tras el andlisis de la varianza de los niveles de
especies reactivas con el &cido tiobarbitdrico en homogenados hepéticos tras la intervencion, se observaron
diferencias significativas entre los grupos (ANOVA p<0.01). En concreto el grupo tratado con la bebida funcional
presento6 unos valores significativamente inferiores de perdxidos hepéaticos comparado con el grupo Control (p<0.05).

De manera similar, tras el andlisis de la varianza de los niveles de especies reactivas con el acido tiobarbitarico en
homogenados renales tras la intervencion, se observaron diferencias significativas entre los grupos (ANOVA
p<0.01). En concreto el grupo tratado con la bebida funcional presenté unos valores significativamente inferiores de
peroxidos renales comparado con el grupo Control (p<0.01).

Por dltimo, tras el andlisis de la varianza de los niveles de especies reactivas con el acido tiobarbitdrico en
homogenados de tejido adiposo (grasa retroperitoneal) tras la intervencion, se observaron diferencias significativas
entre los grupos (ANOVA p<0.01). En concreto el grupo tratado con la bebida funcional presentdé unos valores
significativamente inferiores de perdxidos en tejido adiposo comparado con el grupo Control (p<0.01).

Por lo tanto, estos resultados demuestran que la administracion de la composicion descrita provoca un eficaz
descenso de los niveles de oxidacion en érganos con alto contenido en grasas, mas concretamente higado, rifion y
tejido adiposo.

Asimismo, se obtuvo el tejido adiposo de cada animal y se congelé inmediatamente una muestra en nitrégeno
liquido. Tras la extraccién de RNA se sintetiz6 cDNA, se utilizaron cebadores especificos del gen TNF-a para
cuantificar su expresion mediante RT-PCR, usando como gen constitutivo de referencia S26. Los resultados
obtenidos se muestran a continuacion:

Niveles de expresion génica a nivel de tejido adiposo de TNF- q, referido al gen constitutivo S26
(unidades arbitrarias). Valores medios seguidos de la diferencia estandar. Las diferentes letras en
superindice indican diferencias significativas entre las muestras

Control Bebida funcional
Media DS Media DS
TNF-a/S26 0,00139 0,00068* 0,00093 0,00021D

El andlisis de la varianza de los niveles de expresion génica de TNF- a en tejido adiposo mostré diferencias
significativas entre los grupos (ANOVA p<0.05). En concreto, el grupo tratado con la bebida funcional (p<0.05),
present6 unos valores significativamente menores de expresion génica con respecto al grupo Control (disminuye un
30% la expresion de TNF- a).

Por lo tanto, la composiciéon descrita resulta asimismo eficaz para disminuir los niveles de inflamacién en tejido
adiposo.

Se obtuvo el tejido adiposo de cada animal y se congel6 inmediatamente una muestra en nitrégeno liquido. Tras la
extraccion de RNA se sintetiz6 cDNA, y se utilizaron cebadores especificos del gen PPAR-8 para cuantificar su
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expresion mediante RT-PCR, usando como gen constitutivo de referencia S26. Los resultados obtenidos se
muestran a continuacion:

Niveles de expresion génica a nivel de tejido adiposo de PPAR-0, referido al gen constitutivo S26
(unidades arbitrarias). Valores medios seguidos de la diferencia estandar. Las diferentes letras en

5 superindice indican diferencias significativas entre las muestras
Control Bebida funcional
Media DS Media DS
PPAR-6 /S26 0,1425 0,03735° 0,1926 0,04128"

El andlisis de la varianza de los niveles de expresién génica de PPAR-® en tejido adiposo mostré diferencias
significativas entre los grupos (ANOVA p<0.05). En concreto, el grupo tratado con la composicion descrita (p<0.05),
presentd unos valores significativamente mayores de expresion génica con respecto al grupo Control (aumenta un

10 35% la expresion de PPAR-J).

Estos resultados demuestran que la composicion descrita permite modular la actividad metabdlica del tejido adiposo.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para la obtencion de extracto de Ipulo enriquecido en isoxantohumol que comprende:

a)
b)
c)
d)

proporcionar materia prima vegetal procedente de lapulo;

secado de dicha materia prima vegetal;

trituracion o molienda de la materia prima vegetal seca;

extraccion de la materia prima vegetal seca y molida con agua presurizada y sobrecalentada en
condiciones de temperatura comprendida entre 25 y 374°C y presién comprendida entre 100 y 218
bares.

Un extracto de ldpulo enriquecido en isoxantohumol obtenible segun el procedimiento definido en la
reivindicacion 1.

Un extracto de lupulo que comprende:

0.05-80% en peso seco de prenilflavanona isoxantohumol;

0.001-10% en peso seco de prenilchalcona xantohumol; y

1-90% en peso seco de a y B-acidos seleccionados entre cohumulona, n-humulona, ad-humulona, iso-
co-humulona, iso-n-humulona, iso-ad-humulona, colupulona, n-lupulona y ad-lupulona, ademas de
azlcares, polisacaridos y aminoacidos.

Extracto de lipulo segun reivindicacién 3, que comprende:

0.2-60% en peso seco de prenilflavanona isoxantohumol;

0.01-1% en peso seco de prenilchalcona xantohumol; y

10-50% en peso seco de a y B-&cidos seleccionados entre cohumulona, n-humulona, ad-humulona,
iso-co-humulona, iso-n-humulona, iso-ad-humulona, colupulona, n-lupulona y ad-lupulona, ademas de
azuUcares, polisacaridos y aminoéacidos.
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1
2-4

1-4

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

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

N° de solicitud: 201230584

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 GB 2476070 A (DAVISONK. et al.) 17.06.0011
D02 US 7208181 B1 (KING et al.) 24.04.2007
D03 WO 2005092353 Al (SCHWABE WILLMAR GMBH & CO et al.) 06.10.2005
D04 ES 2240787 T3 (SCHAWE WILLMAR GMBH & CO et al.) 06.05.2004

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion 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

La invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién de un extracto de lipulo enriquecido en isoxantohumol que
comprende las siguientes etapas:

a) Proporcionar materia prima vegetal procedente de lapulo;

b) Secado de dicha materia prima vegetal;

¢) Trituracién o molienda de la materia vegetal seca;

d) Extraccién de la materia vegetal seca y molida con agua presurizada y sobrecalentada en condiciones de temperatura
comprendida entre 25y 374°C y presion comprendida entre 100 y 218 bares.

(Reivindicacionl)

Se reivindica también un extracto de lGpulo enriquecido en isoxantohumol obtenible segun el procedimiento definido en la
reivindicacién 1 (Reivindicacion 2)

Asi mismo, se reivindica un extracto de lGpulo que comprende:

- 0,05-80% en peso seco de isoxantohumol;

- 0,001-10% en peso seco de xantohumol; y

- 1-90% en peso seco de alfa y beta-acidos, ademas de azlcares, polisacaridos y aminoacidos.

(Reivindicaciones 3y 4)

El documento D01 se refiere a un procedimiento para la obtencién de extractos de lUpulo enriquecidos en prenilchalconas
(tal como xantohumol) y prenilflavonas (tal como isoxantohumol) (parrafo 1)

El documento D02 divulga extractos de lapulo, su procedimiento de preparacion y su utilizacion (pag.1, lin.1-7)

El documento D03 describe la utilizacibn de un método de extraccion con agua presurizada sobrecalentada, SWE
(Subcritical Water Extraction) para obtener extractos de plantas medicinales utilizando un intervalo de temperaturas de 150-
230°C y uno de presion de 15-100 bar (abstract) Se indica que dicho procedimiento de extraccién es especialmente
adecuado para extraer flavonoides y otros compuestos polifendlicos (pag.1, parrafo 3)

El documento D04 se refiere a la utilizacion de agua presurizada y sobrecalentada (SWE) para extraer compuestos
polifendlicos, (tal como flavonas) de frutos y vegetales (col.1, lin.9-16; col. 2 lin.59-col. 3, lin 4; col.3, lin 23-29)

Ninguno de los documentos del estado de la técnica menciona la utilizacion de agua presurizada y sobrecalentada para
obtener extractos de lGpulo. Por lo tanto, la reivindicacién 1 cumple el requisito de novedad en el sentido del Art.6.1 de la
Ley de Patentes 11/86.

Sin embargo, la utilizacion de agua presurizada y sobrecalentada, para la obtencion de extractos a partir de productos
vegetales ricos en polifenoles es una técnica conocida de los documentos DO1 y D02. Por lo tanto no se considera que
requiera ningln esfuerzo inventivo para un experto en la materia desarrollar un procedimiento como el descrito en la
reivindicacion 1 para obtener extractos de lupulo que contienen polifenoles. Por consiguiente, la reivindicacion 1 no cumple
el requisito de actividad inventiva en el sentido del Art.8.1 de la Ley de Patentes 11/86.

El extracto de lUpulo de la reivindicacion 2 esta caracterizado por el procedimiento de obtencién. Tal reivindicacion solo es
posible si el producto cumple los requisitos de patentabilidad. Un producto no es nuevo solo por el hecho de haber sido
obtenido por un procedimiento nuevo. El procedimiento debe tener caracteristicas técnicas que permitan diferenciar al
producto con él de los productos ya conocidos en el estado de la técnica. Sin embargo, en la descripcion y las
reivindicaciones se describe el procedimiento de obtencion de forma muy general y no se aporta ninguna informacion
técnica que permita diferenciar al extracto obtenible con el procedimiento de la reivindicacién 1 de cualquier otro extracto de
ldpulo conocido en el estado de la técnica (D03, D04) Asi pues, la reivindicacion 2 no cumple el requisito de novedad ni el
de actividad inventiva segin los Art.6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/86.

Los extractos de ldpulo divulgados en los documentos D03 (ejemplos 1-10) y D04 (ejemplos 1,3) comprenden los mismos
componentes que el extracto de la invencién en unos porcentajes incluidos dentro de los intervalos indicados para dicho
extracto.

Por lo tanto, las reivindicaciones 3 y 4 carecen de novedad y actividad inventiva en el sentido de los Art.6.1 y 8.1 de la Ley
de Patentes 11/86 por haber sido divulgadas previamente en el estado de la técnica contenido en los documento D03 y D04.
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