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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencidén se refiere a un filtroc de cigarrillc altamente
eficiente, especial. En particular, la invencién se refiere a un
filtro de cigarrillo nueveo, en el cual se aplican los materiales
de origen natural no usados antes en este campo especial. Mas
particularmente, la presente invencidén se refiere a un filtro de
cigarrillo altamente eficiente, &especial, gue puede usarse
favorablemente para adscorber los componentes tdxicos del humo del
cigarrillo, y neutralizar los radicales libres producidos durante

la combustién del cigarrillo.
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FILTRO DE CIGARRILLO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a un filtro de cigarrilloe
altamente eficiente, especial. En particular, la presente
invencidén se refiere a un filtro de cigarrillo nuevo, en el cual
se usan materiéles de origen natural que no se han aplicado en
este campo especial antes. Mas particularmente, la presente
invencidén se refiere a un filtro de cigarrillo altamente
eficiente, especial, que, cuando se combina con el filtro de
acetato de celulosa conccido puede usarse favorablemente para
adsorber 1los componentes téxicos del humo del cigarrillo, vy
neutralizar los radicales libres producidos durante la combustidn
del cigarrillo.

Especialmente, el filtro de cigarrillo de acuerdo con la
presente también es apropiado para eliminar la genotoxicidad en

muestras biloldégicas y eliminar los radicales libres debido a su

alta capacidad antioxidante (SCE = Intercambio de Cromatidas
Hermanas, FACS = Clasificacién Celular Activada por
Fluorescencia, AOX = Antioxidante); reduce significativamente la

cantidad de ?%Po, uno de los factores principales responsable
para el cancer que se presenta sélo en el tabaco; reduce 1la
cantidad de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) ,
especialmente benzo(a)pireno, disminuye la cantidad de elementos

de metal pesado.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Fumar tabaco es una pasidn humana peligrosa, extendida, que
Se conoce dque causa serios e irreversibles dafios a la salud.
Actualmente, el tabaquismo es la causa pricipal entre los
diferentes factores de enfermedades de cédncer incurables. El darfio
a la salud causado por tabagquismo genera serios problemas
sociales y financieros a nivel mundial. Por ejemplo, sdélo en los
paises de la UE la muerte prematura de mas de 500,000 perscnas es
causada por los efectos perjudiciales del tabaguismo.

Como wuna consecuencia de lo anterior, es completamente
natural que el mundo entero se esfuerce en rechazar el fumar vy
aliviar los darios causados por el humo del tabaco. Esto puede
alcanzarse parcialmente al dejar de fumar o persuadir a la
persona a que deje de fumar, y en parte mediante el uso de
medios, que filtren el humo del tabaco en la mayor extensién
posible antes de entrar en el cuerpo humano.

Por décadas los medios mads ampliamente vy generalmente
aplicados para la solucidén final ha sido el filtro de cigarrillo.
Actualmente el filtro por si mismo es un segmento integrado
directamente en el cigarrillo, en un extremo de este, que se
instala en una manera gque el humo del cigarrillo puede ingresar a
las vias respiratorias y los pulmones sdlo a través de este. La
cantidad de sustancias perjudiciales en el humo de cigarrillo
puede reducirse suficientemente por los filtros de cigarrillo. De

esta manera, 1los investigadores estédn altamente interesados en
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construir un filtro de cigarrillo, que reduzca considerablemente,
0 prevenga, las ccnsecuencias fatales de fumar.

Se conoce que el humo del tebaco contiene varios miles de
sustancias guimicas, entre estas mayormente las siguientes son
responsables del desarrollo de muchas enfermedades (por ejemplo,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades respiratorias y
cancer, etc.)

- nicoctina

- alquiltran

- monéxido de carbono

- nitrosaminas

- hidrocarburos aromaticos policiclicos (benzo(a)pirenc)

- 6xidos de nitroégeno

- cilanuro de hidrégeno

- metales pesados

un radioisdtopo de polonio (acumulados en la planta de
tabaco)

- etc.

El arte previo contiene varias soluciones dirigidas a la
filtracién de las sustancias perjudiciales del humo del tabaco, y
también, se han presentado en las Gltimas décadas un gran numero
de solicitudes de patente en este campo.

Hasta ahora se han aplicado diferentes materiales o aditivos
para mejorar los filtros de cigarrillos.

La JP 59%-71677 describe un componente de filtro que
comprende sustancias naturales porosas que contienen silicato de
magnesio como el componente principal, extracto de hoja de té,

extracto de grano de café y taninos de castafia en su superficie.
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La JP-5-115273A describe tabaco obtenido al mezclar galato
de epigalocatequina del té verde con el tabace en si y con las
partes de filtro.

La JP-5-2315991A describe un filtro de tabaco que comprende
acido eléagico. Sin embargo, es imposible eliminar el componente
de alquiltrdn efectivamente manteniendo el aroma y sabor
agradable.

Por otro lado, la JP-63-248380A sugiere el uso de carbdn
activado. En realidad el carbdédn activado es un adsorbente
superior de muchos ingredientes del humo, aun para radicales
libres, pero tiene también la influencia desventajosa del gusto y
sabor agradable.

La Patente China No. 1145206A describe un filtro gque
contiene polifencl extraido del té, wvitamina C vy carbono
activado.

1a Patente de E.U.A. No. 7,302,954 describe filtros de
clgarrillos que comprenden extractos de proantocianidina de uva
usando materiales porosos o filtro de acetato de celulosa como
transportador. La proantocianidina pura tiene un efecto excelente
en eliminar los radicales libres del humo del tabaco. 8Sin
embargo, esta patente suguiere un procedimiento de extraccidn
caro y dgue consume tiempo usando agua y alcohol desidratado,
purificacién del extracto que proporciona un material de forma
liguida o semi-sélida. Este material puede usarse como un
condensadce gque contiene proantocianidina o proantocianidida
secado al remover el solvente extraido de la solucidn de extracto
por destilacidén al vacio, secado por rocio o liofilizacién. Todos

estos procedimientos son de larga duracidén y requieren una alta
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cantidad de energia. Ademas, la patente no sugiere que los
componentes correspondientes de la uva puedan usarse en otras
formas que tengan un efecto significativamente mejorado.

Investigaciones recientes se han enfocado no sélo en 1la
reduccidén de la cantidad de algquiltréan, nicotina y monéxido de
carbono, sino también en los otros componentes del humo del
cigarrillo - principalmente para la eliminacién de los radicales
libres — que son principalmente responsables para el desarrollo
de las enfermedades respiratorias. Se encontrd que alrededor de
600,000 radicales libres entran en el pulmén con una aspiracién
sencilia. Este efecto puede medirse exactamente con una técnica
apropiada, por ejemplo por la determinacidén de
quimioluminiscencia con la investigacién de aberracién del
cromosoma, © con la prueba Ames and Comet, SCE, FACS.

Es bien conocido que la quimiolumiscencia potencial de los
hidrocarburos poliaromdticos, el benzo(a)pireno carcinégeno, el
dibenzatraceno, y el dimetil-benzantraceno se demostrd por
Anderson varios afios atrds [W. Anderson, Nature (Lond.), 160, 892
{1947)]. Se ha predicho con alta previsién que la hidroxilacién
metabdlica de hidrocarburos poliaromadticos se acompafia por
quimioluminiscencia, que puede causar transformaciones malignas.
Esta fue la idea original de la quimica “oscura”, particularmente
reacciones bioguimicas, en 1las cuales se procesa un tipo de
desarrollos establecidos excitantes, lo que promueve la
mutagenicidad y efecto <carcinogénico de los hidrocarburos
poliaromaticos. La idea de Anderson se formulé de otra manera por
varios investigadores, y sus resultados se soportaron [C. S.,

Foote and S. Wexlker: J. Am. Chem Soc, 86, 3879 (1964); E. H.
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White, J. Wiecke, D. R. Roswell: J. Am. Chem. Soc, 91, 5194
(1969):; E. H. White, y C. C. Wei: J. Am. Chem. Soc, 92, 2167
{1970); E. H. White, E. Rapaport, H. H. Seliger, T. A. Hopkins:
Bioorg. Chem., 1, 92 (1971): A. A. Lamola: Biochem. Biophys. Res.
Commun. 43, 893 (1971)].

Posteriormente, muchos investigadores demostraron gque el
humo del <cigarrillo contiene moléculas inestables en alta
concentracidn, que en reaccidn con oxigeno producen
quimiocluminiscencia. Esta quimioluminiscencia se concentra en la
fase en aerosol; puede hacerse absorbiendo en los filtros de lana
de vidrico del sistema de combustidén, y puede extraerse por
solventes organicos para las mediciones. Aqui las investigaciones
de Seliger y colaboradores (H. H. Seliger, W. H. Biggley, J. P.
Hamman, Science, 185 {147} 253-6 (1974)] debieran destacarse, ya
que demuestran la dependencia de oxigeno de las reacciones
guimioluminiscentes, determinan su cinética, energia de
activacién, estudia los espectros de emusién y la intensidad de
fotdn absoluta. Se determind que no sdlo el humo del cigarrillo
exhibe quimioluminiscencia espontdnea, sino también el flujo
lateral del humo del cigarrillo: el humo de pipa, y el humo de
las hojas del &rbol de roble, cornejo y té. El humo del papel de
cigarrillo o las virutas de madera, exhiben mucho menos
quimioluminiscencia. Pero puede medirse significativamente en
muestras de aire transferidas a una lana de vidrio, tomada del
aire de un cuarto contaminado con humo de tabaco. El humo de
cigarrillo reciente contiene mucho m&s radicales libres que el
humo mads viejo. Las bases orgdnicas aceleran el ataque del

oxigeno en los radicales libres que se originan del humo y en los
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hidrocarburos poliarom&ticos. No es absolutamente necesario
conectar la quimioluminiscencia a la produccién de oxigeno
singlete, Los productos de pirélisis contienen cantidad
suficiente de radicales inestables para reaccionar directamente
con el oxigeno en estado tierra (triplete). El orden cinético de
la quimicluminiscencia indica el mecanismo de reaccién de cadena
radical. El alquitré&n y otras moléculas cancerigenos latentes,
que — principalmente en los fumadores — ya estan presentes en los
pulmones y los precursores guimioluminiscentes que se originan
del humo del cigarrillo, generan el estado excitado de estas
moléculas, que promueven la carcinogénesis. La
guimioluminiscencia de larga duracién que se origina del humo del
cigarrillo demuestra sin ambigledad que en la inhalacién del humo
los fumadores toman una dosis de quimioluminiscencia de alta

densidad, debido a la retencidn.

SUMARIO DE LA INVENCION

En consecuencia, la presente invencién se refiere a un
filtro de cigarrillo altamente eficiente, especial, que tiene las
ventajas de las soluciones que pertenecen al estado del arte,
pero al mismo tiempo elimina sus desventajas lo mas posible.
Ademas, la invencién se refiere al desarrollo de un filtro de
cigarrillo con el cual puede reducirse la gquimioluminiscencia.

Sorprendentemente se encontrd que si se aplican ciertas
sustanclas naturales mencionadas abajo en el filtro de
cigarrillo, 1la intencién de 1la invencidén puede alcanzarse

facilmente y exitosamente.
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En estos estudios se encontrd gque la reduccidén de 1la
cantidad de radicales libres, nicotina, alguitrdn, benzo(a)pireno
y otras sustancias perjudiciales puede realizarse mas
exitosamente, si se usa una combinacidén de antioxidantes de
polifenol en los filtros. En la presente invencidn se usa pepita
Yy piel de uva meclida en los filtros como antioxidante. Ademas en
los filtros se usan astaxantina y/o ardndano como antioxidantes.

La pepita y piel de uva molida pueden usarse solas 0 mas
preferiblemente en mezcla con otros componentes mencionados
abajo.

La astaxantina es un pigmento carotinoide que se presenta
naturalmente, que tiene fuerte actividad antioxidante. Ademds la
astaxantina tiene una fuerte actividad de remocién del radical
libre, y protege contra peroxidacién del lipido, dafio oxidante
del colesterol LDL, las membranas celulares, las células vy los
tejidos. La capacidad antioxidante de astaxantina es 40 veces
mayor que la de la beta-carotina, y 1000 veces mayor que la de la
vitamina E. La astaxantina puede prepararse por ejemplo a partir
de microalgas o salmdén, y en muchos paises estd en el mercado
comc suplemento nutritivo; no contiene sustancias perjudiciales a
la salud. La astaxantina puede obtenerse de la compafiia AHD
International LLC (Atlanta, EUA). La astaxantina puede usarse
sola o mas preferiblemente en mezcla con otros componentes
mencionados abajo.

El arédndano es una fruta que se presenta naturalmente. Es
muy rica en antioxidantes (anti-cianidinas, taninos), que
protegen nuestro organismo de pProcesos de oxidacidn

perjudiciales, cuidan nuestro cuerpo del envejecimiento. Se
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recomienda para la prevencidén de enfermedades cardiovasculares, vy
debido a su efecto antibacteriano, para la prevencidén vy
tratamiento de infecciones bacterianas, gque llevan generalmente a
infiamaciones, para reforzar el sistema inmunitario, y como un
aperitivo. Puede prepararse Jjugo o concentrade fresco de la
fruta, pero también puede prepararse la fruta deshidratada o
infusidn de fruta. En los filtros de la invencién el arédndano se
usa en forma de molienda. La molienda de arédndanc puede usarse
sola o més preferiblemente en mezcla con otros componentes
mencionados abajo.

En un aspecto de la invencidn como componentes con actividad
antioxidante se usan componentes de uva. Preferiblemente, se usan
las pepitas y la piel. Las pepitas y la piel de la uva son los
sub-productos del procesamiento de la uva, y pueden obtenerse de
las plantas de procesamiento de uvas. Una ventaja mayor de la
presente invencidén es que la molienda de pepita de uva esta
disponible en grandes cantidades a un precio muy bajo en
cualquier lugar en el mundo donde se presenta procesamiento de
vino y viticultura. Como este material de partida normalmente se
considerara como desecho o basura, la presente invencién también
distribuye a la mejora en el procesamiento de desechos.

Las pepitas y la piel pueden usarse en la forma de una
molienda. La molienda de las pepitas de uva es capaz de
solucionar 1los PAH (hidrocarburos poliaromaticos) gque tienen
caracter lipofilico, Yy Jjunte con la eliminacién de la
guimioluminiscencia causada por 1los PAHs en estado exitado

también remueve los PAHs.
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También se ha descubierto que la molienda de pepita de uva
tratada con el extracto de piel de la uva también es apropiada
para obtener el nivel antioxidante deseado.

La preparacién de tales moliendas y el tratamiento de Llas
moliendas con el extracto arriba mencionado es bien conocido por
cualguier persona experta en la técnica, y puede llevarse a cabo
de acuerdo c¢on los métodos usados generalmente en la industria
alimenticia e industria farmacéutica.

La molienda puede aplicarse en la forma de mezclas de dos
componentes, preferiblemente mezclas homogéneas. Como segundo
compcnente de la mezcla por ejemplo pueden usarse AlOOH.H,0 y/o
Al,0; de superficie grande y/o silicoaluminato. Ademés, también
pueden usarse carbdn activado, gel de silice, alumina, zeolita,
silice, particulas de <celulosa, particulas de acetato de
celulosa, arcilla, ceniza volcéanica sinterizada, particulas de
almidén y mezclas de los mismos, y similares como el segundo
componente. Este segundo componente se presenta en la mezcla en
una cantidad de 1-99 % p/p. los materiales arriba mencionados
apropiados como segundos componentes estdn todos comercialmente
disponibles, por ejemplo de MAL Rt. (Ajka, Hungria). Para mejores
resultados, estos segundos componentes pueden tratarse con gases
inertes.

La superficie especifica de estos segundos componentes puede
seleccionarse de un intervale amplio de no afectar adversamente
la actividad en molienda de pepita y piel de uva por ejemplo
alrededor de 1 hasta 10000 m2/g, preferiblemente desde 10 hasta

4000 m2/g (por ejemplo 10 hasta 2000 m2/g).
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El tamafio de particula promedio de la mezcla homogénea gue
comprende el antioxidante y el segundo componente puede ser 0.02-
0.9 mm, por ejemplo 0.2-0.5 mm.

La mayocr ventaja de 1los filtros de <cigarrillos de 1a
invencién es gque absorben no sélo los productos de la fase de
particulas (alquitrédn, nicotina, etc.) sino también los productos
de la fase de vapor, debido a que, durante la combustién, como
una consecuencia de su contenido de agua estructural, se
transforman en gel hidrofilico, que puede solubilizar 1los
componentes toéxicos del humo del cigarrilio, neutralizar los
radicales libres, con una eficiencia que empuja la cantidad de
estos componentes perjudiciales debajo de los valores limite
saludables. La molienda de 1la pepita de uvas es capaz de
solucionar los PAH (hidrocarburos poliaromdticos) que tienen
caracter lipofilico, Y junto a la eliminacién de la
quimicluminiscencia causada por los PAHs en estado excitado
tambien remueve los PAHs.

La ventaja adicional de la invencidén es que al usar los
antioxidantes en combinacién con los segundos componentes
anteriores proporciona un efecto sinérgico gque resulta en
capacidad de filtrado significativamente superior gue excede la
de los filtros conocidos de la técnica anterior.

La ventaja adiciocnal de la invencién es l1la de que el filtro
no cambia el sabor del cigarrillo durante el fumado al contrario
de las soluciones conocidas.

Con objeto de soportar lo anterior, se prepararon nuevos
tipos de filtro para humo de cigarrillo combinados. La mezcla de

dos componentes que comprenden el antioxidante y el segundo
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compenente mencionade arriba se homogenizé y rellend en filtros
de cavidades.

Aunque para propdsitos experimentales los filtros de
cavidades se han usado, es obvio para la persona experta en la
técnica que la invencién puede llevarse a cabo con todos los
tipos de filtros preparados de cualguier manera.

La cantidad de la mezcla de dos componentes que comprende el
antioxidante y el sequndo componente usado en los filtros depende
del cigarrillo particular a fumarse. Por ejemplo la cantidad de

la mezcla puede ser 1-500 mg.

BREVE DESCRIPCION DE LA FIGURA

La Fig 1. muestra un diagrama que demuestra la reduccién de
la intensidad de quimioluminiscencia, comparado con el control,
en los filtros de la invencidn. La curva superior es el control,

la inferior es el filtro de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Materiales

Se usaron las siguientes sustancias en los filtros

combinados

a) AIOOH.H,0 de superficie grande

Composicidn guimica: Al;03: 70 % min
Superficie especifica: 270 m2/g (al menos)
Gravedad especifica: 250-350 g/L,

Volumen de poro: 0.8 ml/g (al menos)

Distribucidén de tamario

- 800915
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de particula: <25 micrometro:al menos 20

A2 S

<90

al menos 50 %

% <45

0

® al menos 85 ¢

Se prueba oficialmente la inocuidad del producto a la salud.

5
b) Oxido de aluminio - Al,0;
Densidad a granel 300-400 g/1
Superficie especifica: 270 m’/g (al menos)
Gravedad especifica: 300-400 g/L,
10 Volumen de poro: 0.8 ml/g (al menos)

Distribucidén de tamafio

de particula: <25 micrémetro:al menos 20 %
<45 " al menos 50
<%0 » al menos 90 *
>1000 0 %

S5e prueba oficialmente la inocuidad del producto a la salud.

c) Silicoaluminatc amorfo

Tamafio de particula promedio:
‘ Superficie especifica:
Volumen de poro:

Radio del poro:

15 4) Antioxidantes:

i) Polifenoles de la molienda de la pepita y piel de la uva

Composicidn para 100 g

Polifenol 4-10 g,
Carbohidrato 5.5 ¢
20 Grasa 6 g

106 micrémetro
377 m2/g
1.2 ml/g

200 A

preferiblemente 6-7 g

000016
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Proteina 0.5 g

Agua 4 g

Distribucidén de tamafio

de particula 0.2-0.6 mm

Los polifenoles se determinaron por el método Folim - Denis,
fotometricamente, con relacién al A&cido galico. Se probd la
capacidad de enlace del radical libre por el uso de el kit de
reactivo de Estado de Antioxidante Total Randox {(Randox

Laboratories Inc.).

1i.) Astaxantina
iii) Molienda seca de aréandano (Vaccinum macrocarpon}
Su contenido de polifencl es igual al de la molienda de la

uva roia.

Métodos de medicidn
A) Determinacidn de quimiocluminiscencia

5e fumaron cigarrillos y el humo se adsorbié inmediatamente
en benceno.

Combustidn: numero de olor 37

Liquido de absorcidn: benceno 5 ml

Técnica de medicidn: espectrdémetro de escintilacién liquido
Berthold BF 5000

Medicién de la reduccidn de la intensidad relativa: 0.1/min

Como se menciona arriba el humo (fase en aerosol) se absorbe
directamente en benceno, los 5 ml de la sclucién de benceno se
transfirieron inmediatamente a una cuba de vidrio de 20 ml, vy

después de 2 minutos se midiéd el cambio de la

. 000017
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quimiocluminiscencia. Se usé 5 ml de benceno para la medicidn de

respaldo, que no muestra quimicluminiscencia.

B) Investigacidén de la adsorcién del benzo(a)pireno radiactivo
titulado (BAP-3 H) en el filtro

Parametros de la investigacién:

Radicactividad aplicada: 4.82 kBg/ 10 ul (289496 dpm)

Flujo: 42 - 45 ml/min.

Absorcidn Liguida: 1500 pl de agua

Medicidén de actividad: 150 pl de muestra

Técnica de medicidén: espectrémetro de escintilacidn liquida
Berthold BF 5000

Escintilador: Cliniscscl™ 15 ml

Error relativo del método: 13.5 %

Puede determinarse de los resultados que la reduccidén
importante puede alcanzarse en la adsorcién de los componentes
téxicos del humo del cigarrillo con las combinaciones, c¢uyos
resultados exceden aun las especificaciones de la UE.

Las investigaciones también muestran que al romper el filtro
después de la combustién, las sustancias gque  muestran
quimicluminiscencia pudieran disclverse del AlOOH.H,O0, Al;03 vy
capas adsorbentes de silicoaluminato con bencenc. El mecanismo de
funcién del filtro puede caracterizarse por lo siguiente: la capa
adsorbente forma estructura de gel con el contenidc de agua de la
fase en aerosol del humo del cigarrillo, que puede sclubilizarse
en estructura micelar de los metabolitos apolares que participan
en la reaccidén de guimicluminiscencia. En el <curso de la

reduccién de la quimiocluminiscencia también se observéd que los

1| (AR
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componentes inhiben parcialmente la generacién de radicales
libres, debido a que a través del intercambio de iones vy
formacidén de complejo reducen la extensién de la reaccidn Haber-

Weiss, que también se presenta en el humo del cigarrillo:

Hp0; + Fe® o OH + OH Fe’* (reaccién Haber-Weiss).

El Fe se adsorbe a la combinacién de filtro a través del
intercambio de iones y la generacidén de complejos, de esta manera
se inhibe la reaccién.

De acuerdo con lo antericrmente mencionado, los resultados
de la medicidén han demostrado la ventaja de la invencidn, de
acuerdo a lo cual los filtros de la invencién adsorben no solo
los productos de la fase en particulas sino también los productos
de la fase de vapor/gas.

Las organizaciones internacionales conocidas y competentes
en el campo de controclar el impacto de fumar en la salud, por
ejemplo, WHO, Canada Health, Deutsche Tabakverordnung, FDA en los
EUA solicitan més y méds pruebas biolégicas para fumar, que puede
tener influencia probablemente en las regulaciones futuras vy
estandares de seguridad para los cigarrillos. Con objeto de
considerar y cubrir tales posibles estandares de seguridad
futuros de forma oportuna y jugar un papel pionerc central en las
pruebas bioldgicas de los cigarrillos, 1los filtros de la
invencién han experimentado varias de tales pruebas, los
resultados de las cuales también confirman su excelente calidad.

La prueba bioclégica 1llevada a cabo con los filtros de la

- 000519
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invencién muestran resultados significativamente mejorados para
los filtros comercialmente disponibles.
Los filtros también reducen significativamente la cantidad
de ?'%po presente en el humo del cigarrillo., De acuerdo con 1los

210p5y &5 uno de los

ultimos resultados de la investigacién,
componentes principales de tabaco responsable para el desarrollo
de cancer de pulmén.

Ademéas, los filtros de 1la invencidén también reducen
significativamente la cantidad de los hidrocarburos arcmaticos
policiclicos (PAH), especialmente benzo{a)pireno que estd probado

que es el principal componente carcinogénico potente del humo del

cigarrillo.

l. Analisis de humo

Se fumaron cigarrillos y el humo se adsorbe en filtros
Cambridge. Se condujeron las mediciones en un dispositivo
Cerulean 450 (Mclins PLC). Las =zonas de ventilacién de los
cigarrillos se sellaron con cintas.

Se llevaron a cabo mediciones de acuerde con los siguientes
estandares: MSZ ISO 8454, MSZ ISO 10362-1, MSZ ISO 10315, MSZ ISO
4387, MSZ ISC 3308, MSZ ISO 3402.

Filtro 1: AlQOOH.H,0: 20 mg

Molienda de pepita y piel de uva: 50 mg
Filtro 2: filtro de control

Debido al uso de los filtros de cigarrillos de la invencién
el alquiltran, nicotina, CO, condensado total, y valores de
condensado seco se reducen significativamente. Estos efectos se

demuestran por los datos fisicos presentados enseguida:

SECHMPAL



10

15

20

i) alquitran

ii) Nicotina

iii) CO

18

iv) TPM {condensado total)

v) Agua

ID de Muestra Alquitrén
mg/muestra
1 0.54
2 12.53
ID de Muestra Nicotina
mg/muestra
1 0.06
2 1.02
ID de Muestra co
mg/muestra
1 12.92
2 14.51
ID de Muestra TPM
mg/muestra
1 0.67
2 14.73
ID de Muestra Agua
mg/muestra
1 0.14
2 1.18

vi) Condensado seco

ID de Muestra

DC

006021
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mg/muestra
1 0.61
2 13.55

2., Pruebas quimicas

Se fumaron cigarrillos y el humo se adsorbié en filtros
Cambridge. Las mediciones se condujeron en un dispositivo
Cerulean 450 {(Molins PLC)

Debido al uso del filtro de cigarrillos de la invencién la
cantidad de fenol, formaldehido, cianuro, acetaldehido, 2}¥Ppo,
metal pesado y PAH se reduce significativamente. Estos efectos se

demuestran por los datos fisicos presentados a continuacién:

a) Fenol

Basado en MSZ/T 1484-9:2004 con preparacién de muestra
dedicada.

Preparacidon de muestra: 10 min de disolucién asistida
ultrasénica con 25 cm’ de solucién amortiguadora de amoniaco (pH:
10), extraccidén por diclorometano (2 x 10 cma), secado por Na;S0,,

concentracién hasta 1 cm’.

Medicién:
Sistema: HP6E890ON GC 5973N MS.
Modo de deteccidén: SIM. 'DEI}UOZ
Ry

Gas portador: He 5.0.
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Flujo: 1.1 cm®/s
Columna: HP-5MS (25 m x 0.25 mm x 0.25 um).
Programa de temperatura: 50°C (1.5 min), 12°C/min, 90°C,
5°C/min, 190°C, 30°C/min, 300°C (3 min).
Temperatura de inyector: 280°C.

Modo de inyeccién: pulsados sin divisién (150 kPa, 1 min), 2

nl (HP 7683 ALS)
Temperatura de interfaz: 300°C

Calculo: basado en calibracidn externa

Resultados:
Muestra ID Fenol
png/muestra
1 41.3
2 294
3 0.15
Filtro 1: AlOOCH.H,0: 20 mg
Meolienda de pepita y piel de uva: 50 mg

Filtro 2: filtro de control

Filtro 3: filtro Cambridge blanco

b) Formaldehido

Basade en EPA 8315 con preparacidén de muestra dedicada.
Preparacién de muestra: 10 min de diseolucidédn asistida

3

ultrasénica con 25 cm’ de solucién amortiguadora de acetato (pH:

5}, conversién con DNPH (6 cm3, 1h, 40°C), limpieza por SPE (C18
500 mg), elucién por 10 cm’® de acetonitrilo.
Medicidn:

. 0001023
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Sistema: Agilent 1100 HPLC

Detector: DAD 360 nm.

Eluyente: 70/30 wv/v acetonitrilo/agua (0 min); 1 min
acetonitrilo al 100% (5 min)

Flujo: 1.2 cm’/s

Columna: WATERS SYMMETRY C18 (250 mm x 4.6 mm x 0.5 um).

Volumen inyectado: 20 ul

Calculo: basado en adicién estandar.

Resultados:
Muestra ID Formaldehido
ng/muestra
1 11.1
2 28.2
3 2.43
Filtro 1: AlOOH.H,C: 20 mg
Molienda de pepita y piel de uva: 50 mg

Filtro 2: filtro de contrcl

Filtro 3: filtro Cambridge blanco

¢) Cianuro total

Basado en MSZ 21978/17:1985

Preparacidén de muestra: destilacién de la corriente de agua
de solucidn &cida que contiene Cu(II) y Sn{IIl), recoleccién en
solucion béasica. Conversidén a dialdehido de glutacon.

Medicién: medicidén fotométrica en 578 nm de solucién gque

contiene acide barbiturico

000024
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Resultados:
Muestra ID Cianuro
ug/muestra

1 19.1

2 155

3 <5.0
Filtro 1: AlOOH.H;0: 20 mg
Molienda de pepita y piel de uva: 50 mg

Filtro 2: filtro de control

Filtro 3: filtro Cambridge blanco

d) Acetaldehidoe

Basado en EPA 8315 con preparacién de muestra dedicada.
Preparacién de muestra: 10 min de disolucidén asistida
ultrasénica con 25 cm’ de solucién amortiguadora de citrato (pH:
3

3), conversidén con DNPH (6 cm®, 1lh, 40°C), limpieza por SPE (C18

500 mg), elucién por 10 cm® de acetonitrilo.

Mediciédn:
Sistema: Agilent 1100 HPLC
Detector: DAD 360 nm.
Eluyente: 70/30 v/v acetonitrilo/agua (0 min); 1 min de
acetonitrilo al 100% (5 min) Flujo: 1.2 cm/ s
Columna: WATERS SYMMETRY C18 (25C mm x 4.6 mm x 0.5 um).
Volumen inyectado: 20 ul

Calculo: basade en adicidn estandar.

0060925
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Resultados:
Muestra ID Acetaldehido
ng/muestra

1 120

2 400

3 10
Filtre 1: A1OOH.H,0: 20 mg
Molienda de pepita y piel de uva: 50 mg

Filtro 2: filtro de control

Filtro 3: filtro Cambridge blanco

210P

e) Absorcidn o

Preparacidén de muestra: extraccidén con 2m de HCl

Mediciédn:
Numero de cigarrillos quemados: 5
Muestra examinadas:
1) filtro Cambridge después de combustién (después del
filtro de la invencién)
2) filtro Cambridge después de combustién (sélo después
del acetato de celulosa)
3) filtro Cambridge (sin combustién/ciego/)
Método de medicién usado: espectrometria de escintilacién
liquida
Sistema: espectrometria de escintilacién 1liquida Perkin
Elmer TR 2800 optimizada para la medicidn de a-radiacién

Escintilador liquido: Ultimagold + (Perkin Elmer)

863326
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Volumen de medicidn: 20 ml
Tiempo de medicién: 20 min/muestra

Desviacidén esténdar: & = 1.75 &

Resultados:

Muestra Radiocactividad

pCi/5 cigarrillos

1 1.5
2 6.7
3 0

Los resultados muestran que el filtro de la invencién
absorbe 77.6% de la radioactividad comparado con el filtro de
acetato de celulosa.

Los resultados pueden parecer altos relativos para un
cigarrillo, aunque la literatura respectiva indica niveles
altamente diferentes; también pueden encontrarse diferencias en
orden. Esto puede ser debido a las diferencias en el uso del
fertilizador de fosfato en, la fuente principal de ?'%po para las
plantas de tabaco. El método usado para la medicidn no es
sencillo tampoco. De acuerdo con lo anterior los resultados
obtenidos <con el filtro de 1la invencién tienen que ser
considerados como muy sorprendentes y sobresalientes. Las
estadisticas internacionales que soportan la disminucién en el
nivel *°Po en el tabaco reducen la incidencia de cancer ‘de
pulmdén, son bien conocidas para una persona experimentada en la

técnica.

f) Elementos de metal pesado

{2
)
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Medicién basada en el método EPA 6010B: 1996, de digestién
con aqua regia.
Resultados:
Muestra ID
Elementos Unidad 1 2 3
Arsénico’ png/muestra 3.9 5.4 3.0
Cadmio’ pg/muestra 0.51 0.78 0.18
Cromo® pg/muestra 4.5 9.9 3.0
Cobre’ pg/muestra 1.8 8.4 1.5
Niquel- ug/muestra 0.3 0.9 <0.1
Plomo’ ng/muestra 7.2 22.2 0.84
Zinc! png/muestra 4830 34800 1140
Mercurio® pg/muestra <0.01 <0.01 <0.01
Equipo de prueba:
' - PE Optima 5300DV ICP-OES
? - Perkin-Elmer FIMS-400 Hg-AAS
Filtro 1: AIQOH.H,0: 20 mg
Molienda de pepita y piel de uva: 50 mg
Filtro 2: filtro de control
Filtro 3: filtro Cambridge blanco
g) Hidrocarburos poliaromaticos (PAH)
Medicién basada en método EPA 8260 con preparacién de
muestra dedicada.
Preparacidén de muestra: 10 min de disolucién asistida
ultrasénica con 10 cm® de diclorometano. Equipo de prueba:

Agilent 68350N-59731 GCMS con automuestreador Gerstel MPS{?@H{]Qg
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Resultados:
Muestra ID
Compuestos Unidad 1 2 3
Naftaleno pug/muestra 0.03 1.37 0.01
2- ug/muestra 0.03 1.46 0.01
metilnaftaleno
1- ng/muestra 0.04 1.63 0.01
metilnaftaleno
Acenaftileno png/muestra <0.01 <0.01 <0.01
Acenafteno pg/muestra <0.01 <0.01 <0.01
Fluoreno pg/muestra 0.04 1.01 <0.01
Fenantreno pg/muestra 0.07 0.80 0.02
Antraceno pg/muestra 0.02 0.34 <0.01
Fluorantreno pg/muestra 0.04 0.38 <0.01
Pireno pg/muestra 0.03 0.36 <0.01
Benzo(a) pg/muestra <0.01 0.10 <0.01
antraceno
Criseno ng/muestra <0.01 0.11 <0.01
Benzo(a) pg/muestra <0.01 0.06 <0.01
fluorantenc
Benzo (k) pg/muestra <0.01 0.06 <0.01
fluoranteno
Benzo{e)pireno pg/muestra <0.01 <0.01 <0.01
Benzo (a)pireno pg/muestra <0.01 0.06 <0.01
Indeno[i, 2, 3- Hg/muestra <0.01 0.02 <0.01
c,d]pireno
Muestra ID
Compuestos Unidad 1 2 3
Dibenzo(a, h) pg/muestra <0.01 <0.01 <0.01
antraceno
Benzo (g, h, 1) pg/muestra <0.01 <0.01 <0.01
perileno
PAH Total pg/muestra 0.30 7.76 0.05
Filtro 1: AlQOH.H,0: 20 mg !{]nnr}gg
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Molienda de pepita y piel de uva: 50 mg
Filtro 2: filtro de control
Filtro 3: filtro Cambridge blanco
De los resultados de arriba los datos més importantes son
PAH Total. Estos datos muestran que el filtro de la invenciédn
reduce la cantidad de todos los hidrocarburos poliaromdticos en

una manera importante.

3. Pruebas bioldgicas

a) Capacidad antioxidante

El propdésito del estudio fue el examen de los cambicos de
capacidad antioxidante en una linea celular mamifera producida
por tratamiento con los filtros de la invencidén y filtros de
control.

Los cigarrillos se fumaron y el humo se adsorbié en filtros
Cambridge. Las mediciones se condujeron en un dispositive
Cerulean 450 (Molins PLC)

El estudio se realizé de conformidad con los requerimientos
de GLP. El -estudio se condujo/realizdé con respecto a las
siguientes regulaciones: 9/2001. (III.30) EU M-FVM sobre la buena
practica de laboratoric asi como el Documento de Guia OECD en los
Principios en la Buena Practica de Laboratcrio [ENV/MC/CHEM

(98}17].

Principio del método:
En el sistema de microperoxidasa H;0,/-0H los radicales
libres se generan de Hy0, por la adicién de Fe(III). Los

radicales libres producen el reactivo Luminol y se detectan

40130
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fotones de escape en el equipo de medicidén. Cualguier muestra
biclégica agregada reduce la emisién de fotones de Luminol al
capturar los electrones derivados de descomposicidén de H0;.
Existe una relacién directa entre las propiedades de éxido-
reduccidén de la muestra bioldégica y la cantidad de luminiscencia
generada en el sistema.

La capacidad de tomar electrones de los extractos de filtro
se mididé por método de quimioluminiscencia, con kit Diachem, con
luminémetro lector de etiqueta multiple Perkin-Elmer Victor. La
evaluacién se hizo con software Wallac 1420. La capacidad de
tomar electrones se examindé tanto en sistemas de célula como
libres de célula:

i} En sistemas libres de célula la muestra puede tomar de
nuevo los materiales que contienen enlaces bipolares inestables,
que por lo tanto son capaces de tomar electrones varias veces tan
eficientemente como los filtros convencionales.

ii) en sistema de célula los filtros combinados de la
invencién afectan la capacidad antioxidante de células también

varias veces tan eficlentemente como convencional.

Resultados: Medicién de la actividad de captura de radicales

libres en sistemas libres de células

LD
3
>
N
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% de Filtro Cambridge vacio Promedio | D.E.
concentracién!| % de luminiscencia relativa
PRUEBA 1 PRUEBA 2
50 99.4 97.65 98.53 1.24
25 100.2 97.5 98.85 1.91
12.5 96.7 95.2 95.95 1.06
6.25 109.4 98.8 104.1 7.5
3.12 102.3 115 108.65 9.0
1.56 108 100 104 5.65
Ctr. 100G 100 100 -
% de Filtro de control Promedio | D.E.
concentracién| % de luminiscencia relativa
PRUEBA 1 PRUEBA 2
50 0.6 0.5 0.55 0.07
25 0.8 0.6 0.63 0.13
12.5 1.9 1.7 1.80 0.14
6.25 6.6 9.15 7.88 1.80
3.12 33.3 27.27 30.29 4.30
1.56 69.9 63.97 70.00 4.26
Ctr. 100 100 100 -
% de Filtro de la invencidn Promedio | D.E.
concentracién | % de luminiscencia relativa
PRUEBA 1 PRUEBA 2
50 7.1 1.9 4,50 3.70
25 21 25 23.00 2.80
12.5 30.9 33.4 32.15 1.76
6.25 47.2 55.1 51.15 5.60
3.12 60.5 66.4 63.45 4.17
1.56 95.9 89 92.45 4.88
Ctr. 100 100 100 -
006930
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24 hrs de tratamiento de células HepGZ seguido por medicidn

antioxidante
% de Filtro Cambridge vacio Promedic | D.E.
concentracién | $ de luminiscencia relativa
PRUEBA 1 PRUEBA 2
> 50 79.43 86.61 83.02 5.07
25 80.37 89.35 84.86 6.35
12.5 82.93 90.90 86.92 5.64
6.25 85.63 93.35 89.49 5.46
3.12 96.01 96.04 96.03 0.02
1.56 100.39 10.58 100.5 0.13
10
% de Filtro de control Promedio | D.E.
concentracién | % de luminiscencia relativa
PRUEBA 1 PRUEBA 2
50 5.82 11.57 8.70 4.07
25 11.96 22.09 17.03 7.16
12.5 23.22 28.46 25.84 3.71
6.25 32.70 37.76 35.23 3.58
3.12 74 .38 72.41 73.40 1.40
1.56 88.62 89.31 88.97 0.49
% de Filtro de la invencidn Promedio | D.E.
concentracién| % de luminiscencia relativa
PRUEBA 1 PRUEBA 2
50 27.11 35.63 31.37 6.02
25 47.26 56.66 51.96 6.65
15 12.5 74.09 70.23 72.16 2.73
6.25 91.93 87.50 89.72 3.13
3.12 95.42 94.94 95.18 0.34
1.56 98.84 97.09 87.97 1.24

b) Examen de genotoxicidad por SCE (Intercambio de Cromdtidas

20 Hermanas) . ﬂﬂ{ﬂ]33
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El propdsito del estudio fue el examen de genotoxicidad por
intercambio de cromdtidas hermanas (SCE) en una linea celular
mamifera producida por tratamiento con extractos de humo pasados
a través de los filtros de la invencidn y filtros de control.

El estudio se realizd de conformidad con leos requerimientos
de GLP. El1 estudic se condujo/realizé con respecto a las
siguientes regulaciones: 9/2001. (III.30) EL}M-FVM sobre la buena
practica de laboratorio asi como el Documento de Guia OECD en los
Principios en la Buena Practica de Laboratorio [ENV/MC/CHEM
(98)17]. El estudio se realizd siguiendo las direcciones de la
Directriz 479 de Prueba OECD (Genetic Toxicology: In vitro Sister
Chromatoid Exchange Assay in Mammalian Cells, Original Guideline,
adoptado el 23 de octubre de 1986).

Las pruebas muestran que los filtros de la invencidén también
son capaces de disminuir la cantidad de las sustancias quimicas
genotdéxicas peligrosas. Debido a esta capacidad los filtros de la
invencién disminuyen significativamente el riesgo de dafio al

cromoesoma.

Estudio: 4 hrs de tratamiento

Muestra % de SCE promedio Evaluacién
concentracion por célula estadistica
Extracto de | 6.25 15/40 n.s.
filtro 0.375
Cambridge 3.125 18/40 n.s.
vaclo 0.450
1.56 13/40 n.s.
0.325
Extracto de | 12.5 - -
filtro de {6.25 227/40 p<0.001

.
PN
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control 5.675
3.125 55/40 p<0.01

1.375
1.56 37/40 p<0.05

0.925

Extracto del12.5 - -

filtro de 1la|6.25 91/40 p<0.001
invencidn 2.275
3.125 28/40 p<0.01
0.700
1.56 16/40 n.s.
0.400
Control no | - 10/40 -
tratado 0.250

c) Ciclo celular mamifero 1in vitro (Clasificacidén Celular
Activada por Fluorescencia)

El proposito del estudio fue la determinacién del efecto de
extracte de humo de cigarrillos con los filtros de la invencidn y
filtros de control en el ciclec celular mamifero in vitro.

El estudio se realizé de conformidad con el GLP. El estudio
se condujo/realizd con respecto a las siguientes regulaciones:
9/2001. (III.30) ELJM- FVM sobre la buena practica de laboratorio
asl como el Documento de Guia de OECD en los Principios en la
Buena Practica de Laboratorio [ENV/MC/CHEM (98)17].

Principios del estudio citométrico de flujo: el método es
adecuado para determinar la distribucidén del ciclo celular de una
poblacidén celular en la base del contenido de ADN de cada célula.
Los datos pueden obtenerse en la proporcidén de células en ciclo y
poblacién apoptdtica.

Los resultados muestran que los filtros de la invencidn son

capaces de absorber las sustancias perjudiciales presenteﬂrﬁqﬂg&i
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humo de cigarrillo y dafian la proliferacidén celular. En este
sentido los filtros de la invencidn son significativamente mas

efectivos comparados con los filtros convencionales.

Sumario de los datos FACS experimentales

Muestra % de % de Promedio | $ de fase S | Promedio £
conc. apoptosis + 5D SD
Filtro 6.25 | 2.20; 1.26 1.73 ¢ 79.25; 55.23167.24 t 17
Cambridge 0.66
vacio 3.12 {0.58; 0.80| 0.69 £ 76.89; 59.92 68.20 %
0.15 12.3
1.56 | 0.48; 0.72 0.60 £ | 74.19; 55.44 64.815
0.17 13
0.78 [0.75; 1.22 0.985 £ | 78.91; 54.51 | 66.71 * 17
0.33
Filtro de | 12.50 }2,54; 2.19 | 2.365 #* 3.98; 5.20 4.59 £
control 0.25 0.86
6.25 | 1.07; 4.04) 2.55 #* 26.08; 51.83 38.96 %
2.1 18.2
3,12 | 0.70; 2.74 1.72 ¢ 68.00; 56.54 62.27 %
1.44 8.1
1.56 [ 0.45; 2.60) 1.52 £ | 71,45; 56.27 63.86 *
1.25 10.7
Filtro de | 12.50 | 0.86; 3.81 | 2,335 = | 70.63; 55.58 63.105 *
la 2.08 10.6
invencidn
6.25 [0.78; 0.74 | 1.085 £+ | 69.57; €8.16 59.19 =
1.83; 1.03 0.5 43.96; 55.03 12.07
3.12 [ 0.73; 1.32| 0.915 £ | 70.41; 74.79 | 61.57 * 14
0.28 43.75; 57.37
Control - 0.90; 2.23 1.56 £ 74.76; 57.04 65.9 t

0.94 12.5

4. Efecto sinérgico

009036
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El efecto de los componentes sencillecs asi como el efecto de
la mezcla homogénea en los componentes del humo del cigarrillo se
examinaron en un dispositivo Cerulean SM 45Q.
Las pruebas se llevaron a cabo de acuerdo con los estdndares MSZ
ISO 8454, 10362-1, 10315, 4387, 3308, 3402.

El AlQOOH.H,C y la molienda de pepita y plel de uva asi como
sus mezclas se colocaron en acetato de celulosa. Se usd acetato

de celulosa como control.

Parametros ALOOH.H,0 | Molienda de | {1) + (2) Control
(mg/cigarrilleo) | 20 mg (1) |pepita y piel

de uva 20 mg

(2)
Condensado B.69 9.88 5.3594 10.46
total
Condensade seco | 8.09 9.26 5.60 9.68
Agua 0.6 0.6 0.34 0.78
Nicotina 0.54 0.62 0.36 0.64
Algquitran 7.55 B.64 5.24 9.04

La tabla anterior claramente muestra el efecto sinérgico de

los componentes.

Sumario

Se encontraron SCE (intercambios de cromatida hermana)
significativamente inferiores en los extractos del filtro de la
invencidn comparades con los extractos de filtros esténdares

comercialmente disponibles. Esto c¢laramente prueba, gque los

000037
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filtros de la invencidn remueven muchas mas sustancias
peligrosas, genotdxicas del humo que los filtros estandares.

Los extractos condensados del filtro de la invencidn
muestran significativamente (4 veces) citctoxicidad inferior
comparados con los extractos de filtro estandares.

Los extractos condensados de los filtros de la invencion
muestran una mucha menor actividad depuradora que los extractos
del filtre de control, es decir el filtro de 1la invencidn
mantiene muchas sustancias més toéxicas, inestables, de enlace
doble capaces de capturar electrones gque el filtro de control, en
otras palabras, los filtros de 1la invencidén dejan de pasar a
través de los componentes mucho menos perjudiciales. En el ensayo
antioxidante celular el extracto del filtro de control provoca
una disminucidén cuatro veces en la capacidad antioxidante celular
comparada con los extractos de los filtros de la invencidn, esto
es los filtros de la invencidén dejan de pasar a través de las
sustancias mucho menos perjudiciales que el filtro estandar de
control.

El condensado estandar de control inhibe la proliferacién
celular en las dos dosis superiores probadas mientras que el

extracto de condensado de los filtros de la invencidédn no lo hace.

NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito la presente invencidn, se considera como
novedad, y por lo tanto se reclama como propiedad lo contenido en

las siguientes:

- 000038
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REIVINDICACIONES

1. Un filtro de cigarrillo especial que elimina la
genotoxicidad (SCE, FACS) exhibe alta capacidad antioxidante,
reduce significativamente la cantidad de Po®'®, reduce la cantidad
de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), especialmente
benzo(a)pireno, disminuye la cantidad de elementos de metal
pesado y para la filtracidén de humos de gas toxico y reduce la
cantidad de radicales libres en el humo del <cigarrillo,
caracterizado porque el filtro mencionado contiene, ademas de los
componentes comunes de los filtros de cigarrillos conccidos,
A100H.H;0, y/o BRAl;0;3 y/o silicoaluminato y molienda de pepita y
piel de uva, y/o astaxantina y/o ardndano como antioxidante.

2. El filtro de <cigarrillo de conformidad «con la
reivindicacién 1, caracterizado porque comprende 10-90% de
ALOOH.H;0, y/o Rl,0; y/o silicoaluminato y 90-10% de antioxidante.

3. El filtro de cigarrillo de conformidad con la
reivindicacidén 1 o 2, caracterizado porgue la molienda de pepita
y plel de uva se obtiene de la uva blanca.

4. El filtro de ©cigarrillo de conformidad con la
reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque la molienda de pepita

y plel de uva se obtiene de la uva roja.

5. Un filtro de cigarrillo de conformidad con la
reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque la molienda de pepita

de uva se trata con el extracto de la piel de la uva.

0010383
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