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DESCRIPCION
Método para el analisis de procianidina
Campo de la invencion

La presente invencién se relaciona con un método para cuantificar procianidina y flavan-3-oles contenidos en un
producto de té, alimentos y/o bebidas.

Antecedentes de la invencion

En términos de eficacia, se considera que la proantocianidina (OPC) esta entre los principios activos relacionados
con la "Paradoja Francesa", ya que la OPC esta también contenida en los vinos (1995, Clin. Chim. Acta., 235, 207-
219). Se sabe que la OPC tiene diversas acciones y efectos, tales como una accion antioxidante, una accion
mejoradora de la circulacion periférica, un efecto mejorador del flujo sanguineo y un efecto mejorador de la funcion
hepatica (2004, Japan Food Science, 403, edicion de Enero, 40-45), asi como un efecto inhibidor de la agregacion
plaquetaria (JP 2003-527418 A).

Las técnicas previamente conocidas para el analisis de la proantocianidina incluyen la HPLC de fase invertida
utilizando un cromatografo liquido de alto rendimiento-espectrometro de masas (LC-MS) (2003, Biosci. Biotechnol.
Biochem., 67(5), 1140-1142) y la HPLC en fase normal por LC-MS utilizando una elucién en gradiente (2003, J.
Agric. Food Chem., 51, 7513-7521). También se conocen técnicas para el analisis de la procianidina utilizando una
columna de pretratamiento antes de efectuar la HPLC de fase invertida (2004, Analyt. Chim. Acta, 522(1), 105-112;
1999, J. Chromatogr. A, 830(2), 301-309). Sin embargo, en cualquiera de estas técnicas de analisis, la procianidina
en forma de mezcla con otros ingredientes de té, alimentos o suplementos ha sido dificil de separar de dichos picos
contaminantes; asi, estas técnicas no pueden conseguir una cuantificacion precisa. Mas aun, existe un numero muy
grande de estereoisémeros para la proantocianidina debido al estereoisomerismo de sus constituyentes, los flavan-
3-oles, por lo que ha habido una limitacién en cuanto a compuestos disponibles como patrones. Por esta razén, ha
sido imposible el analisis cuantitativo, excepto para algunos compuestos conocidos.

Resumen de la invencion

Existe una fuerte demanda en cuanto al desarrollo de un nuevo método de analisis que permita la cuantificacion
precisa de procianidina (un nombre genérico para una mezcla de n-meros de catequina; n > 1) y flavan-3-oles en
productos de té, alimentos y/o bebidas, que contienen procianidina y flavan-3-oles, sin recibir interferencia alguna
por parte de contaminantes. De este modo, la presente invencién proporciona un nuevo método para cuantificar
procianidina y flavan-3-oles contenidos en productos de té, alimentos y/o bebidas.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra las formulas estructurales de la procianidina B1 y de la procianidina B3.

La Figura 2 muestra un cromatograma de HPLC de la fraccion eluida con EtOH al 70% en la etapa de
pretratamiento. Las condiciones de analisis son las siguientes: sistema de HPLC: Shimadzu LC-2010HT (Shimadzu
Corporation, Japoén); columna: Capcellpak C-18 AQ (6 mm x 150 mm, Shiseido Co., Ltd., Japén); Fase movil:
eluyente A: TFA al 0,05%/agua, eluyente B: TFA al 0,05%/CH3CN al 90%/agua; velocidad de flujo: 1,2 ml/minuto;
gradiente: 10% B — 10% B (10 minutos) y 10% B — 35% B (10 minutos); temperatura de la columna: 40°C;
deteccion: A225 nm. En estas condiciones, la procianidina B1 eluy6 a los 10,7 minutos, la procianidina B3 a los 12,6
minutos, la catequina a los 14,0 minutos, la epicatequina a los 17,6 minutos, la galocatequina a los 6,4 minutos, la
epigalocatequina a los 11,1 minutos, el epigalocatequin-3-O-galato a los 18,2 minutos y el galocatequin- 3-O-galato
alos 19,1 minutos, respectivamente.

Descripcion detallada de la invencién

Como resultado de diversos estudios realizados para alcanzar el objetivo anterior, los inventores de la presente
invencion han visto que la procianidina y los flavan-3-oles contenidos en productos de té y/o alimentos y bebidas
pueden ser cuantificados sin resultar afectados por contaminantes cuando (a) se pretrata una muestra de ensayo
con una resina basada en dextrano o basada en polimero vinilico para eliminar los contaminantes (v.g., cafeina) que
no pueden ser separados usando resinas adsorbentes hidrofébicas o similares, y (b) se efectia una cromatografia
liquida de alto rendimiento para separar y cuantificar la procianidina y los flavan- 3-oles fraccionados.

Asi, la presente invencion proporciona un método para cuantificar procianidina y flavan-3-oles contenidos en un
producto de té, alimentos y/o bebidas segun la reivindicacion 1.
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Substancias que se han de cuantificar mediante el método de la presente invencion

La substancia que se ha de cuantificar mediante el método de la presente invencién puede ser cualquiera entre
procianidina (un nombre genérico para una mezcla de n-meros de catequina; n > 1) y flavan-3-oles. Entre los flavan-
3-oles que se han de cuantificar mediante el método de la presente invencion, se incluyen, aunque sin limitacion,
catequina, epicatequina, galocatequina, epigalocatequina, catequin-3-O-galato, epicatequin-3-O-galato,
galocatequin-3-O-galato y epigalocatequin-3-O-galato. La procianidina que se ha de cuantificar mediante el método
de la presente invencion incluye, aunque sin limitacion, las procianidinas B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7 y B8. La
substancia que se ha de cuantificar mediante el método de la presente invencién puede ser preferiblemente la
procianidina B1 (PB1) y/o la procianidina B3 (PB3), y mas preferiblemente la PB1.

Muestras de ensayo

La muestra de ensayo que se ha de analizar mediante el método de la presente invenciéon puede ser cualquier
muestra que se espere que contenga procianidina y/o flavan-3-oles seleccionada entre el grupo consistente en un
producto de té, alimentos y/o bebidas (v.g., pepitas de uva, tamarindo, manzana, corteza, hojas de té, cacao y/o
productos tratados (v.g., extractos) de los mismos). Una muestra de ensayo preferida que se ha de analizar
mediante el método de la presente invencién es una bebida de té que contiene procianidina, y mas preferiblemente
una bebida de té que contiene un extracto de corteza de pino.

Etapa de pretratamiento

En el analisis de la procianidina y de los flavan-3-oles en una muestra de ensayo utilizando cromatografia liquida de
alto rendimiento, como contaminantes que alteran el analisis se incluyen metilxantinas (v.g., cafeina, teobromina),
fenilpropanoides (v.g., acido cofeico, acido cumarico, acido ferulico), flavonas, flavonoles y compuestos glicosilados
de los mismos.

Cuando se usa un soporte de fase invertida (v.g., C8 o C18) en un intento de separar la procianidina y los flavan-3-
oles de estos contaminantes, estas substancias se adsorben todas sobre la resina y por ello se eluyen al mismo
tiempo. Por esta razén es imposible separarlas entre si o, incluso cuando es posible, requieren un periodo muy largo
de tiempo para su analisis. Después de una serie de estudios sobre las condiciones que permiten la separacion de
la procianidina y de los flavan-3-oles de estos contaminantes, los inventores de la presente invencién han logrado
separar la procianidina y los flavan-3-oles de estos contaminantes en una columna de filtracion por gel con un
eluyente que contiene un solvente organico polar. Asi, en el método de la presente invencion, la separacion en
columna permite la fraccionacion de procianidina y flavan-3-oles con respecto a los contaminantes anteriores cuando
se usa como pretratamiento.

Como resinas para columnas disponibles para uso en el pretratamiento, se incluyen resinas basadas en dextrano
(v.g., Sephadex LH-20 (Amersham Biosciences)) y resinas de filtracion por gel basadas en polimeros vinilicos
hidrofilicos (v.g., TOYOPEARL HW40 (Tosoh Corporation, Japon) y TOYOPEARL HW-50 (Tosoh Corporation,
Japon)). Estas resinas permiten la fraccionacion entre contaminantes y procianidina/flavan-3-oles.

En la etapa de pretratamiento, se eluyen los contaminantes con agua y/o etanol del 0% al 40%, y luego se recogen
la procianidina y los flavan-3-oles con etanol al 60% o mas. Por ejemplo, después de cargar una muestra de ensayo
en una columna, se puede eluir la cafeina como contaminante con etanol del 0% al 20%, mientras que se pueden
eluir los fenilpropanoides, las flavonas y los flavonoles con etanol del 20% al 40%, seguido finalmente por la elucién
de la procianidina y de los flavan-3-oles con etanol del 60% al 80%, para obtener la procianidina y los flavan-3-oles
deseados sin que contengan contaminante alguno.

Etapa de separacion y cuantificacion por cromatografia liquida de alto rendimiento

A continuacioén, se analiza la solucion tratada para eliminar los contaminantes en la etapa de pretratamiento por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para cuantificar la procianidina y los flavan-3-oles contenidos en
ella. La columna usada para el andlisis es una columna de fase invertida. Como ejemplos se incluyen, aunque sin
limitacién, columnas de fase invertida empaquetadas con un material de empaquetamiento de un soporte de gel de
silice que tiene grupos octadecilo quimicamente unidos al mismo (ODS), un soporte de gel de silice que tiene grupos
butilo quimicamente unidos al mismo (C4), un soporte de gel de silice que tiene grupos octilo quimicamente unidos
al mismo (C8), un soporte de gel de silice que tiene grupos fenilo quimicamente unidos al mismo (Ph), un soporte de
gel de silice que tiene cadenas de alquilo C3y quimicamente unidas al mismo (C30), un soporte de polimero sintético
que tiene grupos octadecilo unidos al mismo (ODP), un soporte de polimero sintético de fase invertida (v.g., Shodex
Rspak serie DE (Showa Denko KK, Japén)) y un soporte de fase invertida funcionalizado con amida (v.g., Ascentis
RP-Amide (Sigma-Aldrich Japan KK, Japon)).
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La fase movil usada para el analisis por HPLC puede ser agua y un solvente polar hidrosoluble. Es posible usar
etanol, metanol, acetonitrilo, acetona o similares en una razén de mezcla del 0% al 100% con agua. La fase movil es
preferiblemente acidificada para la estabilizacion de los ingredientes que se han de separar y analizar, y se puede
mezclar con un acido, tal como el acido trifluoroacético (TFA), el acido férmico, el acido acético, el acido
tricloroacético (TCA) o el acido perclorico, en una cantidad del 0,001% al 5%, preferiblemente en mezcla con de un
0,05% a un 0,1% de TFA.

Mas especificamente, se usa una columna ODS (Capcellpak C-18 AQ (6 mm x 150 mm), Shiseido Co., Ltd., Japon),
y se realiza la elucién en gradiente a una temperatura de la columna de 40°C utilizando TFA al 0,05%/agua
(Eluyente A) y TFA al 0,05%/acetonitrilo al 90%/agua (Eluyente B) a una velocidad de flujo de 1,2 ml/minuto, con un
gradiente de 10% B — 10% B (10 minutos) y luego 10% B — 35% B (10 minutos). Se puede realizar la deteccion
midiendo la absorbancia a 225 nm (A225 nm), de tal forma que se pueden cuantificar la procianidina y los flavan-3-
oles a partir de las areas de los picos de estas substancias individuales. Se pueden usar procianidina B1 (PB1)
(Funakoshi Co., Ltd., Japén) y procianidina B3 (PB3; sintetizada segun el Ejemplo 4 que se describira mas adelante)
como patrones de procianidina. En la Figura 1 se muestran las formulas estructurales de la PB1 y de la PB3. En las
condiciones antes descritas, PB1 eluye a los 10,7 minutos y PB3 a los 12,6 minutos. Los flavan-3-oles, es decir, la (-
)-epicatequina, el 3-O-galato de (-)-epicatequina, la (-)-epigalocatequina, el 3-O-galato de (-)-epigalocatequina, la (+)-
catequina, el 3-O-galato de (-)-catequina, la (+)-galocatequina y el 3-O-galato de (-)-galocatequina, fueron
comprados a Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Japén. La (-)-epicatequina eluyé a los 17,6 minutos, la (-)-
epigalocatequina a los 11,1 minutos, el 3-O-galato de (-)-epigalocatequina a los 18,2 minutos, la (+)-catequina a los
14,0 minutos, la (+)-galocatequina a los 6,4 minutos y el 3-O-galato de (-)-galocatequina a los 19,1 minutos. Sin
embargo, las condiciones de analisis no se limitan a las antes descritas y es posible usar cualesquiera condiciones
que permitan la cuantificacion.

En otra realizacion, el método de la presente invencion puede incluir ademas el analisis por espectrémetro de masas
tras la separacion por cromatografia liquida de alto rendimiento. A saber, la muestra pretratada puede ser también
cuantificada por LC-MS. Se pueden llevar a cabo la separacion y la cuantificacion por LC-MS usando, por ejemplo,
aunque sin limitacion, las condiciones mostradas en el Ejemplo 6 que se da mas adelante. En ciertos casos, tales
como cuando sélo hay que cuantificar dimeros de procianidina por LC-MS, dichos dimeros pueden ser cuantificados
a partir de un cromatograma obtenido para el i6n a m/z 579 ([M+H]") por monitorizacién del ién seleccionado (SIM).
Cuando la cantidad de procianidina contenida en una muestra es muy pequefa (1 ppm o menos), la cuantificacion
por LC-MS sera un medio de analisis efectivo.

El método de la presente invencion permite la separacion de la procianidina y de los flavan-3-oles de los otros
contaminantes contenidos en productos de té, alimentos y/o bebidas que contienen procianidina, consiguiendo asi la
separacion y la cuantificacion de la procianidina y de los flavan-3-oles contenidos en dichos productos de té y
similares. De este modo, el método de la presente invencién es adecuado como método de analisis de procianidina
y flavan-3-oles en productos de té, alimentos y/o bebidas, sin provocar su descomposicion.

Se describira ahora la presente invencion con mas detalle por medio de los siguientes ejemplos, con los que no se
pretende limitar el alcance de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1

Estudio de las condiciones de pretratamiento

Se cargd una columna que contenia Sephadex LH-20 (peso seco: 0,25 g; Amersham Biosciences) hinchado con
agua con 5 ml de una solucién acuosa que contenia proantocianidina B1 (PB1) y cafeina (20 ppm de cada), se lavo
con 2 ml de agua y se eluyd después secuencialmente con EtOH al 20%, 40%, 60% y 80% (2 ml de cada). Después

de concentrar a presion reducida, se introdujo cada fraccion eluida en un matraz medidor de 2 ml y se someti6 a
HPLC (véase el Ejemplo 3 para las condiciones de analisis) para cuantificar la cafeina y la PB1.

Tabla 1
Eluyente % Recuperacion de cafeina % Recuperacion de PB1
H20 (no adsorbida) 74% 0%
H-0O (lavada) 23% 0%
EtOH al 20% 2,5% 0%
EtOH al 40% 0% 0%
EtOH al 60% 0% 49%
EtOH al 80% 0% 27%
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Este resultado indicaba que la cafeina eluia substancialmente con el H,O, mientras que la PB1 eluia con EtOH al
60% o mas. Esto significa que la cafeina y la PB1 pueden separarse una de ofra.

Ejemplo 2
Pretratamiento de producto de té en Sephadex LH-20

Se cargd una columna que contenia Sephadex LH-20 (peso seco: 0,25 g; Amersham Biosciences) hinchado con
agua con 5 ml de un producto de té que contenia flavangenol (procianidina derivada de corteza de pino), se lavd con
2 ml de agua y se eluy6 luego secuencialmente con EtOH al 35% (2 ml) y EtOH al 70% (4 ml). Se concentré la
fraccion eluida con EtOH al 70% a presién reducida y se introdujo después en un matraz medidor de 2 ml. Se
sometidé cada fraccion eluida a HPLC (véase el Ejemplo 3 para las condiciones de analisis) para cuantificar la
cafeina y la PB1. Se calculd la concentracion en base al volumen inicial (5 ml).

Tabla 2
Eluyente Concentracion de cafeina Concentracion de PB1
H20 (no adsorbida) 100 ppm 0 ppm
H20 (lavada) 9 ppm 0 ppm
EtOH al 35% 0,2 ppm 0,08 ppm
EtOH al 70% 0 ppm 2,7 ppm

Se eluyd la cafeina casi por completo por lavado con agua. A continuacioén, se eluyeron los fenilpropanoides y los
flavonoles con EtOH al 35% y se eluyeron la procianidina y el flavan-3-ol deseados con EtOH al 70%.

Habria que hacer notar que es también posible usar un producto de té que haya sido recogido en un volumen de 5
ml, liofilizado y luego reconstituido con 5 ml de agua antes de su uso.

Ejemplo 3
Separacion por HPLC de procianidina y flavan-3-oles

Se analizé la fraccion tratada en Sephadex LH-20 y eluida con agua, EtOH al 35% o EtOH al 70%, asi como la
solucion de muestra pretratada para eliminar contaminantes tales como la cafeina por HPLC en las siguientes
condiciones.

Condiciones de analisis: Se usé Capcellpak C-18 AQ (6 mm x 150 mm, Shiseido Co., Ltd., Japén) como columna y
se realiz6 una elucién en gradiente utilizando TFA al 0,05%/agua (Eluyente A) y TFA al 0,05%/CH3CN al 90%/agua
(Eluyente B) a una velocidad de flujo de 1,2 ml/minuto con un gradiente de 10% B — 10% B (10 minutos) y luego
10% B — 35% B (10 minutos). Se fij6 la temperatura de la columna a 40°C y la deteccion y la cuantificacion se
basaron en mediciones de A225 nm y su area de pico. La HPLC utilizada fue Shimadzu LC-2010HT (Shimadzu
Corporation, Japon).

En estas condiciones, la procianidina B1 eluyé a los 10,7 minutos, la procianidina B3 a los 12,6 minutos, la catequina
a los 14,0 minutos, la epicatequina a los 17,6 minutos, la galocatequina a los 6,4 minutos, la epigalocatequina a los
11,1 minutos, el 3-O-galato de epigalocatequina a los 18,2 minutos y el 3-O-galato de galocatequina a los 19,1
minutos. Este resultado mostraba una buena separacion de estas substancias (Figura 2).

Ejemplo 4
Sintesis de procianidina B3

Se sintetizé procianidina B3 como sigue, segun el articulo (J. C. S. Perkin I, 1981, Jacobus J. Botha et al., 1235-
1245).

Se disolvid (+)-taxifolina (500 mg) en etanol (50 ml), seguido de adicién de NaBH4 (200 mg). Después de afadir y de
disolver (+)-catequina (1 g), se mezcld la mezcla resultante con HCI y se agité durante 1 hora. Se purifico el producto
de reaccion por HPLC de fase invertida, para obtener procianidina B3 (200 mg).
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Ejemplo 5
Estudio de resinas para uso en pretratamiento

Se cargé una columna que contenia TOYOPEARL HW-40 (1 ml, Tosoh Corporation, Japén) equilibrada con agua
con 2 ml de una solucién acuosa que contenia procianidina B1 (PB1) y cafeina (20 ppm de cada), se lavé con 2 ml
de agua y se eluy6 después secuencialmente con EtOH al 35% (2 ml) y EtOH al 70% (4 ml). Se sometié cada
fraccion eluida a HPLC para cuantificar la cafeina y la PB1.

Tabla 3
Eluyente % Recuperacion de cafeina % Recuperacion de PB1
H20 (no adsorbida y lavada) 97,3% 0%
EtOH al 35% 2,5% 1,3%
EtOH al 70% 0% 77%

Este resultado indicaba que la cafeina eluia substancialmente con H,O, mientras que la PB1 eluia con EtOH al 70%,
como en el caso del Sephadex LH-20. Esto significa que la cafeina y la PB1 pueden separarse la una de la otra. Se
considerd, por lo tanto, este método de pretratamiento como un método efectivo con resinas de filtracion por gel
basadas en dextrano o resinas basadas en polimeros vinilicos hidrofilicos.

Ejemplo 6

Cuantificacion con espectrometro de masas

Se cuantifico la muestra pretratada por LC-MS en las siguientes condiciones.

El espectrometro de masas utilizado era Quattro micro (Micromass, Manchester, UK) y se realizd la medicion en
modo ESI positivo en las siguientes condiciones:

Voltaje del cono 35V
Energia de colision 2eV
Voltaje capilar 4.000 V
Temp. del bloque de suministro 80°C
Temp. de desolvatacion 350°C.

La HPLC utilizada era Aliance 2795 (Nihon Waters KK, Japén). Las condiciones de HPLC fueron como se muestra a
continuacion.

Columna: Capcell pak C-18 AQ (3 mm ¢ x 15 cm, Shiseido Co., Ltd., Japdn)

Fase movil: Eluyente A: HCOOH al 0,1%/agua, Eluyente B: CH3zCN al 90%/HCOOH al 0,1%/agua, velocidad
de flujo 0,2 ml/minuto

Gradiente: 10% B — 35% B (7 minutos) — 70% B (3 minutos)

En estas condiciones, la PB1 eluyd a los 7,3 minutos y la PB3 a los 7,8 minutos. Se llevo a cabo la cuantificacion
utilizando una curva de calibracién preparada para el area cromatografica a m/z 579 ([M+H]") en monitorizacién del
ion seleccionado (SIM). Cuando la cantidad de procianidina contenida en una muestra es muy pequefia (1 ppm o
menos), la cuantificacion por LC-MS sera un medio de analisis efectivo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para cuantificar procianidina (un nombre genérico para una mezcla de n-meros de catequina: n > 1) y
flavan-3-oles contenidos en un producto de té, alimentos y/o bebidas, que consiste en las siguientes etapas:

a) pretratar el producto de té, los alimentos y/o las bebidas usando una columna de una resina basada en
dextrano o basada en polimero vinilico para eliminar contaminantes que afectan al analisis de la procianidina
y de los flavan-3-oles, donde dichos contaminantes son seleccionados entre metilxantinas, fenilpropanoides,
flavonas, flavonoles y compuestos glicosilados de los mismos, y donde la etapa de pretratamiento consiste en
equilibrar la columna con agua, cargar la muestra en la columna, eluir los contaminantes con agua y/o etanol
del 0% al 40% y recoger luego la procianidina y los flavan-3-oles con etanol al 60% o mas; y

b) efectuar una cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) con una columna de fase invertida para
separar y cuantificar la procianidina y los flavan-3-oles en la solucién tratada para eliminar los contaminantes
durante la etapa de pretratamiento a).

2. El método segun la reivindicacion 1, donde los contaminantes son una o mas substancias seleccionadas entre el
grupo consistente en cafeina, teobromina, fenilpropanoides, flavonoles y compuestos glicosilados de
fenilpropanoides y flavonoles.

3. El método segun la reivindicacion 1 6 2, donde el producto de té es una bebida de té que contiene procianidina.

4. El método segun la reivindicacion 1 6 2, donde el producto de té es una bebida de té que contiene un extracto de
corteza de pino.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la columna usada en la etapa de pretratamiento
es una columna de una resina basada en dextrano.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la columna de fase invertida es una columna
empaquetada con un material de empaquetamiento seleccionado entre el grupo consistente en un soporte de gel de
silice que tiene grupos octadecilo quimicamente unidos al mismo (ODS), un soporte de gel de silice que tiene grupos
butilo quimicamente unidos al mismo (C4), un soporte de gel de silice que tiene grupos octilo quimicamente unidos
al mismo (C8), un soporte de gel de silice que tiene grupos fenilo quimicamente unidos al mismo (Ph), un soporte de
gel de silice que tiene cadenas de alquilo C3y quimicamente unidas al mismo (C30), un soporte de polimero sintético
que tiene grupos octadecilo unidos al mismo (ODP), un soporte de polimero sintético de fase invertida y un soporte
de fase invertida funcionalizado con amida.

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde la fase movil usada en la etapa b) para la
separacion por cromatografia liquida de alto rendimiento es acetonitrilo y/o agua, cada uno de los cuales puede
contener o no TFA (acido trifluoroacético).

8. El método segun la reivindicacion 7, donde la fase movil es un gradiente de acetonitrilo y agua, cada uno de los
cuales puede contener o no TFA (acido trifluoroacético).

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde la fase movil usada en la etapa b) para la
separacion por cromatografia liquida de alto rendimiento consiste en un solvente seleccionado entre el grupo
consistente en metanol, etanol, acetonitrilo, acetona y un solvente mixto de éstos.

10. El método segun la reivindicacion 9, donde la fase movil utilizada en la etapa b) para la separacion por
cromatografia liquida de alto rendimiento incluye ademas TFA (acido trifluoroacético), acido féormico, acido acético,
TCA (acido tricloroacético) o acido perclorico.

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde la procianidina que se ha de cuantificar es
procianidina B1 (PB1).

12. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que se combina ademas con un espectrometro de
masas con objeto de cuantificar sélo dimeros de procianidina.
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Figura 2
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