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COMPOSICIONES ANTIOXIDANTES DE UN PRODUCTO OBTENIDO DEL
FRUTO DE CAMU CAMU

DESCRIPCION

La presente invencidn se refiere un producto antioxidante obtenido a partir de
frutos de camu camu (Myrciaria dubia). Por tanto, la invencidn se podria
encuadrar en el campo de la industria alimentaria y de la industria farmacéutica

y cosmética.

ESTADO DE LA TECNICA

El camu camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) Mc Vaugh es una fruta nativa de la
Amazonia en Colombia, Venezuela, Peru y Brasil, caracterizada por su alto
contenido en acido ascorbico, que supera significativamente a citricos como el
limén o la naranja (hasta 50 veces mas), con valores en torno a los 9-50 g/kg.
Por otro lado, el camu camu también contiene una alta concentracion de
polifenoles que recientemente han recibido mucha atencién debido a su
actividad antioxidante y habilidad inhibidora de radicales libres con
implicaciones beneficiosas para la salud humana. Los radicales libres son
responsables de muchas enfermedades degenerativas, muerte celular y

cancer.

Los antioxidantes naturales son muy valorados porque se pueden emplear en
el disefio de alimentos benéficos para la salud. Estudios epidemiologicos
sugieren que una dieta rica en frutas y vegetales esta relacionada con una
reduccion de la incidencia de enfermedades cardiovasculares, cancer y
algunos desérdenes degenerativos producidos por un exceso de radicales

libres.

En los ultimos afios se ha despertado un gran interés por los antioxidantes

naturales. La industria alimentaria los emplea porque retrasan la oxidacion de
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lipidos y, por lo tanto, mejoran la calidad nutricional de los alimentos. Asimismo,
los antioxidantes poseen propiedades beneficiosas para la salud, entre las que
cabe destacar la prevencion de las enfermedades coronarias y el cancer. Por
ultimo, se emplean en la industria cosmética como ingredientes naturales
activos. (Kahkonen et al. Antioxidant activity of plant extracts containing
phenolic compounds. J Agric. Food Chem. 1999. 47, 10:3954-62 y Crispo et al.,
Protective effects of polyphenolic compounds on oxidative stress-induced
cytotoxicity in PC12 cells, Can.J.Physiol.Pharmacol., 2010, 88:429-438).

Asimismo, la obtencidn de nuevos metabolitos de origen vegetal con
propiedades antioxidantes resulta también de maximo interés, en la industria

quimica, de los polimeros o de la energia.

Sin embargo, la estabilidad tanto del acido ascorbico como de los polifenoles
se puede ver afectada por el proceso de manufacturacién. Ademas, el
procesamiento de los frutos tiene obviamente también consecuencias en las
propiedades organolépticas de los productos obtenidos. Por ejemplo el estudio
de Ramos Alvarado (Revista Amazonica de Investigacion Alimentaria, 2002, v.
2, n® 2 p89-99) describe diversos procedimientos de conservacion vy
concentracion y sus efectos en la concentracidén de vitamina C de los productos

obtenidos asi como sus propiedades organolépticas.

Dada la complejidad de la matriz del fruto camu camu y la vida util del fruto
fresco, sigue habiendo necesidad de procedimientos para la obtencién de

productos que conserven el maximo de compuestos bioactivos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién trata de un proceso para la obtencidén de un producto

antioxidante de frutos camu camu, preferiblemente en forma de polvo, que

conserva altas concentraciones de acido ascérbico, polifenoles vy
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proantocianidinas. La invencion también se refiere a la composicion que

comprende el producto antioxidante obtenido.

La presente invencion presenta las siguientes ventajas:

- El fruto camu camu se recoge en el estado de maduracion verde-pintén,
minimizando los tiempos de cosecha y recolectando un fruto mas firme que es
mas resistente en la recogida. Este estado de maduracion facilita que el fruto
no se dafe y pierda sus caracteristicas fisicoquimicas durante el tiempo que

tarde desde su recoleccidn hasta su procesado,

- se aprovecha tanto la pulpa como la piel de los frutos, facilitando su
tratamiento y extrayendo de forma eficaz los componentes bioactivos presentes

en dichas partes de los frutos,

- el producto obtenido mediante el procedimiento descrito en la presente
invencién, asi como la composicibn que lo comprende, presenta una

concentracion muy elevada de acido ascorbico y polifenoles,

- asimismo, en dicha composicidn se conservan grandes cantidades de

proantocianidinas,

- la composicién obtenida tiene un grado de humedad muy bajo, por lo que es

muy estable.

La diferencia entre el producto obtenido mediante el procedimiento de la
presente invencion y los frutos camu camu o los productos obtenidos de dicho
fruto descritos en el estado de la técnica es el alto contenido en compuestos
con capacidad antioxidante. Mas concretamente el producto de la presente
invencion contiene cantidades de vitamina C y polifenoles (entre los que se

encuentran las proantocianidinas) no descritas previamente, contribuyendo de
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esta manera al estado de la técnica con aspectos de alto interés en la industria

alimentaria, farmacéutica y cosmética.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un
procedimiento de obtencién de un producto de frutos de Myrciaria dubia que

comprende las siguientes etapas:

a) Seleccionar frutos de Myrciaria dubia con un ratio de soélidos

solubles/acidez de entre 1,40 y 2,30, es decir, en estado verde-pintdn,

b) eliminar las semillas de los frutos seleccionados en la etapa (a),

c) secar los frutos sin semillas obtenidos en la etapa (b) a una

temperatura menor de 60°C.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un producto obtenido

por el procedimiento tal y como se ha descrito anteriormente.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion que
comprende el producto tal y como se ha descrito anteriormente. Dicha

composicién puede ser una composicion alimentaria, farmacéutica o cosmética.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere al uso del producto o de

la composicidn tal y como se han descrito anteriormente como antioxidante.

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere al uso del producto o de
la composicién tal y como se han descrito anteriormente para la fabricacion de

una composicién alimentaria.

Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere al uso del producto o de la
composicion tal y como se han descrito anteriormente para la fabricacion de un

medicamento.
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Por ultimo, otro aspecto de la invencidn se refiere a al uso del producto o de la
composicion tal y como se han descrito anteriormente para la fabricacién de un

cosmeético.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes 0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencidn se desprenderan en parte de la descripcidon y

en parte de la practica de la invencién.

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de
obtencién de un producto de frutos de Myrciaria dubia que comprende las

siguientes etapas:

a) Seleccionar frutos de Myrciaria dubia con un ratio de soélidos

solubles/acidez de entre 1,40 y 2,30, es decir, en estado verde-pintdn,

b) eliminar las semillas de los frutos seleccionados en la etapa (a),

c) secar los frutos sin semillas obtenidos en la etapa (b) a una

temperatura menor de 60°C.

El fruto Myrciaria dubia es también conocido comunmente como camu camu,
camu-camu, camo camo, cagari 0 araga de agua. El término “secado” puede

emplearse indistintamente al término “deshidratacién”.

En una primera realizacidén del primer aspecto de la presente invencién, el ratio

de sdlidos solubles/acidez es de entre 1,60 y 2,20, preferiblemente 1,80y 2.
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El ratio de soélidos solubles/acidez se determina mediante la medida de la

cantidad de solidos solubles totales y del pH de la solucidén o de los frutos:

- El pH se mide por ejemplo con un pHmetro (preferiblemente digital pero
no necesariamente). En los frutos camu camu, a mayor madurez menor

contenido en acidos.

- Los sdlidos solubles totales (porcentaje o grados Brix) se pueden medir
por refractometria. A mayor concentracién de sélidos solubles totales
mayor indice de refraccion de la luz, de forma proporcional. La medida
con el refractobmetro muestra el porcentaje de concentracion de los
sblidos solubles (porcentaje Brix) contenidos en una muestra (por
ejemplo en una solucion de agua). El contenido de los sélidos solubles
es el total de todos los solidos disueltos en el agua, incluso el azucar, las
sales, las proteinas, los acidos, etc., y la medida leida es el total de la
suma de éstos. En la presente invencion, el porcentaje Brix (%) se
calibra a la cantidad de gramos de azucar contenidos en 100g de
solucién de azucar. Con soluciones que contienen otros componentes
ademas de azucar, es necesario recurrir a una tabla de conversién que
proporcione la concentracion exacta de azucar o de otro compuesto que
desee medirse por medio del porcentaje Brix. Se puede usar por ejemplo
un refractdmetro Abbe, se mide la actividad acuosa (relacion que existe
entre la presion de vapor de un alimento dado en relacion con la presidn
de vapor del agua pura a la misma temperatura) y la acidez (% acido

citrico) con una solucién de NaOH (0,1M).

Sin embargo hay otros métodos para determinar el estado de maduraciéon de

interés del camu camu, por ejemplo pero sin que sirva de limitacion:

- Color de la piel: El cambio de color de verde a rojo indica que se

acumular compuestos que hacen mas apetecible el fruto para su
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consumo (estrategia ecoldgica para la dispersion de las semillas por
medio de su consumo por animales; zoocoria). Para detectar este
cambio se pueden utilizar aparatos como el colorimetro Hunter. El
estado conocido como verde-pintdn en la piel también se puede describir
como el estado en el que la maduracion, basada en la coloracién rojiza
de la cara externa de los frutos, es de un 20%-30% de media de la
superficie total media de los frutos. Se puede realizar comparando el
color de fondo del fruto con el de la tabla colorimétrica estandar de

colores tipicos de la variedad de camu camu o emplear colorimetro.

- Color y aspecto de las semillas: La medida del color y del aspecto de las
semillas de camu camu puede servir para determinar el estado de
madurez éptimo para obtener el producto de la invencidén. Es conocido
que las semillas van a ir protegiéndose de capas de tejido que
generalmente se oscurecen con el avance de la maduracion, con el
objeto de que el embrion desecado contenido en las semillas quede
protegido frente a los acidos del estomago de los animales que lo

ingieren.

- Medida de la capacidad de desprendimiento del fruto: si el fruto se
desprende facilmente es que esta maduro. A mayor resistencia menor
madurez. Mediante técnicas conocidas por el experto en la materia
podria determinarse faciimente la capacidad de desprendimiento del

fruto del estado 6ptimo verde-pintdn de la presente invencion.

- Dureza de los frutos: puesto que a medida que el fruto madura las
sustancias pépticas se degradan, esto ocasiona que el producto se
ablande, asi a mayor dureza menor maduracion. Para valorar la dureza
se utiliza un penetrometro o texturédmetro, con el penetrémetro se

introduce una aguja gruesa con cierta presion en el fruto.
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- Oftros indices quimicos de madurez: mediante la medida de los gases
internos por ejemplo por cromatografia de gases midiendo el CO; o el

etileno del fruto.

Los métodos para determinar la madurez son preferiblemente el ratio de

sélidos solubles/acidez y el color de la piel.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la presente invencién, la
etapa (b) comprende un aplastado de los frutos seleccionados en la etapa (a).
El aplastado permite abrir el fruto y las semillas o pepitas se pueden extraer

automatica o manualmente.

En otra realizacién preferida del primer aspecto de la presente invencién, en la
etapa (c) los frutos se secan hasta tener un contenido de humedad de un 3% a
9% (es decir, el contenido de agua en el fruto seco esta entre un 3% y un 9%),
preferiblemente hasta tener un contenido de humedad de un 5% a un 7%. La
etapa de secado se puede llevar a cabo por medio de técnicas conocidas por el
experto en la materia que permitan deshidratar los frutos a temperaturas
inferiores a 60°C. Por ejemplo por medio de deshidratacién osmotica, mediante
el que se emplean temperaturas de operacion de entre 20-50°C; o por secado
en lecho fluidizado. El secado se lleva a cabo preferiblemente a una
temperatura entre 20 y 55°C y mas preferiblemente entre 40 y 50°C. Este
secado se lleva a cabo preferiblemente en lecho fluidizado. Esta etapa puede
llevarse a cabo durante de 2 a 20 horas, preferiblemente de 5 a 15 horas. La
humedad inicial del fruto antes secar es de 90% (es decir, que un 90% del fruto

fresco es agua).

En otra realizacién preferida del primer aspecto de la presente invencion,
ademas hay una etapa (d) posterior a (c) de molienda. Posteriormente, puede
haber una etapa (e) posterior a (d) de tamizado. El tamizado tiene por objeto
separar las distintas fracciones de una mezcla obtenida en la molienda en

funcidbn de su tamafo. El tamiz o0 malla consiste de una superficie con
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perforaciones uniformes por donde pasara parte del material y el resto sera
retenido. Dicho tamizado se lleva a cabo con una luz de malla de 0,1 mm a 1
mm, preferiblemente de 0,2 mm a 0,8 mm. Estas etapas de molienda y
tamizado permiten obtener un polvo fino que permite su uso en una gran

variedad de aplicaciones.

El término molienda se refiere a la pulverizacion y/o a la desintegracion del
material solido obtenido tras la etapa de secado. Mediante la molienda se
reduce el volumen promedio de las particulas de una muestra sélida dividiendo
o fraccionando la muestra por medios mecanicos hasta el tamarfio deseado.
Algunos de los métodos de molienda se llevan a cabo por impacto, frotamiento

de cizalla o cortado.

En la presente invencion se puede emplear el término “harina” para designar el
producto obtenido de la molienda del producto secado, tamizado o no
tamizado. En la presente invencion se puede emplear el término “polvo” para
designar el producto obtenido de la molienda del producto secado, tamizado.
Preferiblemente se emplea el término harina para designar el producto obtenido
de la molienda del producto secado, tamizado tal como se describe en un

parrafo anterior.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencidn, ademas hay
una etapa de extraccién de los componentes hidrosolubles en disolucion con
pH acido, preferiblemente la disolucién con pH acido comprende un &cido

tricarboxilico, y mas preferiblemente el acido tricarboxilico es acido citrico.

En esta etapa, de manera general, se mezcla la harina obtenida tras la
molienda (tamizada o no tamizada) y se mezcla con una disolucién con pH
acido, preferiblemente el pH acido viene dado porque la disolucién comprende
acido citrico. Se agita la mezcla y posteriormente se deja decantar o se

centrifuga para separar la fase liquida de la fase sélida.
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En otra realizacién del primer aspecto de la presente invencion, la disolucion

que se ha obtenido en la etapa de extraccidn se liofiliza.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un producto obtenido
por el procedimiento tal y como se ha descrito anteriormente, a partir de ahora

el producto de la invencién.

En una realizacidén del segundo aspecto de la presente invencion, el producto
que se obtiene por el procedimiento tal y como se ha descrito anteriormente
(menos con la etapa de extraccidon) comprende vitamina C en una
concentracion de entre 5 y 20 g/100g de producto, mas preferiblemente entre 7
y 15 g/100g de producto. La vitamina C total es la suma del acido ascérbico y

del acido dehidroascérbico.

En otra realizacion del segundo aspecto de la presente invencion, el producto
que se obtiene por el procedimiento tal y como se ha descrito anteriormente
(menos con la etapa de extraccién) comprende ademas vitamina C glucosilada
en una concentracion de entre 0,5 y 5 g/100 g de producto, preferiblemente

entre 1y 3 g/100 g de producto.

Por “vitamina C glucosilada” se entiende acido ascérbico o acido
dehidroascérbico glucosilado, es decir, unido a un glucido. Preferiblemente, la
vitamina C glucosilada comprende un monosacarido, y mas preferiblemente
dicho monosacarido se selecciona de galactosa, glucosa y cualquiera de sus

mezclas.

En otra realizacidén del segundo aspecto de la presente invencion, la vitamina C
glucosilada se selecciona de AA-2G, AA-3G, AA-5G, AA-6G y cualquiera de
sus mezclas. Por AA-2G, AA-3G, AA-5G y AA-6G se entienden tanto los
isdmeros a como los B. Por AA se entiende acido ascorbico, el numero indica el

carbono del acido ascérbico que comprende el atomo de oxigeno por el cual se
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forma en el enlace con el glucido, y la G representa el glucido, preferiblemente

monosacarido y mas preferiblemente galactosa o glucosa.

Es decir, por AA-2G se entiende un compuesto de férmula

HO—

HO——

HO OX

donde X representa un a-glucido o un pB-glucido, preferiblemente un
monosacarido y mas preferiblemente galactosa o glucosa y aun mas
preferiblemente glucosa.

De la misma manera, AA-3G, AA-5g y AA-6G estan representados por los

compuestos de formula ll, lll y IV, respectivamente:
HO— HO— XO——
HO— XO— HO —
o} o}
o o © o
X0 OH HO OH HO OH
1I 111 v

donde X tiene el significado descrito anteriormente.

Estos derivados glucosidicos son un derivado de la vitamina C que es una

forma mas estable que la vitamina C, mejorando su actividad biologica.
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En otra realizacidén del segundo aspecto de la presente invencion, la vitamina C

glucosilada comprende AA-2G.

Ademas el producto de la invencion comprende preferiblemente polifenoles
mayoritarios identificados en una concentracion de entre 3500 y 5000 mg/100 g
de producto, preferiblemente entre 3700 y 4250 mg/100g de producto. Los
diferentes polifenoles que se encuentran en el producto de la invencion
comprenden flavonoles, derivados del acido elagico (es decir, acido elagino y

glicésidos), elagitaninos, galotaninos y proantocianidinas.

Por “flavonoles” se entiende una clase de flavonoides que tienen como
esqueleto a 3-hidroxiflavona (IUPAC: 3-hidroxi-2-fenilcroma-4-ona). Su
diversidad se genera principalmente por las diferentes posiciones de los grupos
OH fendlicos. Un ejemplo de flavonol seria la miricetina. El producto de la
invencién comprende preferiblemente flavonoles en una concentracion de entre
0,5y 3 mg/100 g de producto, mas preferiblemente entre 1 y 2 mg/100 g de

producto.

Por “derivados del acido elagico” se entiende tanto el acido elagico como sus
derivados, principalmente sus derivados glucosilados. El acido elagico esta
presente en las plantas también como elagitaninos, que es una clase de
taninos hidrolizables formados mayoritariamente por pentagaloilglucosa, un
éster de acido galico y glucosa. La diferencia entre elagitaninos y galotaninos
radica en que en los elagitaninos los grupos galoil estan unidos mediante
enlaces C-C, mientras que en los galotaninos estan unidos por enlace dépsido.
El producto de la invencidn comprende preferiblemente derivados del acido
elagico en una concentracion de entre 100 y 200 mg/100 g de producto, mas
preferiblemente entre 120 y 160 mg/100 g de producto. Ademas, el producto de
la invencidn preferiblemente comprende elagitaninos en una concentracion de

entre 300 y 500 mg/100 g de producto, mas preferiblemente entre 350 y 450
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mg/100 g de producto y preferiblemente comprende galotaninos en una
concentracion de entre 10 y 70 mg/100 g de procuro, mas preferiblemente

entre 25 y 50 mg/100 g de producto.

Por proantocianidinas se entiende una clase de polifenoles, también llamados
flavanoles. Los flavanoles incluyen compuestos como las catequinas y las
catequinas galato. El producto de la invencion preferiblemente comprende
proantocianidinas seleccionadas de la lista que comprende catequina,
catequina galato, galocatequina, epigalocatequina, epigalocatequina aducto y
galocatequina galato, mas preferiblemente las proantocianidinas son catequina,
catequina galato, galocatequina, epigalocatequina, epigalocatequina aducto y
galocatequina galato. En una realizacion preferida del segundo aspecto de la
presente invencion, el producto comprende proantocianidinas en una
concentracion de entre 3000 y 4000 mg/100g de producto, preferiblemente
entre 3200 y 3800 mg/100g de producto.

Todos estos polifenoles, asi como la vitamina C total forman un grupo de
compuesto bioactivos denominados en el contexto de la invencidn como
camunina. Es la alta concentracién de camunina en el producto de la invencion
lo que le aporta las caracteristicas antioxidantes, tan importante en
farmacologia y en la produccion de productos nutracéuticos 0 composiciones

cosméticas.

Por otro lado, no es unicamente la alta presencia de camunina la que le
confiere las propiedades antioxidantes al producto y composiciones de la
invencion. El producto de la invencion tiene preferiblemente un grado medio de
polimerizacién entre 2 y 4, mas preferiblemente entre 2,5 y 3,5. El grado de
polimerizacién es una variable determinante en la biodisponibilidad de los
compuestos bioactivos, es decir, la fraccidbn de nutriente contenida en el
alimento que es capaz de atravesar la pared intestinal y es util para el
metabolismo. Es de destacar que este grado de polimerizaciéon se encuentra

entre los mas bajos de entre los productos naturales conocidos, como se puede
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observar en la comparacidén realizada en el apartado de ejemplos de la

presente invencion.

Otra realizacion del segundo aspecto se refiere al producto obtenido por el
procedimiento tal y como se ha descrito anteriormente comprendiendo la etapa
de extraccién y liofilizacidn. Preferiblemente este producto comprende entre un
40% y un 80% en peso de vitamina C, mas preferiblemente entre un 50% y un
70% en peso de vitamina C. Por otro lado, este producto comprende entre un
10% y un 30% en peso de vitamina C glucosilada, preferiblemente entre un

15% y un 25% en peso de vitamina C glucosilada.

Tal y como se ha descrito anteriormente la vitamina C glucosilada se
selecciona de AA-2G, AA-3G, AA-5G , AA6G y cualquiera de sus mezclas,

mas preferiblemente la vitamina C glucosilada comprende AA-2G.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion que
comprende el producto tal y como se ha descrito anteriormente. La
composicién, definida de forma general, es un conjunto de componentes que

esta formado al menos por el producto tal y como se describe en la invencion.

Esta composicion puede ser una composicidn alimentaria. Obviamente, la
composicidén se puede ver acompanada de otros componentes como por
ejemplo pero no limitantemente leche, yogur, agua, harinas, chocolate,

cereales y zumos de frutas.

La “composicion alimentaria” comprende el producto obtenido por el
procedimiento tal y como se ha descrito anteriormente y que proporciona
nutrientes. El término “composicion alimentaria” y “composicion nutritiva’
pueden emplearse como sindénimos. La composicidén alimentaria o nutritiva es o
forma parte de un alimento, un nutracéutico, un suplemento, un probidtico o un
simbidtico. El término “composicidén alimentaria’ o “composicion nutritiva” de la

presente invencion se refiere a aquel alimento que, con independencia de
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aportar nutrientes al sujeto que lo toma, afecta beneficiosamente a una o varias
funciones del organismo, de manera que proporciona un mejor estado de salud
y bienestar. Como consecuencia, dicha composicién puede ser destinada a la
prevencion y/o tratamiento de una enfermedad o del factor causante de una
enfermedad. Por tanto, el término “composicién alimentaria” de la presente
invencién se puede emplear como sindnimo de alimento funcional o alimento

para fines nutricionales especificos o alimento medicinal.

El término “nutracéutico” tal como se emplea en la presente invencion se refiere
a sustancias aisladas de un alimento y utilizadas de forma dosificada que

tienen un efecto beneficioso sobre la salud.

El término “probidtico” tal como se emplea en la presente invencidn se refiere a
microorganismos vivos que cuando son suministrados en cantidades

adecuadas promueven beneficios en la salud del organismo hospedador.

El término “simbidtico” tal como se emplea en la presente invencion se refiere a
aquellos alimentos que contienen una mezcla de prebidticos y probioticos.
Habitualmente contienen un componente prebidtico que favorece el crecimiento
y/o actividad metabdlica y en definitiva el efecto del probidtico con el que se

combina.

El término “suplemento”, sinbnimo de cualquiera de los términos “suplemento
dietético”, '"suplemento nutricional" o ‘"suplemento alimenticio" es un
"ingrediente alimenticio" destinado a complementar la alimentacién. Algunos
ejemplos de suplementos dietéticos son, pero sin limitarse, las vitaminas, los
minerales, aminoacidos y componentes de los alimentos como las enzimas y
los extractos de plantas o glandulares. No se presentan como sustitutos de un
alimento convencional ni como componente unico de una comida o de la dieta

alimenticia sino como complemento de la dieta.
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Preferiblemente la composicién alimentaria es un alimento que se selecciona
de la lista que comprende: producto lacteo, producto vegetal, producto carnico,
aperitivo, chocolate, bebida o alimento infantil. El producto lacteo se selecciona
de la lista que comprende, pero sin limitarse, producto derivado de leche
fermentada (por ejemplo, pero sin limitar yogur o queso) o no fermentada (por
ejemplo, pero sin limitar, helado, mantequilla, margarina, suero lacteo). El
producto vegetal es, por ejemplo, pero sin limitarse, un cereal en cualquier
forma de presentacion, fermentado o no fermentado. La bebida puede ser, pero

sin limitarse, cualquier zumo de frutas o leche no fermentada.

Por otro lado, la composicidn también puede ser una composicion
farmacéutica. Esta composicidn farmacéutica preferiblemente comprende

excipientes farmacéuticamente aceptables.

Para su aplicacién en terapia, el producto de la invencién se encontrarg,
preferentemente, en una forma farmacéuticamente aceptable o
sustancialmente pura, es decir, que tiene un nivel de pureza
farmacéuticamente aceptable excluyendo los aditivos farmacéuticos normales
tales como diluyentes y portadores, y no incluyendo material considerado toxico
a niveles de dosificacion normales. Los niveles de pureza para el principio
activo son preferiblemente superiores al 50%, mas preferiblemente superiores
al 70%, y todavia mas preferiblemente superiores al 90%. En una realizacion
preferida, son superiores al 95% del compuesto anteriormente descrito, o de

sus sales, solvatos o profarmacos.

En el sentido utilizado en esta descripcidn, la expresidn “cantidad
terapéuticamente efectiva” se refiere a aquella cantidad del componente de la
composicién farmacéutica que cuando se administra a un mamifero, con
preferencia un humano, es suficiente para producir la prevencién y/o el
tratamiento, tal como se define mas adelante, de una enfermedad o condicion
patolégica de interés en el mamifero, con preferencia un humano. La cantidad

terapéuticamente efectiva variara, por ejemplo, segun la edad, el peso corporal,
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el estado general de salud, el sexo y la dieta del paciente; el modo y el tiempo
de administracion; la velocidad de excrecion, la combinacidn de farmacos; la
gravedad del trastorno o la condicion patoldgica particulares; y el sujeto
sometido a terapia, pero puede ser determinada por un especialista en la

técnica segun su propio conocimiento.

La composicion farmacéutica es un conjunto de componentes que esta
formado al menos por el producto de la invencidn en cualquier concentracion,
que tiene al menos una aplicacidén en la mejora del bienestar fisico o fisiologico
o psicolégico de un sujeto, que implique una mejora del estado general de su

salud.

El término medicamento tiene un significado mas limitado que el significado de
“‘composicion farmacéutica’, tal como se define en la presente invencién, ya
que el medicamento implica necesariamente un efecto preventivo o terapéutico
es decir, un efecto fisiologico en el sujeto. Mas adelante se definira

debidamente el término “medicamento”.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la
absorcidn de cualquiera de los componentes del producto de la invencion,
estabiliza dichos componentes o ayuda a la preparacion de la composicion
farmacéutica en el sentido de darle consistencia o aportar sabores que lo
hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener la funcion de
mantener los componentes unidos como por ejemplo almidones, azucares 0
celulosas, funcidn de endulzar, funcion de colorante, funcién de proteccion del
medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la humedad, funcién
de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de presentacién como
por ejemplo el fosfato de calcio dibasico, funcidén desintegradora para facilitar la
disolucién de los componentes y su absorcion en el intestino, sin excluir otro
tipo de excipientes no mencionados en este parrafo. Por tanto, el término
‘excipiente” se define como aquella materia que, incluida en las formas

galénicas, se anade a los princCipios activos 0 a sus asociaciones para
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posibilitar su preparacidbn y estabilidad, modificar sus propiedades
organolépticas o determinar las propiedades fisico-quimicas de la composicion
farmacéutica y su biodisponibilidad. El excipiente “farmacéuticamente
aceptable” debe permitir la actividad de los compuestos de la composicion
farmacéutica, es decir, que sea compatible con dichos componentes. Ejemplos
de excipientes son aglutinantes, rellenos, desintegradores, Ilubricantes,
recubridores, endulzantes, saborizantes y colorizantes. Ejemplos mas
concretos no limitantes de excipientes aceptables son almidones, azucares,
xilitol, sorbitol, fosfato de calcio, grasas esteroides, talco, silice o glicerina entre

otros.

La “forma galénica o forma farmaceutica’ es la disposicion a que se adaptan
los principios activos y excipientes para constituir un medicamento. Se define
por la combinacion de la forma en la que la composicién farmacéutica es

presentada por el fabricante y la forma en la que es administrada.

La composicion farmacéutica puede comprender un “vehiculo” o portador, que
es preferiblemente una sustancia inerte. La funcion del vehiculo es facilitar la
incorporacion de otros compuestos, permitir una mejor dosificacion y
administracion o dar consistencia y forma a la composicién farmacéutica. Por
tanto, el vehiculo es una sustancia que se emplea para diluir cualquiera de los
componentes de la composicién farmacéutica de la presente invencion hasta
un volumen o peso determinado; o bien que aun sin diluir dichos componentes
es capaz de permitir una mejor dosificacion y administracién o dar consistencia
y forma al medicamento. Es vehiculo es farmacéuticamente aceptable. Cuando
la forma de presentacion es liquida, el vehiculo farmacéuticamente aceptable

es el diluyente.

Ademas, el excipiente y el vehiculo deben ser farmacolégicamente aceptables,
es decir, que el excipiente y el vehiculo esté permitido y evaluado de modo que

no cause dano a los organismos a los que se administra.
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La composicion farmacéutica de la invencion puede comprender otra sustancia
activa. Ademas del requerimiento de la eficacia terapéutica, donde dicha
composicidén farmacéutica puede necesitar el uso de otros agentes
terapéuticos, pueden existir razones fundamentales adicionales que obligan o
recomiendan en gran medida el uso de una combinacién de un compuesto de
la invencion y otro agente terapéutico. El término “principio activo” es toda
materia, cualquiera que sea su origen, humano, animal, vegetal, quimico o de
otro tipo, a la que se atribuye una actividad apropiada para constituir un

medicamento.

En cada caso la forma de presentacion del medicamento se adaptara al tipo de
administracion utilizada, por ello, la composicion de la presente invencion se
puede presentar bajo la forma de soluciones o cualquier otra forma de
administracion clinicamente permitida y en una cantidad terapéuticamente
efectiva. La composicién farmacéutica de la invencién se puede formular en
formas soélidas, semisdlidas, liquidas o gaseosas, tales como comprimido,
capsula, polvo, granulo, ungiiento, solucién, supositorio, inyectable, inhalante,
gel, jarabe, nebulizador, microesfera o aerosol, preferiblemente en forma de
comprimido, capsula, polvo, granulo, solucién, supositorio o0 jarabe. Segun una
realizacion aun mas preferida de la presente invencidn, la composicion

farmacéutica se presenta en una forma adaptada a la administracién oral.

La forma adaptada a la administracién oral se refiere a un estado fisico que
pueda permitir su administracion oral. Dicha forma adaptada a la administracion
oral se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, gotas, jarabe,
tisana, elixir, suspension, suspensién extemporanea, vial bebible, comprimido,

capsula, granulado, sello, pildora, tableta, pastilla, trocisco o liofilizado.

Otra posibilidad es que la composicion farmacéutica se presente en una forma
adaptada a la administracion sublingual, nasal, intracatecal, bronquial, linfatica,
rectal, transdérmica o inhalada. El producto de la invencion puede ir asociado,

por ejemplo, pero sin limitarse, a liposomas o micelas.
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Las composiciones anteriormente mencionadas pueden ser preparadas usando
meétodos convencionales, como los descritos en las Farmacopeas de diferentes

paises y en otros textos de referencia.

Los compuestos y composiciones de la presente invencidn pueden ser
empleados junto con otros medicamentos en terapias combinadas. Los otros
farmacos pueden formar parte de la misma composicién o de otra composicidn

diferente, para su administracion al mismo tiempo o en tiempos diferentes.

La composicidon de la invencion también puede ser una composicidn cosmética.

En la presente invencion se entiende como 'cosmético" a aquellas
preparaciones constituidas por sustancias naturales o sintéticas o sus mezclas,
de uso externo en las diversas partes del cuerpo humano: piel, sistema capilar,
ufas, labios, érganos genitales externos, dientes y membranas mucosas de la
cavidad oral, con el objeto exclusivo o principal de higienizarlas, perfumarlas,
cambiarles su apariencia, protegerlos o mantenerlos en buen estado y/o
corregir olores corporales pero no para producir un efecto terapéutico. La
composicidbn cosmética puede contener excipientes y/o vehiculos
farmacéuticamente y farmacoldégicamente aceptables tal como se ha descrito
en parrafos anteriores. Por otra parte la composicidn cosmética puede

presentarse en cualquier forma adaptada a la administracion tépica.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere al uso del producto o de
la composicidon tal y como se han descrito anteriormente como antioxidante.
Los resultados mostrados en el apartado de ejemplos de la invencion muestran
que la capacidad antioxidante del producto de la invencién presenta valores
superiores (por cualquier método de analisis) a la capacidad antioxidante de los
frutos con los que se comparan (fresa, uva, manzana, cacao en polvo) (ver
tabla 7).
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Por el término “antioxidante” se entiende una composicién capaz de retardar o
prevenir la oxidacién de otras moléculas. Las reacciones de oxidacion pueden
producir radicales libres que comienzan reacciones en cadena que danan
células. El estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de muchas
enfermedades humanas, es por ello que el uso del producto de la presente

invencién como antioxidante tiene un gran interés en farmacologia.

Otros aspectos de la presente invencion se refieren al uso del producto o de la
composicidon tal y como se han descrito anteriormente para la fabricacién de
una composicion alimentaria, de un medicamento o0 de una composicion

cosmética.

El medicamento al que se refiere la presente invencién puede ser de uso
humano o veterinario. El “medicamento de uso humano” es toda sustancia o
combinacién de sustancias que se presente como poseedora de propiedades
para el tratamiento o prevencion de enfermedades en seres humanos o que
pueda usarse en seres humanos o administrarse a seres humanos con el fin de
restaurar, corregir o modificar las funciones fisiolégicas ejerciendo una accién
farmacolégica, inmunoldgica o metabdlica, 0 de establecer un diagndstico
médico. El “medicamento de uso veterinario” es toda sustancia o combinacién
de sustancias que se presente como poseedora de propiedades curativas o
preventivas con respecto a las enfermedades animales o que pueda
administrarse al animal con el fin de restablecer, corregir o modificar sus
funciones fisioldgicas ejerciendo una accidon farmacoldgica, inmunolégica o
metabdlica, o de establecer un diagndstico veterinario. También se
consideraran “medicamentos veterinarios” las “premezclas para piensos

medicamentosos” elaboradas para ser incorporadas a un pienso.

Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso del
producto de la invencidn o de la composicion que lo comprende para la
fabricacion de un medicamento o para la fabricacidn de una composicidén

alimentaria, para la prevencién y/o tratamiento de enfermedades provocadas
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en parte o totalmente por el estrés oxidativo, conocidas por el experto en la
materia. Algunas de las enfermedades en cuya aparicion esta involucrado el
estrés oxidativo son: a) enfermedades neurodegenerativas como por ejemplo
pero sin limitarse la enfermedad de Lou Gehrig, la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Huntington, encefalopatia

mialgica; o b) enfermedades cardiovasculares.

El término “tratamiento” tal como se entiende en la presente invencidn se
refiere a combatir los efectos causados como consecuencia de una
enfermedad o condicion patolégica de interés en un sujeto (preferiblemente

mamifero, y mas preferiblemente un humano) que incluye:

(i) inhibir la enfermedad o condicion patoldgica, es decir, detener su
desarrollo;

(ii) aliviar la enfermedad o la condicidén patoldgica, es decir, causar la
regresion de la enfermedad o la condicibn patolégica o su
sintomatologia;

(iii) estabilizar la enfermedad o la condicion patoldgica.

El término “prevencion” tal como se entiende en la presente invencion consiste
en evitar la aparicién de la enfermedad, es decir, evitar que se produzca la
enfermedad o la condicion patoldgica en un sujeto (preferiblemente mamifero, y
mas preferiblemente un humano), en particular, cuando dicho sujeto tiene

predisposicion por la condicion patoldgica.,

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por
los inventores, que pone de manifiesto las cantidades de compuestos
bioactivos en el producto y composiciones de la invencion y su capacidad
antioxidante. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de

ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Cromatograma a 360 nm de una composicion de la invencién.
mAU: miniunidades de absorcidén, min: minutos; 1: dilactona del acido
valonéico, 2: glucosil elagico, 3. pentosil elagico, 4. Miricetina glucésido, 5:
rhamnosil elagico, 6: 4cido elagico, 7: Acido elagico, 8-12 derivados del elagico

no identificados,

FIG. 2. Cromatograma a 280 nm de una composicion de la invencién.
mAU: miniunidades de absorcién, min: minutos; 14: acido galico, 15:
castalagina, 16: vescalagina, 17: elagitanino, 18: pedunculagina, 19. HHDP-
galoil-glucosa, 20:. di-HHDP-galoil-glucosa, 21, HHDP-galoil-glucosa, 23:. di-
HHDP-galoil-glucosa, 24: tri-galoil-HHDP-glucosa, 22 y 25: derivados del acido

galico no identificado.

FIG. 3. Cromatograma a 280 nm de una composicion de la invencién.
mAU: miniunidades de absorcidbn, min: minutos; 30: catequina, 31:

epicatequina.

FIG. 4. Cromatograma a 280 nm de una composicion de la invencién.
mAU: miniunidades de absorcién, min: minutos; 32: catequina aducto, 33:

epicatequina aducto.

FIG. 5. Cromatograma a 280 nm de una composicion de la invencién.
mAU: miniunidades de absorcion, min: minutos; 34: catequina galato, 35:

epicatequina galato.

FIG. 6. Cromatograma a 280 nm de una composicion de la invencién.
mAU: miniunidades de absorcion, min: minutos; 36: galocatequina aducto, 37:

epigalocatequina aducto.
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FIG. 7. Cromatograma a 280 nm de una composicion de la invencién.
mAU: miniunidades de absorcidén, min: minutos; 38: galocatequina, 39:

epigalocatequina.

FIG. 8. Cromatograma a 280 nm de una composicion de la invencién.
mAU: miniunidades de absorcion, min: minutos; 40: galocatequina aducto, 41:

epigalocatequina aducto.

FIG. 9. Cromatograma a 280 nm de una composicion de la invencién.
mAU: miniunidades de absorcion, min: minutos; 42: galocatequina galato, 43:

epigalocatequina galato.

FIG. 10. Cromatograma a 280 nm de una composicion de la invencién.
mMAU: miniunidades de absorcién, min: minutos; 44: galocatequina galato

aducto, 45: epigalocatequina galato aducto.

FIG. 11. Variacién de 8-OHdG con el producto de la invencién (negro) con
respecto a vitamina C sintética (blanco). %: tanto por ciento de variacién

respecto a la concentracion basal a 0 h (tomando el valor basal como 100%).

FIG. 12. Variaciéon de ORAC del producto de la invencién (negro) y de la
vitamina C sintética (blanco) con respecto a la basal en umolesTrolox.
umT: equivalentes de umolesTrolox.

FIG. 13. Variacién de GSH con el producto de la invencién (negro) con
respecto a la vitamina C sintética (blanco). %: tanto por ciento de variacién

respecto a la concentracion basal a OH (tomando el valor basal como 100%).

FIG. 14. Absorcion de vitamina C con el producto de la invencién (negro)
con respecto a la vitamina C sintética (blanco). A. Absorcién en umol/l; H:

horas.
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FIG. 15. Diferencia de absorcién de vitamina C del producto de la
invencioén respecto a la vitamina C sintética. %: Diferencia de absorcion en

%; H: horas.

FIG. 16. Cromatograma del producto del ejemplo 1 a 240 nm. AA: vitamina

C; D: derivados glucosilados de la vitamina C.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Procedimiento de obtencién del producto de la invencion.

En primer lugar, se seleccionaron frutos camu camu con estado de maduracion
verde-pintén, que corresponde a un 20-30% de maduracién o un ratio de

sélidos en suspensién/acidez de entre 1,80 y 2.

El estado de madurez deseado se determina por medio de métodos conocidos
por el experto en la materia descritos en un apartado anterior de la memoria

descriptiva.

El estado de madurez se puede determinar por la medida de la superficie de
coloracion roja en la cara exterior de los frutos. Un 20-30% indica que dicho

porcentaje medio de la superficie de los frutos tiene coloracién roja.

Un método preferido para determinar la maduracion de los frutos es el calculo
del ratio de solidos en suspension frente a la acidez. En la presente invencion
se ha establecido, de acuerdo con diversos autores del estado de la técnica,
que el color exterior de los frutos camu camu tiene la siguiente equivalencia
con el ratio solidos solubles/acidez: 1,31 para los frutos verdes (estado inicial);
1,90 para los frutos verde rojizos (verde pintén) (estado de madurez medio); y
2,41 para los frutos rojos (estado maduro). Por tanto, en la presente invencién

se establecio que el ratio 6ptimo de sélidos en suspensidn/acidez tenia que ser
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de entre 1,80 y 2 para tener las caracteristicas antioxidantes del producto de la

presente invencion.

Los frutos proceden de la especie Myrciaria dubia HBK Mc Vaugh que es una
especie de camu camu arbustivo que crece en zonas inundables en Pucallpa
(los rios Ucayali) que especialmente tienen un alto contenido de materia
organica. Como especie semiacuatica, en periodos de grandes inundaciones
puede permanecer hasta 7 meses debajo del agua, con temperaturas de entre

20y 30 grados y con precipitaciones anuales de entre 1700 a 3000 mm.

La fruta seleccionada se lavo con agua clorada y posteriormente se desinfectd,
afnadiendo al agua 5 ppm mas de cloro. Tras la desinfeccidn la fruta se aclaré y
se paso al despepado. Para el despepado, se aplasto la fruta con una prensa y

se separo la pepita manualmente. La piel de la fruta no se eliminé.

A continuacién se procedid al secado de la fruta. El secado se llevo a cabo en
una secadora de lecho fluidizado a una temperatura entre 45 y 55 °C durante

unas 10 horas. El producto final tenia una humedad de un 6%.

Tras el secado, se procedidé a la molienda y al tamizado con una malla de 0,5
mm. Partiendo de una cantidad inicial de 1000 kg de frutos camu camu se

obtuvo una cantidad final de producto tamizado de 50 kg.

Ejemplo 2. Analisis de polifenoles, vitamina C y actividad antioxidante del

producto del ejemplo 1.

Ejemplo 2.1. Identificacion de los principales constituyentes

fendlicos del producto.

Se efectud un analisis cualitativo del producto de la invencion con identificacion
de los principales constituyentes fendlicos empleando la metodologia de

cromatografia liquida de alta eficacia con deteccidon por red de diodos (del
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inglés, HPLC-DAD), cromatografia liquida de alta eficacia con deteccidén por
espectrometria de masas (del inglés, HPLC-MS) y por cromatografia liquida de
ultra-alta eficacia con deteccion de espectrometria de masas cuadrupolar (del
inglés, UPLC-QTOF).

Posteriormente se realizd un analisis cuantitativo en los extractos obtenidos
mediante HPLC con deteccién ultra violeta (UV) a longitudes de onda
especificas para cada tipo de metabolito, y cuantificando frente a patrones
externos. Los flavonoles fueron cuantificados como rutina (quercetina 3-
rutindsido), los antocianos como cianidina 3-rutindsido, los derivados del
elagico como 4&acido elagico, los elagitaninos como vescalagina, y los

galotanicos como acido galico.

Metabolitos polifendlicos identificados:

Flavonoles: Miricetina glucdsido (4), miricetina pentésido (6), derivado de

miricetina glucésido (11),

Derivados del elagico: dilactona del acido valonéico (1), glucosil elagico (2),
pentosil elagico (3), rhamnosil elagico (5), acido elagico (6), 8 -12 Derivados del

elagico no identificado.

Derivados del galico: acido galico (14), y dos derivados del acido galico no
identificados todavia (22 y 25).

Elagitaninos: Castalagin (15), Vescalagin (16), ellagitanino no identificado (17),
Di-HHDP-glucosa (Pedunculagina) (18), HHDP- galoil-glucosa (19), Di-HHDP-
galoil-glucosa (20), HHDP-di galoil-glucosa (21), Di-HHDP- galoil-glucosa (23),
Tri- galoil-HHDP-glucosa (24).

Tabla 1. Tiempo de retencion, espectro de UV/isible, ibn molecular y

fragmentacién de los compuestos fendlicos identificados en la composicién del
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compuestos se pueden

Tiempo de mg/100 mg
L _ | Amax fragmentos L
N° | Compuesto retencién [M-H] composicion
_ (nm) Ms _
(min) (mediatsd)
Flavanoles
316, 221,
4 Miricetina glicosido 27,5 479 264, 358 179 1,40110,053
6 Miricetina pentosido 304 449 272,356 | 316 trazas
Taninos hidrolizados
1 Acido valoneico dilactona 15,4 469 255,374 | 425 5,457+0,099
Derivados del acido elagico
2 Acido elagico hexdsido 247 463 255,362 | 301 7,519+0,081
3 Acido elagico pentdsido 28,9 433 254,360 | 301 20,4240,16
Acido elagico
5 29,7 447 254,364 | 300 12,9410,28
dehoxihexosido
7 Acido elagico 30,9 301 256, 368 | 229 76,4940,49
8 Derivado del acido elagico | 35,9 489 254,362 | 301 3,904+0,058
9 Derivado del acido elagico | 36,5 489 254,362 | 429, 301 3,128+0,064
10 | Derivado del 4cido elagico | 37,2 586 254,360 | 415, 301 2,27+0,14
12 | Derivado del 4cido elagico | 40,8 720 254,362 | 301 1,508+0,027
13 | Derivado del 4cido elagico | 41,5 720 254,362 | 301 1,618+0,008
Total 129,800,715
Elagitaninos
915, 889,
15 | Castalagina 11,5 933 246 64,51+1,11
631
915, 889,
16 | Vescalagina 13,9 933 246 631 228,88+1,89
17 | Elagitanino 15,8 1221 240 915 19,3840,78
18 | Pedunculagina 16,2 784 240 481, 301 17,930,117
19 | HHDP- galoil-glucosa 19,8 633 240,270 | 463, 301 17,80+1,13
917, 633,
20 | Di-HHDP- galoil-glucosa 20,5 935 240, 270 201 38,3742,78
21 | HHDP- galoil-glucosa 21,8 875 240,272 | 484, 301 7,8910,41
917, 633,
23 | Di-HHDP- galoil-glucosa 259 935 240, 270 301 5,71+0,35
767, 741,
24 | Tri- galoil-HHDP-glucosa 27,9 937 240, 276 4,89+0,17
465, 301
Total 405,3510,98
Derivados del acido galico
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14 | Acido gélico 9,0 169 274 125 29,56+0,71
22 | Derivado del acido galico 241 915 240, 274 | 457, 169 6,4310,41
Derivado del 4cido galico 551, 523,
25 37,8 569 238, 274 6,4010,50
169
Total 42,40+0,54
Total 578,0110,55

Las proantocianidinas fueron cuantificadas tras degradacién por el método de
la floroglucindlisis, y por analisis de los productos de hidrolisis mediante HPLC-
DAD-fluorescencia, empleando como patron los productos de degradacién de

la procianidina B2.

Proantocianidinas: catequina, catequina galato, galocatequina,

epigalocatequina, epigalocatequina aducto, galocatequina galato

Tabla 2. Tiempo de retencidn, espectrometria UV/Visible, ibn molecular y

fragmentacién de las proantocianidinas identificados en la composicion del

ejemplo 1.
Tiempo de mg/100 mg
- _ | Amax fragmentos o
N° | Compuesto retenciéon | [M-H] composicion
] (nm) MS ]
(min) (mediatsd)
30 | Catequina 15,3 289 275 245,205,179 | 213,5343,27
31 | Epicatequina 19,1 289 trazas
32 | Catequina aducto 1,5 413 trazas
33 | Epicatequina aducto 12,0 413 277 287,261,175 | 845,48+1,89
34 | Catequina galato 249 441 277 331, 289, 169 | 52,02+0,40
35 | Epicatequina galato 27,4 441 trazas
36 | Galocatequina aducto 17,4 565 277 439,413,395 | 677,73+11,99
37 | Epigalocatequina aducto | 23,6 565 trazas
38 | Galocatequina 10,7 305 277 287,219,178 | 45,2844,72
39 | Epigalocatequina 14,4 305 277 287,219,178 | 60,1040,67
40 | Galocatequina aducto 6,1 429 trazas
41 Epigalocatequina aducto | 8,6 429 275 303, 261, 177 409,206, 47
42 | Galocatequina galato 19,3 457 275 331, 305,287 | 352,7540,13
43 | Epigalocatequina galato | 22,2 457 trazas
Galocatequina galato
44 10,2 581 trazas
aducto
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Epigalocatequina galato
45 duct 12,4 581 275 455,429,319 | 767,46+0,13
aducto

Total 3525,5413,30

Ejemplo 2.2. Determinacién de polifenoles, vitamina C y actividad

antioxidante del producto del ejemplo 1.

En la siguiente tabla se muestra la concentracion de los polifenoles del

producto obtenido mediante el procedimiento descrito.

Tabla 3. Composicion de los polifenoles mayoritarios identificados totales en

mg por 100 g de producto.

Metabolitos mg/100g

Flavonoles 1,4

Derivados del elagico | 135,26

Elagitaninos 405,36
Galotaninos 42 39
Proantocianidinas 3423,54

El producto de la invencién tiene un contenido de proantocianidinas derivadas
de la epicatequina, la epigalocatequina y sus correspondientes galatos con una

concentracion por encima de 3 gramos por 100g.

El grado medio de polimerizacion de alrededor de 3 indica que el grado de
potencial absorcion de estas proantocianidinas es elevado y esto supone uno

de los principales valores afiadidos de este producto.

La vitamina C (ascérbico + dehidroascérbico) fueron cuantificados por HPLC

con deteccion UV tras derivatizacion. Los resultados se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Contenido de acido ascorbico, dehidroascérbido y Vitamina C total en

la composicidn del ejemplo 1.

. Total Vitamina
i Acido
Acido ascorbico (%) . . C total
dehidroascérbico (%)
(9/100g)
9,25 0,40 9,65

En la siguiente tabla se puede observar el contenido en vitamina C del producto

de la invencidn respecto de otros productos procedentes de otros frutos.

Tabla 5. Contenido en vitamina C de diferentes frutos liofilizados (valores son

g/100 g peso seco).

Fruto Vitamina C
Producto de Camu-Camu 9,7 g/100
Acerola 5-7 g/100
Grosella negra 2 g/100
Naranja y limén 0,5 g/100
Fresa 0,6 g/100
Guayaba 2,3-3 g/100

La capacidad antioxidante de los diferentes extractos se llevd a cabo mediante
los métodos del ABTS, DPPH y ORAC frente at Trolox, métodos bien

conocidos en el estado de la técnica. Los resultados se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Capacidad antioxidante de la composicion del ejemplo 1 por los
métodos ABTS, DPPH y ORAC. (" umol trolox/g composicién)

ABTS "’

DPPH’ ORAC’
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752,3 1036,4 755

Como puede observarse en la tabla 7, la capacidad antioxidante del producto
de la invencidn es superior a la capacidad antioxidante mostrada en otros frutos

con capacidad antioxidante reconocida.

Tabla 7. Capacidad antioxidante, ABTS, DPPH Y ORAC de diferentes frutos en

equivalentes de umoles de trolox/g peso seco de muestra.

Fruto ABTS | DPPH | ORAC
Producto Camu-Camu 752,3 1 1036,4 | 755
Fresa 250 300 153
Uva - - 36,5
Manzana - 40 13,2
Cacao (polvo) 620 450 -

Ejemplo 3. Estudio farmacocinético de la vitamina C del producto del

ejemplo 1 frente a la vitamina C sintética

Se realizé un estudio farmacocinético que consistid en un estudio cruzado
durante 3 semanas con intervencidn dietética controlada en una poblacion de
12 individuos, divididos en dos grupos de 6 individuos para estudiar los efectos
de la ingesta del producto del ejemplo 1 (producto de la invencion) y de la
vitamina C sintética. A un grupo se le suministrd el producto de la invencion
durante una semana, luego estuvieron una semana de lavado y posteriormente
se les suministro la vitamina C sintética. Al otro grupo se le suministraron la
vitamina C sintética en primer lugar, luego una semana de lavado y por ultimo
se les suministrd el producto de la invencién. La vitamina C sintética elegida es
de la marca comercial Redoxon 500 mg. Se compard la biodisponibilidad de la
vitamina C del producto de la invencion frente a la sintética y estudiar su

farmacocinética, asi mismo se estudiaron los principales parametros de
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oxidacion de ADN asi como los marcadores de nivel antioxidante en plasma
ORAC, GSH, y 8-OHdG.

Poblacién de estudio

Los individuos participantes en el estudio (n=12) fueron individuos sanos, no
fumadores, no vegetarianos, sin historia de enfermedad gastroinstestinal,
enfermedad cardiovascular, alteraciones hemostaticas, o enfermedad cronica,
y no estaban realizando un régimen alimentario para perder peso y
aparentemente no tenian ninguna enfermedad. La edad de los participantes

oscilé entre los 20 y los 30 anos.

Disefio experimental

Los individuos obligatoriamente evitaron cualquier derivado citrico la semana
previa a la primera intervencion y durante las siguientes semanas. Asimismo,
restringieron al maximo durante el periodo de estudio la ingesta de frutas y
algunos derivados, asi como cacao, té, cerveza, vino y zumos en general.
Quedd prohibida la ingesta de estos derivados el dia antes de cada uno de los

ensayos.

Se dard una cantidad equivalente a 250 mg de vitamina C del producto de la
invencién, o 250 mg de vitamina C sintética, disueltos en agua, cada
componente de las comidas facilitadas se pes6. En los ensayos cruzados, los

participantes comieron exactamente lo mismo cuali- y cuantitativamente.

8-OHdG (8-hidroxideoxiguanosina)

Este analisis se realizé con un kit de ELISA (Japan Institute for the Control of
Aging) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El anticuerpo
monoclonal de 8-OHdG en la base de la placa reacciona completamente con el

enlace del 8-OHAG en la solucién de la muestra. La adicién de la muestra
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produce un color proporcional a la cantidad de 8-OHdG. La reaccién se detiene
con la adicion del acido fosférico, y se mide la absorbancia a 450 nm. El

coeficiente de variacion intra-dia dio resultados < 4%.

Los niveles de 8-OHdG han sido extensamente estudiados como un claro
marcador de oxidacion de ADN. En el 70% de los participantes, se observo una
disminucién de los valores de 8-OHdG, de 30,8 £ 5,8 a24,2 £3,6 ng/ml a las 11
h. Tras 24 h estos valores no muestras diferencias significativas, siendo los
valores medios 25,1 = 4,5 ng/ml. El resto de los participantes no muestran

variaciones significativas de estos valores.

Tabla 8. Variacion en tanto por ciento de 8-OHdG a las 11 hy a las 24 h con el
producto de la invencidn y con vitamina C sintética, tomando como 100% los

valores basales.

Horas Producto invencion (%) | Vitamina C Sintética (%)
11h 78,57 80,77
24h 81,49 100,00

Estos datos también estan representados en la figura 11.

Tal y como se muestra en la tabla 8 y en la figura 11, el efecto del producto de

la invencion se mantiene a las 24 horas.

ORAC-FL

La capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) se llevo a cabo
con un lector de microplacas (Synergy HT- multi-detection microplate reader),
de Bio-Tek Instruments, mediante microplatos de 96 pocillos con paredes
negras y fondo limpio, de la marca Nalge Nunc International. La fluorescencia
se midié a través del fondo limpio, con una energia de excitacion 485/20 nm y

un filtro de emisién de 528/20 nm. El lector fue controlado por el software KC4,
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version 3.4. La reaccion se llevo a cabo en un tampdn de fosfato de sodio (pH
7,4) y la reaccion final fue 200 pul. FL(fluorescencia) (100 ul, 3nM, concentracion
final) y la muestra en ausencia o en presencia de HP-B-CDs (70 ul) en los
pocillos. La mezcla fue incubada durante 30 min. a 37°C, antes de adicionar
una solucién de AAPH (2,2’-azobis(2-amidino-propan) dihidrocloruro) (30 ul, 19
mM). EI microplato fue inmediatamente posicionado en el lector de
fluorescencia y se tomaron medidas cada 1,14 min., durante 120 min. El
microplato automaticamente es agitado justo antes de cada lectura. Se
introduce un blando con FL y AAPH utilizando el tampdn fosfato sodico en vez
de la solucidn antioxidante, y ocho puntos de calibracién utilizando una solucién
Trolox C (desde 6,25 hasta 31,25 uM) como antioxidante. Todas las reacciones
se hicieron por triplicado para cada muestra. Para evitar el efecto de la
temperatura solo se utilizaron 60 de todos los pocillos disponibles en cada
microplaca, el resto se llené con agua destilada. Los valores se expresan en

equivalentes de umoles Trolox.

La capacidad antioxidante del plasma viene determinada por muchos factores y
sustancias, aun asi es posible correlacionar su valor con la ingesta de
alimentos ricos en antioxidantes. Tanto en la tabla 9 como en la figura 12 se
puede apreciar claramente que el producto de la invencién no solo consigue
tener una diferencia significativa, sino que ademas la mantiene a las 24h, frente
a la vitamina C sintética cuya diferencia es menor, y al as 24h vuelve a sus

valores iniciales.

Tabla 9. Variacion en tanto por ciento de ORAC a las 11 hy a las 24 h con el
producto de la invencién y con vitamina C sintética, tomando como 0% los

valores basales.

Horas Producto invencion (%) Vitamina C Sintética (%)
11h 6,24 3,93
24h 572 0,57
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GSH
Por GSH se entiende glutatién reducido, un antioxidante, ayuda a proteger las
células de especies reactivas de oxigeno como los radicales libres y los

peroxidos. Por GSSG se entiende glutation oxidado.

Se determind mediante el kit Glutathione Assay Kit (GSH, GSSG and Total,
Biovision). ElI GSH reacciona con OPA para generar un compuesto
fluorescente, que se mide espectrofotométricamente. El nivel de GSSG puede

medirse reduciéndolo con un agente reductor para pasarlo a GSH.

Se tomaron 40 pl del preparado con acido perclérico (6N) y se afiaden 20 L de
KOH frio para precipitar el acido perclérico y neutralizar las muestras (el pH en
ese momento ha de estar entre 5-10). Se mantuvo en hielo durante 5 min y se
centrifuga 2 mina 13000 g a 4°C. Se tomaron 10 pl, se enrasaron hasta 90 ul
con buffer. Y se afiadieron 100 ul de OPA (O-ftalaldehido) en la muestra.
Después de incubar durante 40 min se realiza la medicion a 340 nm

(excitacidon) y 420 nm(emisidn) frente a una curva estandar.

El tripéptido GSH es sintetizado por el organismo y juega un papel muy
importante para eliminar radicales perdxido y grupos electréfilos, sus niveles en
plasma han sido muy estudiados y relacionados con diferentes enfermedades
degenerativas, cancer, envejecimiento, etc. jugando un papel muy importante

en otras rutas de sefalizacion celular en procesos inflamatorios.

Los valores medios iniciales de los niveles GSH en los participantes que
consumieron el producto de la invencién es de 380,8 64,0 ug/ul. Tras su
consumo estos valores aumentaron a las 11 horas hasta alcanzar valores
medios de 644,4 + 82,0 ug/ul. A las 24 horas los valores son aun superiores
(893,6 £ 62,0 ug/ul, observandose diferencias significativas respecto a los

valores observados alas 11 h.
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Cuando los participantes consumieron vitamina C sintética, los valores medios
de GSH aumentan de 596,3 +82.0 ug/ul a 811,8 +43.0 ug/ul a las 11 h de su
ingesta. A las 24 h esta concentracion disminuye hasta 628,1 +45.0 ug/ul), no

observandose diferencias significativas respecto a los valores iniciales.

Como podemos apreciar la ingesta del producto de la invencion tiene un papel
muy positivo en los niveles de GSH a las 11 horas, pero ademas estos valores
son incluso mayores a las 24 horas, indicando que su efecto es prolongado en

el tiempo.

En la tabla 10 y en la figura 13 se puede apreciar la variacion de GSH respecto

a sus valores basales.

Tabla 10. Variacién de GSH en tanto por ciento, tomando como 100% los

valores basales.

Horas Producto invencion (%) Vitamina C Sintética (%)
11h 169,22 136,14

24h 234,66 105,33

Vitamina C

Las muestras se descongelaron e inmediatamente se tomaron alicuotas de 100
ul a los que se adicionaron 200 ul de acetonitrilo para precipitar proteinas y 100
Ml de sal de EDTA 0,15% para estabilizar la vitamina C, las muestras fueron
centrifugadas, filtradas e inmediatamente pinchadas para evitar la pérdida de

vitamina C.

Las muestras fueron analizadas en un UPLC-QqQ-MS (Agilent Technologies),
su identificacidon y cuantificacién se realizd por comparacion en tiempo de
retencién y espectro de masas con patrones analiticos de acido ascorbico y

acido dehidroascoérbico.
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El método fue previamente validado mediante la adiccion de acido ascérbico y
dehidroascérbico a muestras de plasma sin vitamina ¢ al haberlas dejado a
temperatura ambiente durante una semana, la recuperacién, linealidad,
repetitividad y reproducibilidad fueron acordes a los estandares establecidos.
Los resultados se expresan como la suma de acido ascoérbico mas acido

dehidroascorbico.

Los valores medios de vitamina C en todos los individuos nos da una media de
56,93 £6,91 uM/I. El valor maximo para el producto de la invencién, nos da una
media de 92,72+26,84 frente a 83,84+24 95, aunque aqui podemos ver que la
desviacidén estandar es grande debido a las diferencias de absorcidn entre los

individuos.

En la figura 14 se puede apreciar que la vitamina C del producto de la
invencion, siempre se absorbe mejor que la vitamina C sintética desde las

primeras horas de la ingesta.

Para evitar la variabilidad de absorcion entre individuos se hace un estudio de
biodisponibilidad comparando cada individuo por separado, viendo la diferencia
de absorcion entre el producto de la invencion y la vitamina C sintética en cada

individuo, que esta ilustrado en la figura 15.

De la figura 15 se pueden sacar dos conclusiones:

La diferencia de asimilacion entre de la vitamina C del producto de la invencion
y la vitamina C sintética aumenta conforme pasa el tiempo, siendo mayor a las
24 horas.

La segunda mayor diferencia se produce en la hora 5 que coincide con el nivel
postprandial, entre 1-1.5 horas después de la comida, aqui debido a la

digestidén se produce una gran asimilacion de grasas y de agentes oxidantes en
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el organismo, atacando a la vitamina C. Podemos ver como la vitamina C del
producto de la invencidén esta mas protegida frente a la sintética que sufre una

mayor disminucién con respecto a lo que podriamos esperar en una

farmacocinética normal.

En la tabla 11 se muestra la concentracidn maxima en plasma alcanzado para
la vitamina C tanto para el producto de la invencién como para la vitamina C
sintética, y el area bajo la curva de su farmacocinética a las 24 horas (AUC). Se

puede apreciar como en 11 de los 12 individuos se absorbe mejor la vitamina C
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procedente del producto de la invencién que de la vitamina C sintética.

Producto invencién Vitamina C Sintética
Individuo Cmax AUC Cmax AUC
1 118 2277 108 1980
2 145 1325 127 1173
3 129 2653 124 2585
4 103 1573 87 1348
5 84 1699 70 1499
6 113 2197 96 1841
7 106 2089 59 1218
8 66 1386 58 1131
9 67 1243 96 1655
10 66 1456 58 1224
11 89 1866 77 1643
12 92 2065 82 1823
Media 98 1819 87 1593

Ejemplo 4. Anélisis de la vitamina C glucosilada del producto del ejemplo

1.
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Los resultados mostrados en el ejemplo 3 muestran que la vitamina C del
producto de la invencion esta protegida de alguna manera, lo que hace que sus
efectos se mantienen mas en el tiempo, comparado con una vitamina C

sintética.

Por tanto se llevaron a cabo los siguientes analisis para identificar los derivados

de vitamina C que pudieran estar presentes en el producto de la invencion.

En la figura 16 se muestra el cromatograma del producto del ejemplo 1 a 240

nm.

Ejemplo 5. Procedimiento de obtenciéon del producto concentrado de la

invencion.

Se prepard un concentrado de vitamina C y sus derivados glucdsidos a partir

del producto del ejemplo 1 mediante las siguientes etapas:

- se mezcld un gramo del producto del ejemplo 1 en 10 ml de agua;

- se anadio acido citrico 2M;

- se agitd la mezcla para su homogeneizacion;

- se centrifugd y se separaron las dos fases, liquida y sélida;

- la fase liquida, que comprende los componentes hidrosolubles en pH &acido,

se liofilizo.

Se determiné el contenido en vitamina C y de los derivados glucésidos de la
vitamina C en el liofilizado, siendo de un 40% de vitamina C y un 20% de

vitamina C glucosilada.
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento de obtencion de un producto de frutos de Myrciaria dubia que

comprende las siguientes etapas:

a) Seleccionar frutos de Myrciaria dubia con un ratio de soélidos

solubles/acidez de entre 1,40 y 2,30,

b) eliminar las semillas de los frutos seleccionados en la etapa (a),

c) secar los frutos sin semillas obtenidos en la etapa (b) a una

temperatura menor de 60°C.

2.- El procedimiento segun la reivindicacion 1, donde el ratio de sdlidos

solubles/acidez es de entre 1,60 y 2,20, preferiblemente entre 1,80y 2.

3.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde

la etapa (b) comprende un aplastado de los frutos seleccionados en la etapa

(a).

4 .- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde
en la etapa (c) los frutos se secan hasta tener un contenido de humedad de un
3% a 9%.

5.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde
en la etapa (c) los frutos se secan hasta tener un contenido de humedad de un
5% aun 7%.

6.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde
la etapa (c) se lleva a cabo a una temperatura entre 20 y 55°C, preferiblemente
entre 40 y 50°C.
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7.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde

la etapa (c) se lleva a cabo en lecho fluidizado.

8.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde

la etapa (c) se lleva a cabo de 2 a 20 horas, preferiblemente de 5 a 15 horas.

9.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde

ademas hay una etapa (d) posterior a (c) de molienda.

10.- El procedimiento segun la reivindicacién anterior, donde ademas hay una
etapa (e) posterior a (d) de tamizado con una luz de malla de 0,1 mm a 1 mm,

preferiblemente de 0,2 mm a 0,8 mm.

11.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, donde
ademas hay una etapa de extraccion de los componentes hidrosolubles en

disolucién con pH acido.

12.- El procedimiento segun la reivindicacion anterior donde la disolucion con

pH acido comprende un acido tricarboxilico.

13.- El procedimiento segun la reivindicacion anterior, donde el acido

tricarboxilico es acido citrico.

14.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, donde

la disolucién obtenida en la etapa de extraccion se liofiliza.

15.- Producto obtenido por el procedimiento segun cualquiera de las

reivindicaciones anteriores.

16.- El producto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde dicho
producto comprende vitamina C en una concentracion de entre 5 y 20 g/100g

de producto, preferiblemente entre 7 y 15 g/100g de producto.
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17 .- El producto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde dicho
producto ademas comprende vitamina C glucosilada en una concentracion de

entre 0,5y 5 g/100 g de producto.

18.- El producto segun la reivindicacion anterior donde la vitamina C

glucosilada comprende un monosacarido.

19. El producto segun la reivindicacién anterior donde el monosacarido se

selecciona de galactosa, glucosa y cualquiera de sus mezclas

20. El producto segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19 donde la
vitamina C glucosilada se selecciona de AA-2G, AA-3G, AA-5G, AA-6G y

cualquiera de sus mezclas.

21.- El producto segun la reivindicacion anterior, donde la vitamina C

glucosilada comprende AA-2G.

22. El producto segun cualquiera de la reivindicaciones 16 a 21, donde dicho
producto comprende polifenoles en una concentracion de entre 3500 y 5000

mg/100g de producto, preferiblemente entre 3700 y 4250 mg/100g de producto.

23.- El producto segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 22, donde dicho
producto comprende proantocianidinas en una concentracion de entre 3000 y
4000 mg/100g de producto, preferiblemente entre 3200 y 3800 mg/100g de

producto.

24.- Producto obtenido por el procedimiento segun la reivindicacion 14.

25.- El producto segun la reivindicacion anterior que comprende entre un 40% y

un 80% en peso de vitamina C.
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26.- El producto segun la reivindicacion anterior, que comprende entre un 10%

y un 30% en peso de vitamina C glucosilada.

27.- Composicion que comprende el producto segun cualquiera de las

reivindicaciones 15 a 26.

28.- La composicidon segun la reivindicacién anterior, donde dicha composicidén

es una composicion alimentaria, farmacéutica o cosmética

29.- La composicion segun la reivindicacion anterior, donde si dicha
composicidbn es una composicion farmacéutica comprende excipientes

farmacéuticamente aceptables.

30.- La composicion segun la reivindicacion anterior, donde dicha composicion
esta en forma de comprimido, capsula, polvo, granulo, ungtento, solucion,
supositorio, inyectable, inhalante, gel, jarabe, nebulizador, microesfera o
aerosol, preferiblemente en forma de comprimido, capsula, polvo, granulo,

solucion, supositorio o jarabe.

31.- Uso del producto segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 26 6 de la
composicidbn segun cualquiera de las reivindicaciones 27 a 30 como

antioxidante.

32.- Uso del producto segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 26 6 de la
composicidén segun la reivindicacion 27 para la fabricacién de una composicion

alimentaria.

33.- Uso del producto segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 26 6 de la
composicién segun la reivindicacion 27 a 30 para la fabricacion de un

medicamento.



WO 2014/020219 PCT/ES2013/070562

45

34.- Uso del producto segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 26 6 de la

composicidon segun la reivindicacion 27 para la fabricacién de un cosmético.
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