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DESCRIPCION

Un procedimiento para la purificacién de oligémeros de proantocianidina.

La presente invencion se refiere a un proceso para purificar de forma eficaz oligémeros de proantocianidina con una
gran pureza, que tienen una diversidad de actividades bioldgicas, que incluyen actividad antineopldsica, antiinflama-
toria, antienvejecimiento, antioxidante, antialérgica, antibacteriana y de crecimiento capilar, y que se pueden aplicar
de manera provechosa a alimentos, cosméticos, farmacos o similares.

En general, proantocianidina, que se conoce como una sustancia de bioprofilaxis de las plantas superiores, es
un nombre genérico para polimeros en forma de dimero o de orden superior que polimerizan mediante formatos de
unién tales como 48—6, 48—8, 48—8-230—7, con flavan-7-ol como unidad constitutiva. También se denominan ta-
ninos condensados (“E. Steinegger R. Hinsel, Pharmacognosy [1¢ vol.], Approach to Chemistry and Pharmacology”
(traducido por Shuji Itokawa et al., Hirokawa Publishing Co.), 204-208 (1977); Porter L.J., Flavans and proanthoc-
yanidins, In: Harborne J. B. (ed.), “The Flavonoids, Advances in Research Science 1986”, Chapman & Hall, 23-55
(1994)). Se denominan en general proantocianidinas porque producen antocianidina y viran a rojo mediante trata-
miento 4cido. Se sabe que las proantocianidinas muestran una diversidad de actividades bioldgicas. Las actividades
que se han informado incluyen actividad antineopldsica, antiinflamatoria, antienvejecimiento, antioxidante, antialér-
gica, antibacteriana y de crecimiento capilar (Bart Schwitters/Jack Masquelier, “21* century Biophylaxis Substance
OPC”, traducido por Akira Sasaki, Fragrance Journal, 50-135 (1997); Tomoya Takahashi, et al., Journal of Inves-
tigative Dermatology, 112, 310-316 (1999)). No se han clarificado todas las relaciones entre estructura y actividad
que hay entre estas actividades bioldgicas y el grado de polimerizacién de las proantocianidinas. Por ejemplo, con
respecto a la actividad de crecimiento capilar, se ha informado que los oligémeros de proantocianidina diméricos a
pentaméricos (especialmente el dimero y el trimero) de proantocianidinas tienen la actividad mas elevada (documento
W096/00561).

Con respecto a la separacién y purificacién de proantocianidinas a partir de vegetales, se han hecho intentos para
separar y purificar proantocianidinas a partir de diversos vegetales, que incluyen semillas de uvas, cortezas de pino,
hojas de ginkgo, cacahuetes y granos de cacao. Los ejemplos de extraccion industrial a partir de estas materias primas
incluyen la extraccién a partir de semillas de uva (Solicitud Japonesa sin examinar publicada n® 3-200781, documentos
W097/39632, US5484594), corteza de pino (documentos US4698360, W097/44407) o similares. En el método segtn
la Solicitud Japonesa sin examinar publicada n® 3-200781, se realiza un pretratamiento poniendo en contacto semillas
de uva blanca con agua a menos de 70°C, seguido de extraccioén con agua caliente. El extracto resultante se aplica a una
columna de Sephadex LH-20™, y después se eluye con etanol del 70%, por lo que se obtiene un polvo que contiene
proantocianidinas con una pureza de aproximadamente el 90%. En el método segin el documento US4698360, se
somete a una tonelada de corteza de pino maritimo a extraccidén con agua caliente a presion, y después se repite
la elucién con acetato de etilo y la precipitacion mediante la adiciéon de cloroformo, de forma que se obtiene un
polvo que contiene proantocianidinas. Sin embargo, ninguno de los productos purificados resultantes de los métodos
anteriores contiene un 90% o mds de oligémeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos solamente. Todos
estos productos purificados contienen también mondmeros, polimeros hexdmericos o de orden superior, u otros acidos
orgdnicos.

Como proceso para purificar proantocianidinas que usa el método de distribucion liquido-liquido en contracorrien-
te, por ejemplo, se describe un método que usa agua y acetato de etilo en Andrew G.H. Lea, J. Sci. Fd. Agric., 29,
471-477 (1978), en la Solicitud Japonesa sin examinar publicada n® 61-16982 y similares.

Como proceso para purificar proantocianidinas que usa la extraccién sélido-liquido, por ejemplo, se describe un
método que usa acetato de etilo en la Solicitud Japonesa sin examinar publicada n® 8-176137 y en el documento
EP0707005. Por ejemplo, se extraen 100 kg de uvas prensadas con un disolvente mixto de agua (1650 L), cloruro
sddico (300 kg) y acetona (550 L). A continuacidn, se elimina la acetona mediante destilacién para obtener el residuo.
El residuo se somete después a extraccion sélido-liquido usando acetato de etilo, y después se le afiade dicloroetano
(45 L), por lo que se obtiene de 1,5 kg a 2,5 kg de un precipitado de proantocianidina (documento EP0707005).

Ademéds, los métodos conocidos para purificar proantocianidinas que usan cromatografia incluyen un método que
usa la columna anterior de Sephadex LH-20™ (un método para la extraccion a partir de semillas de uva, Solicitud
Japonesa sin examinar publicada n° 3-200781), y un método que usa resina de adsorcién basada en poliestireno (un
método para la extraccion a partir de judias rojas, Solicitud Japonesa sin examinar publicada n° 7-62014). Por ejemplo,
se afiade la resina de adsorcién basada en poliestireno “Sepabeads SP-850™” (MITSUBISHI CHEMICAL CORPO-
RATION) a agua obtenida sumergiendo judias rojas secas en ella, y la mezcla se agita, por lo que se permite que las
proantocianidinas se adsorban. Después, se seca la resina a menos de 70°C y posteriormente se eluye con etanol del
80% (v/v) a 70°C, de forma que se puede obtener un polvo que contiene proantocianidinas brutas con una pureza de
aproximadamente el 60%.

Sin embargo, todos estos procesos sirven para purificar mezclas de proantocianidinas independientemente del gra-
do de polimerizacion. Es decir, estos procesos no sirven para obtener de forma eficaz y selectiva oligémeros de proan-
tocianidina diméricos a pentaméricos. Sus porcentajes de recuperacién de oligémeros de proantocianidina diméricos
a pentaméricos son bajos.
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Con respecto a la separacion de proantocianidinas por grado de polimerizacion, se conoce un método que usa
cromatografia liquida de gel de silice en fase normal (A method for extraction from cocoa beans: J. Rigaud et al., J.
Chromatogr. A, 654, 255-260 (1993), A method for extraction from grape seeds: Corine Prieur et al., Phytochemistry,

36, 781-784 (1994)). El primer método comprende cargar una disolucién de muestra que contiene proantocianidinas,

que se ha obtenido mediante extracciéon con metanol a partir de granos de cacao, en una columna de gel de sili-
ce, seguido de elucién en gradiente usando un disolvente mixto de diclorometano : metanol : dcido férmico : agua
((41-5):(7—43):1:1) como fase movil. El segundo método comprende cargar una disolucién de muestra que contiene
proantocianidinas, que se ha obtenido mediante extracciéon con metanol a partir de semillas de uva, en una columna
de gel de silice, seguido de elucién en gradiente usando un disolvente mixto de diclorometano : metanol : agua : dcido
trifluoroacético ((82—10):(18—86):2:0,05) como fase mévil.

Gariboldi E. et al., Pharmaceutical Research, vol. 15, n® 6, 1998, paginas 936-943, estudié las técnicas analiticas
para la caracterizacion rdpida de compuestos en mezclas complejas, lo que evita el aislamiento previo que requiere
tiempo. El objetivo del estudio fue identificar compuestos con propiedades anti-xantina oxidasa. Con este fin, se
emplearon técnicas de espectrometria de masas en tindem con electronebulizacién (ESI-MS-MS) acoplada a LC con
deteccion mediante UV y red de diodos.

Un estudio de Hammerstone J. F. ef al., J. Agric. Food Chem., vol. 47, 1999, paginas 490-496, se refiere a la
separacion e identificacién de procianidinas monoméricas y oligoméricas en cacao y chocolate que usa un método
modificado de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en fase normal acoplada a andlisis de espectrometria de
masas (MS) en linea que usa una cdmara de ionizacién por electronebulizacién a presién atmosférica. La separacién
cromatografica se llevé a cabo mediante el uso de una fase estacionaria de silice en combinacién con un gradiente
creciente de polaridad.

Sin embargo, estos métodos ocasionan problemas, tales como que la recuperacion y la reutilizacion de los disol-
ventes es dificil, debido al uso de un disolvente que contiene cloro y a la complejidad de la composicién del disolvente.
Ademds, es necesaria la elucién en gradiente para aplicar gradientes de concentracién a una fase mévil. Por lo tan-
to, estos métodos no son apropiados para los métodos industriales de separacién orientados a purificacién en masa,
teniendo en cuenta estas consideraciones econdémicas y de seguridad.

El objeto de la presente invencion es proporcionar un proceso para purificar de forma eficaz oligémeros de proan-
tocianidina diméricos a pentaméricos con gran pureza, a partir de materias primas que contienen proantocianidinas o
de sus productos de purificacién brutos.

Una combinacién de técnicas convencionales no es lo suficientemente buena para eliminar las sustancias distintas
de los componentes de interés, que son los oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos, por ejemplo
mondmeros que constituyen proantocianidinas, tales como flavonoides, catequina o epicatequina, polimeros de proan-
tocianidina hexdméricos o de orden superior, u otros contaminantes. Es decir, es dificil obtener de forma eficaz con
gran pureza oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos, que son los componentes de interés de esta
invencién. Ademads, la mayoria de los métodos conocidos no son apropiados para los procesos industriales, tenien-
do en cuenta la complejidad de la composicion disolvente utilizada, las consideraciones econdmicas, la seguridad o
similares.

Como resultado de estudios rigurosos para resolver estos problemas, se ha completado un proceso para purificar
de forma eficaz oligémeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos con una gran pureza.

En un primer aspecto, se describe un proceso para purificar oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméri-
cos, que comprende extraer los oligdmeros de proantocianidina mediante un método de extraccién sélido-liquido que
usa acetato de metilo como fase liquida de las materias primas que contienen los oligémeros de proantocianidina o de
sus productos de purificacion brutos.

Como la fase liquida anterior, se puede usar acetato de metilo como disolvente simple o como disolvente mixto,
que es una combinacion de acetato de metilo y un disolvente organico miscible con acetato de metilo, que se prepara
afiadiendo tal disolvente orgdnico a acetato de metilo.

En un segundo aspecto, se describe un proceso para purificar oligémeros de proantocianidina diméricos a penta-
méricos, que comprende pretratar con una enzima para hidrolizar las materias primas que contienen los oligémeros de
proantocianidina, sus productos de purificacion brutos, o una disolucién que contiene uno de éstos.

La invencién proporciona un proceso para purificar oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos con
un grado de polimerizacién uniforme, en el que los oligémeros de proantocianidina se separan y se purifican por grado
de polimerizacién a partir de materias primas que contienen los oligémeros de proantocianidina o de sus productos de
purificacién brutos, mediante cromatografia liquida de gel de silice en fase normal segiin una elucién isocratica que
usa como fase moévil un disolvente simple o un disolvente mixto de dos o més disolventes seleccionados del grupo
que consiste en un disolvente de éster, un disolvente de cetona, un disolvente de hidrocarburo, un disolvente de éter
y un disolvente de alcohol. Preferiblemente, se usa como la fase mévil anterior un disolvente mixto de dos o mas
disolventes.
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Ademads, la presente invencién puede proporcionar oligémeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos pu-
rificados con una pureza del 90% (p/p) o mds, proantocianidinas diméricas con una pureza del 90% (p/p) o mis,
y proantocianidinas triméricas con una pureza del 90% (p/p) o mads, que son obtenibles mediante los procesos de
purificacién anteriores.

Las proantocianidinas son taninos condensados presentes en diversos vegetales, y poseen una estructura basica en
la que flavan-7-ol se condensa o polimeriza secuencialmente mediante uniones 48—6, 48—8, 46—8-280—7, o simila-
res. En esta memoria descriptiva, los dimeros a pentdmeros de proantocianidinas y los hexameros o polimeros de orden
superior de proantocianidinas se definen como oligémeros de proantocianidina y polimeros de proantocianidina, res-
pectivamente. Ademas, un monémero de flavan-7-ol se define como un mondémero que constituye proantocianidinas.
Los ejemplos de oligémeros de proantocianidina incluyen proantocianidinas, tales como procianidina, prodelfinidina
y propelargonidina, y todos sus estereoisdémeros. Se muestra un mondémero que constituye proantocianidinas en la
siguiente férmula (I):

R4
RS

o , R'

R1

(en la que R', R?, R?, R*, R® y R® son iguales o diferentes, y representan hidrégeno, un grupo hidroxilo o un grupo
galoilo).

Los ejemplos de las materias primas o de sus productos de purificacion brutos usados en esta invencidn incluyen
cualquiera que contenga oligémeros de proantocianidina, y los ejemplos particularmente preferibles de éstos incluyen
materias primas vegetales, tales como frutos, pericarpios, semillas y cortezas de vegetales, sus extractos, y sus produc-
tos de purificacion brutos. Por ejemplo, son preferibles aquellos ricos en contenido de oligémeros de proantocianidina,
que incluyen zumos de frutos, o extractos de pericarpios o semillas, de uvas, caquis, manzanas, ardndanos, ardndanos
agrios, o similares; o extractos de la epidermis de cacahuetes, castafias o similares, cdscaras de salvado de cebada o
alforfén, hojas de caqui, pino maritimo, palmera, o similares.

Ademds, se pueden usar también como materias primas los productos brutos o sus productos de purificacién
brutos obtenidos mediante métodos no enzimaticos o enzimdticos. Los ejemplos de un proceso sintético para sintetizar
oligémeros de proantocianidina incluyen el proceso de fabricacién de un dimero de epicatequina o catequina descrito
en Journal of Chemical Society Perkin Transaction I, 1535-1543 (1983), y el proceso de fabricacién de un trimero de
epicatequina o catequina descrito en Phytochemistry, 25, 1209-1215 (1986). Los productos brutos o sus productos de
purificacion brutos obtenidos de una manera similar a estos procesos también se pueden usar como materias primas
para el proceso de esta invencion.

Es preferible un disolvente orgdnico volatil como disolvente orgdnico miscible con el acetato de metilo usado
para el primer aspecto descrito aqui. Los ejemplos de tales disolventes organicos incluyen disolventes de alcohol,
tales como metanol, etanol, propanol y butanol; disolventes de éster, tales como formiato de metilo, formiato de
etilo y acetato de etilo; disolventes de cetona, tales como acetona; disolventes de nitrilo, tales como acetonitrilo;
disolventes de éter, tales como tetrahidrofurano y 1,2-dimetoxietano; disolventes de hidrocarburo, tales como he-
xano; y disolventes de dcido carboxilico, tales como acido acético. Cuando se usa un disolvente organico miscible
con acetato de metilo, el disolvente total de extraccidon contiene preferiblemente acetato de metilo en un 50% (volu-
men) o mas, mas preferiblemente en un 70% (volumen) o mds, y atin mas preferiblemente en un 90% (volumen) o
mas.

Los ejemplos de la enzima para hidrdlisis usada en el segundo aspecto descrito aqui incluyen glicosidasa y esterasa.

Los ejemplos de glicosidasa incluyen una tnica sustancia o una mezcla de dos o més sustancias seleccionadas del
grupo que consiste en amilasa, celulasa, glucanasa, xilanasa, glucosidasa, dextranasa, quitinasa, galacturonidasa, liso-
zima, galactosidasa, manosidasa, fructofuranosidasa, trehalasa, glucosaminidasa, pululanasa, ceramidasa, fucosidasa
y agarasa. Los ejemplos de esterasa incluyen una tnica sustancia o una mezcla de dos o mds sustancias seleccionadas
del grupo que consiste en carboxiesterasa, arilesterasa, lipasa, acetilesterasa, colinesterasa, pectinesterasa, colesterol
esterasa, clorofilasa, lactonasa, tanasa e hidrolasa.
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En el segundo aspecto descrito aqui, los ejemplos de la disolucién que contiene materias primas que contienen
oligémeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos o sus productos de purificacién brutos incluyen en general
una disolucién acuosa, o una disolucién acuosa que contiene un 10% o menos de un disolvente organico, tal como un
alcohol, éster o cetona.

Segtn la presente invencidn, los ejemplos del disolvente de éster usado como fase mdvil incluyen formiato de
metilo, formiato de etilo, formiato de propilo, formiato de isopropilo, formiato de butilo, formiato de isobutilo, acetato
de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de isopropilo, acetato de butilo, acetato de isobutilo, propionato
de metilo, propionato de etilo, propionato de propilo, propionato de isopropilo, propionato de butilo, propionato de
isobutilo, butirato de metilo, butirato de etilo, butirato de propilo, butirato de isopropilo, butirato de butilo y butirato de
isobutilo. Los ejemplos del disolvente de cetona incluyen acetona, metiletilcetona, metilpropilcetona, metilisopropil-
cetona, metilbutilcetona, metilisobutilcetona, metiltert-butilcetona, dietilcetona, diisopropilcetona, metilvinilcetona,
ciclobutanona, ciclopentanona y ciclohexanona. Los ejemplos del disolvente de hidrocarburo incluyen pentano, he-
xano, heptano, octano, nonano, decano, nonadecano, ciclohexano, xileno y tolueno. Los ejemplos del disolvente de
éter incluyen tetrahidrofurano y 1,2-dimetoxietano. Los ejemplos del disolvente de alcohol incluyen metanol, etanol,
propanol, isopropanol, butanol, sec-butanol, tert-butanol y similares.

La extraccién y la purificacioén bruta de las materias primas vegetales se puede realizar, por ejemplo, mediante
procesos conocidos como se describe més adelante.

Las materias primas vegetales, que incluyen frutos, pericarpios, semillas, pieles, cdscaras, hojas y cortezas vegeta-
les, se usan como materiales para la extraccién después de un proceso de secado, tal como en general el secado al aire.
Las materias primas vegetales intactas se pueden usar también como materiales para la extraccion.

La extraccién bruta de proantocianidinas a partir de los materiales anteriores para la extraccién se puede reali-
zar con referencia a procesos conocidos (Chem. Pharm. Bull., 38, 3218 (1990), Chem. Pharm. Bull., 40, 889-898
(1992)). Por ejemplo, las materias primas vegetales prensadas o trituradas se someten a extraccion usando un disol-
vente. Como disolvente para la extraccion, se puede usar un disolvente simple o un disolvente mixto de dos o mas
disolventes seleccionados de un disolvente hidréfilo y un disolvente lipéfilo. Tales disolventes incluyen agua, disol-
ventes de alcohol tales como metanol, etanol e isopropanol, disolventes de cetona tales como acetona y metiletilcetona,
y disolventes de éster tales como acetato de metilo y acetato de etilo. La temperatura para la extraccién oscila gene-
ralmente de 0 a 100°C, preferiblemente de 5 a 50°C. Un material, tal como semillas que contienen aceite, se puede
someter como tal a extraccion sin prensar. La extraccidn se puede repetir de dos a tres veces, si es necesario. El re-
siduo insoluble se elimina mediante filtracién o centrifugacién de la disolucién de extracto bruto obtenida mediante
la etapa anterior, por lo que se obtiene una disolucién de extracto bruto. Las materias primas vegetales, tales como
zumo, savia o similares, se pueden usar directamente como materiales para la extraccién, o se puede preparar una
disolucidn de extracto bruto concentrada de taninos condensados con referencia a Agric. Biol. Chem., 45, 1885-1887
(1981).

La extraccién y la purificacién bruta a partir de productos brutos obtenidos mediante un método quimico, tal como
métodos no enzimdticos o enzimadticos, se puede realizar también de una manera similar a las descritas anteriormente.

A continuacion se dard una descripcion detallada del proceso de purificacién de esta invencién con ejemplos.

En el primer aspecto descrito aqui, se purifican oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos some-
tiendo a las materias primas que contienen los oligémeros de proantocianidina o a sus productos de purificacién brutos
a extraccidn sélido-liquido, que usa un disolvente simple de acetato de metilo o un disolvente mixto de acetato de me-
tilo y un disolvente organico miscible con acetato de metilo como fase liquida. Cuando las materias primas o sus
productos de purificacién brutos son liquidos, se realiza preferiblemente la solidificacién previa mediante secado por
pulverizacion o mediante liofilizacién. En general, la proporcién de mezcla (p/v) de un sélido y acetato de metilo, o
de un sélido y un disolvente mixto de acetato de metilo y un disolvente organico miscible con acetato de metilo, es
aproximadamente de 1:1 a 1:1000. Se realiza la extraccidn a temperatura ambiente o calentando con agitacién durante
un periodo corto de tiempo. Preferiblemente, la proporcién de mezcla (p/v) de un sélido y acetato de metilo, o de un
sdlido y un disolvente mixto de acetato de metilo y un disolvente orgdnico miscible con acetato de metilo es de 1:5
a 1:100. Se prefiere la extraccién a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 hora, y la extraccién repetida
subsiguiente (varias veces) del residuo en las mismas condiciones. Se prefiere un tamafio de particula de polvo més
fino para una extraccién sélido-liquido eficaz. Cuando la extraccién se realiza usando un disolvente mixto, es prefe-
rible que el disolvente mixto tenga una polaridad andloga a la del acetato de metilo mezclando los disolventes. La
extraccion sélido-liquido que usa estos disolventes elimina la elucién de polimeros de proantocianidina y otros conta-
minantes, y permite la purificacion eficaz de oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos. En el primer
aspecto descrito aqui, los oligémeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos se pueden recuperar mediante
liofilizacién o secado por pulverizacion, después de concentrar el extracto de acetato de metilo resultante y disolver
otra vez el residuo concentrado en agua o en un disolvente acuoso, tal como un tampoén.

En el segundo aspecto descrito aqui, se purifican oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos pretra-
tando con una enzima para la hidrdlisis de las materias primas que contienen los oligémeros de proantocianidina, sus
productos de purificacion brutos o una disolucién que contiene uno de éstos. Las materias primas o sus productos de
purificacion brutos contienen generalmente muchos contaminantes distintos de los oligémeros de proantocianidina.
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Particularmente cuando las materias primas o sus productos de purificacién brutos proceden de vegetales, hay presen-
tes en una elevada proporcién glicésidos de polifenol, ésteres o similares, ademds de oligdmeros de proantocianidina.
El pretratamiento de tales glicésidos o ésteres, que son contaminantes, con la hidrolasa anterior para obtener aglico-
nas permite la eliminacion eficaz de los contaminantes en la préxima etapa de purificacion, y permite mejoras en la
pureza de los oligémeros de proantocianidina. Por ejemplo, mediante tratamiento con §-glicosidasa, la rutina, que es
un glucésido flavonoide abundante en la planta Fagopyrum esculentum de la familia Polygonaceae, da como resultado
quercetina, que es una aglicona. Cuando se tratan dcido clorogénico y dcido p-cumaroilquinico, que son hidroxici-
namatos y los frutos u hojas de las dicotiledoneas los contienen en abundancia, con hidroxicinamato hidrolasa, sus
enlaces depsidicos, que son enlaces éster intramoleculares, se hidrolizan, lo que da como resultado 4cido cafeico y
acido quinico, y dcido p-cumadrico y 4cido quinico, respectivamente. Las condiciones de reaccién para el tratamiento
con la enzima de hidrdlisis difieren dependiendo del tipo de enzimas o similares. En general, las condiciones son pH
3a8,25a55°C, y 1 a24 horas. Los componentes de aglicona anteriores, carbohidratos libres o 4cidos carboxilicos
resultantes del tratamiento con la enzima de hidrdlisis, se pueden eliminar ficilmente mediante técnicas convenciona-
les, tales como refrigeracion, extraccién liquido-liquido o sélido-liquido, o adsorcién en columna, o una combinacién
de estos métodos y cromatografia en fase normal. Estas etapas permiten la eliminacién eficaz de contaminantes de
las materias primas que contienen oligémeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos o de sus productos de
purificacion brutos, y permiten la mejora de la pureza de los componentes de interés, es decir, de los oligdbmeros de
proantocianidina diméricos a pentaméricos.

Segin la presente invencidn, se pueden obtener oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos con
un grado de polimerizacién uniforme mediante separacién y purificacién por grado de polimerizacién, a partir de
materias primas que contienen los oligémeros de proantocianidina o de sus productos de purificacién brutos median-
te cromatografia liquida de gel de silice en fase normal segin una elucién isocritica que usa como fase movil un
disolvente simple o un disolvente mixto de dos o mas disolventes, seleccionados del grupo que consiste en un di-
solvente de éster, un disolvente de cetona, un disolvente de hidrocarburo, un disolvente de éter y un disolvente de
alcohol. Para la cromatografia liquida de gel de silice en fase normal anterior, se puede aplicar un método que usa
cromatografia en columna abierta o el que usa cromatografia liquida de alta eficacia. El disolvente o el agua se eli-
minan de la disolucién que contiene oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos, y después el residuo
se disuelve en una fase mévil o en un disolvente orgdnico soluble en una fase mévil. Cuando las materias primas
o sus productos de purificacién brutos son sélidos, se disuelven directamente en la fase mévil o en un disolvente
orgédnico soluble en la fase mdvil. Si es necesario, se filtran a través de un filtro de membrana o similar, y después
se cargan en la columna. En la elucién de un componente de interés, se lleva a cabo elucidn isocrética, que no apli-
ca gradiente de concentracion en la fase mévil, teniendo en cuenta la simplificacién de la operacién. Los ejemplos
de fase movil preferible en la elucién isocréitica incluyen disolventes mixtos, tales como hexano/metanol/acetato de
etilo, hexano/acetona, hexano/metanol/tetrahidrofurano/acido acético, hexano/metanol/tetrahidrofurano/acido férmi-
co, hexano/metanol/acetato de metilo/acido acético, hexano/metanol/acetato de metilo y hexano/acetato de metilo/
acetona.

El proceso de purificacién de la invencion permite la eliminacién eficaz de contaminantes, es decir, mondémeros que
constituyen proantocianidinas, tales como (+)-catequina, (+)-galocatequina, (-)-epicatequina y (-)-epigalocatequina, y
polimeros de proantocianidina hexdméricos o de orden superior; y permite la separacion y purificacion por grado de
polimerizacién de los componentes de interés, es decir, oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos.

El proceso de la presente invencion se puede combinar con otros procesos conocidos. Cuando los procesos de
purificacién se combinan, las etapas a usar y su orden se pueden seleccionar libremente.

Mediante estos procesos, se pueden obtener de forma eficaz oligémeros de proantocianidina diméricos a pentamé-
ricos, proantocianidinas diméricas, y proantocianidinas triméricas con gran pureza (pureza del 90% (p/p) o mas).

Los oligémeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos, proantocianidinas diméricas y proantocianidinas
triméricas purificadas mediante los procesos de purificacion de esta invencion se pueden usar como materias primas
para fabricar alimentos, cosméticos, farmacos o similares.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 (Referencia) muestra el resultado de la cromatografia liquida en fase inversa. Los simbolos en la Fig. 1
indican lo siguiente.

1. PB1

2. (+)-catequina

3. PB2

4. acido clorogénico
5. acido cafeico
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PC1

(-)-epicatequina

éster de 4cido p-cumadrico
dcido p-cumarico
floricina

floretina

La Fig. 2 muestra el resultado de la cromatografia liquida en fase normal.

La Fig. 3 muestra el resultado de la cromatografia liquida en fase normal.

La Fig. 4 muestra el resultado de la cromatografia liquida en fase inversa. Los simbolos de la Fig. 4 indican lo

siguiente.
1.
2.
3.
4.
5.

PB1
(+)-catequina
PB2
PC1

(-)-epicatequina

[5], [6] Fracciones de mondmeros que corresponden a los n* de fraccidn de la Fig. 3.

[7] - [11] Fracciones de dimeros que corresponden a los n® de fraccion de la Fig. 3.

[12] - [20] Fracciones de trimeros que corresponden a los n® de fraccién de la Fig. 3.

La Fig. 5 muestra el resultado de la cromatografia liquida en fase normal.

La Fig. 6 muestra el resultado de la cromatografia liquida en fase inversa. Los simbolos de la Fig. 6 indican lo

siguiente.
1.
2.
3.
4.
5.

PBI
(+)-catequina
PB2
PC1

(-)-epicatequina

[2] - [4] Fracciones de mondmeros que corresponden a los n® de fraccion de la Fig. 5.

[5] - [9] Fracciones de dimeros que corresponden a los n* de fraccion de la Fig. 5.

[10] - [15] Fracciones de trimeros que corresponden a los n® de fraccién de la Fig. 5.

La Fig. 7 muestra el resultado de analizar la distribucién de los grados de polimerizacién de los oligémeros de
proantocianidina.

A continuacidn, la presente invencion se describird adicionalmente con Ejemplos, pero no se limita por ninguno
de estos Ejemplos o similares.
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Ejemplo 1
(Referencia)
Purificacion mediante extraccion solido-liquido (A)

Se afiadieron 300 ml de acetato de metilo a 30 g de la fraccidon de proantocianidina obtenida en el Ejemplo de
Referencia 1, y después se realizé extraccion sélido-liquido a temperatura ambiente durante 1 hora. La extraccién
se realizé dos veces en total, los dos extractos resultantes de la extraccion se mezclaron y después se sometieron a
filtracién. Después, el residuo de la extraccion se lavo con una pequefia cantidad de acetato de metilo. Los extractos
de acetato de metilo y el lavado se combinaron y se concentraron a presion reducida. Se afiadié una pequefia canti-
dad de agua destilada, y se realiz6 otra vez concentracién a presion reducida, y el componente extraido se disolvid
en una disolucién acuosa. La disolucién acuosa resultante se liofilizé para dar 17,5 g de un extracto de acetato de
metilo en forma de polvo. Ademads, el residuo de la extraccién se secod para dar 12,5 g de un residuo sin extraer
de la extraccion de acetato de metilo en forma de polvo. El contenido de los componentes de proantocianidina di-
méricos y triméricos contenidos en ambos productos en polvo se determind mediante cromatografia liquida en fase
inversa como se describe en el Ejemplo de Referencia 2. Los componentes de proantocianidina diméricos determi-
nados fueron procianidina B1 (epicatequina-(48—8)-catequina; en adelante abreviado como PB1) y procianidina B2
(epicatequina-(43—8)-epicatequina; en adelante abreviado como PB2). El componente de trimero determinado fue
procianidina C1 (epicatequina-(48—8)-epicatequina-(43— 8)-epicatequina; en adelante abreviado como PC1). La Ta-
bla 1 muestra los resultados de la extraccién con acetato de metilo, asi como los rendimientos (%) de contenido
sélido.

TABLA 1
Rendi Rendi- PB1 PB2 PCI PB1 + PB2 + PC1
endi-
; miento de i R i- i-
miento | enido | Contenido Rendi Contenido R;ndgo Contenido Rend‘l Contenido Ee:r?t]o Pureza
® | hdocn | @ | Men® ® Mo @ | ™en’ | ® . %)
i (%) (%) (%) (%)
Muestra antes
dela (30.0) (1,22) (4.34) (1,96) (7.52) (25.1)
extraccion
Extracto de
acetato de 17.5 58.3 1,16 95,1 403 92,8 1,65 842 6,84 91.0 39.1
metilo
Residuo sin
extracr de la
extraccion de 12,5 41.7 0,06 49 0,31 72 031 15.8 0,68 9.0 5.4
acetato de
metilo

Como se muestra en la Tabla 1, se consiguié de forma eficaz la extraccion selectiva y la mejora de la pureza de
los componentes de oligémeros de proantocianidina representados por PB1, PB2 y PC1 mediante extraccién sélido-
liquido con acetato de metilo.

Ejemplo 2
(Referencia)
Purificacion mediante extraccion solido-liquido (B)

Se mezclaron acetato de metilo y diversos disolventes en una proporcidon de volimenes de 9 : 1 (en el caso de
acetato de metilo : hexano, la proporcion es 95 : 5), y asi se prepararon disolventes para la extraccién sélido-liqui-
do. El disolvente orgdnico miscible con acetato de metilo usado en estos diversos disolventes fue metanol, etanol,
propanol, butanol, formiato de etilo, acetato de etilo, acetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano, hexano o 4cido acético.
Se afiadieron 10 ml del disolvente de extraccién a 1 g de cada fraccién de proantocianidina obtenida en el Ejemplo
de Referencia 1, y la mezcla se sometié a extraccién sélido-liquido a temperatura ambiente durante 1 hora (extrac-
cién Unica). Tras la eliminacién de los componentes s6lidos del extracto mediante centrifugacion, se diluy6 una cierta
cantidad del extracto 100 veces con agua destilada (0,01—1 ml). Después se determiné el contenido de PB1, PB2
y PC1 mediante la cromatografia liquida en fase inversa descrita en el Ejemplo de Referencia 2. De forma simulta-
nea, se tomd una muestra de 1 ml de cada uno de los extractos para eliminar los disolventes, y después se liofilizo,
por lo que se determiné la cantidad de extracto sélido. La Tabla 2 muestra las eficacias de extraccién y los rendi-
mientos (%) del contenido sélido para PB1, PB2 y PC1 en el extracto procedente de la extracciéon sélido-liquido
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con cada disolvente de extraccién. Ademads, como ejemplo comparativo, se realiz6 extraccion sélido-liquido solamen-
te con acetato de etilo de una manera similar a la descrita anteriormente (excepto que se usaron 20 ml de acetato
de etilo para 2 g de la fraccién de proantocianidina). La Tabla 2 también muestra los resultados del experimento
comparativo.

TABLA 2
Rendimiento PB1 + PB2 + PC}
Disolvente para dec contenido PB1 PB2 PC1 Cantidad de o
extraccion sélido (mg) (mg) (mg) extracto Rendimiento Purcza
(%) (mg) (%) (%)
Sin tratar con disolventc (100) 364 | 1361 | 63.0 235.5 (100) 236
para extraccion
 Acetato de etilo 9.8 6.2 24,3 7.0 37.5 15,1 38,3
(Ejemplo Comparativo)
Acetato de metilo 100% 39.9 259 | 877 | 311 144.7 61.5 36.3
. - ]
Acctato de metilo 82.8 395 | 137.1 | 627 239,3 101.6 289
metanol (9/1)
Acetato de metilo/ 80.5 398 | 1401 | 646 244.4 103.8 304
etanol (9/1)
Acetato de metilo/ 772 389 | 1340 | 624 2353 999 30,5
propanol (9/1)
Acetato de metilo/
butanol (9/1) 79,0 384 | 1366 | 627 237.7 100.9 30.1
Acctato de metilo/ n
formiato de etilo (9/1) 400 263 | 899 | 311 147.3 62.5 36.8
Acetato de metilo/ -
acetato de etilo (9/1) 39.6 254 86.6 30.1 142.1 60.3 359
Acetato de metilo/ 56.1 135 | 1207 | s02 204.4 86.8 36,5
acetona (9/1)
Acetato de mtilo/ 59.3 358 | 1232 | 513 210,4 89,3 35.5
acctonitrilo (9/1)
Acetato de metilo/ 83.7 344 | 1201 | 513 205.8 87.4 246
tetrahidrofurano (9/1) * : . . : N .
Acctato de metilo/ 70.5 383 | 1311 | 565 2259 95.9 32.1
acido acético (9/1)
Acctato de metilo/
hexano (95/5) 15.7 107 | 410 | 99 61.6 248 392
Ejemplo 3
(Referencia)

Purificacion mediante extraccion solido-liquido (C)

Se mezclaron acetato de metilo y acetato de etilo en una proporcién en volumen como se muestra en la Tabla 3,
y después se realizé extraccion sélido-liquido. Se afiadieron 10 ml de cada uno de los disolventes de extraccién en
la proporcién en volumen respectiva a 1 g de la fraccién de proantocianidina obtenida en el Ejemplo de Referencia
1, seguido de extraccién sélido-liquido a 30°C durante 1,5 horas. Esta etapa se repiti6 tres veces. Estos extractos
se combinaron, se concentraron a presion reducida y se liofilizaron, por lo que se obtuvieron productos en polvo
(extracto). Se determinaron los contenidos de PB1, PB2 y PC1 en los productos en polvo mediante la cromatografia
liquida en fase inversa descrita en el Ejemplo de Referencia 2. La Tabla 3 muestra los resultados de la extraccién
con un disolvente en la proporcién de volimenes respectivos, e incluye los rendimientos (%) de contenido sélido, las
cantidades del extracto y los rendimientos de cada uno de PB1, PB2 y PC1, y las cantidades del extracto, rendimientos
(%) y pureza del total de PB1, PB2 y PC1.
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TABLA 3
Disolvente para E:z((j)lrm:r?(;g PBI PB2 PCl Cantidad chBI i P.BZ.+ s
extraccion solido ((mog)) ((mog)) ((mf)) extracto chc:gp)lento Pt(:(;g)za
(%) (me) ° o

Sinwaarcondisovenic | 100 | %oy | G | oy | 2602 2%
( Fﬂjc?nﬁ??o(ire\::r::ivo) 34.9 (gg:g) (2223) (3323) 142.1 54.6 40.7
accgizlgtton?ztic]t(i)l%/l ) 39.2 (éig) (I(:)5089) (333) 159 61.1 40.6
accgizlzleon(::l;l(i)l%/3) 42.5 (?/?3) (]7]1%2) (22?) 174.3 67 41
acc{:i(;;lz:)g:lﬁl(il?g/S) 46.5 (§/}/(7)) (I7281.;90) (;22) 191.9 73.8 413
comodemetnn | S0 | an | o | ey | 2084 | 801 | w00
accgi(f‘zlcon(::liclt(i)]?l/ 9) S1.6 (2343:(7)) (13237.'27) (2%3) 206.1 79.2 399
acel/':lc()ctiagomdc‘ii;:(l)“((;//IO) 524 ( zﬁ;) (]824%9) (“1/(7)]1) 209.3 80.4 399

Como se muestra en la Tabla 3, la extraccion selectiva y la mejora de los rendimientos de los componentes de oli-
gémeros de proantocianidina representados por PB1, PB2 y PC1 se consiguieron de forma eficaz mediante extraccién
sélido-liquido con un disolvente de extraccién que contenia acetato de metilo.

Ejemplo 4
(Referencia)
Purificacion combinada con tratamiento de lisis enzimdtica

El extracto de polifenol obtenido en el Ejemplo de Referencia 1 se traté con una preparacién enzimdtica disponible
comercialmente para procesado de alimentos. Las preparaciones enzimaticas usadas aqui fueron una preparacion de
lipasa derivada del género Aspergillus (Lipase Sankyo™, SANKYO CO., LTD.) y una preparacién de hidrolasa (hi-
droxicinamato hidrolasa (Seishin Co., Ltd.)). Previamente se han ajustado 100 ml del extracto de polifenol al valor de
pH 5 con 5 moles/l de NaOH, y se han diluido 10 veces con agua destilada, por lo que se obtiene una disolucién de
muestra. Se afiadié 1 g de la anterior preparacion de lipasa y de la anterior preparacion de hidrolasa a 1 L de la disolu-
cién de muestra (concentracion final: 0,1%), y se dejé desarrollar la reaccién enzimatica a 45°C durante 16 horas. Se
muestran los resultados del andlisis de la cromatografia liquida en fase inversa descrita en el Ejemplo de Referencia 2
realizada sobre la disolucién de muestra antes y después de la reaccién en la Fig. 1-a y 1-b, respectivamente. Como se
muestra en la figura, la mayoria de los contaminantes principales, dcido clorogénico y floricina, desaparecieron, y en
su lugar se incrementaron acido cafeico, dcido p-cumadrico y floretina libres, debido a la reaccién enzimética anterior.
A continuacién, se concentrd la disolucién tras la reaccién y después se sometié a secado por pulverizacién, por lo
que se obtuvieron 20 g de polvo. Después, se le afladieron 200 ml de acetato de metilo, y se realizé extraccion sélido-
liquido. Se muestra un cromatograma del extracto de acetato de metilo en la Fig. 1-c. Los polimeros de proantocia-
nidina, que aparecieron como una elevacion de la linea base de la Fig. 1-a y 1-b, se eliminaron mediante extraccién
sdlido-liquido. Ademds, se afadi6 una pequefia cantidad de agua destilada a este extracto, y después se elimind acetato
de metilo mediante concentracién a presién reducida, por lo que los componentes extraidos se disolvieron en agua.
Se afnadi6 acetato de etilo/n-hexano (8/2) (en una cantidad equivalente a la disolucién acuosa) a la disolucién acuosa
obtenida (50 ml) para realizar extraccién liquido-liquido. Se muestran los cromatogramas de la capa de disolvente
organico (capa superior) y de la capa acuosa (capa inferior) resultantes en las Fig. 1-d y Fig. 1-e, respectivamente Asi,
parte de los mondmeros que constituyen proantomamdmas (catequina, eplcatequma) y la mayoria de los productos
principales del tratamiento enzimatico previo, acido cafeico, acido p-cumadrico y floretina libres, se extrajeron hacia
la capa de disolvente organico (Fig. 1-d). La mayoria de los oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméri-
cos representados por PB1, PB2 y PC1 permanecieron en la capa acuosa tras la extraccién liquido-liquido (Fig. 1-
e). La capa acuosa obtenida finalmente se concentrd y se liofiliz, por lo que se obtuvieron 5,7 g de polvo. Como
resultado de una serie de etapas, la pureza de PB1 + PB2 + PC1 en contenido sélido total mejor6 alrededor de 4
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veces, de 11,5% a 40,3%. Como se describié anteriormente, la pureza de los componentes de interés, oligémeros
de proantocianidina diméricos a pentaméricos, se puede mejorar de forma eficaz mediante tratamiento de lisis en-
zimatica de los extractos procedentes de las materias primas, seguido de una combinacién de mdltiples procesos de
purificacion.

Ejemplo 5
Purificacion mediante cromatografia liquida en fase normal (A)

Se afiadieron 100 ml de acetato de metilo a 10 g de la fraccidon de proantocianidina obtenida en el Ejemplo de
Referencia 1 para realizar extraccién sélido-liquido. El extracto se concentré a presién reducida hasta un volumen
constante de 20 ml de liquido concentrado. Después se realizé la cromatografia liquida de fase normal que usa
gel de silice como relleno para separar los componentes. Las condiciones para la cromatografia son las siguien-
tes:

Columna: Inertsil SIL™ (4,6 mm de D.I. x 150 mm, GL Science)

Fase movil para separacion isocrdtica: hexano/metanol/acetato de etilo (70/30/10)

Dosis de carga de la muestra: 0,01 ml

Caudal: 1,8 ml/min

Deteccion: UV 280 nm

El cromatograma obtenido se muestra en la Fig. 2. En estas condiciones, los componentes de oligémeros de proan-
tocianidina se separaron por grado de polimerizacién de dimero a orden superior, y después eluyeron de la columna.
Es decir, se confirmé que la separacion selectiva de componentes de oligémeros con un grado de polimerizacién uni-
forme, dimeros, trimeros y similares, dependiendo del propdsito, se consiguié mediante cromatograffa liquida en fase

normal que usa gel de silice como relleno.

Ademads, usando las mismas muestras liquidas concentradas, se realizé un fraccionamiento mediante cromatografia
liquida en fase normal a escala preparativa. Las condiciones para el fraccionamiento son las siguientes:

Relleno de gel de silice: gel de silice multiporoso esférico (75 um, 120 A)
Tamafio de columna: 6 mm de D.I. x 500 mm x 2 columnas

Fase movil para separacién isocratica: hexano/metanol/acetato de etilo (70/30/10)
Dosis de carga de la muestra: 0,5 ml

Caudal: 3 ml/min

Fraccionamiento: 15 ml/5 min/1 fraccién

Detecciéon: UV 280 nm

Como se muestra en la Fig. 3, los oligémeros de proantocianidina de las muestras se separaron también por grado
de polimerizacién incluso a escala preparativa.

Posteriormente, se tomaron muestras de las fracciones eluidas que correspondian a monémeros, dimeros y trimeros
en el cromatograma. Después, se examind la constitucién de los componentes de oligémeros en cada fraccidn eluida
usando la cromatografia liquida en fase inversa descrita en el Ejemplo de Referencia 2. Como se muestra en la Fig.
4-[5] y en la Fig. 4-[6], las fracciones de monémero estaban compuestas principalmente de catequina y epicatequina,
como se muestra en la Fig. 4-[7] a [11], las fracciones de dimeros estaban compuestas principalmente de PB1 y PB2,
y como se muestra en la Fig. 4-[12] a [20], las fracciones de trimero estaban compuestas principalmente de PC1. Las
fracciones separadas estaban cada una compuestas de componentes de oligémeros con un grado de polimerizacién
uniforme.

La pureza de los productos de proantocianidina diméricos y triméricos purificados obtenidos anteriormente fue del
93% y 92% (p/p), respectivamente.
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Ejemplo 6
Purificacion mediante cromatografia liquida en fase normal (B)

Usando la muestra liquida concentrada obtenida en el Ejemplo 5, se realiz6 un fraccionamiento mediante croma-
tografia liquida en fase normal. Las condiciones para el fraccionamiento fueron las siguientes:

Relleno de gel de silice: gel de silice multiporoso esférico (75 um, 120 A)
Tamafio de columna: 6 mm de D.I. x 500 mm x 2 columnas

Fase movil para separacidn isocratica: hexano/acetona (40/60)

Dosis de carga de la muestra: 0,05 ml

Caudal: 3 ml/min

Fraccionamiento: 15 ml/5 min/1 fraccién

Deteccién: UV 280 nm

La Fig. 5 muestra el cromatograma obtenido. Ademads, se tomaron muestras de las fracciones eluidas correspon-
dientes a mondmeros, dimeros y trimeros del cromatograma. Después, se examind la constitucion de los componentes
de oligémeros en cada fraccion eluida usando la cromatografia liquida en fase inversa descrita en el Ejemplo de Re-
ferencia 2. Como se muestra en la Fig. 6-[2] a [4], las fracciones de mondmeros estaban compuestas principalmente
de catequina y epicatequina, como se muestra en la Fig. 6-[5] a [9], las fracciones de dimeros estaban compuestas
principalmente de PB1 y PB2, y como se muestra en la Fig. 6-[10] a [15], las fracciones de trimero estaban compues-
tas principalmente de PC1. De forma similar al Ejemplo 5, las fracciones separadas estaban cada una compuestas de
componentes de oligdmeros con un grado de polimerizacién uniforme.

La pureza de los productos de proantocianidina diméricos y triméricos purificados obtenidos anteriormente fue del
95% y 93% (p/p), respectivamente.

Ejemplo de Referencia 1
Preparacion de una fraccion de proantocianidina a partir de manzana

Se prepar6 un extracto de polifenol y una fraccién de proantocianidina a partir de manzanas segin el método des-
crito en Rapid Communication of Mass Spectrometry, 11, 31-36 (1997). Se usaron manzanas inmaduras (3 kg) de la
variedad “Fuji” como materia prima. Los frutos se prensaron a la vez que se les afladian 3 g de metabisulfito potasico,
y se exprimieron para obtener el zumo. El zumo se centrifugd y se filtré para su clarificacion, por lo que se obtuvieron
1,8 L de zumo claro. A continuacién, el zumo se afiadié a una columna rellena con Sepabeads SP-850™ (Nippon
Rensui) (25 mm de D.I. x 285 mm), y se dejé que los componentes de polifenol del zumo se adsorbieran en ella.
Después de eliminar los carbohidratos y dcidos organicos presentes en el zumo lavando con 300 ml de agua destilada,
los componentes de polifenol se eluyeron con 200 ml de una disolucién de etanol acuoso del 80%. Ademds, el eluido
recogido se concentrd hasta 65 ml a presién reducida, de forma que se obtuvo el extracto de polifenol. El extracto de
polifenol (25 ml) se afiadié después a una columna rellena con TSK-GEL Toyopearl HW-40EC™ (TOSOH) (25 mm
de D.I. x 285 mm), y la columna se lav6 con 200 ml de agua destilada, de forma que se eliminé la mayoria de los
contaminantes, dcidos carboxilicos fendlicos. Después, se afiadieron 250 ml de una disolucién de etanol acuoso del
40% a la columna, de forma que se eluyeron otros polifenoles de bajo peso molecular. Posteriormente, se afladieron
100 ml de una disolucién de acetona acuosa del 60% a la columna, por lo que se eluy6 y se recuper6 la mayoria de
las proantocianidinas. Aqui, parte de los oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos se mezclaron en
el eluido con una disolucion de etanol acuoso del 40%. Asi, el eluido se someti6 a eliminacion de etanol mediante
concentracién a presién reducida, el concentrado se afiadié después a una columna Sep-pak CISENV™ (Waters),
por lo que se repurificaron y se recuperaron solamente los componentes de proantocianidina de la mezcla. La disolu-
cién recuperada y el eluido procedente de la elucién con una disolucién de acetona acuosa del 60% se mezclaron, se
concentraron a presion reducida y se liofilizaron, por lo que se obtuvo una fraccién de proantocianidina (zumo claro
1,8 L — 8 g). Un andlisis de espectrometria de masas reveld que esta fraccién consistia en proantocianidinas mono-
méricas a 15-méricas. Segtn la demanda, esta etapa se realizé a una escala mayor, de forma que se prepard un extracto
de polifenol o una fraccién de proantocianidina en la cantidad necesaria en cada ejemplo.

Ejemplo de Referencia 2
Andlisis de polifenol

La composicién de componentes de polifenol en las diversas muestras descritas en los Ejemplos se analizé me-
diante cromatografia liquida en fase inversa en las siguientes condiciones, segiin la demanda.
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Columna: Inertsil ODS-3™ (4,6 x 15 mm, GL Science)

Eluyente: A) 0,1 moles/l de tampdn fosfato (pH 2)/metanol (8/2) B) 0,1 moles/l de tamp6n fosfato (pH 2)/metanol
(5/5)

Condiciones de elucién en gradiente: 0 — 10 min (100% A), 10 min — 50 min (100% A — 100% B), 50 min —
65 min (100% B)

Dosis de carga por muestra: 10 ul
Caudal: 1 ml/min

Deteccién: 280 nm

Ejemplo de Referencia 3
Andlisis de la distribucion por grado de polimerizacion de oligémeros de proantocianidina

Se analiz6 la distribucién por grado de polimerizacion de los oligdmeros de proantocianidina en los productos en
polvo obtenidos en el Ejemplo 1 a partir del extracto o del residuo sin extraer de la extraccion con acetato de metilo
mediante cromatografia de penetrabilidad en gel. Las condiciones para el andlisis son las siguientes:

Columna: TSK-GEL Toyopearl HW-40F™ (2,5 x 95 cm, TOSOH)

Eluyente: acetona/urea 8 mol/l (6/4)

Caudal: 1,0 ml/min

Fraccionamiento: 3 ml/3 min./1 fraccidn (se descartaron los 80 ml iniciales)

Deteccion: Colorimetria mediante la adicion de un reactivo de fenol (detectado a VIS 760 nm)

Ademis, una mezcla de catequinas patrén (2 mg de epicatequina, PB2 y PC1), una mezcla de proantocianidina (10
mg), un producto en polvo extraido con acetato de metilo de la mezcla de proantocianidina (5,83 mg), y un producto
en polvo sin extraer con acetato de metilo de la misma mezcla (4,17 mg) se disolvieron separadamente en 0,5 ml de
un eluyente, y se sometieron a andlisis. La Fig. 7 muestra los resultados.

Como se muestra en la Fig. 7, en las condiciones anteriores de andlisis, los oligémeros de proantocianidina de una
muestra eluyeron en orden de mayor a menor grado de polimerizacion, basandose en el efecto de tamiz molecular
del relleno. Particularmente los componentes de trimero, dimero y mondémero aparecieron como picos individuales
en el cromatograma. Como se muestra en la Fig. 7, el producto en polvo extraido con acetato de metilo consistié
principalmente en componentes de oligémeros de proantocianidina monoméricos, diméricos y triméricos. Por otra
parte, el producto en polvo sin extraer con acetato de metilo consistié principalmente en componentes poliméricos de
proantocianidina con pesos moleculares elevados.

Seglin esta invencion, se purificaron de forma eficaz oligémeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos, y
proantocianidinas diméricas y triméricas con un grado de polimerizacién uniforme con gran pureza, a partir de materias
primas que contienen proantocianidinas o de sus productos de purificacion brutos. Los oligémeros de proantocianidina
obtenidos mediante la presente invencion poseen una diversidad de actividades bioldgicas, que incluyen actividad
antineoplasica, antiinflamatoria, antienvejecimiento, antioxidante, antialérgica, antibacteriana, y de crecimiento capilar
y similares, de forma que son utiles en aplicaciones que incluyen alimentos, cosméticos y farmacos.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la purificacién de oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos con un grado
de polimerizacién uniforme, que comprende: separar y purificar los oligdmeros de proantocianidina por grado de
polimerizacién a partir de las materias primas que contienen oligdmeros de proantocianidina diméricos a pentaméricos
o de sus productos de purificacién brutos mediante cromatografia liquida de gel de silice en fase normal, segtin una
elucion isocrdtica que usa como fase mdvil un disolvente simple o un disolvente mixto de dos o mds disolventes,
seleccionados del grupo que consiste en un disolvente de éster, un disolvente de cetona, un disolvente de hidrocarburo,
un disolvente de éter y un disolvente de alcohol.

2. El proceso de purificacion de la reivindicacién 1, en el que las materias primas que contienen oligémeros de
proantocianidina diméricos a pentaméricos o sus productos de purificacién brutos proceden de un vegetal.

3. El proceso de purificacion de la reivindicacion 1, en el que el disolvente usado como fase mévil es un disolvente
mixto de dos o mas disolventes seleccionados del grupo que consiste en un disolvente de éster, un disolvente de cetona,
un disolvente de hidrocarburo, un disolvente de éter y un disolvente de alcohol.

4. El proceso de purificacién de la reivindicacion 1, en el que el disolvente de éster es un disolvente seleccionado
del grupo que consiste en formiato de metilo, formiato de etilo, formiato de propilo, formiato de isopropilo, formiato
de butilo, formiato de isobutilo, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de isopropilo, acetato de
butilo, acetato de isobutilo, propionato de metilo, propionato de etilo, propionato de propilo, propionato de isopropilo,
propionato de butilo, propionato de isobutilo, butirato de metilo, butirato de etilo, butirato de propilo, butirato de
isopropilo, butirato de butilo y butirato de isobutilo.

5. El proceso de purificacién de la reivindicacién 1, en el que el disolvente de cetona es un disolvente seleccionado
del grupo que consiste en acetona, metiletilcetona, metilpropilcetona, metilisopropilcetona, metilbutilcetona, metili-
sobutilcetona, metiltert-butilcetona, dietilcetona, diisopropilcetona, metilvinilcetona, ciclobutanona, ciclopentanona y
ciclohexanona.

6. El proceso de purificacién de la reivindicacién 1, en el que el disolvente de hidrocarburo se selecciona del grupo
que consiste en pentano, hexano, heptano, octano, nonano, decano, nonadecano, ciclohexano, xileno y tolueno.

7. El proceso de purificacion de la reivindicacién 1, en el que el disolvente de éter es tetrahidrofurano o 1,2-
dimetoxietano.

8. El proceso de purificacion de la reivindicacion 1, en el que el disolvente de alcohol es un disolvente seleccionado
del grupo que consiste en metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol, sec-butanol y tert-butanol.
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FIG. 7
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