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DESCRIPCION
Composicion que contiene piceatannol y procedimiento para producir la composiciéon que contiene piceatannol
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una composicion que contiene piceatannol, que contiene piceatannol derivado de
una semilla de Passiflora edulis Sims, y un procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol.

Antecedentes de la técnica

La Referencia Bibliografica Distinta de Patentes 1 a continuacion describe que el resveratrol y el piceatannol, que
son compuestos polifenoles derivados de la uva, tienen efectos inhibiendo la producciéon de melanina por las células
productoras de melanina. Sin embargo, para realizar un ensayo para confirmar los efectos, se usa un reactivo
disponible en el mercado y la referencia bibliografica no describe que se obtenga una composicion que contenga
piceatannol o similares derivados de un material natural tal como la uva.

Mientras tanto, la Referencia Bibliografica de Patentes 1 a continuacién describe que el resveratrol se concentra y se
recoge de manera barata, selectiva y eficazmente a partir de un extracto de raices de Reynoutria japonica Houtt. var.
japnica. Ademas, la Referencia Bibliografica de Patentes 2 a continuacién describe un extracto de arandano rojo que
contiene resveratrol. Ademas todavia, las Referencias Bibliograficas de Patentes 3 y 4 a continuacién describen un
extracto de fruta de la pasién (Passifloraceae, Passiflora sp.), en particular, un extracto del pericarpo de la fruta de la
pasion y el uso del extracto en alimentos, suplementos dietéticos y campos médicos.

Sin embargo, ninguna de las técnicas descritas en las referencias bibliograficas anteriormente mencionadas
proporciona una composicion, que se obtiene a partir de un material natural y que contiene piceatannol en un alto
contenido.

Lista de citas

Referencias Bibliograficas de Patentes
[RBPT 1] JP 2005-281179 A
[RBPT 2] JP 2009-13159 A
[RBPT 3] JP 2007-302659 A
[RBPT 4] JP 2007-531734 A

Referencias Bibliograficas Distintas de Patentes

[RBDPT 1] Takako Yokozawa y You Jung Kim, Piceatannol Inhibits Melanogenesis by its Antioxidative Actions,
Biological & Pharmaceutical Bulletin Vol. 30 (2007) N2 11 p 2007-2011

Sumario de la invencion
Problema técnico

Desde un punto de vista general de la seguridad alimentaria, el piceatannol para su mezcla en un alimento o en una
bebida, tal como un alimento funcional o un alimento sano se deriva preferentemente de un material natural. Sin
embargo, hasta ahora, no se conoce un material natural que contenga piceatannol en un alto contenido. Los
materiales naturales, tales como las uvas contienen piceatannol en un contenido muy bajo.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicion que contenga piceatannol, que se
derive de un material natural y que contenga piceatannol en un alto contenido y un procedimiento para producir una
composicién que contenga piceatannol.

Solucién al problema

Los inventores de la presente invencién han realizado estudios intensivos para conseguir el objetivo anteriormente
mencionado. Como resultado, los inventores han encontrado que la semilla de Passiflora edulis Sims, de la que no
se habian encontrado aplicaciones ya que se ha descartado hasta ahora, contiene piceatannol en un alto contenido,
de esta manera completando la presente invencion.

Esto es, una composicion que contiene piceatannol de la presente invencion se obtiene de dicha semilla de la fruta
de la pasion y contiene piceatannol en un contenido del 0,0001 al 99,9 % en masa.

De acuerdo con la composicion que contiene piceatannol de la presente invencion, es posible proporcionar una
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composicion, que se deriva de un material natural y que contiene piceatannol en un alto contenido. La composicién
se deriva de un material natural y por lo tanto se mezcla adecuadamente en un cosmético, en un farmaco y en un
alimento o en una bebida, tal como un alimento funcional o un alimento sano.

Mientras tanto, un procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con la
presente invencion incluye: pulverizar la semilla de la fruta de la pasion; afadir al menos una clase de un disolvente
acuoso basado en alcohol seleccionado y un disolvente acuoso basado en cetona; y agitar la mezcla para extraer el
piceatannol en el disolvente.

De acuerdo con el procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con la
presente invencién, una composicién, que se deriva de un material natural que contiene piceatannol en un alto
contenido, puede producirse en un alto rendimiento porque el piceatannol se exirae de la semilla de la fruta de la
pasion usando un disolvente acuoso basado en alcohol o un disolvente acuoso basado en cetona.

El procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con la presente invencién
incluye preferentemente: pulverizar dicha semilla de la fruta de la pasion; afadir uno cualquiera de un disolvente
acuoso basado en alcohol y de un disolvente acuoso basado en cetona; agitar la mezcla para extraer el piceatannol
en el disolvente, obteniendo de esta manera un primer extracto; afadir el otro no seleccionado anteriormente del
disolvente acuoso basado en alcohol y del disolvente acuoso basado en cetona al residuo no recogido como el
extracto; agitar la mezcla para extraer el piceatannol en el disolvente, obteniendo de esta manera un segundo
extracto; y mezclar el primer extracto y el segundo extracto. De acuerdo con esta realizacién, una composicion que
contiene piceatannol, que contiene piceatannol en un alto contenido, puede producirse con un rendimiento mayor
porque la extraccion se realiza de manera paso a paso con una pluralidad de disolventes.

En el procedimiento para producir una composiciéon que contiene piceatannol de acuerdo con la presente invencion,
la semilla de la fruta de la pasién es preferentemente una semilla de fruta de la pasién sin procesar o una semilla de
fruta de la pasién seca, que se obtiene secando la semilla de fruta de la pasion sin procesar.

Ademas, en el procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con la presente
invencion, el disolvente acuoso basado en alcohol es preferentemente etanol acuoso, o el disolvente acuoso basado
en cetona es preferentemente acetona acuosa. Con respecto a los contenidos de agua, el etanol acuoso contiene
preferentemente del 20 al 99,9 % en volumen de etanol y la acetona acuosa contiene preferentemente del 20 al
99,9 % en volumen de acetona. De acuerdo con esas realizaciones, se proporciona mayor eficacia de extraccién del
piceatannol.

En el procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con la presente invencion,
la agitacion en cada uno de los disolventes se realiza preferentemente por vibracion ultrasonica o agitacién. De
acuerdo con esta realizacion, se proporciona mayor eficacia de extraccion del piceatannol.

Ademas, el procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con la presente
invencién incluye ademas preferentemente destilar el disolvente a presién reducida después de la extraccion.

Puede obtenerse un alimento o una bebida, al que se ha anadido una composiciéon que contiene piceatannol, que se
obtiene de dicha semilla de la fruta de la pasion y que contiene piceatannol en un contenido del 0,0001 al 99,9 % en
masa.

Puede obtenerse un cosmético, al que se ha afadido una composicién que contiene piceatannol, que se obtiene de
la semilla de la fruta de la pasién y que contiene piceatannol en un contenido del 0,0001 al 99,9 % en masa.

La presente invencion es como se define por las reivindicaciones adjuntas.
Efectos ventajosos de la invencion

De acuerdo con la composicion que contiene piceatannol de la presente invencion, es posible proporcionar una
composicién, que se deriva de un material natural y que contiene piceatannol en un alto contenido. La composicién
se deriva de un material natural y por lo tanto se mezcla adecuadamente en un cosmético, en un farmaco y en un
alimento o en una bebida tal como un alimento funcional o un alimento sano. Mientras tanto, de acuerdo con el
procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con la presente invencién, una
composicion, que se deriva de un material natural y que contiene piceatannol en un alto contenido, puede producirse
en un alto rendimiento porque se usa un disolvente acuoso basado en alcohol o un disolvente acuoso basado en
cetona como disolvente para extraer piceatannol de la semilla de la fruta de la pasién. Ademas, la extraccion puede
realizarse de manera paso a paso con una pluralidad de disolventes cada uno perteneciendo al disolvente acuoso
basado en alcohol o al disolvente acuoso basado en cetona, para producir de esta manera la composicién en un
rendimiento mayor.
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Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] Diagramas que muestran cromatogramas de HPLC de extractos de semillas (A), pericarpo (B) y
sarcocarpo (C).

[Figura 2] Diagramas que muestran un espectro de masas (A) y un espectro UV (B) de un componente eluido en
aproximadamente 41 minutos en el analisis de HPLC de la Figura 1.

[Figura 3] Diagramas que muestran un espectro de masas (A) y un espectro UV (B) del resveratrol (peso
molecular: 228).

[Figura 4] Diagramas que muestran un espectro de masas (A) y un espectro UV (B) del piceatannol (peso
molecular: 244).

[Figura 5]. Diagramas que muestran cada uno un efecto del contenido de agua del etanol (A) o de la acetona (B)
como un disolvente en la eficacia de extraccién del piceatannol.

Descripcion de las realizaciones

La composiciéon que contiene piceatannol de la presente invenciéon es una composicion, que se obtiene de las
semillas de la fruta de la pasién y que contiene piceatannol en un contenido del 0,0001 al 99,9 % en masa. La
composicion puede tener una forma liquida, sélida, semisélida o gel, por ejemplo, y pueden ser semillas de la fruta
de la pasién en si o un producto de la semilla procesado, tal como una pasta obtenida pulverizando las semillas o un
polvo obtenido pulverizando un producto secado por congelacion de las semillas. El contenido de piceatannol en
términos de contenido solido es preferentemente del 0,0001 al 99,9 % en masa, mas preferentemente del 0,01 al
50 % en masa, mas preferentemente del 0,1 al 10 % en masa.

El piceatannol se representa por la siguiente formula quimica (1).
[Quim. 1]
OH

HO
e (1)

" OH

El piceatannol representado por la férmula quimica anteriormente mencionada es trans-piceatannol que tiene una
estructura en la que dos grupos fenilo se enlazan a través de un grupo trans-alqueno, pero en la presente invencién,
el piceatannol también incluye cis-piceatannol que tiene una estructura en la que dos grupos fenilo se enlazan a
través de un grupo cis-alqueno en la férmula quimica anteriormente mencionada.

La fruta de la pasién (Passiflora edulis Sims) es una planta que pertenece a la familia Passifloraceae del género
Passiflora y también se llama Kudamonotokeisou, y la fruta tiene un sabor agridulce y se come como un fruto sin
tratamientos, se bebe como un zumo o se usa como una harina para mezclar en un alimento o en una bebida, tal
como gelatina o tarta. Las semillas de la fruta de la pasién son duras y se retiran de la fruta cuando se procesa a
zumo o similares, e incluso si la fruta se come o se bebe con las semillas, las semillas se excretan porque las
semillas tienen cascaras duras y son dificiles de digerir. La presente invencion esta basada en el descubrimiento de
que las semillas de la fruta de la pasién, a las que no se habian encontrado aplicaciones y por lo tanto se habian
descartado hasta ahora, contienen un alto contenido de piceatannol. Obsérvese que si las semillas de fruta de la
pasién usadas en la presente invencion se mezclan en un alimento o en una bebida tal como un alimento funcional o
un alimento sano, no hay problema en la seguridad, como demuestran experiencias previas comiendo la fruta de la
pasién.

Preferentemente, la composicion que contiene piceatannol de la presente invencién puede obtenerse por, por
ejemplo, un procedimiento que incluye pulverizar semillas de fruta de la pasion sin procesar o secas y realizar la
extracciéon usando un disolvente de diversos disolventes. Para aumentar la eficiencia de la extraccion, las semillas
de la fruta de la pasidén pueden someterse apropiadamente a un tratamiento quimico tal como descomposicion acida
o alcalina o descomposicién enzimatica antes de la extraccion. Ademas, de acuerdo con el procedimiento para
producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con la presente invencién como se describe a
continuacién, puede obtenerse una composicidon que contiene piceatannol en un alto contenido en un rendimiento
particularmente alto, y por lo tanto la composicion se obtiene mas preferentemente por el procedimiento.

A continuacién se describe el procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo
con la presente invencion.
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En el procedimiento para producir una composiciéon que contiene piceatannol de acuerdo con la presente invencion,
primero, las semillas de la fruta de la pasion se pulverizan. Las semillas de la fruta de la pasién a usarse pueden ser
semillas de la fruta de la pasion sin procesar o secas, y para aumentar la eficacia de extraccion, puede realizarse el
tratamiento quimico tal como la descomposicién acida o alcalina o la descomposicion enzimatica apropiadamente
antes de la extraccion. La pulverizacién puede realizarse usando un pulverizador conocido. Obsérvese que las
semillas de la fruta de la pasién tienen un alto contenido de aceite y por lo tanto las semillas pueden convertirse
similares a una pasta después de la pulverizacién.

Posteriormente, al menos una clase seleccionada de un disolvente acuoso basado en alcohol y un disolvente
acuoso basado en cetona se anade a las semillas de la fruta de la pasion pulverizadas y la mezcla se agit6 para
extraer el piceatannol en el disolvente.

El disolvente acuoso basado en alcohol que puede usarse incluye disolventes acuosos tales como etanol acuoso,
metanol acuoso y propanol acuoso y se prefiere particularmente el etanol acuoso. Mientras tanto, el disolvente
acuoso basado en cetona que puede usarse incluye disolventes acuosos tales como acetona acuosa, cetona de
metil etilo acuosa, cetona de dietilo acuosa y cloroacetona acuosa y se prefiere particularmente la acetona acuosa.

Con respecto a los contenidos en agua, el etanol acuoso contiene preferentemente del 20 al 99,9 % en volumen de
etanol, méas preferentemente del 40 al 99,9 % en volumen de etanol, mas preferentemente del 60 al 80 % en
volumen de etanol y la acetona acuosa contiene preferentemente del 20 al 99,9 % en volumen de acetona, mas
preferentemente del 40 al 99,9 % en volumen de acetona, mas preferentemente del 60 al 80 % en volumen de
acetona. Si los contenidos no caen dentro de los anteriormente mencionados intervalos, la eficacia de extraccion del
piceatannol puede deteriorarse, que no se prefiere. Obsérvese que, para simplificar las notaciones de los contenidos
de agua de los disolventes acuosos, por ejemplo, 80 % en volumen de etanol que contiene un 20 % en volumen de
agua se denomina "etanol acuoso al 80 %". Ademas, por ejemplo, 70 % en volumen de etanol que contiene un 30 %
en volumen de agua se denomina "etanol acuoso al 70 %". Ademas, por ejemplo, 70 % en volumen de acetona que
contiene un 30 % en volumen de agua se denomina "acetona acuosa al 70 %".

En el procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con la presente invencion,
la agitacion en cada uno de los disolventes anteriormente mencionados se realiza preferentemente por vibracién
ultrasonica o agitacion. Esto puede dar vibraciones eficazmente a las semillas de la fruta de la pasién pulverizadas y
hacerlas contactar con cada uno de los disolventes anteriormente mencionados, y por lo tanto es posible aumentar
la eficacia de extraccion del piceatannol de las semillas de la fruta de la pasiéon en cada uno de los disolventes
anteriormente mencionados. La vibracion ultrasénica puede darse por un dispositivo ultrasdnico conocido. La
agitacion puede darse por un dispositivo de agitacion conocido.

Adicionalmente, en el procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con la
presente invencion, los disolventes anteriormente mencionados se destilan preferentemente a presion reducida
después de la extraccién. Esto puede producir una composicién que no contiene disolvente organico, que puede
cumplir con las normativas de seguridad y similares de un material alimenticio para mezclarse en un alimento o en
una bebida tal como un alimento funcional o un alimento sano.

En el procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con la presente invencion,
la extraccion puede realizarse de manera paso a paso con una pluralidad de disolventes. Esto puede producir una
composicién que contiene piceatannol que contiene piceatannol en un alto contenido en un rendimiento mayor.

Especificamente, por ejemplo, las semillas de la fruta de la pasiéon se pulverizan, uno cualquiera del disolvente
acuoso basado en alcohol anteriormente mencionado y del disolvente acuoso basado en cetona anteriormente
mencionado se afiade a las mismas y la mezcla se agita para extraer el piceatannol en el disolvente, para obtener
de esta manera el primer extracto. La centrifugacion o similar se realiza para separar el extracto y el residuo no
recogido como el extracto y el otro no seleccionado de los disolventes anteriormente mencionados se afiade al
residuo y la mezcla se agita para extraer el piceatannol en el disolvente, para obtener de esta manera el segundo
extracto. Después, el primer extracto y el segundo extracto se mezclan. Obsérvese que, no hace falta decirlo, el
segundo extracto puede utilizarse solo como el extracto de semilla de la fruta de la pasién.

Ademas, si las semillas de la fruta de la pasion se someten al primer tratamiento de extraccion con el disolvente
acuoso basado en alcohol anteriormente mencionado o el disolvente acuoso basado en cetona anteriormente
mencionado, la propiedad tal como la textura se considera que cambia en una preferida para la extraccion. Por lo
tanto, el posterior segundo tratamiento de extraccién puede esperarse que mejore la eficiencia de extraccion no solo
en el caso de usar el disolvente basado en alcohol anteriormente mencionado o el disolvente acuoso basado en
cetona anteriormente mencionado sino también en el caso de usar otro disolvente. Ademas, como se muestra en los
Ejemplos a continuacion, la alta eficacia de extraccion en el caso de usar el disolvente acuoso basado en alcohol
anteriormente mencionado o el disolvente acuoso basado en cetona anteriormente mencionado se considera que se
proporciona por el agua contenida en el disolvente. En consecuencia, si las semillas de la fruta de la pasion se
someten al primer tratamiento de extraccion con agua o un disolvente acuoso, el posterior segundo tratamiento de
extraccion puede esperarse que mejore la eficacia de extraccién no solo en el caso de usar el disolvente acuoso



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2545975 T3

basado en alcohol anteriormente mencionado o el disolvente acuoso basado en cetona anteriormente mencionado
sino también en el caso de usar otro disolvente.

El extracto de semilla de fruta de la pasion obtenido por el procedimiento anteriormente mencionado puede usarse
para preparar una composicion que contiene piceatannol en una forma liquida sin tratamientos adicionales o
después de la concentracion. El extracto puede pulverizarse adicionalmente por secado por congelacion o por
secado por pulverizacién para preparar una composicion que contiene piceatannol en una forma en polvo. La forma
del extracto no se limita a estas formas. La materia insoluble contenida en el extracto puede retirarse
apropiadamente por filtracion o similares. La materia insoluble puede pulverizarse adicionalmente en finas particulas.

Ademas, el extracto primario de las semillas de la fruta de la pasién obtenido como se describe anteriormente puede
fraccionarse y purificarse basandose en el piceatannol como un indice por intercambio idénico, cromatografia en
columna de exclusion por tamafo, HPLC, filtracién en gel, separacién por membranas o similares para preparar la
composicién que contiene piceatannol.

Especificamente, por ejemplo, como se muestra en los Ejemplos a continuacién, cuando la composicion extraida de
las semillas de la fruta de la pasién se somete a HPLC en las siguientes condiciones, el piceatannol se eluye en
aproximadamente 41 minutos. Mientras tanto, cuando la fraccion eluida se somete a espectrometria de masas
usando un espectrometro de masas, se muestra una sefial de modo ion negativo en m/z 243.

[Condiciones de HPLC]

-Columna: Mightysil RP-18 GP 150-4,6, diametro: 4,6 mm, longitud: 150 mm (fabricado por KANTO CHEMICAL
CO., INC.)

-Temperatura de la columna: 40 °C

Condiciones de la elucion: velocidad del caudal: 1 ml/min, metanol al 0 %, metanol al 30 % (60 min)

Deteccion UV: 280 nm

Por lo tanto, en la presente invencién, es posible preparar una composicion que contiene piceatannol, que se deriva
de semillas de la fruta de la pasion y tiene un contenido de piceatannol aumentado, realizando apropiadamente un
fraccionamiento y una purificacion basados en las propiedades fisicas del piceatannol ilustradas anteriormente como
indices.

Si es necesario, la composicidon que contiene piceatannol de la presente invencion puede suplementarse con una
base o un vehiculo farmacéuticamente aceptable y usarse como un farmaco en la forma de un comprimido, un
farmaco granulado, un farmaco en polvo, un liquido, un polvo, un granulo, una capsula, una gelatina o similares, o
puede usarse como un cosmético en la forma de un unglento, una crema, un gel, un envase, una locion, una
preparacién cosmética o similares.

Mientras tanto, la composicién que contiene piceatannol de la presente invencion puede mezclarse en un alimento
para uso de la salud especificado, un suplemento dietético, un alimento funcional o similares antes de la ingestién.
Los ejemplos de los alimentos incluyen: reposteria tal como un chocolate, una galleta, un chicle, un caramelo, una
galleta dulce, un caramelo de chicle o reposteria en tabletas; un cereal, una bebida, tal como una bebida en polvo,
una bebida suave, una bebida de leche, una bebida nutricional, una bebida carbonatada y una bebida de gelatina; y
un postre congelado tal como un helado o un sorbete. Ademas, los ejemplos preferidos de los mismos incluyen un
fideo tal como soba, pasta, udon y somen. En los casos de los alimentos para uso de la salud especificado,
suplementos dietéticos y similares, la composicion puede tener la forma de un polvo, un granulo, una capsula, un
jarabe, un comprimido recubierto de azlcar.

Ejemplos

En lo sucesivo, la presente invencion se describe especificamente por medio de ejemplos, pero el alcance de la
presente invencion no esta limitado por los ejemplos.

<Ejemplo de ensayo 1> [Deteccién e identificacion del piceatannol de la fruta de la pasion]

La fruta de la pasion se dividié en tres partes de pericarpo, sarcocarpo y semillas y las partes se secaron por
congelacién y se pulverizaron por un pulverizador (nombre del producto "Sample mil type SK-M", fabricado por
KYORITSU RIKO K.K.), seguido de la extraccién de las partes respectivas con etanol acuoso al 80 %. Los productos
resultantes se centrifugaron, después los sobrenadantes se separaron y se concentraron por evaporacion, y los
concentrados se secaron por congelacién para obtener polvos. Los polvos se disolvieron en agua para obtener
extractos. Después, el extracto de semilla, el extracto de pericarpo y el extracto de sarcocarpo se diluyeron de tal
manera que las concentraciones en términos de contenido soélido fueron 0,01 g/ml, 0,1 g/ml y 0,1 g/ml
respectivamente, y 5 ul de los extractos se sometieron a HPLC.

Las condiciones de analisis para HPLC fueron como se describe a continuacion.
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-Columna: Mightysil RP-18 GP 150-4,6, diametro: 4,6 mm, longitud: 150 mm (fabricado por KANTO CHEMICAL
CO., INC))

-Temperatura de la columna: 40 °C

-Condiciones de la elucion: velocidad del caudal: 1 ml/min, metanol al 0 % -> 300 metanol (60 min)

- Deteccion UV: 280 nm

Las Figuras 1A a 1C muestran cromatogramas de HPLC de los respectivos extractos anteriormente mencionados.
Como resultado, como se muestra en la Figura 1A, en el caso del extracto de semilla, se detecté un pico en
aproximadamente 41 minutos. Por otro lado, en los casos del extracto de pericarpo y del extracto de sarcocarpo, el
pico en aproximadamente 41 minutos no era capaz de detectarse aunque la concentracion en términos de contenido
solido de acuerdo con la inyeccion era 10 veces mayor que el del extracto de semilla.

Posteriormente, las caracteristicas del componente contenido del extracto de semilla y eluido en el tiempo de
retencion de aproximadamente 41 minutos descrito anteriormente se identificaron como se describe a continuacién.

Primero, se mididé un espectro de masas del componente usando un HPLC/espectrometro de masas (fabricado por
THERMO ELECTRON Co., Ltd., nombre del dispositivo "Thermo-LCQ-MS/MS") (Figura 2A). Aunque la medida se
realizé tanto en modos i6nicos positivo y negativo, se encontrd un ion preferido en el modo negativo, y por lo tanto
se usaron los datos. Como resultado, una sefal principal en m/z 243 era (M-H), y los otros picos en m/z 279 y m/z
487 era posible atribuirlos a (M+2H20-H)" y (Mx2-H)", respectivamente. Por lo tanto, el peso molecular era posible
determinarse como 244. Ademas, cuando un espectro UV del componente se media, se observaron 220 nm, 304 nm
y 322 nm como Amax (Figura 2B).

Los resultados de la espectrometria de masas y de la espectrometria UV se encontrd que eran similares a aquellos
del resveratrol (peso molecular: 228), que es un polifenol contenido en el pericarpo del cacahuete (véase Figuras 3A
y 3B). Ademas, la adsorcién a la polivinilpolipirrolidona (PVPP), que es una resina capaz de asdorber un polifenol,
también confirmé separadamente. Ademas, el pico en aproximadamente 41 minutos se encontré que tenia un corto
tiempo de retenciéon en una columna en fase reversa comparado con el tiempo de retencion del resveratrol en las
mismas condiciones de HPLC. Todos los resultados sugieren que el componente contenido en el extracto de
semillas anteriormente mencionado y eluido en el tiempo de retencién de 41 minutos es el piceatannol (peso
molecular: 244), que se representa por la siguiente formula (1) y tiene un peso molecular mayor que el del
resveratrol por un grupo hidroxi.

[Quim. 2]

OH

HO B OH

(1)

OH

Después, un compuesto puro de piceatannol (fabricado por Sigma-Aldrich Corporation) se analiz6 por HPLC en las
mismas condiciones como se ha descrito anteriormente para proporcionar adicionalmente un espectro de masas y
un espectro UV (Figuras 4A y 4B). Los resultados muestran que todos los tiempos de retencion de HPLC y las
atribuciones del espectro de masas y del espectro UV corresponden con los unos anteriormente mencionados.

Esto revela que el pico en aproximadamente 41 minutos en el andlisis de HPLC anteriormente mencionado para el
extracto de semillas anteriormente mencionado es un pico de piceatannol, y la semilla de la fruta de la pasién
contiene una gran cantidad de piceatannol. Por otro lado, el piceatannol no se detect6 de ninguno del pericarpo y del
sarcocarpo de la fruta de la pasién.

<Ejemplo de ensayo 2> [Extraccion de piceatannol de semillas de fruta de la pasién (1)]
Se examin6 un procedimiento para extraer piceatannol de las semillas de la fruta de la pasién. Especificamente, las
eficacias de extraccion de dos clases de semillas de fruta de la pasién (doméstica y crecida extranjera) se

determinaron usando diferentes disolventes.

(1) Extraccién con etanol acuoso al 80 %
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A 59 de semillas pulverizadas se afadieron 50 ml de etanol acuoso al 80 % y la extraccion se realizd por
sometimiento a ultrasonidos durante 30 minutos. El sobrenadante se recogid y la extraccion se realizd
adicionalmente dos veces (ires veces en total) por los mismos procedimientos. Los extractos recogidos se
combinaron y el volumen del extracto resultante se ajusté a 200 ml con etanol acuoso al 80 %, y 10 pl de la solucién
se sometieron a HPLC. Después, de acuerdo con un procedimiento convencional, el piceatannol contenido en el
extracto se cuantificé asignando un area bajo el pico del analisis de HPLC en una curva de calibrado basada en
concentraciones de un patrén. Obsérvese que el resveratrol también se cuantificé para la referencia del mismo modo
como se describe anteriormente.

(2) Extraccién con acetona acuosa al 70 %

Al residuo de extraccion obtenido después de la extraccion con etanol acuoso al 80 % descrita anteriormente se
afnadieron 50 ml de acetona acuosa al 70 % y se realizé la extraccién sometiéndolo a ultrasonidos durante 30
minutos. Se recogio el sobrenadante y la extraccion se realizé adicionalmente dos veces (tres veces en total) por los
mismos procedimientos. Los extractos recogidos se combinaron y el volumen del extracto resultante se ajustd a
200 ml con acetona acuosa al 70 %, seguido de la cuantificacion del piceatannol y del resveratrol contenidos en el
extracto del mismo modo como se describe anteriormente.

(3) Extraccion con acetato de etilo

La extraccion se realizd para las semillas de la fruta de la pasion (la anteriormente mencionada crecida extranjera)
del mismo modo que en el caso de la extraccion con etanol acuoso al 80 % excepto que el acetato de etilo se usé
como el disolvente y el piceatannol y el resveratrol extraidos de 5 g de polvo de semillas secadas por congelacion se
cuantificaron.

(4) Extraccion con diclorometano

La extraccion se realizd para las semillas de la fruta de la pasion (la anteriormente mencionada crecida extranjera)
del mismo modo que en el caso de la extraccion con etanol acuoso al 80 % excepto que el diclorometano se usé
como el disolvente y el piceatannol y el resveratrol extraidos de 5 g de polvo de semillas secadas por congelacion se
cuantificaron.

Los resultados se muestran colectivamente en la Tabla 1. Obsérvese que la Tabla 1 muestra valores obtenidos
convirtiendo los resultados de las eficacias de extraccién en cantidades de piceatannol y resveratrol extraidos de
100 g de polvo de semillas secadas por congelacién.

[Tabla 1]
Piceatannol extraido (mg) convertido en cantidad por 100 g de semillas secadas por congelacion
Muestra 1 de fruta de la pasién i . .
doméstica) Muestra 2 de fruta de la pasién (crecida extranjera)
Disolvente Etanol Acetona Etanol Acetona
Total Total | Acetato .

de acuoso al | acuosa al (A+B) acuoso al | acuosa al (A+B) | de etilo Diclorometano
extraccioén 80 % (A) 70 % (B) 80 % (A) 70 % (B)
Piceatannol 63 280 343 65 255 320 14,3 | No detectable
Resveratrol
(referencia) 5 10 15 3 15 18 0,6 | No detectable

Como se muestra en la Tabla 1, incluso del residuo de extraccion obtenido después de la extraccion con etanol
acuoso al 80 %, se extrajo piceatannol en una cantidad mayor que la del caso de la extraccién con etanol acuoso al
80 %. Por otro lado, en el caso de la extraccion con acetato de etilo solo, la eficacia de extraccion era baja, mientras
que en el caso de la extraccion con diclorometano solo, el piceatannol y el resveratrol no eran detectables. Por lo
tanto, se clarificd que la extraccion con acetona acuosa al 70 % proporcion6 la mayor eficacia. Ademas, se clarificd
que una combinacion de la extraccion con etanol acuoso al 80 % y la extraccién con acetona acuosa al 70 % se
encontré que proporciona todavia mayor eficacia de extraccién.

<Ejemplo de Ensayo 3> [Extraccion de piceatannol de semillas de fruta de la pasion (2)]

El procedimiento para extraer piceatannol de las semillas de la fruta de a pasion se examind adicionalmente.
Especificamente, se investigé un efecto de un contenido de agua en etanol o acetona como un disolvente en la
eficacia de la extraccion.

Para investigar el efecto, el piceatannol y el resveratrol extraidos de 5g de polvo de semillas secadas por
congelacién de la fruta de la pasién (la anteriormente mencionada crecida extranjera) se cuantificaron usando etanol
0 acetona con diferentes contenidos de agua como el disolvente del mismo modo que en el Ejemplo de Ensayo 2.
Obsérvese que cualquiera de los disolventes usados en el Ejemplo de Ensayo 2 anterior, el acetato de etilo y el
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diclorometano, tienen una compatibilidad pobre con el agua, y por lo tanto es imposible preparar disolventes con los
mismos contenidos de agua.

Los resultados se muestran colectivamente en la Tabla 2 a continuacion. Ademas, los resultados del piceatannol se
muestran como un grafico en la Figura 5. Obsérvese que la Tabla 2 y la Figura 5 muestran valores obtenidos
convirtiendo los resultados de las eficacias de extraccién en cantidades de piceatannol y resveratrol extraidos de
100 g de polvo de semillas secadas por congelacion.

[Tabla 2]
Piceatannol extraido (mg) convertido en cantidad por 100 g de semillas secadas por congelacién
Etanol Acetona
Contenido de agua Contenido de agua
(representado como . o .
o Piceatannol | Resveratrol | (representado como % en | Piceatannol | Resveratrol
Yo €n volumen de
volumen de acetona)
etanol)
0 No No No No
detectable detectable detectable detectable
20 3,8 0,6 20 27,5 0,8
40 20,8 0,8 40 101,5 3,0
60 33,0 1,5 70 2144 7,2
80 56,5 2,2 * * *
100 7,0 1,1 100 10,7 1,0
*: Sin datos

Como se muestra en la Tabla 2 y en la Figura 5, en el caso de usar etanol, la extraccién con etanol acuoso al 80 %
proporciond la mayor eficacia. Mientras tanto, en el caso de usar acetona, la extraccion con acetona acuosa al 70 %
proporciond la mayor eficacia.

<Ejemplo de ensayo 4>
Los extractos obtenidos después de retirar los disolventes en el Ejemplo de Ensayo 2 anterior (derivados de la fruta

de la pasién crecida extranjera) se pesaron para calcular los contenidos de piceatannol en términos de contenido
sélido. La Tabla 3 muestra los valores resultantes.

[Tabla 3]

. L Etanol acuoso al Acetona acuosa al
Disolvente de extracciéon 80 % 70 %
Contenido de piceatannol (% en masa) en términos de contenido 26 37
sélido en el extracto ’ ’

Como se muestra en la Tabla 3, en el caso de la extraccién con etanol acuoso al 80 %, la concentracion de
piceatannol en términos de contenido sélido se encontré que era 2,6 mg/100 mg del extracto (2,6 % en masa).
Mientras tanto, en el caso de la extraccidén con acetona acuosa al 70 % después de la extracciéon con etanol acuoso
al 80 %, la concentracion de piceatannol en términos de contenido sélido se encontr6 que era 3,7 mg/100 mg del
extracto (3,7 % en masa). Por lo tanto, se clarificé que la extraccion con acetona acuosa al 70 % era capaz de dar
una mayor cantidad de piceatannol (como se muestra en los Ejemplos de Ensayo 2 y 3) y una mayor pureza del
piceatannol.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que contiene piceatannol, que es un extracto de semillas de Passiflora edulis y que contiene
piceatannol en un contenido del 0,01 al 50 % en masa en términos de contenido soélido, en la que el extracto es
obtenible mediante la extraccién con un disolvente acuoso.

2. Una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el disolvente acuoso es
un disolvente acuoso basado en alcohol o un disolvente acuoso basado en cetona.

3. Una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con las reivindicaciones 1 o0 2, en la que el disolvente
acuoso es un etanol acuoso o una acetona acuosa.

4. Una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el etanol acuoso contiene
del 20 al 99,9 % en volumen de etanol.

5. Una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la acetona acuosa
contiene del 20 al 99,9 % en volumen de acetona.

6. Una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que
la composicion contiene piceatannol en un contenido del 0,1 al 10 % en masa en términos de contenido sélido.

7. Un procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol, que comprende: afiadir un disolvente
acuoso a una semilla pulverizada de Passiflora edulis; y agitar la mezcla para extraer el piceatannol en el disolvente.

8. Un procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con la reivindicacién 7, en
donde el procedimiento comprende: afiadir un disolvente acuoso basado en alcohol o un disolvente acuoso basado
en cetona a la semilla de Passiflora edulis; y agitar la mezcla para extraer el piceatannol en el disolvente.

9. Un procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con las reivindicaciones 7
u 8, en donde el procedimiento comprende: afiadir uno cualquiera de un disolvente acuoso basado en alcohol o un
disolvente acuoso basado en cetona a la semilla de Passiflora edulis; agitar la mezcla para extraer el piceatannol en
el disolvente, obteniendo de esta manera un primer extracto; afadir el otro no seleccionado de los anteriores
disolvente acuoso basado en alcohol y disolvente acuoso basado en cetona a un residuo no recogido como extracto;
agitar la mezcla para extraer el piceatannol en el disolvente, obteniendo de esta manera un segundo extracto; y
mezclar el primer extracto y el segundo extracto.

10. Un procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 9, en el que la semilla de Passiflora edulis es una semilla de Passiflora edulis sin procesar o una
semilla de Passiflora edulis seca, que se obtiene secando la semilla de Passiflora edulis sin procesar.

11. Un procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 10, en el que el disolvente acuoso basado en alcohol es etanol acuoso, o el disolvente acuoso
basado en cetona es acetona acuosa.

12. Un procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con la reivindicacion 11,
en el que el etanol acuoso contiene del 20 al 99,9 % en volumen de etanol.

13. Un procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con la reivindicacion 11,
en el que la acetona acuosa contiene del 20 al 99,9 % en volumen de acetona.

14. Un procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 13, en el que la agitacion en cada uno de los disolventes se realiza por vibracion ultrasénica o
por agitacion.

15. Un procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 14, que comprende adicionalmente destilar el disolvente a presion reducida después de la
extraccion.

16. Un procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 15, que comprende adicionalmente una etapa de pulverizar el extracto de semillas de Passiflora
edulis por secado por congelacién o por secado por pulverizacion.

17. Un procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 7 a 16, que comprende adicionalmente una etapa de filtracién para retirar la materia insoluble
contenida en el extracto de semillas de Passiflora edulis.

10
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18. Un procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 17, que comprende adicionalmente una etapa de fraccionar y purificar el extracto primario de
semillas de Passiflora edulis Sims para concentrar el piceatannol contenido en las mismas.

19. Un procedimiento para producir una composicién que contiene piceatannol de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 18, que comprende adicionalmente formular la composiciéon como un cosmético o un farmaco.

20. Un procedimiento para producir una composicion que contiene piceatannol de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 18, que comprende adicionalmente una etapa de mezclar la composicién que contiene
piceatannol en un alimento o en una bebida.

21. Uso de las semillas de Passiflora edulis Sims como una fuente de piceatannol.

11
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