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DESCRIPCION
Extractos de semillas de uva obtenibles mediante fraccionamiento en una resina

La presente invencion se refiere a un extracto de semillas de uva obtenible mediante fraccionamiento en una resina 'y
al procedimiento para su preparacion.

El procedimiento de la invencién proporciona un extracto partiendo de semillas de uva con un contenido variable en
catequinas y epicatequinas (mondémeros). Los productos obtenibles de acuerdo con la invencion tienen accion
antioxidante y se usan principalmente como cosméticos, complementos alimenticios (en particular como
complementos cardioprotectores) y nutracéuticos.

Antecedentes tecnolégicos

El extracto total obtenido de la preparacion de semillas de uva contiene una serie de metabolitos, en particular
monomeros de catequina y epicatequina, oligbmeros y polimeros de proantocianidol relacionados (procianidinas), asi
como polimeros y taninos de alto peso molecular.

El documento EP 275224 desvela un procedimiento de preparacion de complejos fosfolipidicos de flavonoides de Vitis
vinifera.

El documento WO 2005/36988 desvela un procedimiento de extraccion de semillas de Vitis vinifera que consiste en la
separacion de la piel de las semillas inmediatamente después de preparar el extracto. Los extractos resultantes se
caracterizan por un bajo contenido en polifenoles monomeéricos.

El documento EP 348781, que es el estado mas proximo de la técnica de la presente invencion, desvela fracciones
enriquecidas en oligdmeros de procianidol obtenidos mediante la extraccion de semillas de Vitis vinifera con éteres o
mezclas de ésteres con hidrocarburos aromaticos y/o mediante filtracion.

El documento EP 1035859 desvela el uso de complejos fosfolipidicos de extractos de Vitis vinifera para el tratamiento
o la prevencion de la ateroesclerosis.

Los procedimientos conocidos tienen algunas desventajas, tales como el uso de disolventes toxicos o la necesidad de
plantas especificas o procedimientos complejos.

Existe, por lo tanto, la necesidad de un procedimiento conveniente, que se lleve a cabo industrialmente de un modo
sencillo y proporcione extractos cuyos contenidos en componentes activos puedan ajustarse a voluntad.

Divulgacion de la Invencién

El proceso de la invencién es flexible en tanto que permite separar una serie de fracciones que difieren en los pesos
moleculares (PM) de los derivados de catequina y epicatequina contenidos en su interior. Este procedimiento, permite
de este modo preparar extractos ricos tanto en catequina como en epicatequina, con un contenido reducido en
oligémeros y polimeros de proantocianidol (procianidinas), y extractos con caracteristicas diametralmente opuestas,
es decir, que tienen alto contenido en oligémeros y procianidinas y contenido reducido en monémeros (catequina y
epicatequina), asi como extractos que tienen cualquier contenido deseado en monémeros y procianidinas.

Dicha flexibilidad también concierne a la posibilidad de mezclar estas distintas fracciones para obtener productos
finales con un contenido en monémeros predeterminado.

Los polimeros y taninos de alto peso molecular que contiene el extracto total se eliminan de las fracciones deseadas
en las primeras etapas de la preparacion mediante purificacion parcial en agua, que se optimiza mediante el
tratamiento posterior con polivinilpirrolidona (PVPP).

La purificacion parcial en agua elimina solamente parte de los taninos (mas del 50 % en p/p), pero solamente la
purificacion con PVPP reduce el contenido en taninos a menos del 5 % del peso del extracto final.

La presente invencion difiere de los procedimientos de la técnica anterior para la preparacion de productos derivados
de semillas de uva en las siguientes caracteristicas fundamentales:

i. La extraccion de las semillas de uva se lleva a cabo sin la necesidad de controlar el pH, ya que no se usan
productos quimicos acidos o basicos.

ii. La extraccion y procedimiento de produccion completo pueden llevarse a cabo usando solamente agua y etanol
como disolventes.

iii. El proceso es flexible ya que permite ajustar a voluntad el contenido en el extracto final en monémeros y
oligémeros.

iv. Se eliminan los polimeros y taninos de alto peso molecular.
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En su conjunto, el procedimiento de la invencion implica cuatro etapas principales:

a) Extraccion de semillas de uva con un disolvente (extracto total);

b) Eliminacion de taninos insolubles en agua;

c) Eliminacién de taninos solubles en agua;

d) Separacion de productos con distinto PM, a través de purificacion cromatografica en una columna.

La etapa (a) se efectia mediante la extraccion de semillas de uva con acetona o un alcohol C4-C3, 0 mezclas o
soluciones acuosas de los mismos disolventes siempre que el contenido en agua no exceda el 90 % (v/v). Se prefiere
una solucion de agua-etanol del 40 % en vi/v.

La temperatura de extraccion puede variar de 0 °C a la temperatura de ebullicion del disolvente, y preferentemente es
de 70 °C.

La etapa (b), que permite eliminar del extracto los taninos insolubles en agua, en particular los de alto peso molecular,
se efectla enfriando el extracto de la etapa (a) y filtrando o centrifugando los materiales insolubles.

La etapa (c) puede llevarse a cabo para eliminar cualquier tanino que esté aun presente del extracto de la etapa (b).
Estos metabolitos se eliminan usando polivinilpirrolidona (PVPP).

La etapa (d) permite fraccionar el extracto eliminando la mayor parte de los metabolitos secundarios no Utiles
(azucares y similares), mientras que conserva las procianidinas. Esta etapa consiste en una separacion
cromatografica a través de adsorcion a una resina polimérica. Son ejemplos de resinas para este fin las resinas de
estireno-BVB tales como AmberliteHP20® 0 Rohm y Haas XAD1180", o resinas acrilicas tales como Rohm y Haas
XAD7HP™.

El extracto total obtenido de las semillas de uva se concentra hasta un residuo seco que varia del 5 % al 50 % en p/p,
preferentemente el 10 % (p/p), y se deja reposar a una temperatura que varia de 1 °C a 25 °C, preferentemente a 4 °C,
sin agitar, durante un tiempo que varia de 1 hora a 24 horas, preferentemente 16 horas.

La suspension resultante se centrifuga a 4 °C hasta eliminar el precipitado residual de la solucién acuosa. La solucion
acuosa transparente se concentra en un evaporador rotatorio y se afiade agua para obtener un residuo seco que varia
del 5 % al 50 % en p/p, preferentemente el 10 % (p/p). En algunos casos, la solucion puede ser bien de agua-alcohol o
agua-acetona, en lugar de solamente acuosa. Esto depende del producto acabado deseado: por ejemplo, cuando se
desea un producto con un alto contenido en mondmeros y oligdmeros de catequina, se usa preferentemente una
solucién acuosa, de otro modo se usan bien las soluciones de agua-alcohol o de agua-acetona.

Por lo tanto, cuando se van a eliminar fracciones de bajo peso molecular del producto final, la solucién a cargar en la
columna debe tener un residuo seco que varie del 5 % al 50 % en p/p, asi como un contenido en alcohol (alcoholes
C1-C3) o acetona que varie del 5 % al 30 % en v/v, preferentemente un 10 % en v/v. La solucién preparada de este
modo se adsorbe en la resina, mientras que la soluciéon no retenida se elimina.

Después de eso, la resina se lava con agua-alcohol (alcoholes C+-C3, preferentemente etanol) o con solucion de
agua-acetona para eliminar los metabolitos secundarios no deseados. El disolvente debe tener un contenido en agua
que varie del 100 % al 70 % en v/v, preferentemente un 90 % en v/v. La solucién de lavado que sale de las columnas
se deshecha.

El producto se eluye con una solucion de agua-alcohol (alcoholes C1-C3), preferentemente con etanol, con un
contenido en agua que varia del 50 % al 5 % en v/v, preferentemente un 30 % en v/v. La solucion de alcohol puede
reemplazarse opcionalmente con una solucidon de agua-acetona con un contenido en agua que varia del 50 % al 0 %
en v/v, preferentemente un 30 % en vlv,

La invencion se describe con mayor detalle en los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1

Extraccion de semillas de uva con una soluciéon de agua-alcohol (etapa a)

En esta etapa, se prepara el extracto total que se usa como material de partida para la separacion en cromatografia de
columna posterior.

Se cubren 1000 g de semillas de uva con 1,5 litros de etanol (40 % en v/v) a 70 °C durante 4 horas en un percolador
estatico recubierto. Después de 4 horas se recupera el percolado y se extrae 7 veces mas en las mismas condiciones,
pero usando 1 litro de disolvente para cada extraccion, para obtener aproximadamente 8 litros de percolado total. Los
percolados combinados se filtran en caliente con succion y se concentran mediante un evaporador rotatorio a 60 °C a
presion reducida. Este extracto tiene un residuo seco total de 228 g, siendo el rendimiento del material de partida del
22,8 % en p/p. El percolado se concentra para obtener 2,28 kg de una suspension totalmente acuosa con el 10 % de
residuo seco en p/p.
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Ejemplo 2

Extraccion de semillas de uva con una solucién de agua-acetona (etapa a)

En esta etapa, se prepara el extracto total que puede usarse como material de partida para la separacion
cromatografia de columna posterior.

Se cubren 1000 g de semillas de uva con 1,5 litros de acetona al 40 % en v/v a 70 °C durante 4 horas en un percolador
estatico recubierto o en un reactor recubierto equipado con un agitador. Después de 4 horas se recupera el percolado
y se extrae 7 veces mas en las mismas condiciones, pero usando 1 litro de disolvente para cada extraccion, para
obtener aproximadamente 8 litros de percolado total. Los percolados combinados se filtran en caliente con succién y
se concentran mediante un evaporador rotatorio a 60 °C a presion reducida. Este extracto tiene un residuo seco total
de 235,6 g, siendo el rendimiento del material de partida del 23,56 % en p/p.

El percolado se concentra para obtener 2,35 kg de una suspension totalmente acuosa con un residuo seco del 10 % en
p/p.

Ejemplo 3

Purificacién del extracto obtenido de semillas de uva (etapa b): eliminacién de los materiales insolubles en agua

La suspension acuosa resultante de la extraccion en agua-alcohol de la etapa (a) (Ejemplo 1) se enfria a 4 °C y se deja
reposar durante 16 horas, después, la suspension acuosa aun fria se centrifuga a 3000 g durante 20 minutos para
separar el residuo precipitado de la solucién acuosa transparente. El residuo, rico en productos de alto peso molecular,
se desecha.

La solucion transparente resultante tiene un residuo seco equivalente a 168 g de extracto parcialmente purificado que
tiene un contenido en catequinas por HPLC del 3,74 %, y un contenido en epicatequinas por HPLC del 2,87 %, y un
contenido total de monémeros (catequina + epicatequina) del 6,62 % en p/p. El rendimiento en peso del material de
partida es del 16,8 % en p/p.

Todos los procedimientos de purificacion en columnas cromatograficas que se describen en lo sucesivo en el presente
documento (4 procedimientos distintos) pueden aplicarse a esta solucion. Para abreviar, solamente el Ejemplo 5
(haciendo uso del procedimiento 2), que no es parte de la invencion, se notificara a modo de ejemplo de purificacion
directa de esta solucién. Todos los demas procedimientos que se describen posteriormente se aplicaran a la solucién
tratada con PVPP.

Ejemplo 4

Purificacién del extracto obtenido de semillas de uva (etapa b): eliminacién de los materiales insolubles en agua

La suspension acuosa resultante de la extraccion con agua-acetona de la etapa (a) (Ejemplo 2) se enfria 4 °C y se deja
reposar durante 16 horas, después, la suspension acuosa aun fria se centrifuga a 3000 g durante 20 minutos para
separar el residuo precipitado de la solucién acuosa transparente. El residuo, rico en productos de alto peso molecular,
se desecha.

La solucion transparente resultante tiene un residuo seco de 173 g de extracto parcialmente purificado que tiene un
contenido en catequinas por HPLC del 4,21 %, un contenido en epicatequinas por HPLC del 2,70 % y un contenido
total de mondémeros (catequina + epicatequina) por HPLC del 6,91 % en p/p. El rendimiento en peso del material de
partida de este extracto es del 17,3 % en p/p.

Todos los procedimientos de purificacion cromatografica que se describen en lo sucesivo en el presente documento (4
procedimientos distintos) se pueden aplicar a esta solucién. Para abreviar, solamente el Ejemplo 6 (haciendo uso del
procedimiento 3), que no es parte de la invencioén, se notificara a modo de ejemplo de purificacion directa de esta
solucion. Todos los demas procedimientos que se describen posteriormente se aplicaran a la solucién tratada con
PVPP.

Ejemplo 5 (no forma parte de la invencion)

Purificacién del extracto obtenido de semillas de uva: procedimiento 1 (etapa d)

La solucion acuosa transparente que tiene un residuo seco de 168 g, obtenida al final del procedimiento de purificacion
parcial que se describe en la etapa (b) (Ejemplo 3), se concentra hasta un residuo seco del 10 % en p/p. Esta solucion
transparente de extracto parcialmente purificado tiene un residuo seco que tiene un contenido en catequinas por HPLC
del 3,75 %, un contenido en epicatequinas por HPLC del 2,87 % y un contenido total de mondémeros (catequina +
epicatequina) por HPLC del 6,62 % en p/p.

Esta soluciéon acuosa se calienta a temperatura ambiente, después, se carga en una columna cromatografica que
contiene 3300 ml de resina Rohm y Haas XAD7HP® acondicionada con agua. La soluciéon de agua se adsorbe a la
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resina, mientras que la solucién no retenida que sale de la columna se deshecha. La resina se lava después con 6,6
litros de agua, eliminando también esta solucion ya que su contenido en mondmeros es despreciable y el contenido en
procianidinas es bajo. Estas soluciones acuosas descartadas (producto 1) tienen un residuo seco total de 69 g
(rendimiento en peso del material de partida: 6,9 % en p/p.), un contenido en catequinas por HPLC del 0,09 %, y un
contenido en epicatequinas por HPLC del 0,10 %, siendo el contenido total de mondmeros (catequina + epicatequina)
del 0,19 % en p/p.

La columna se eluye con 9 litros de etanol acuoso al 90 % en v/v. El eluato resultante se recupera y se seca a 60 °C a
presioén reducida, para rendir 98 gramos de producto seco (producto 2), que corresponden a un rendimiento sobre el
material de partida del 9,80 % en p/p. Este producto tiene un contenido en catequinas por HPLC del 6,25 %, un
contenido en epicatequinas por HPLC del 4,77 % y un contenido total de monémeros (catequina + epicatequina) por
HPLC del 11,02 % en p/p.

Ejemplo 6 (no forma parte de la invencion)

Purificacién del extracto obtenido de semillas de uva: procedimiento 2 (etapa d)

La solucién acuosa transparente que tiene un residuo seco de 173 g, obtenida mediante una extraccion en
agua-acetona (etapa a; Ejemplo 2) seguida de la purificacién parcial tal como se describe en la etapa (b) (Ejemplo 4),
se concentra hasta un residuo seco del 10 % en p/p.

Después de eso, esta solucién acuosa se lleva a temperatura ambiente, después, se carga en una columna
cromatografica que contiene 3300 ml de resina Rohm y Haas XAD1180®; la solucion no retenida se elimina. La resina
se lava con 6 litros de agua, y la solucién de lavado se combina con la no retenida. La solucion acuosa resultante se
seca para obtener el producto 3, que tiene un residuo seco de 99,4 g, un contenido en catequinas por HPLC del 1,29 %
en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 0,46 % en p/p.

La resina se lava después con 6 litros de acetona al 10 % en v/v, la solucién resultante se recoge y se seca (producto
4). Dicho producto tiene un residuo seco de 23,9 g, un contenido en catequinas por HPLC del 13,5 % en p/p, un
contenido en epicatequinas por HPLC del 8,41 % en p/p.

La resina se lava después con 6 litros de acetona al 20 % en v/v, la solucién resultante se recoge y se seca (producto
5). Dicho producto tiene un residuo seco de 15,3 g, un contenido en catequinas por HPLC del 14,3 % en p/p, un
contenido en catequinas por HPLC del 10,9 % en p/p.

La resina se lava después con 6 litros de acetona al 30 % en v/v, la solucién resultante se recoge y se seca (producto
6). Dicho producto tiene un residuo seco de 14,95 g, un contenido en catequinas por HPLC del 2,21 % en p/p, un
contenido en catequinas por HPLC del 2,04 % en p/p.

La resina se lava después con 6 litros de acetona al 40 % en v/v, la solucién resultante se recoge y se seca (producto
7). Dicho producto tiene un residuo seco de 14,2 g, un contenido en catequinas por HPLC del 1,06 % en p/p, un
contenido en catequinas por HPLC del 0,66 % en p/p.

La resina se lava después con 6 litros de acetona al 50 % en v/v, la solucién resultante se recoge y se seca (producto
8). Dicho producto tiene un residuo seco de 3,51 g, un contenido en catequinas por HPLC del 0,67 % en p/p, un
contenido en catequinas por HPLC del 0,46 % en p/p.

Los productos resultantes pueden mezclarse a voluntad para obtener un producto con el contenido deseado en
monomeros. Por ejemplo, puede obtenerse un producto con un contenido en monémeros reducido mezclando 3,51 g
del producto 8 con 14,2 g del producto 7 para obtener 17,71 g de un producto que tenga un contenido en catequinas
por HPLC del 0,98 % en p/p, un contenido en catequinas por HPLC del 0,62 % en p/p, un contenido total de
monomeros (catequina + epicatequina) del 1,60 % en p/p. Como alternativa, 3,51 g del producto 8 pueden mezclarse
con 14,2 g del producto 7 y con 15,0 g del producto 4 para obtener 32,71 g de un producto que tenga un contenido en
catequinas por HPLC del 1,12 % en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 0,55 % en p/p y un contenido
total de mondmeros (catequina + epicatequina) por HPLC del 1,67 % en p/p.

Por otro lado, puede obtenerse un producto con un alto contenido mezclando 23,9 g del producto 4 con 15,3 g del
producto 5, para obtener 39,2 g de un producto que tenga un contenido en catequinas por HPLC del 13,81 % en p/p,
un contenido en catequinas por HPLC del 9,38 % en p/p, y contenido total de monémeros por HPLC (catequina +
epicatequina) del 23,19 % en p/p.

Ejemplo 7

Eliminacién de los taninos solubles en agua del extracto obtenido de semillas de uva (etapa c)

La solucién acuosa transparente obtenida de la purificacion parcial de la etapa b (Ejemplo 3), que tiene un residuo seco
de 168 g, se trata para eliminar los taninos solubles en agua. A la solucidon se le afiaden 34 g de PVPP, que
corresponden a aproximadamente el 20 % en p/p del peso del residuo seco del extracto a tratar.
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Después de agitar durante 1 h a temperatura ambiente, la PVPP se filtra a través de un filtro plisado. La solucion
resultante tiene un residuo seco de 160 g de extracto parcialmente purificado que tiene un contenido en taninos del
2,7 % en plp.

El rendimiento en peso del material de partida es del 16,0 % en p/p.
Ejemplo 8

Eliminacién de los taninos solubles en agua del extracto obtenido de semillas de uva (etapa c)

La solucién acuosa transparente obtenida de la purificacion parcial de la etapa b (Ejemplo 4) y que tiene un residuo
seco de 168 g, se trata para eliminar los taninos solubles en agua. A la solucion se le afiaden 52 g de PVPP, que
corresponden a aproximadamente el 30 % en p/p del peso del residuo seco del extracto a tratar.

Después de agitar durante 1 h a temperatura ambiente, la PVPP se filtra a través de un filtro plisado.

La solucion resultante tiene un residuo seco de 163 g de extracto parcialmente purificado que tiene un contenido en
taninos del 1,5 %,

El rendimiento en peso del material de partida es del 16,3 % en p/p.
Ejemplo 9

Purificacién del extracto obtenido de semillas de uva: procedimiento 1 (etapa d)

La solucion acuosa transparente que tiene un residuo seco de 160 g, obtenida de la purificacion parcial de la etapa (c)
(Ejemplo 7), se concentra hasta un residuo seco del 10 % en p/p. Esta solucion transparente de extracto parcialmente
purificado tiene un residuo seco con un contenido en catequinas por HPLC del 3,87 %, un contenido en epicatequinas
por HPLC del 2,96 % y un contenido total de mondmeros (catequina + epicatequina) por HPLC del 6,83 % en p/p.

Esta solucién acuosa se lleva a temperatura ambiente, después, se carga en una columna cromatografica que
contiene 3200 ml de resina Rohm y Haas XAD7HP® acondicionada con agua. La solucidon acuosa se adsorbe a la
resina, mientras que la solucién no retenida que sale de la columna se deshecha. La resina se lava después con 6,4
litros de agua, eliminando también esta solucién ya que su contenido en mondmeros es despreciable y el de
procianidinas es bajo. Estas soluciones acuosas desechadas (producto 9) tienen un residuo seco total de 65 g
(rendimiento en peso del material de partida: 6,5 % en p/p.), un contenido en catequinas por HPLC del 0,09 %, un
contenido en epicatequinas por HPLC del 0,10 %, siendo el contenido total de monémeros (catequina + epicatequina)
del 0,19 % en p/p.

La columna se eluye con 9 litros de etanol acuoso al 90 % en v/v. El eluato resultante se recupera y se seca a 60 °C a
presion reducida, para rendir 95 gramos de producto seco (producto 10), que corresponde a un rendimiento del 9,50 %
en p/p del material de partida. Este producto tiene un contenido en catequinas por HPLC del 6,34 %, un contenido en
epicatequinas por HPLC del 4,85 % y un contenido total de monémeros (catequina + epicatequina) por HPLC del
11,19 % en p/p.

Ejemplo 10

Purificacién del extracto obtenido de semillas de uva: procedimiento 3 (etapa d)

La solucion acuosa transparente que tiene un residuo seco de 160 g, obtenida de la purificacion parcial de la etapa (c)
(Ejemplo 7), se concentra hasta un residuo seco del 10 % en p/p.

Esta solucion acuosa transparente se lleva a temperatura ambiente, después, se carga en una columna
cromatografica que contiene 1600 ml de resina Rohm y Haas XAD1180®. La solucién acuosa se adsorbe a la resina,
mientras que la solucién no retenida que sale de la columna se elimina. La resina se lava después con 3 litros de agua,
y se recoge la solucion de lavado que se combina con la no retenida. La solucién acuosa resultante se seca para
obtener el (producto 11). Dicho producto tiene un residuo seco de 106,2 g, un contenido en catequinas por HPLC del
1,39 % en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 0,95 % en p/p.

La resina se lava después con 3 litros de etanol (10 % en v/v), después, la solucion resultante se recoge y se seca
(producto 12). Dicho producto tiene un residuo seco de 12,0 g, un contenido en catequinas por HPLC del 12,0 % en
p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 7,80 % en p/p.

La resina se lava después con 3 litros de etanol (20 % en v/v), la solucién resultante se recoge y se seca (producto 13).
Dicho producto tiene un residuo seco de 14,7 g, un contenido en catequinas por HPLC del 11,5 % en p/p, un contenido
en epicatequinas por HPLC del 9,23 % en p/p.

La resina se lava después con 3 litros de etanol (30 % en v/v), la solucién resultante se recoge y se seca (producto 14).
Dicho producto tiene un residuo seco de 20,0 g, un contenido en catequinas por HPLC del 6,49 % en p/p, un contenido
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en epicatequinas por HPLC del 5,76 % en p/p.

La resina se lava después con 3 litros de etanol (40 % en v/v), la solucién resultante se recoge y se seca (producto 15).
Dicho producto tiene un residuo seco de 5,08 g, un contenido en catequinas por HPLC del 2,84 % en p/p, un contenido
en epicatequinas por HPLC del 2,59 % en p/p.

La resina se lava después con 3 litros de etanol (50 % en v/v), la solucién resultante se recoge y se seca (producto 16).
Dicho producto tiene un residuo seco de 1,55 g, un contenido en catequinas por HPLC del 0,51 % en p/p, un contenido
en epicatequinas por HPLC del 0,35 % en p/p.

Los productos resultantes pueden mezclarse a voluntad para obtener un producto con el contenido deseado en
monomeros. Por ejemplo, puede obtenerse un producto con un contenido en monémeros reducido mezclando 1,55 g
del producto 16 con 5,08 g del producto 15 para obtener 6,63 g de un producto que tenga un contenido en catequinas
por HPLC del 2,26 % en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 2,11 % en p/p y un contenido total de
monomeros (catequina + epicatequina) por HPLC de 4,37 % en p/p o pueden mezclarse 1,55 g del producto 16 con
7,00 g del producto 11 para obtener 8,55 g de un producto que tiene un contenido en catequinas por HPLC del 1,19 %
en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 0,89 % y un contenido total de mondédmeros (catequina +
epicatequina) por HPLC del 2,08 % en p/p.

Por otro lado, puede obtenerse un producto con un alto contenido en monémeros mezclando 12,0 g del producto 12
con 12,0 g del producto 13 y con 15,0 g del producto 14, para obtener 39,0 g de un producto que tenga un contenido en
catequinas por HPLC del 9,73 % en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 7,46 % y un contenido total de
monoémeros (catequina + epicatequina) por HPLC del 17,19 % en p/p, o pueden mezclarse 12,0 g del producto 12 con
12,0 g del producto 13 para obtener 24,0 g de producto que tienen un contenido en catequinas por HPLC del 11,75 %
en p/p, un contenido en catequinas por HPLC del 8,52 % en p/p, y un contenido total de monémeros por HPLC
(catequina + epicatequina) del 20,27 % en p/p.

Ejemplo 11

Purificacién del extracto obtenido de semillas de uva: procedimiento 4 (etapa d)

La solucion acuosa transparente que tiene un residuo seco de 160 g, obtenida de la purificacion parcial de la etapa (c)
(Ejemplo 7), se concentra hasta un residuo seco del 10 % en p/p.

Esta solucion acuosa transparente se concentra a un residuo seco (12 % en p/p), después se le afiaden 320 ml de
etanol (95 % en v/v), para obtener un residuo seco de aproximadamente el 10 % en p/p y un contenido en etanol de
aproximadamente (20 % en p/p). Esta solucién de agua-alcohol se lleva a temperatura ambiente, después, se carga en
una columna cromatografica que contiene 1600 ml de resina Rohm y Haas XAD1180®. La solucién no retenida que
sale de la columna se elimina. La resina se lava después con 9,60 litros de etanol al 20 % en v/v, eliminando también la
solucién de lavado, que tiene un residuo seco de 135,6 g, un contenido en catequinas por HPLC del 4,37 % en p/p, un
contenido en catequinas por HPLC del 3,35 % en p/p, y contenido total de monémeros por HPLC (catequina +
epicatequina) del 7,72 % en p/p.

La columna se eluye con 6,60 litros de etanol acuoso al 70 % en v/v y el eluato que sale de la columna se recoge y se
seca a 60 °C a presion reducida, para rendir un producto (producto 17) con un residuo seco de 24,3 g, un contenido en
catequinas por HPLC del 0,79 % en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 0,62 % en p/p, y contenido total
de monoémeros por HPLC (catequina + epicatequina) del 1,41 % en p/p.

Ejemplo 12

Purificacién del extracto obtenido de semillas de uva: procedimiento 2 (etapa d)

La solucién acuosa transparente que tiene un residuo seco de 163 g, obtenida de la extraccion en agua-acetona de la
etapa (a) (Ejemplo 2) seguida de purificacion parcial de la etapa (b) (Ejemplo 4) y eliminacién de taninos de la etapa (c)
(Ejemplo 8), se concentra hasta un residuo seco del 10 % en p/p.

Esta solucién acuosa transparente se lleva a temperatura ambiente, después, se carga en una columna
cromatografica que contiene 3200 ml de resina Rohm y Haas XAD7HP® condicionada con agua. La solucién de
agua-alcohol se adsorbe a la resina, mientras que la solucién no retenida que sale de la columna se elimina. La resina
se lava después con 6,4 litros de agua, eliminando también esta solucién ya que su contenido en mondmeros es
despreciable y el contenido en procianidinas es bajo. Estas soluciones acuosas descartadas (producto 18) tienen un
residuo seco total de 62,5 g (rendimiento en peso frente al material de partida: 6,3 % en p/p.), un contenido en
catequinas por HPLC del 0,11 %, un contenido en epicatequinas por HPLC del 0,14 %, y un contenido total de
monomeros por HPLC (catequina + epicatequina) del 0,25 % en p/p.

La columna se eluye con 9 litros de acetona acuosa al 90 % en v/v y el eluato que sale de la columna se recoge y se
seca a 60 °C a presion reducida, para rendir 99,8 g de un producto seco (producto 19) (el rendimiento frente al material
de partida: 10 % en p/p.) Este producto tiene un contenido en catequinas por HPLC del 7,11 %, un contenido en
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epicatequinas por HPLC del 4,52 %, y un contenido total de monémeros por HPLC (catequina + epicatequina) del
11,63 % en p/p.

Ejemplo 13

Purificacién del extracto obtenido de semillas de uva: procedimiento 3 (etapa d)

La solucion acuosa transparente que tiene un residuo seco de 163 g, obtenida de la extraccion en agua-acetona de la
etapa a (Ejemplo 2) seguida de la purificacion parcial de la etapa (b) (Ejemplo 4) y eliminacién de taninos de la etapa c
(Ejemplo 8), se concentra hasta un residuo seco del 10 % en p/p.

Esta solucién acuosa se lleva a temperatura ambiente, después, se carga en una columna cromatografica que
contiene 3200 ml de resina Rohm y Haas XAD1180® acondicionada con agua.

La solucion de acuosa se adsorbe a la resina, mientras que la solucién no retenida que sale de la columna se elimina.
La resina se lava después con 6 litros de agua, eliminando también esta solucién que se combina con la no retenida.
La solucién acuosa resultante se seca para obtener un producto (producto 20). Dicho producto tiene un residuo seco
de 106,4 g, un contenido en catequinas por HPLC del 1,58 % en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del
0,47 % en p/p.

La resina se lava después con 6 litros de acetona al 20 % en v/v, la solucién resultante se recoge y se seca (producto
22). Dicho producto tiene un residuo seco de 11,7 g, un contenido en catequinas por HPLC del 16,8 % en p/p, un
contenido en epicatequinas por HPLC del 15,2 % en p/p.

La resina se lava después con 6 litros de acetona al 30 % en v/v, la solucién resultante se recoge y se seca (producto
23). Dicho producto tiene un residuo seco de 11,8 g, un contenido en catequinas por HPLC del 2,20 % en p/p, un
contenido en epicatequinas por HPLC del 2,20 % en p/p.

La resina se lava después con 6 litros de acetona al 40 % en v/v, la solucién resultante se recoge y se seca (producto
24). Dicho producto tiene un residuo seco de 10,2 g, un contenido en catequinas por HPLC del 1,15 % en p/p, un
contenido en epicatequinas por HPLC del 0,75 % en p/p.

La resina se lava después con 6 litros de acetona al 50 % en v/v, la solucién resultante se recoge y se seca (producto
25). Dicho producto tiene un residuo seco de 3,04 g, un contenido en catequinas por HPLC del 0,71 % en p/p, un
contenido en epicatequinas por HPLC del 0,43 % en p/p.

Los productos resultantes pueden mezclarse a voluntad para obtener un producto con el contenido deseado en
monomeros. Por ejemplo, puede obtenerse un producto con un contenido en mondmeros reducido mezclando 3,04 g
del producto 25 con 10,2 g del producto 24 para obtener 13,24 g de producto que tenga un contenido en catequinas
por HPLC del 1,05 % en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 0,68 % en p/p, y un contenido total de
monoémeros (catequina + epicatequina) por HPLC del 1,73 % en p/p, o pueden mezclarse 3,04 g del producto 25 con
10,2 g del producto 24 y con 15,0 g del producto 20 para obtener 28,24 g de un producto que tiene un contenido en
monomeros por HPLC del 1,33 % en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 0,57 % y un contenido total de
monoémeros (catequina + epicatequina) por HPLC del 1,90 % en p/p.

Por otro lado, puede obtenerse un producto con un alto contenido en monémeros mezclando 19,6 g del producto 21
con 11,7 g del producto 22 para obtener 31,3 g de producto que tenga un contenido en catequinas por HPLC del
15,80 % en p/p, un contenido en epicatequinas por HPLC del 11,88 % en p/p, y un contenido total de monémeros
(catequina + epicatequina) por HPLC del 27,76 % en p/p.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de extraccion de semillas de Vitis vinifera que comprende:

a) la extraccion de semillas de uva con un disolvente que es un alcohol C1-C3; o mezclas o soluciones acuosas del
mismo con un contenido en agua no superior al 90 % (en v/v).

b) la eliminacion de los taninos insolubles en agua enfriando el extracto de la etapa a) y filtrando o centrifugando los
materiales insolubles;

c) la eliminacioén de taninos solubles en agua;

d) la separacion de productos con distintos pesos moleculares, a través de purificacion cromatografica en una
columna;

caracterizado porque la etapa c) se lleva a cabo afiadiendo polivinilpirrolidona (PPVP) al extracto de la etapa b).

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 en el que el disolvente de extraccion es una solucion de agua-etanol al
40 % en viv.

3. Un procedimiento segun las reivindicaciones 1 o 2 en el que la extraccion se lleva a cabo a 70 °C.

4. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la separacion cromatografica se
lleva a cabo en resinas de estireno-divinilbenceno o acrilicas.
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