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METODO PARA LA OBTENCION DE UN EXTRACTO RICO EN TANINOS DEL ACIDO
ELAGICO A PARTIR DE FRUTOS QUE CONTIENEN ESTOS COMPUESTOS, Y
EXTRACTO OBTENIDO USANDO DICHO METODO

CAMPO TECNICO

La presente invencién se relaciona con el campo de la biotecnhologia y los
procesos que emplean tecnologias membranarias, y en particular se refiere a un método
para la obtencién de un extracto enriquecido en taninos del &cido elagico a partir del fruto
de la mora y de otros frutos que contienen estos compuestos, asi como al extracto
obtenido usando dicho método.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los taninos del acido elagico son compuestos que pertenecen a la clase de
polifenocles denominados taninos hidrolizables, y son derivados complejos del acido
elagico. Recientemente, se ha sugerido que los taninos del acido elagico (ademas del
acido elégico que se produce a partir de su hidrdlisis y la urolitina —la cual se produce a
partir de esta molécula a través de la accién de la flora intestinal- presentan una serie de
actividades biol6gicas beneficiosas para la salud humana. Especificamente, y entre otras,
estos compuestos: (1) presentan un alto potencial para el tratamiento de la hiperglucemia
e hipertension asociadas a la diabetes tipo 2 (Pinto Mda, S. y otros, Joumnal of Medicinal
Food, 2010, 13 (5), 1027-1035), (2) podrian ser utilizados para el tratamiento de la malaria
(Dell'Agli, M. y otros, Malaria Journal, 2010, 9, 208), (3) tienen potencial para ser usados
para la prevenciéon del cancer de seno (Adams, L. S. y otros, Cancer Prevention
Research, 2010, 3, 108), (4) podrian reducir el riesgo de desarrolio del cancer de colon
{(Kasimsetty, S. G. y otros, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2010, 58 (4), 2180-
2187 y Shama, M. y otros, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2010, 58 (7),
3965-3969). En ofros estudios, los extractos de productos vegetales que contienen
taninos del &cido elagico mostraron capacidad antioxidante y antimicrobiana, ademas de
actividad citotoxica contra céiulas cancerosas en humanos (Barrajon-Catalan, E. y otros,
Food and Chemical Toxicology, 2010, 48 (8-9), 2273-2282).

La granada (Punica granatum L.) ha sido ampliamente estudiada en afios
recientes, ya que se han reportado aplicaciones terapéuticas de esta fruta desde tiempos
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antiguos, y se ha demostrado recientemente que esta fruta actia como agente
antioxidante, antidiabético e hipolipidémico. También se ha encontrado que esta fruta
presenta actividades antibacteriales, antiinflamatorias, antivirales y anticarcinogénicas.
Estos beneficios han sido atribuidos a los fitoquimicos contenidos en la fruta, los cuales
son predominantemente polifenoles, que incluyen a su vez principaimente taninos
hidrolizables, en los cuales los taninos del &cido elégico son los mas importantes (Viuda-
Martos, M. y otros, Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 2010, 9
(6), 635-654). El amplio potencial de aplicacién terapéutica de la granada, ha causado que
una gran parte de la literatura cientifica sobre los taninos del acido elégico se refiera a los
obtenidos a partir de esta fruta. Sin embargo, recientemente se ha descubierto que la
mora (fruta producida por alguna de varias especies del género Rubus, familia Rosaceae),
especificamente Rubus adenotrichus Schitdl., bien podria presentar mayores contenidos
de taninos del acido elagico que la granada misma (Acosta-Montoya, O. y otros, Food
Chemistry, 2010, 119(4), 1497-1501). Las altas concentraciones de estas moléculas en
las moras en diferentes estados de maduracién, hacen que sean una materia prima
potenciaimente interesante para la obtencién de exitractos ricos en taninos del &cido
elagico.

Las moras empleadas en el estudio mencionado anteriormente, se pueden utilizar
en los tres grados de madurez expuestos (Figura 1). Los segmentos de los
cromatogramas (cromatografia liquida de alto desempefio acoplada a un detector de
arreglo de diodos o HPLC-DAD) a 280 nm del extracto acuoso — ceténico de las moras de
este estudio se muestran en la Figura 2. Como se aprecia, los compuestos A1, A2 y E1,
E2 presentan caracteristicas espectrales en el ultravioleta-visible (UV-visible) de
antocianinas (A1, A2) y taninos del acido eldgico (E1, E2). Estas moléculas se
identificaron usando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (HPLC-
MS) e informacién UV-visible en un estudio previo (Mertz, C. y otros, Journal of
Agriculturat and Food Chemistry, 2007, 55 (21), 8616-8624). Los picos A1 y A2 se
identificaron tentativamente como cianidina glucésido y cianidina malonil-glucésido,
mientras que los picos E1 y E2 como lambertianina C y sanguiina H-6. En el estudio
mencionado, se mostré ademas que las moras de la especie Rubus glaucus también son
fuente importante de taninos del 4cido eldgico. En otros estudios se ha mostrado la
variedad de estos compuestos que se encuentran presentes en la mora del cultivar
Apache (Hager, T. J. y otros, Jounal of Agricultural and Food Chemistry, 2008, 56 (3),
661-669).
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Los métodos para la obtencién de extractos a partir de fuentes ricas en taninos del
&cido elagico (purificados en menor o0 mayor medida) han sido investigados ampliamente,
de forma particular para el uso de la granada como fuente de estos compuestos. Diversas
publicaciones cientificas, pero principalmente solicitudes de patentes, han sido publicadas
sobre este tema.

El documento US 2006/0269629 divulga un método para ia produccién de un
extracto que contiene fitoquimicos a partir de la granada, creando una mezcla de sélidos
de la fruta (pericarpio, semillas, etc.) con agua, adicionando preparados enzimaticos para
degradar (al menos parcialmente) los sélidos, aumentando la temperatura de la mezcla y
finalmente eliminando los sélidos insolubles residuales. El documento US 2006/0211635,
por su parte, presenta un método para la purificacién de taninos del acido elagico
presentes en la granada, para io que realizan etapas de extraccién y purificacién mediante
la aplicacién de exiracciones empleando solventes (como metanol) y cromatografia con
adsorbentes sdlidos poliméricos. Similarmente, el documento WO 2005/097106 describe
una técnica anédloga, basada en extraccién y purificacién, empleando un adsorbente
sélido polimérico.

El documento US 2006/0251753 presenta un método para la obtencién de un
extracto que contiene taninos del acido eldgico, a partir de materiales obtenidos de la
planta de la granada. Para obtener este producto, se realizan extracciones sucesivas
empleando solventes como etanol y éter acético, y finalmente se lleva a cabo una
concentracién bajo vacio.

El documento EP 1967079 divulga un método para la preparacién de extractos de
granada, para lo que se utilizan frutas enteras, las cuales se disgregan y dispersan en
agua. Posteriormente se realiza un ajuste del pH, se procede a una clarificacion por
filtracién o centrifugacién, ocurre adsorcién en una resina no idnica y se produce la
elucibn con una solucién acuosa. Finaimente se concentra por ésmosis inversa o
nanofiltracién y se deshidrata por atomizacién, evaporacién bajo vacio o liofilizacién.

En los casos anteriormente descritos se presentan diversos inconvenientes. En
algunos procesos es necesario el uso de solventes para la extraccién de las moléculas de
interés o para realizar la desorcién de dichas moléculas a partir de las resinas (al utilizar
adsorbentes sélidos poliméricos). Por consiguiente, podria obtenerse un producto final
con residuos de esos solventes, dando como resultado un extracto que no podria ser
calificado como “natural”. En otros procesos descritos, puede producirse una adicién
excesiva de agua para la extraccion de los compuestos de interés a partir de los sélidos
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de la fruta, lo cual afectaria significativamente la eficiencia del proceso, ya que se
requeriré una etapa importante de concentracion, incrementéndose el costo energético.
En otras técnicas, se deben aplicar operaciones de concentracién bajo vacio, las cuales
podrian provocar dafio térmico a las moléculas de interés, afectando asi la funcionalidad
del producto terminado,

Hasta la fecha no se ha divulgado un proceso que pemmita la separacion,
purificacién y concentracién de taninos del 4cido eldgico, sin emplear solventes ni altas
temperaturas. Particularmente, no se ha descrito un proceso que permita separar los
compuestos polifenélicos de interés (taninos del acido elagico) usando las interacciones
entre sus propiedades fisico-quimicas y el material de la membrana, ademas de

considerar su masa molar,

SUMARIO DE LA INVENCION

Un objetivo de la presente invencidn es obtener un extracto natural proveniente de

frutos que contienen taninos del acido elagico, especificamente de la mora, y en particular

de la mora Rubus adenotnchus Schitdl. totaimente madura, extracto que se encuentra
enriquecido con taninos del acido elégico y puede incluir de forma opcional diferentes
contenidos de antocianinas, azlcares y acidos. El extracto de la presente invencién,
ademas no incorpora residuos de productos quimicos, pues en el método que se emplea
para su obtencién no se utilizan solventes quimicos durante la extraccién. En una
realizacion particular de la invencién, la materia prima para el método de obtenciéon del
mencionado extracto pueden ser los desechos sélidos que se obtienen durante la
extraccion del jugo de los frutos de ia mora.

Para la obtencién del extracto de la invencién, se aplican tecnologias
membranarias las cuales permiten una separacién mecénica o fraccionamiento efectivo
entre los compuestos polifendlicos presentes en el extracto, de acuerdo con su masa
molar y en funcién de su afinidad con las membranas, o que posibilita enriquecer una de
las fracciones del extracto en taninos del acido elagico, asi como modular el contenido de
antocianinas (ademas de azicares y &cidos) en el mismo, seleccionando para ello el
material de la membrana y regulando su poder de corte y la presién transmembranaria
aplicada en el proceso.



10

15

20

25

30

En contraste con otras técnicas, el método de la invencién no emplea solventes
quimicos, lo que implica una importante reduccion en el costo del proceso y una mayor
conservacién de la calidad del extracto obtenido.

De manera resumida, puede decirse que la invencion consiste en el desarrolio de
un proceso que involucra una etapa o paso de extraccion mediante el uso de preparados
enzimaticos y operaciones de prensado, una etapa de clarificacién por microfiltracion para
remover los sdlidos insolubles en suspensién, una etapa de fraccionamiento mediante
ultrafiltracién o nandfiltracién, la que permite separar a los taninos del acido elagico de los
demas compuestos solubles, una etapa de purificacion por diafiltracién y finalmente una
etapa de concentracion. '

Mediante la aplicacién del proceso descrito, el producto resultante presenta una
concentracién elevada de taninos del &cido elégico (para el caso de la mora Rubus
adenotrichus Schitdl., corresponden a lambertianina C y sanguina H-6), una
concentracion modulable de antocianinas y otras moléculas solubles en agua (como
azucares) y bajas concentraciones de acidos orgéanicos.

Con la presente invencién se ha constatado que, si bien los taninos del acido
elagico presentan masas molares entre 1 800 y 2 900 Da, y las antocianinas entre 450 y
550 Da, resulta completamente sorprendente que durante la ultrafiltracién sobre
membranas con poder de corte de hasta 50 000 Da, se obtenga una retencién del 100 %
de los taninos del acido eldgico, mientras que se observa una retencién parcial de las
antocianinas, lo que significa que, desde el punto de vista técnico, la separacién de los
taninos del acido elagico es mucho més facil y econémica de lo que se podria prever, si el
proceso objeto de la presente invencién es aplicado con este fin.

La invencion propuesta también puede ser aplicada a todos los frutos que
contienen taninos del acido elagico, entre los que se encuentran (pero no se limita a ellos)
la granada, la frambuesa, la fresa, la uva, la mora y varias otras especies del género
Rubus, siendo preferida la mora.

Sobre el uso particular del extracto que se obtiene mediante la presente invencién,
se prevé que el mismo se pueda utilizar en la industria alimentaria como un aditivo (liquido
o en polvo, si se deshidrata mediante tecnologias convencionales como la liofilizacién o el
secado por atomizacion) para incrementar el contenido de taninos del acido elagico en
alimentos liquidos tales como jugos o bebidas, o en alimentos sélidos tales como barras
de cereal y fruta, cereales de desayuno, etc.
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Puesto que el extracto producido utilizando el método de la invencién podria tener
un cambio en su coloracién por la reduccién del contenido de antocianinas, esto permitiria
adicionaimente su aplicacion mas amplia, tanto en la industria farmacéutica para la
elaboracién de medicamentos con propiedades especificas, en la industria alimentaria
para la fabricacién de suplementos nutricionales, y también en la industria cosmética.

En consecuencia, es un objeto de ia presente invencién un método para la
obtencién de un extracto rico en taninos del acido eldgico a partir de frutos que contienen
estos compuestos (particularmente la mora Rubus adenotrichus Schitdl. y Rubus glaucus,
totalmente madura). Dicho método comprende los pasos de:

i. extraccién de la fraccién liquida del fruto o los residuos de dichos frutos con
prensado y empleando enzimas;

ii. clarificacion de la fraccion liquida del paso (i) mediante microfiltracion
tangencial;

iii. fraccionamiento del permeado luego de la microfiltracion tangencial del paso
(if) mediante ultrafiltracidn y nanofiltracion;

iv.  purificacién por diafiltracion de la fraccion retenida en la membrana a partir de!
proceso de filtracion anterior (jii); y

v. concentracién final de! extracto rico en taninos del acido elagico utilizando
tecnologias térmicas y tecnologias atérmicas, como por ejemplo dsmosis
inversa o evaporacién osmdética o procesos combinados.

En la Figura 3 se muestra un diagrama de flujo del método de la presente
invencion, donde se detallan los pasos mencionados anteriormente.

En el método proporcionado por la invencién, la extraccion de las moléculas de
interés se logra mediante el proceso mecanico de prensado, el cual se lleva a cabo en
conjunto con un tratamiento enzimatico, utilizando enzimas celuloliticas y pectinoliticas, o
mezclas y combinaciones de dichas enzimas.

Cuando se empiean frutos como materia prima inicial, el prensado se realiza bajo
determinadas condiciones de operacion importantes para el resultado obtenido, tales
como por ejemplo: el prensado puede ser continuo o discontinuo, aplicarse presiones de
entre 2 000 y 10 000 kPa, por tiempos de entre 5 y 40 minutos, contra una malla con
tamadio de abertura de entre 0,2 y 1 mm. El jugo obtenido es mezclado nuevamente con
el residuo sdlido y se adiciona un preparado enzimético que presente al menos una
actividad pectinasa correspondiente a una actividad poligalacturonasa (EC 3.2.1.15)
superior a 100 UE'mL" (y/o una actividad pectin-iasa (EC 4.2.2.10) superior a
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100 UE'mL") y al menos una actividad celulasa correspondiente a una actividad endo-
celulasa (EC 3.2.1.4) superior a 20 UE-mL" y/o una actividad exo-celulasa (EC 3.2.1.91)
superior a 1 UE-mL™", Se utiliza una concentracién del preparado enzimatico de entre 10 y
500 mg-kg™', empleando temperaturas de entre 20 y 50 °C, a tiempos de accién de entre
30 y 90 minutos. v

Las actividades enziméticas son expresadas en UE (Unidades Enzimaticas), es
decir en micromoles de grupos reductores liberados a partir de un sustrato estandar.
Dichos sustratos son el acido poligalacturénico para la actividad poligalacturonasa
(EC 3.2.1.15); la pectina citrica altamente esterificada (80 %) para la actividad pectin-liasa
(EC 4.2.2.10); la carboximetil-celulosa para la actividad endo-celulasa (EC 3.2.1.4) y la
celulosa cristalina para la actividad exo-celulasa (EC 3.2.1.91). Las condiciones
experimentales estandares para la determinacién de estas actividades enzimaticas son
respectivamente las siguientes: pH4,a30°C; pH6 a40°C; pH4,6 238°C y pH 4,8 a 50
°C.

Nuévamente se aplica prensado bajo determinadas condiciones de operacion; el
cual puede ser continuo o discontinuo, aplicandose presiones de entre 2 000 y 10 000
kPa, por tiempos de entre 5 y 40 minutos, contra una malla con tamafio de abertura de
entre 0,2y 1 mm.

El paso anterior permite remover una parte importante de los sdlidos insolubles en
suspension, tales como los residuos de la pared celular y las semillas. La fraccién liquida
que se obtiene luego de este paso presenta un alto rendimiento de extraccion de
compuestos polifendlicos, permitiendo extraer entre el 60 y el 90 % del contenido inicial de
antocianinas y taninos del acido elégico.

Cuando se parte de residuos de los frutos, los compuestos de interés se extraen
bajo determinadas condiciones de operacién importantes para el resultado obtenido.
Tales condiciones son, por ejemplo: se adiciona agua que ha sido previamente acidificada
a pH entre 3,0 y 5,0 en proporciones variables con respecto a la masa de los residuos de
entre 1y 10, la mezcla se deja reposar durante un periodo de tiempo entre 20 y 120
minutos, manteniendo la temperatura de la mezcla entre 20 y 50 °C con agitacion variable
o constante. Luego se adiciona un preparado enzimético que presenta al menos una
actividad pectinasa correspondiente a una actividad poligalacturonasa (EC 3.2.1.15)
superior a 100 UE'mL" (y/o una actividad pectin-liasa (EC 4.2.2.10) superior a
100 UE-mL™") y al menos una actividad celulasa correspondiente a una actividad endo-
celulasa (EC 3.2.1.4) superior a 20 UE-mL™" y/o una actividad exo-celulasa (EC 3.2.1.91)
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superior a 1 UE-mL"™". Se utiliza una concentracién del preparado enzimatico de entre 10 y
500 mg-kg™!, empleando temperaturas de entre 20 y 50 °C, a tiempos de accién de entre
30 y 90 minutos.

Luego del periodo de extraccidn, los sdlidos se eliminan por filtracién a través de
una malla con un tamaiio de abertura de entre 1 y 5 mm. Este proceso de extraccion
puede ser repetido de forma sucesiva de 1 a 4 veces, conservando y mezclando las
fracciones acuosas.

Finalmente, al residuo sélido se le aplica un prensado, el cual puede ser continuo o
discontinuo, con presiones de entre 2 000 y 10 000 kPa, durante 5 hasta 40 minutos,
empleando una malla con un tamafio de abertura de entre 0,2 y 1 mm. El liquido
resultante se mezcla con las fracciones acuosas obtenidas en el paso anterior.

Este paso de prensado y extraccion enzimética permite remover una parte
importante de los sélidos insolubles en suspensién, tales como los residuos de la pared
celular y las semillas. La fraccion liquida que se obtiene luego del mismo, presenta un alto
rendimiento de extraccion de compuestos polifendlicos, permitiendo extraer entre el 30 y
el 90 % de antocianinas y taninos del acido elagico del contenido iniciat de la fraccién.

La fraccion liquida obtenida en los pasos anteriores se clarifica empleando la
tecnologia de microfiltracién, utilizando una membrana que puede ser tanto organica
como inorganica, y que tiene de manera preferible un tamaiio de poro de entre 0,05y 1,0
um. La operacién se realiza bajo determinadas condiciones tales como: velocidad
tangencial de entre 4 y 7 m-s”, presién transmembranaria de entre 120 y 350 kPa,
temperatura de entre 25 y 50 °C. Esta filtracién se continta hasta alcanzar un factor de
reduccién volumétrico (FRV) de entre 5 y 30.

Como resultado de la micfoﬁltracién tangencial, la totalidad de los sdlidos
insolubles en suspensién en el extracto se eliminan, el permeado es microbiolégicamente
estable (si se emplean tamafios de poro menores a 0,2 ym) y se obtiene una alta
concentracion de los compuestos polifendlicos en esta fraccién (durante la operacién no
se retienen los compuestos de interés).

El retenido que se produce a partir de la operacién de microfiltracién puede
considerarse un residuo de los frutos, y extraerse los compuestos de interés del mismo,
conforme los pasos descritos anteriormente.

Luego del paso de remocién total de los sdlidos insolubles en suspension
mediante microfiltracion, se obtiene un permeado que contiene Gnicamente sélidos
solubles, el cual es nuevamente sometido a una operacién de separaciéon membranaria
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(fraccionamiento), especificamente ultrafiltracion o nanofiltracion, utilizando para ello una
membrana organica o inorganica, tubular o plana, con un poder de corte de entre 0,1 y 50
kDa, y una presién transmembranaria aplicada de entre 250 y 4 000 kPa. La operacion se
realiza bajo determinadas condiciones: velocidad tangencial de entre 0,2 y 4 m-s™,
temperatura de entre 25 y 50 °C. Esta operacion se continta hasta alcanzar un factor de
reduccién volumétrico (FRV) de entre 5 y 30.

En este nuevo fraccionamiento, se observa que las moléculas solubles, tales como
las antocianinas, azlucares y acidos, no se retienen totalmente en fa membrana y una
parte puede pasar al permeado, segin el grado de retencién., Los taninos del acido
elagico, son totalmente retenidos por la membrana, pudiéndose asi realizar la separacion
y concentracion de estas moléculas.

A partir de estas operaciones de ultrafiltracion o nanofiltracion, se obtienen dos
fracciones:

(a) un permeado, que es una fraccién liquida con elevada concentracion de
moléculas solubles, como aztcares y &cidos, principaimente. Esta fraccion podra contener
antocianinas en cantidades variables, seglin el poder de corte de la membrana y la
presién transmembranaria aplicada, y

(b) un retenido, que es igualmente una fraccién liquida con una concentracion alta
de taninos del é&cido eldgico, una concentracion variable de antocianinas y una
concentracion baja de otras moléculas solubles, tales como azlcares y acidos. La
concentracion de los taninos del acido elagico en el retenido sera directamente
proporcional al FRV obtenido durante la ultrafiltracion, dependiendo ademas de la
concentracion de las moléculas en la materia prima usada para esta etapa.

El retenido que se obtiene en el paso anterior, se purifica aplicando una
diafiltracién, para la cual se emplea una membrana orgénica o inorgénica, tubular o plana,
con un poder de corte de entre 0,1 y 50 kDa, y una presién transmembranaria aplicada de
entre 250 y 4 000 kPa. La operacion se realiza bajo determinadas condiciones: velocidad
tangencial de entre 0,2 y 4 m's”, temperatura de entre 25 y 50 °C. La diafiltracién se
realiza a volumen constante, adicionando agua purificada en un flujo igual que el del
permeado. Esta filtracion se continiia hasta alcanzar una pureza de 90 % para los taninos
del acido elagico, con respecto a los demas sélidos solubles presentes en el retenido.

Esta etapa de diafiltracion tiene como objetivo facilitar la separacion de los taninos
del &cido elagico de otras moléculas solubles. Asi, se observa el mismo efecto descrito
para la etapa de fraccionamiento: las moléculas solubles, como las antocianinas,
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azlcares y écidos, no se retienen totalmente en la membrana y pasan al permeado. Dado
que los &cidos atraviesan las membranas de ultrafiltracion y de nancfiltracion al ser
arrastrados por el agua, se produce también la desacidificacion del extracto, lograndose
eliminar hasta un 80 % de los 4cidos del retenido. Los taninos del acido elagico son
totalmente retenidos por la membrana, pudiéndose asi realizar la purificacion de estas
moléculas.

A partir de esta operacion de diafiltracion empleando las mismas membranas y
condiciones de la etapa de fraccionamiento, se obtienen nuevamente dos fracciones:

(a) un permeado, que es una fracciéon liquida con elevada concentracién de
moléculas solubles, como antocianinas, azucares y acidos, principalmente, y

(b) un retenido, que es igualmente una fraccidén liquida con una concentracién aita
de taninos del &cido elagico, y una concentracién baja de moléculas solubles, como
antocianinas, azlcares y acidos, principaimente. En esta etapa no se produce una
concentracion de los taninos del acido elagico, ya que el volumen del retenido se
mantiene constante, pero se produce una purificacion de estas moléculas, por la salida de
las antocianinas, azlcares y acidos a través del permeado.

Los retenidos obtenidos en las etapas de fraccionamiento (por ultrafiltracion y
nanofiltracién) y purificacién (por diafiltracion, empleando las membranas de ultrafiltracion
y nanofiltracién), pueden concentrarse adicionalmente bajo condiciones térmicas o
atérmicas, preferiblemente bajo las Ultimas para evitar al maximo la degradacion de los
compuestos de interés. Particularmente, podran utilizarse tecnologias convencionales o
tecnologias membranarias atérmicas, como la evaporacién osmética y la ésmosis inversa.
Dicho extracto concentrado podré deshidratarse, empleando para ello tecnologias
convencionales, tales como la liofilizacién o el secado por atomizacién, obteniéndose asi
un extracto en polvo.

El método de la invencién es particularmente Gtil para obtener un extracto con
elevado contenido de taninos del acido elagico, cuando se emplea como materia prima
frutos como la mora tropical de montafia Rubus adenotrichus Schitdl. o Rubus glaucus.

El extracto rico en taninos del acido elagico objeto de la presente invencién, se
caracteriza por presentar un contenido de estos compuestos que constituyen entre el 50 y
el 90 % de la masa en base seca, mientras que su contenido de antocianinas puede variar
entre 0 y 50 % de la masa en base seca, dependiendo del poder de corte de las
membranas y la presion transmembranaria aplicada en las etapas de filtracién, que se
llevan a cabo como parte del proceso de la invencion.
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Otros objetos adicionales de la invencién lo constituyen una composicion
alimenticia que comprende el extracto obtenido mediante el proceso de la invencién, y
que incluye adicionalmente un exclipiente alimenticio aceptable; una composicién
farmacéutica que comprende dicho extracto y un excipiente farmacéuticamente aceptable
y una composiciébn cosmética que comprende dicho extracto y un excipiente
cosméticamente aceptable.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra las moras (Rubt)s adenotrichus Schitdl.) empleadas en el
estudio realizado previo a la invencién, para determinar la composicién quimica de las
frutas en tres estados de maduracion.

La Figura 2 muestra los segmentos de los cromatogramas obtenidos por
cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector con arreglo de diodos
(HPLC-DAD) a 280 nm del extracto acuoso — cetdnico de las moras en los tres estados de
maduracién, del estudio previamente referido.

La Figura 3 representa un diagrama de flujo del método de la presente invencién,
para fa obtencién de un extracto rico en taninos del acido elagico, a partir del frutc de la
mora.

La Figura 4 muestra la evolucién del flujo de permeado al variar el FRV durante la
operacion de microfiltracién. Se muestran los resultados obtenidos al aplicar dos formas
de extraccion de la materia prima: prensado continuo o discontinuo.

La Figura 5§ muestra los valores de a) concentracién de antocianinas, b)
concentracion de taninos del 4cido elagico y c) capacidad antioxidante de las fracciones
de jugo (permeado y retenido), segun cuatro concentraciones de preparado enzimético
utilizadas (Klerzyme 150®). Se muestran los valores de las materias primas como
referencia. Las barras de error muestran la desviacion estandar para n=2.

La Figura 6 muestra el comportamiento de a) concentracién de antocianinas, b)
concentracién de taninos del acido elagico y c) capacidad antioxidante de las fracciones
de jugo (permeado y retenido), a través del tiempo de operacion. Se muestran los valores
de las materias primas como referencia. Las barras de error muestran la desviacién
estandar para n=4,

La Figura 7 muestra los valores de a) concentracién de antocianinas, b)
concentracion de taninos del acido elagico y ¢) capacidad antioxidante de las fracciones
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de jugo (permeado y retenido), segun tres rangos de presion transmembranaria aplicada.
Se muestran los valores de las materias primas como referencia. Las barras de error
muestran la desviacion estandar para n=2.

La Figura 8 representa de forma grafica la concentracidon sanguinea de
triglicéridos (mg-dL™") en voluntarios sanos sometidos a una dieta de una semana rica en
carbohidratos y grasa, antes y después del consumo de agua azucarada (A) o de una
bebida elaborada a partir de jugo de mora microfiltrado (B).

La presente invencion sera descrita en mas detalle en los siguientes ejemplos de
realizacién de la misma, los cuales se proporcionan a manera de ilustracion de la
invencién y en ningtn modo para limitar su aicance.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Ejemplo 1: Extraccién mecénica y enzimatica de una fraccion liquida con aito

contenido de taninos del acido elagico a partir del fruto de la mora.

Se parte de una materia prima que contiene una alta concentracién de taninos del
acido elagico, en particular los frutos de la mora tropical de montafia Rubus adenotrichus
Schitdl. o Rubus glaucus, o el residuo resuitante luego de la extracciéon del jugo de dichos
frutos. Esta materia prima contiene como compuestos polifendlicos principales las
antocianinas y los taninos mencionados. En el Cuadro 1 se muestra la composicién
relevante tipica promedio de 9 muestras de mora R. adenotrichus madura.

Cuadro 1. Propiedades quimicas de la mora R. adenotrichus. *

Parémetro evaluado Base hiumeda Base seca
Humedad (g-100 g muestra™) 838105 NA
Antocianinas (mg cianidina-3-glucésido-g muestra™) 1,22 £ 0,05 7602
Taninos del acido eldgico (mg 4cido eldgico-g muestra™) 3001 19+2
Capacidad antioxidante (ORAC) (umol TE-g muestra™) 7443 466 + 18
Sélidos solubles (°Brix) ** 9,1%0,1 NA
pH 2,61+0,01 NA
Acidez (g 4cido mélico- 100 g muestra™) 2,22 40,06 13,9405
] Glucosa 1,48 £0,06 92+04
gz_‘;g%'gsmu estra®y | Fructosa 15401 9,6+0,8
Sacarosa ND ND ***
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* Promedio % intervalo de de confianza (n=9), nivel de confianza del 95 %, ** Dato
corregido por acidez, *** Menor a 0,2 g-100 g muestra®, NA= no aplica, ND= no
detectado, TE= Equivalente de Trolox

La matena prima mencionada (en este caso, la mora de la variedad Rubus
adenotrichus, totalmente madura) se somete a una extraccion mecanico-enzimatica. Las
moras ~que normaimente son suministradas en estado congelado- son descongeladas
durante 36 horas, a 2 °C. Posteriormente, se extrae la fraccion liquida mediante un
prensado discontinuo, empleando una prensa, como por ejemplo la Hydraulic Shop Press
OTC 25 Ton, aplicando a la fruta (que se encuentra dentro de una malla con un tamaiio
de abertura de 0,7 mm) una presién de 3 000 kPa por 10 minutos.

Las fracciones liquida y sdlida obtenitdas son mezcladas entonces en un recipiente
apropiado, se aplica calor hasta que la mezcla alcanza 35 °C, y se adiciona un preparado
enzimatico, seleccionado a partir de los que se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Actividades de preparados enzimaticos usados para la extraccién de jugo de
mora,
. -1
Preparado Actividad (UE-mL")
enzimatico Pectinliasa | Poligalacturonasa | Pectinesterasa | Endocejulasa . Exocelulasa
Klerzyme
1508* 344 866 409 112 4
Clarex
Citrus 12 317 549 350 112 36
XL®*
Rapidase
Vegetable 188 369 433 124 10
Juice®”
* DSM Food Specialties

El tiempo de accidn del preparado enzimatico corresponde a 75 minutos, durante
los cuales debe mantenerse la temperatura en 35 °C. Luego de ese tiempo, se aplica
nuevamente la operacion de prensado, la cual puede ser en este caso discontinua, por
ejemplo, empleando la prensa Hydraulic Shop Press OTC 25 Ton, usando una malla con
un tamafio de abertura de 0,7 mm, aplicando una presién de 3 500 kPa por 15 minutos, o
continua, por ejemplo, empieando la prensa de tornillo Chisholm-Ryder, usando una maila
con un tamafio de abertura de 0,9 mm, aplicando una presién de 2 000 kPa.
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En la Figura 4 se muestra la evolucién del flujo de permeado (L-h™-m™) al variar el

FRYV durante la operacién de microfiltracién, de acuerdo con la materia prima usada en

esta operacién, ya sea aplicando prensado continuo o prensado discontinuo. Como se

puede apreciar en esta figura, los valores de flujo de permeado obtenidos al emplear ‘

5 prensado discontinuo para extraer el jugo de la materia prima son mayores que aquellos

obtenidos al emplear prensado continuo. Esto se debe a la presencia de una mayor

concentracién de sdélidos insolubles suspendidos en el jugo alimentado ~cuando se utiliza

prensado continuo~, los cuales provocan una mayor colmatacién de la membrana y por
consiguiente, un decrecimiento del flujo de permeado.

10 La concentracion aplicada de enzima en la etapa anterior, deberd ser
preferiblemente de 250 mg-kg” o superior. En el Cuadro 3 se muestran los resuitados de
los rendimientos de obtencion del jugo y la concentracion de los compuestos de interés en
el mismo, al variar las concentraciones del preparado enzimatico Klerzyme 150®.

La actividad del preparado enzimatico es apreciable, segin se muestra en el
15 Cuadro 4, observandose el efecto de la adicion de la enzima Klerzyme 150® sobre el
rendimiento de obtencion del jugo y en la concentracién de los compuestos de interés en

el mismo.

Cuadro 3. Cambios en las variables respuestas medidas al evaluar el efecto de la
concentracion del preparado enzimético Klerzyme 150®, aplicado para la obtencion de

20 una fraccién liquida enriquecida en los compuestos de interés de la mora.
Concentracién . . .
de preparado Antocianinas (mg Taninos del dcido Rendimiento de
enpzimpéati co cianidina-3- elagico (mg acido extraccion de
(mg-kg") glucésido-g muestra™’) | eldgico-g muestra™) jugo (g-100 g™")
1000 1,13 £ 0,06° 0,93 + 0,06° 71,7 £0,8°
500 0,98 £ 0,03* 0,85 £ 0,08 701 1%
250 1,13+0,12° 0,89 £ 0,10° 68 £ 1
150 1,12 £ 0,04° 0,96 % 0,07° 66 + 4°
50 0,99 +0,12° 0,84 £ 0,06° 66 £ 1°

* Datos son reportados como promedio + intervalo de confianza (n=3), con un nivel de
confianza del 95 %. Promedios en una misma columna con letras diferentes son
significativamente diferentes (Tukey, p<0,05).
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Cuadro 4. Efectos de la adicién del preparado enzimético Klerzyme 150®,
aplicado para la obtencidn de una fraccion liquida enriquecida en los compuestos de
interés de la mora.

. Antocianinas (mg Taninos del 4dcido Rendimiento de
Tratamiento cianidina-3- elagico (mg é&cido extraccion de
' " | glucésido-g muestra™) | elagico-g muestra™) jugo (g-100 g™")
Klerzyme
150® 1,131 0,12° 0,89 £+ 0,10° 68+ 1°
(250 mg-kg™)
Sin preparado 0,83 + 0,06" 0,63 + 0,09° 6213

* Datos son reportados como promedio + intervalo de confianza (n=3), con un nivel de
confianza del 95 %. Promedios en una misma columna con letras diferentes son

significativamente diferentes (Tukey, p<0,05).

En la Figura § también se muestra que el uso de diferentes concentraciones del
preparado enzimatico Klerzyme 150®, no disminuye de manera significativa la
concentracién de los compuestos de interés en el permeado obtenido (ni la capacidad
antioxidante, medida por el método de ORAC), con respecto a valores medidos en la
materia prima usada, al aplicar la operacién de microfiltracién tangencial.

Luego del segundo prensado, se obtienen las fracciones liquidas del fruto de la
mora, las cuales presentan caracteristicas similares a las que se muestran en el Cuadro
5. De la informacién suministrada en ese cuadro, se aprecia que fue posible lograr la
extraccién de un 66 a un 87 % de las antocianinas y un 23 a un 60 % de los taninos del
4cido elagico. Se observa ademas que los jugos resultantes poseen un bajo contenido de
sélidos insolubles en suspensidn y valores de turbidez bajos.

Cuadro 5. Caracteristicas fisico-quimicas de las fracciones liquidas obtenidas de la
extraccion mecanico-enzimatica de los frutos de la mora, empleando dos operaciones de

prensado.

Parametro evaluado Prensado discontinuo Prensado continuo
Rendimiento (%) 76 £1° ‘ 75+ 3°
Humedad (g-100 g muestra™) 82,67 + 0,06° 911 2°
Sélidos solubles (°Brix) 8,25+ 0,03° 9,00 £0,03°
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pH 2,784 + 0,008° 2,792 +0,003*
muestra™)

Sdiidos insolubles en b a
suspension (g-100 g muestra™) 08£03 1943
Turbidez (NTU) 218 £31° 11 000 £ 2 975°
Antocianinas (mg cianidina-3- 0,80 £ 0,04° 1,06 £0,08°

glucésido-g muestra™)

Taninos del acido elagico (mg b .
acido elagico-g muestra™) 0,7£0,1 1,8+0,3

* Datos son reportados como promedio + intervalo de confianza (n=3), con un nivel de
confianza del 95 %. Promedios en una misma fila con letras diferentes son
significativamente diferentes (Tukey, p<0,05).

Ejemplo 2: Obtencién de un producto clarificado con alto contenido de

taninos del acido elagico, mediante microfiltracién tangencial.

La fraccién liquida obtenida en el paso de prensado y tratamiento enzimatico, se
procesa mediante la aplicacion de microfiltracién tangencial, sobre una membrana
ceramica tubular multicanal con un tamafio de poro de 0,2 um, a una velocidad de 5 m-s™,
aplicando una presiéon transmembranaria de 200 kPa y una temperatura de 35 °C. Con
este paso, la totalidad de los sélidos insolubles en suspensién se eliminan, y se obtiene
un permeado microbiolégicamente estable —si se utiliza una membrana cuyo tamario de
poro es inferior o igual a 0,2 um~—. Después de la operacién de microfiltracién, se obtiene
un jugo clarificado (permeado) que conserva las mismas propiedades antioxidantes y las
concentraciones de taninos del acido eldgico y antocianinas de la materia prima.

La Figura 6 muestra que la aplicacién de la microfiltracién tangencial no disminuye
de manera significativa la concentracién de los compuestos de interés en el permeado
obtenido (ni la capacidad antioxidante, medida por el método de ORAC), con respecto a
valores medidos en la materia prima usada, a diferentes valores de FRV. La Figura 7
muestra cémo la aplicacién de diferentes presiones transmembranarias durante la
microfiltracién tangencial, no disminuye de manera significativa la concentracién de los
compuestos de interés en el permeado obtenido (ni la capacidad antioxidante, medida por
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el método de ORAC. Por ofra parte, en el Cuadro 6 se presenta un ejemplo de las

caracteristicas de! jugo obtenido, antes y después de la microfiltracién tangencial.

Cuadro 6. Ejemplo de las caracteristicas de jugos de mora antes y después de la
microfiltracién tangencial .*

Parametro evaluado Jugci :i;?:f ado Jugo microfiltrado
Humedad (g-100 g muestra™) 90,7 £ 0,2 90,7+ 0,2
Sélidos insolubles (g-100 g muestra™) 1,5+0,1 ND **
Turbidez (NTU) 452 + 100 0,08 £ 0,01
Sélidos solubles (°Brix) *** 8,0£0,3 9,01 £ 0,02
Antociarjjnas (mg cianidina-3-glucdsido-g 1,27 £ 0,03 1,30 £ 0,07
muestra™)
Taninos del &cido elagico (mg acido
elagico-g muestra™) 0,58 + 0,04 0,64 £ 0,07

* Promedio + intervalo de confianza (n=3), nivel de confianza del 95 %, ** Menor a 0,3
g-100 g muestra™, *** Dato corregido por acidez, ND= no detectado

Ejemplo 3: Fiacclonamiento del extracto clarificado de mora, mediante

ultrafiltracion.

El permeado obtenido luego de aplicar la operacién de microfiltracién, es
fraccionado aplicando la tecnologia membranaria de ultrafiitracion. Para ello, se
selecciona una membrana plana, con un poder de corte de 5 000 Da. Las condiciones de
la operacién de ultrafiltracién son las siguientes: presién fransmembranaria de 3 500 kPa,
velocidad tangencial de 2 m-s™ y temperatura de 35 °C.

Las retenciones observadas durante la aplicacién de la ultrafiltracién, luego de 1
hora de operacién (FRV de 1,13) se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Retenciones observadas durante la operacién de ultrafiltracion de jugo
clarificado de mora*.

Parametro evaluado Retencién (%)
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Sélidos solubles (°Brix) 39,2102
Acidez 38,208
Antocianinas totales 91,8+07
Taninos del 4cido elagico totales 986 +0,2

* Promedio + intervalo de confianza (n=2), nivel de confianza del 95 %

La operacién de ultrafiltracién culmina cuando se alcanza un factor de reduccién
volumétrico (FRV) de 10.

Ejemplo 4: Fraccionamiento del extracto clarificado de mora, mediante

nanofiltracién.

El permeado obtenido luego de aplicar la operacion de microfiltracion, es
fraccionado alternativamente aplicando la tecnologia membranaria de nanofiltracién. Para
ello, se selecciona una membrana plana, con un poder de corte de 500 Da. Las
condiciones de la operacion de nanofiltracibn son las siguientes: presion
transmembranaria de 2 000 kPa, velocidad tangencial de 2 m-s™ y temperatura de 35 °C.

Las retenciones observadas durante la aplicacién de la nancfiltracion, luego de 4,5

horas de operacién (FRV de 1,57) se muestran en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Retenciones observadas durante la operacién de nanofiltraciéon de jugo
clarificado de mora*.

Parametro evaluado Retencion (%)
Sélidos solubles (°Brix) 83,7+ 0,6
Acidez 82+3
Antocianinas totales 101+ 10
Taninos del acido elagico totales 106 £ 4

* Promedio 1 intervalo de confianza (n=3), nivel de confianza del 95 %

La operacion de nanofiitracién culmina cuando se alcanza un factor de reduccién
volumétrico (FRV) de 10.
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Ejemplo 5: Purificacion del extracto clarificado de mora, mediante

diafiltracion. ‘

El retenido obtenido luego de aplicar la operacidn de ultrafiltracién, se diafiltra a
volumen constante, utilizando la misma membrana y las mismas condiciones descritas
para la operacién de ultrafiltracion. Las retenciones observadas durante la aplicacion de la
diafiltracién, luego de 2,5 horas de operacién se muestran en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Retenciones observadas durante la operacién de diafiltracion del
retenido obtenido a partir de la ultrafiltracién™.

Parametro evaluado Retencién (%)
Sélidos solubles (°Brix) 47 +2%
Acidez 416x05
Antocianinas totales 96,0+ 0,3
Taninos del &cido elagico totales 98,9+ 0,5

* Promedio + intervalo de confianza (n=4), nivel de confianza del 95 %

La operacion de diafiltracién culmina cuando se alcanza una pureza de los taninos
del acido elagico (con respecto al resto de polifenoles) de 80 %.

Ejemplo 6: Concentracién del extracto rico en taninos del 4cido elagico,

mediante evaporacion osmdética.

El producto resultante de las etapas anteriores se concentra mediante
evaporacion osmética, hasta alcanzar un factor de concentracién de 5. En el Cuadro 10
se muestra el efecto de la aplicacién de evaporacion osmética sobre un jugo clarificado de
mora, utilizando una membrana de fibras huecas, una solucién saturada de cloruro de
calcio como solucién osmética, y una sobrepresién del producto de 100 kPa. La operacién
se llev6 a cabo a 10 °C.

Cuadro 10. Caracteristicas de jugos clarificados de mora (concentrado y no

concentrado)*.
Jugo
Parametro evaluado cla':il;lg:g do clarificado
concentrado
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Humedad (g-100 g muestra™) : 90 1 38,43 £0,07
Sélidos solubles (°Brix) 101 65,567 + 0,007
Polifenoles totales (mg acido galico-mL muestra™) 26102 18,9102

* Promedio % intervalo de confianza (n=3), nivel de confianza del 95 %

Ejemplo 7. Utilizacién de jugo de mora microfiltrado como alimento funcional
y su efecto protector contra el estrés oxidativo en voluntarlos sanos.

En un estudio clinico realizado conjuntamente entre CITA (Centro Nacional de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos) e INIFAR (Instituto de Investigaciones Farmacéuticas)
de la Universidad de Costa Rica, se evalud el efecto de la ingesta de una bebida
elaborada a partir de jugo de mora microfiltrado sobre marcadores especificos de! perfil
lipidico y la capacidad antioxidante en 15 voluntarios sanos, sometidos durante una
semana a una dieta rica en grasa y carbohidratos.

Ei grupo de voluntarios sanos (n = 15; 4 hombres, 11 mujeres, edad promedio 25
4 anos, con un rango de 34-20 afos) fue sometido a un tratamiento con una bebida
elaborada a partir de jugo de mora microfitrado y un placebo mediante un disefio
experimental aleatorio cruzado. Los participantes recibieron una dieta balanceada baja en
antioxidantes durante los tres dias previos al inicio del estudio. Posteriormente, durante
una semana se administré una dieta de reto rica en grasa y carbohidratos, eliminando el
consumo de frutas, vegetales, café, té, chocolate y cualquier producto conocido con alta
capacidad antioxidante. Durante este periodo los participantes recibieron la bebida de
mora o el placebo segln correspondiera, en un volumen de 250 mL tres veces al dia.
Para la elaboracién de la bebida se adicioné agua al jugo de mora puro microfiltrado en
una proporcion 50/50 (% m/m) y azdcar ad libitum. El placebo correspondié a bebidas
azucaradas con baja actividad antioxidante (<0,5 micromol TE-mL™). Los participantes
completaron dos pericdos de dieta de reto con un lapso de tres semanas entre
tratamientos. Se tomé una muestra de sangre al final de la dieta balanceada y de la dieta
de reto para cada periodo. Se midi6 la concentracién en plasma de colesterol total, LDL,
HDL vy triglicéridos. Ademas, se determinaron dos actividades enzimaticas indicadoras de
estrés oxidativo, superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT).
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En la Figura 8 se observa el descenso de algunos marcadores de perfil lipidico
como los niveles de triglicéridos, los cuales disminuyeron significativamente en un 20 %
en el grupo que ingirid la bebida de mora, en comparacién con un grupo control que
consumié agua azucarada (p=0,003).

Asimismo, se determinéd una disminucién en las aclividades de enzimas que
neutralizan la toxicidad de las especies reactivas de oxigeno, cuando un organismo esta
sometido a estrés oxidativo, como la superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT),
cuyas actividades se redujeron en un 27% y 36 %, con una p=0,001 y p=0,013,
respectivamente.

En este ensayo clinico se demostrd que la ingesta de una bebida elaborada a
partir de jugo de mora microfiltrado presenta un efecto protector contra el estrés oxidativo
inducido en voluntarios sanos, que ingirieron una dieta rica en grasa y carbohidratos.
Estos resultados evidencian que el consumo de una bebida elaborada a partir de un jugo
microfiitrado de mora es beneficioso para la salud humana.
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REIVINDICACIONES

Método para la obtencién de un extracto rico en taninos del acido elagico a partir de
frutos que contienen estos compuestos, caracterizado porque comprende los pasos
de:
1. extraccién de la fraccion liquida del fruto o los residuos de dicho fruto con
prensado y empleando enzimas;
fl. clarificaciéon de la fraccién liquida del paso (i) mediante microfiltracion
tangencial;
lll. fraccionamiento del permeado luego de la microfiltracion tangencial del paso
(Il) mediante una operacién de separacién membranaria;
V. purificacién por diafiltracién de la fraccion retenida en la membrana a partir de
la operacion de separacién membranaria anterior (I1f); y
V. concentracién final del extracto rico en taninos del acido elagico mediante un
método seleccionado del grupo que consiste de métodos atérmicos y métodos
térmicos. ’
Método segln la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el prensado se realiza de
forma continua o discontinua, aplicando presiones de entre 2 000 y 10 000 kPa, por
tiempos de entre § y 40 minutos, contra una malla con tamafio de abertura de entre
0,2y 1 mm.
Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las enzimas utilizadas en la
extraccién con prensado se seleccionan del grupo que consiste de enzimas
celuloliticas, enzimas pectinoliticas, o mezclas y combinaciones de las mismas.
Método segin Ia reivindicacion 1, caracterizado porque la extraccién de la fraccién
liquida de los residuos de dichos frutos se realiza en agua acidificada.
Método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el paso de clarificacion
mediante microfiltracién tangencial se realiza sobre una membrana con un tamaro
de poro de entre 0,05y 1,0 pym.
Método segtin la reivindicacién 5 caracterizado porque la membrana es organica o
inorganica.
Método segun las reivindicaciones 5 y 6, caracterizado porque la microfiltracion
tangencial se lleva a cabo a una velocidad tangencial de entre 4 y 7 m-s™, aplicando
una presién transmembranaria de entre 120 y 350 kPa y a una temperatura de entre
25y 50 °C,
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Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la operacién de separacion
membranaria para el fraccionamiento del permeado se realiza mediante un proceso
seleccionado del grupo que consiste de ultrafiltracién y nanofiltracion. _
Método segun la reivindicacién 8, caracterizado porque la uitrafiltracion y la
nanofiltracion se realizan usando una membrana con un poder de corte de entre 0,1
y 50 kDa.

Método segun la reivindicacién 9, caracterizado porque la membrana es organica o
inorganica, tubular o plana.

Método segun las reivindicaciones de la 8 a la 10, caracterizado porque la
ultrafiltracién y la nanofiltracion se realizan a una presion transmembranaria de entre
250 y 4 000 kPa, una velocidad tangencial de entre 0,2 y 4 m-s™ y una temperatura
de entre 25 y 50 °C.

Método segiin las reivindicaciones de la 8 a la 11, caracterizado porque la
ultrafiitracién y la nanofiltracién se realizan hasta alcanzar un factor de reduccién
volumétrico (FRV) de entre 5 y 30.

Método seglin la reivindicacién 1, caracterizado porque la purificacion del retenido
obtenido luego de la ultrafiltracién y la nanofiltracién se realiza mediante diafiitracion.
Método segiin la reivindicacion 13, caracterizado porque la diafiltracién se realiza
usando una membrana con poder de corte de entre 0,1 y 50 kDa.

Método segun la reivindicacién 14, caracterizado porque la membrana es orgénica o
inorganica, tubular o plana.

Método segln las reivindicaciones de la 13 a la 15, caracterizado porgue la
diafittracion se realiza a una presién transmembranaria de entre 250 y 4 000 kPa,
una velocidad tangencial de entre 0,2 y 4 m's™, una temperatura de entre 25 y 50 °C
y a volumen constante.

Método segln las reivindicaciones de la 13 a la 16, caracterizado porque la
diafiltracion se realiza hasta alcanzar una pureza del 90 % para los taninos del acido
elagico.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el extracto se concentra bajo
un método atérmico seleccionado del grupo que consiste de dsmosis inversa y
evaporacién osmética, o una combinacién de los mismos.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el extracto se concenira bajo
un método térmico tal como evaporacién al vacio.
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Método segln cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 19, caracterizado
porque el fruto para la extraccion de los taninos del acido elagico se selecciona del
grupo que consiste de granada, frambuesa, fresa, uva, mora y otras especies del
género Rubus.

Método segun la reivindicacion 20, caracterizado porque el fruto es la mora tropical
de montafia Rubus adenotrichus Schitdl. o Rubus glaucus.

Extracto rico en taninos del acido elagico obtenido mediante el método de las
reivindicaciones de la 1 ala 21.

Extracto rico en taninos del acido elagico segun la reivindicacién 22, caracterizado
porque el contenido de taninos del acido elagico se encuentra entre el 50 y el 90 %
de la masa en base seca, y el contenido opcional de antocianinas se encuentra
entre 0 y 50 % de la masa en base seca.

Composicién alimenticia caracterizada porque comprende el extracto de las
reivindicaciones 22 6 23, y un excipiente alimenticio aceptable.

Composicién farmacéutica caracterizada porque comprende el extracto de las
reivindicaciones 22 § 23, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Composicion cosmética caracterizada porque comprende el extracto de las
reivindicaciones 22 6 23, y un excipiente cosméticamente aceptable.
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RESUMEN

La presente invencién se relaciona con el campo de la biotecnologia y con los procesos
que emplean tecnologias membranarias, y en particular se refiere a un método para la
obtencion de un extracto enriquecido env taninos del acido elagico a partir del fruto de la
mora (Rubus spp.) y de otros frutos que contienen estos compuestos, asi como al extracto
obtenido usando dicho método. El método se basa fundamentaimente en tecnologias
baromembranarias que permiten la separécidn mecanica y el fraccionamiento efectivo
entre los compuestos polifendlicos, segin iés interacciones entre sué propiédad fisico-
quimicas, el material de la membrana y su masa molar, permitiendo enriquecer una

- fraccién de dicho extracto natural con taninos del acido elagico y modular su contenido de

antocianinas y otros compuestos como azicares y 4cidos.
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La presente invencién sera descrita en mas detalle en los siguientes ejemplos de
realizacion de la misma, los cuales se proporcionan a manera de ilustracién de la

invencion y en ninglin modo para limitar su alcance.
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