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@Resumen:

La presente invencion se refiere a un procedimiento
para la obtencién de un extracto rico en L-citrulina a
partir de plantas cucurbitaceas que comprende los
siguientes pasos:

a) corte y molienda de la planta o de la parte de la
misma

b) separacion del extracto rico en L-citrulina a partir
del producto obtenido en el paso a) mediante
agitacién, centrifugado y filtrado

¢) secado por aspersion del producto obtenido en el
paso b).
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DESCRIPCION
Procedimiento para la obtencion de un extracto de L-citrulina a partir de plantas curcubitaceas.
Campo de la invencion

La presente invencion se encuadra en general en el sector agroalimentario y en particular, se refiere a un
procedimiento para la obtenciéon de extracto rico en L-citrulina a partir de plantas curcubitdceas y su uso en la
industria alimentaria, cosmética y/o farmacéutica.

Estado de la técnica

La industria de los productos minimamente procesados en fresco (PMPF) o de la IV Gama, genera una gran
cantidad de subproductos como cortezas, semillas, huesos, etc. Estos residuos ocasionan verdaderos problemas en
los vertederos causando un serio problema ambiental. La disposicion de estos subproductos es uno de los mayores
problemas a los que se enfrenta la mayoria de las plantas procesadoras de alimentos y se ve agravado por las
restricciones legales (Oreopoulou, V., Tzia, C. (2006). Utilization of plant by-products for the recovery of proteins,
dietary fibers, antioxidants, and colorants. In: Oreopoulou, V., Russ, W., (Eds.), Utilization of by-products and
treatment of waste in the food industry. Edit.: Springer, USA. Chapter 11, 209-256). Los rendimientos de los PMPF
nunca son del 100%, oscilando entre 50 a un 70%, ya que su piel y/o semillas y/o corazén son eliminadas. Ademas,
productos enteros que no alcanzan un minimo de calidad como frutas y hortalizas pequefias, con dafios externos o
deficientes en su calidad son también rechazadas en el proceso de produccién. Estas mermas ligadas a los
descartes de pieles y otras secciones del fruto/hortaliza dan lugar a una ingente cantidad de residuos.

La sandia (Citrullus lanatus Thumb.) es una fruta de gran importancia econémica con una produccion mundial de
98,04 Mtn/afio. Es una fuente rica en licopeno. Este es un precursor del B-caroteno y es un carotenoide de gran
interés debido a su capacidad antioxidante en neutralizar radicales libres reduciendo el dafio oxidativo celular. Se ha
demostrado que el consumo elevado de frutas y verduras ricas en licopeno est4 asociado con una menor incidencia
de enfermedades coronarias y algunos tipos de cancer como el de préstata y rifion. Ademas es una importante
fuente natural de un aminoacido biolégico, no-esencial, como la citrulina (Tarazona-Diaz, M., Viegas, J., Moldao-
Martins, M., Aguayo, E. (2011). Bio-active compounds from flesh and by-product of Spanish fresh-cut watermelons
cultivars. J. Sci. Food Agr. 91, 805-812). Indicar que existe variabilidad varietal en la concentracion de L-citrulina,
siendo la variedad Fashion una de las que mayor concentracion presenta. La citrulina es un eficaz eliminador de
radicales libres y un fuerte antioxidante. La sintesis de novo de citrulina en el intestino delgado de ratas permite la
conversion en el rifion del (83%) de citrulina en arginina. La arginina es un aminoacido esencial que presenta un
papel importante a nivel de la funcion reproductiva, pulmonar, renal, gastrointestinal, del higado e inmune, y favorece
la curacién de las heridas. Otros estudios, han sefialado que una complementacion dietética con arginina reduce la
masa grasa y mejora la sensibilidad a la insulina en humanos obesos y diabéticos del tipo 2 (Lucotti, P., Setola, E.,
Monti, L.D., Galluccio, E., Costa, S., Sandoli, E.P. (2006). Beneficial effect of a long-term oral L-arginine treatment
added to a hypocaloric diet and exercise training program in obese insulin-resistant type 2 diabetic patients. Am. J.
Physiol. 291, 906-912). La citrulina se ha administrado como tratamiento para la astenia y el cansancio funcional que
puede aparecer en épocas de esfuerzo fisico y en la practica deportiva.

La recuperacion de los compuestos bioactivos de las plantas ha ganado interés en los Ultimos afios. Existen muchas
técnicas que permiten la extracciéon y purificacion de compuestos activos de plantas, no obstante, la mayoria de
estos métodos son lentos y de dificil uso industrial al no poder realizarse a gran escala.

Existe pues la necesidad de proporcionar un método para la recuperacién de L-citrulina a partir de subproductos
agroindustriales, que contengan propiedades dietéticas especificas y funcionales, pueden ser utilizados eficazmente
como materia prima para desarrollar nuevos productos alimenticios, cosméticos y farmacéuticos.

Explicacion de lainvencion

La presente solicitud de patente proporciona un procedimiento para la obtencién de un extracto natural de L-citrulina
a partir de la corteza de frutos de plantas cucurbitaceas, en un ejemplo particular a partir de la corteza de sandia.
Este extracto es una alternativa al aprovechamiento y revalorizacién de los compuestos funcionales presentes
principalmente en los subproductos de sandia y la posibilidad de ser reutilizados en la industria alimentaria,
cosmeética o farmacéutica.

Asi pues en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencion de un extracto
rico en L-citrulina a partir de plantas cucurbitaceas o partes de las mismas (de ahora en adelante procedimiento de
la presente invencidn) que comprende los siguientes pasos:

a) corte y molienda de la planta o de la parte de la misma, mas en particular, la molienda se realiza de
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forma mecanica con molino o licuadora, no obstante, la molienda puede llevarse a cabo mediante
cualquier técnica conocida por un experto en la materia.

b) separacion del extracto rico en L-citrulina a partir del producto obtenido en el paso a) mediante
agitacion, centrifugado y filtrado

c) secado por aspersion del producto obtenido en el paso b). Mas en particular, el secado se realiza a una
temperatura comprendida entre 100-200 °C durante 20-180 segundos.

En una realizacion particular, el procedimiento de la presente invencion comprende una etapa de opcional, de
adicion de maltodrextrinas previa al secado por aspersion del paso c).

En una realizacién particular, el procedimiento de la presente invencién comprende una etapa de de dilucion del
producto final obtenido en el paso c).

El procedimiento de la presente invencién se puede llevar a cabo a partir de plantas cucurbitaceas (sandia, melén,
calabacin, pepino, calabaza etc), o parte de las mismas, hojas y tallos, frutos, o parte de los frutos (corteza y pulpa).

En una realizacion particular, el procedimiento de la presente invencion se realiza a partir de la planta cucurbitacea
(hojas y tallos) o del fruto. En este caso el procedimiento de la presente invencion comprende una etapa previa a la
etapa b) de degradacion de la celulosa. En una realizacion mas en particular, la degradacién de la celulosa se
realiza mediante con 0,5-5 g/L de celulasa de Trichoderma reesei.

En una realizacidn particular, el procedimiento de la presente invencibn comprende una etapa de dilucion del
producto obtenido en la etapa a). Mas en particular, la dilucion se realiza con agua milli-Q en una relacién 1:2

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere al extracto rico en L-citrulina obtenido segin el
procedimiento de la presente invencion.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere al uso del extracto rico en L-citrulina obtenido por el
procedimiento de la presente invencién como suplemento alimentario.

En un cuarto aspecto, la presente invencién se refiere al uso del extracto rico en L-citrulina obtenido por el
procedimiento de la presente invencién como ingrediente cosmético.

Breve descripcion de los figuras

FIG 1. Muestra el diagrama del procedimiento para la obtencion del extracto de L-citrulina a partir de la corteza de
la sandia.

Exposicion detallada de modos de realizacidn
Ejemplo 1: obtencion de extracto rico en L-citrulina a partir de corteza de sandia.

El procedimiento de obtencién de L-citrulina a partir de la corteza de la sandia, comenzé con un lavado y
desinfeccion del producto entero con una solucidn higienizante, como solucion higienizante se utilizé hipoclorito
sédico de entre 100 y 150 ppm a pH de 6,5 durante 2 min, pero se pueden utilizar otros desinfectantes como &cido
peroxiacético, acido lactico, cloro gaseoso, didxido de cloro.

A continuacion se realizaron cortes transversales en la sandia utilizando un cuchillo afilado, para separar la pulpa y
la corteza. Seguidamente se troced la corteza en secciones de 1 cm o similares. Este procesado se realizd en una
camara de refrigeracion higienizada a 10 + 2 °C.

Una vez separada la pulpa de la corteza, y después del corte de la corteza, se realizé la molienda de la misma
mediante un molino o licuadora, de tal forma que se obtuvo un producto homogéneo.

Después de la molienda, se procedié a la dilucién del producto con agua Milli-Q se realiza en una relacion 1:2 para
poder realizar una mezcla homogénea y facilitar la extraccién. Otras relaciones de volumen pueden ser aplicables.

A continuacién se realiz6 la degradacion de la celulosa mediante reaccion enzimatica con celulasa a partir de
Trichoderma reesei entre 0,5-5 g/L, enzima capaz de degradar la celulosa en celobiosa y glucosa. El hongo
Trichoderma reesei es un microrganismo celulitico que contiene cuatro grandes celulasas (1,4-beta-D-
glucancelobiohidrolasas CBHI, y CBHII, endo-1,4-beta-D-glucanasa EGI y EGII). Otras enzimas pueden ser
afnadidas teniendo como finalidad la separacion de los compuestos que constituyen la corteza de la sandia.

Después de la degradacion se realizdé una agitacion d el extracto natural en oscuridad a 5°C durante 30 min. Otra
temperatura y duracién es también aplicable.
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A continuacion se realizé un centrifugando a 16000 g/10 min/5°C. Una vez centrifugado el extracto se tomé el
sobrenadante. Otras condiciones de centrifugacion podrian ser aplicables.

Después del centrifugado, se realizé un filtrado con un tamiz de malla.

Una vez filtrado, se procedié a un secado por aspersion con temperaturas comprendidas entre 100 a 220°C durante
20 a 180 segundos. Opcionalmente se pueden maltodextrinas para alcanzar una concentracion de solidos del 20%.
Otras condiciones de temperatura, tiempo y concentracion de sélidos podrian ser aplicables. De esta manera se
obtuvo el extracto seco rico en L-citrulina.

Este extracto seco fue reconstruido con agua Milli-Q de tal forma que se obtuvo el extracto liquido rico en L-citrulina.
Este extracto liquido puede ser pasteurizado para alargar su vida util.

Ejemplo 2: obtencion de extracto rico en L-citrulina a partir de pulpa de sandia.

Una vez separada la pulpa de la corteza, se realiz6é la molienda de la misma mediante una licuadora, de tal forma
gue se obtuvo un producto homogéneo.

A continuacién se realiz6 el almacenado el extracto natural en oscuridad a 5°C durante 30 min, con agitacion
continda.

Se procedié con un centrifugando a 16000 g/10 min/5°C. Una vez centrifugado el extracto se tomd el sobrenadante.
Otras condiciones de centrifugacion podrian ser aplicables.

Después del centrifugado, se realizé un filtrado con un tamiz.

Una vez filtrado, se procedid a un secado por aspersion con temperaturas comprendidas entre 100 a 220°C durante
20 a 180 segundos. Opcionalmente afiadieron maltodextrinas para alcanzar una concentracion de sélidos del 20%.
Otras condiciones de temperatura, tiempo y concentracion de solidos podrian ser aplicables. De esta manera se
obtuvo el extracto seco rico en L-citrulina.

Este extracto seco fue reconstruido con agua Milli-Q de tal forma que se obtuvo el extracto liquido rico en L-citrulina.
Este extracto liquido puede ser pasteurizado para alargar su vida util.

Ejemplo 3: obtencion de extracto rico en L-citrulina a partir de las hojas y tallos de la planta de sandia.

El procedimiento de obtencién de L-citrulina a partir de las hojas y tallos, comenzé con un lavado y desinfeccion de
la plana con una solucién higienizante, como solucién higienizante se utilizé hipoclorito sédico de entre 100 y 150
ppm a pH de 6,5 durante 2 min, pero se pueden utilizar otros desinfectantes como acido peroxiacético, &cido lactico,
cloro gaseoso, didxido de cloro.

A continuacion se procedio al corte de las partes de la planta en secciones de 1 cm o similares. Este procesado se
realizé en una camara de refrigeracion higienizada a 10 + 2 °C.

Después se realizé la molienda de la planta mediante un molino, de tal forma que se obtuvo un producto
homogéneo.

Después de la molienda, se procedio a la dilucion del producto con agua Milli-Q se realiza en una relacion 1:2 para
poder realizar una mezcla homogénea y facilitar la extraccién. Otras relaciones de volumen pueden ser aplicables.

A continuacién se realiz6 la degradacion de la celulosa mediante reaccion enzimatica con celulasa a partir de
Trichoderma reesei entre 0,5-5 g/L, enzima capaz de degradar la celulosa en celobiosa y glucosa. El hongo
Trichoderma reesei es un microrganismo celulitico que contiene cuatro grandes celulasas (1,4-beta-D-
glucancelobiohidrolasas CBHI, y CBHII, endo-1,4-beta-D-glucanasa EGI y EGII). Otras enzimas pueden ser
afnadidas.

Después de la degradacién se realizé el almacenado el extracto natural en oscuridad a 5°C durante 30 min, con
agitacion continda.

A continuacion se realizé un centrifugando a 16000 g/10 min/5°C. Una vez centrifugado el extracto se tomo el
sobrenadante. Otras condiciones de centrifugacion podrian ser aplicables.

Después del centrifugado, se realiz6 un filtrado con un tamiz.

Una vez filtrado, se procedidé a un secado por aspersion con temperaturas comprendidas entre 100 a 220°C durante
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20 a 180 segundos. Opcionalmente se pueden maltodextrinas para alcanzar una concentracién de soélidos del 20%.

Otras condiciones de temperatura, tiempo y concentracion de sélidos podrian ser aplicables. De esta manera se
obtuvo el extracto seco rico en L-citrulina.

Este extracto seco fue reconstruido con agua Milli-Q de tal forma que se obtuvo el extracto liquido rico en L-citrulina.
Este extracto liquido puede ser pasteurizado para alargar su vida util.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencién de un extracto rico en L-citrulina a partir de plantas cucurbitaceas o partes de las
mismas que comprende los siguientes pasos:

a) corte y molienda de la planta o de la parte de la misma

b) separacién del extracto rico en L-citrulina a partir del producto obtenido en el paso a) mediante
agitacion, centrifugado vy filtrado

c) secado por aspersién del producto obtenido en el paso b)

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado por que comprende una etapa previa a la etapa b) de
degradacion de la celulosa.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por que comprende una etapa de
dilucién del producto obtenido en la etapa a).

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde las partes de la planta son hojas, tallos,
frutos o parte de los frutos.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por que la molienda se realiza de
forma mecénica con un molino o licuadora.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 3, caracterizado por que la etapa de dilucion se realiza con agua milli-Q en
una relacién 1:2

7. Procedimiento segun la reivindicacion 2, caracterizado por que la degradacion de la celulosa se realiza mediante
con 0,5-5 g/L de celulasa de Trichoderma reesei

8. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la etapa c) se realiza a una temperatura
comprendida entre 100-200 °C durante 20-180 segundos.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que existe una etapa opcional de adicion de
maltodrextrinas previa al secado por aspersion del paso c).

10. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por que hay un paso adicional
de dilucién del producto final obtenido en el paso c)

11. Extracto rico en L-citrulina obtenido segun el procedimiento de las reivindicaciones 1-10.

12. Uso del extracto rico en L-citrulina obtenido por el procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1-10
como suplemento alimentario.

13. Uso del extracto rico en L-citrulina obtenido por el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10
como ingrediente cosmético.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201231818

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 EP 1752156 Al (NAT UNIV CORP NARA INST) 14.02.2007
D02 FRAGKOS, K. & FORBES, A. Was Citrulline first a laxative

substance?. The truth about modern Citrulline and its isolation.
Nihon Ishigaku Zasshi. 2011. Vol. 57, N° 3, paginas 275-292.
Pagina 287.

D03 TARAZONA-DIAZ, M.P. y col. Bioactive compounds from flesh
and by-product of fresh-cut watermelon cultivars. Journal of the
Science of Food and Agriculture. 2011, Vol. 91, N° 5,

paginas 805-812.

D04 US 8173837 B1 (FISH WAYNE W) 08.05.2012

D05 CN 101372465 A (BEIJING JIANJIANKANGKANG BIOLO) 25.02.2009

D06 CN 101880245 A (NANJING ZELANG AGRICULTURE DEV CO 10.11.2010
LTD)

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

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencion de un extracto rico en L-citrulina a partir de sandia,
aunque en la primera reivindicacion se amplia a plantas cucurbitaceas, que comprende diferentes pasos sencillos como,
corte, molienda de la planta, separacion del extracto mediante agitacion, centrifugado, filtrado y secado por aspersion.

Se destaca del contenido de la descripcion que en los casos que la materia de partida sea la corteza de sandia (ejemplo
1) o las hojas y tallos de la planta de sandia (ejemplo 3), el procedimiento incluye un paso de degradacion de celulosa con
una celulasa de Trichoderma reesei.

La invencion también se refiere al extracto obtenido mediante este procedimiento y a su uso como suplemento alimenticio y
como ingrediente cosmético.

Se llama la atencidn del solicitante sobre el titulo de la invencién en la pagina 2 de la descripcion, aparece la familia
Cucurbitacea de forma incorrecta.

El documento DO1 en el ejemplo 1, parrafo [0058] (columna 10) describe la obtencion de un extracto de pulpa de sandia. Se
separa la pulpa de la exodermis, endodermis y semillas, se muele la pulpa con una batidora o licuadora y el producto
obtenido se filtra con una malla. El extracto obtenido tiene aplicaciones cosméticas como champd, ténico para el crecimiento
capilar, agua de bafio (reivindicaciones 13 a 15) ... asi como zumo de frutas.

El documento D02 divulga un estudio sobre el origen del aislamiento del amino&cido no proteico citrulina. Los autores se
remontan a un articulo publicado 1914 en japonés por Yotaro Koga y Ryo Ohtake y traducido al inglés en el apéndice B de
este articulo cientifico del 2011. En la pagina 287 se describe la obtencién a partir de la pulpa de la sandia madura, la cual
se prensa para obtener un jugo que posteriormente se filtra. El liquido es concentrado a baja temperatura.

En el documento D03 se describe el procedimiento de extraccion y analisis de citrulina de la pulpa y corteza de sandia
(pagina 807, parrafo “Extraction and analysis of citrulline”. Este proceso de extraccion implica etapas de molienda, dilucion
con acético, agitacion, centrifugacion, filtrado...para su posterior cuantificacion por cromatografia liquida. Como conclusion
los autores apuntan a la utilidad de la cascara de la sandia como fuente natural de citrulina, es particular la variedad
Fashion, sandia de cascara oscura y sin semilla, y su incorporacion como aditivo a bebidas, zumos... obteniendo alimentos
funcionales con valor para la salud.

A la vista de los documentos D01 a D03 del estado de la técnica se considera que el procedimiento descrito en la
reivindicacion 1 de la solicitud para obtener un extracto rico en L-citrulina a partir de la pulpa de sandia, es obvio para un
experto en la materia. En consecuencia se considera que tanto la reivindicacion 1 (dirigida al procedimiento) como las
reivindicaciones 11, 12 y 13 (extracto y usos) en tanto que dependen del contenido de la reivindicacion 1 carecen de
actividad inventiva (Art. 8.1. LP 11/1986).

A la vista de los documentos D01 a D03, se puede concluir que las reivindicaciones 2 a 10 dirigidas a la obtencién de un
extracto rico en L-citrulina para partir de la corteza, hojas y tallos de la planta de sandia tienen novedad y actividad inventiva
(Art. 6.1y 8.1. LP 11/1986).
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