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@Resumen:

Procedimiento de obtencion de oleuropeina.

La presente invencién se refiere a un procedimiento
de obtencién de oleuropeina a partir de hojas de olivo
que comprende las siguientes etapas: a) secado de
las hojas de olivo; b) peletizado de las hojas secas
obtenidas en la etapa (a); y c¢) extraccién
sélido/liquido de los pellets obtenidos en la etapa (b)
con un disolvente seleccionado de agua, metanol,
etanol y cualquiera de sus mezclas.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP 11/1986.
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Procedimiento de oblencidn de oleuropeina

DESCRIPCION

La presente invencién se refiere a un procedimienio de obtencidn de oleurcpaina, por
lo tanto, se pusde encuadrar en el campo técnico de la extraccion de producios

naturales del olivo.

ESTADC DE LA TECNICA

La oleuropeina es un componente fendlico presents en la pulpa de las aceilunas v

también en las hojas de olivo (Olea europea).

Las propledades farmacoldgicas del aceile de oliva, de las aceitunas v las hojas de
olivo han sido reconocidas en medicina y en una diela sana debido a su contenido en

fenoles,

Numerosos estudios han demostrado gue la oleuropeina posee una amplia gama de
propiedadas farmacoldgicas y promotoras de la salud, incluyendo sus efectos como
antioxidanie, antiinflamatorio, anti-aterogénico, anii-cancerigeno, antimicrobiano vy
antiviral. Se han publicado revisiones especificas sobre los efectos farmacologicos de
los biofencies del olive v de la accidn proteciora del secoiridoide oleuropeina en
estudios preclinicos sobre enfermedades cardiovasculares v metabdlicas (Bulotta ef
al. J. Transl. Med. 2014, 12, 219; Obied ef al. Pharmacology of ofive biophenois. in: J.
C. Fishbein, & J. M. Hellman {Eds.), Advances in molecular toxicology 2012, 195-223,

Amsterdam: Elsevier).

Por los motivos anferiormente expuestos, la oleuropeina es un complemento

alimenticio muy valorado.

Existen diversos procedimientos de obtencidn de oleuropeina en el estado del arte,
gue principalmenie son procedimientos de exiraccién por maceracion de paries dal
olive que comprenden oleuropeina, principalmente de las aceitunas verdes. Sin
embargo, fambién se han descrilc procedimientos de exiraccion de oleuropeina a
parlir de hojas de olivo. Por ejemplo, Job Nexar-QH (An Fac med. 2013, 74(4), 285-

280) describe la preparacion de un extracio hidroalcohdlico de hojas de Olea europea.
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Para ello, las hojas se secan a temperalura ambiente vy se pulverizan, posteriormente
se anade stanol al 96% v agua y se deja macerar 8 dias. Por su parte, el documenio
WO2005075614A1 resume las caracterislicas comunes de los procedimienios de
exfraccidon de los compuesios presentes en las hojas de olive: se suele secar v/o
moler la hoja, se extrae con un disolvente organico, con agua © con mezclas
disolvente organicofagua, v en algunos casos se utiliza extraccion Soxhlet, finaimente
el extracio cobtenido se susle concenirar o desecar mediante evaporacion o

licfilizacion.

Sin embargo, se siguen necesitando procedimientos efectivos de extraccion de

oleuropeina de las diferentes partes del olivo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presenie invencion se refiere a un procedimiento de oblencién de oleuropeina.

La presente invencion presenta las siguientes ventajas:

- presenta un maétodo eficaz para la extraccion de oleuropeina de hoja de olivo, por lo
tanto, da valor afadido a una materia prima que no tiene fanio valor como las
aceiiunas;

- el uso de peliets en la extraccidn hace mas efecliva la exiraccion de oleuropeing ya
gue permile obiener una mayor cantidad del compuesto;

- el uso de pellels ademéas tiene la ventaja de que hace mas facil el mangjo vy
transporte de la materia prima; v

- la oleuropeina obtenida por &l procedimienio de la invencion presenta alta pureza.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencidn se refiere a un procedimiento de
obtencion de oleuropeina a partir de hojas de olivo que comprende las siguienies

etapas:

a) secado de las hojas de olivo;
b} peletizado de las hojas secas obtenidas en la stapa (a), v
¢) extraccion sdlido/liquido de los peliets obtenidos en la etapa (b) con un disolvente

seleccionado de agua, metanol, etanol v cualquiera de sus mezclas.
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Sorprendentemente, se ha comprobado que cuando la exiraccidén se hace sobre
peliets de hojas secas se oblienen mas mg de oleuropeina por g de hoja seca que

cuando se uliliza ia hoja picada (ver ejemplos 1y 2).

El secado de las hojas de olivo es conocido para cualquier experto en la técnica. Las

hojas se pusden secar al aire a temperaiura ambiente, al sol, ¢ con aire sopiado.

Por peletizado en el contexio de la invencion se entiende formar pellels, es decir,
pequedas porciones de material aglomerado o comprimido. Son scbradamente
conocidos por un experto en la técnica. La etapa (b) de peletizado incluye el picado de
las hojas secas hasta alcanzar un lamafo final de particula adecuado vy posierior
extrusion de las particulas obienidas empleando un extrusor de pistén o de cilindros a
una presion slevada, preferentemente entre 5 bar y 25 bar. De este modo se obtiene
una biomasa solida (pellels) que esta formada por cilindros muy peguenos, de unos

pocos milimetros de diametro.

Por exiraccién sdélido-liquido o lixiviacion se entiende el procesc de disolucion de uno

0 mas componentes de un sdlido en un disclvents.

En una realizacién del primer aspecio de la presente invencion, el secado de la elapa

{a) se lleva a cabo al aire a temperatura ambiente.

En otra realizacion del primer aspecto de la presente invencion, el secado de la etapa
{a) se lleva a cabo con aire enire 20°C y 75°C, preferiblemente e secado de la elapa

(a} se lleva a cabo con aire enire 50°C y 70°C.

En ofra realizacion del primer aspecio de la presente invencidn, las hojas secas
obtenidas en la elapa (a) tienen un contenido en agua inferior al 10% en peso,
preferiblemente las hojas secas obtenidas en 1a elapa (a) tienen un contenido en agua

inferior a 5% en peso, mas preferiblements entre un 0,5% v un 5% en peso.

En ofra realizacién del primer aspecto de la presenie invencién la etapa (b) de
peletizado comprende un paso previo {b1) de picado. Por picado de la hoja seca se
entiende cortar las hojas en una picadora de cuchillas en trozos mas pequenos {enire
0,3 em vy 3,5 cm). Preferiblemente, en la etapa (b1) el picado se llevard a cabo hasta

obtener particulas entre 0,5 cm y 1,5 em.
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En otra realizacion del primer aspecio de la presente invendicn, los pellets oblenidos
en la efapa (b) tienen una longilud inferior a los 10 om, preferiblements tienen una

longitud enfre 3om y 6 cm.

En ofra realizacion del primer aspecio de la presente invencion, los pellets obtenidos
en fa elapa (b) tienen un grosor inferior a los 15 mm, preferiblemente tienen un grosor

entre 5 mm vy los 10 mm.

En otra realizacion del primer aspecio de la presente invendicn, los pellets oblenidos
en la etapa (b) tienen una longitud entre 3 cm vy 6 om vy tienen un grosor entre 5 mm y

10 mm.

En ofra realizacion del primer aspecio de la presente invencion, los pellets obtenidos

en la etapa (b) tienen una densidad aparente entre 0,30 g/em® y 0,60 glom®.

En otra realizacion del primer aspecto de 1a presents invencion, los pellets obitenidos
en la etapa (b} tienen una longitud entre 3 cm v 6 om, tienen un grosor entre 5 mm y

10 mm y tienen una densidad aparente entre 0,30 g/om® y 0,60 glom?®.

En ofra realizacidn del primer aspects de la presents invencién, la exiraccidn
s¢lidoftiquido de la etapa (¢} se lleva a cabo con elanol, preferiblemente con etanol
con una pureza superior al 90% en volumen, mas preferiblemente con etanol con una
pureza superior al 95% en volumen. La exiraccion con etanol favorece la extraccion

de oleurcpeina y minimiza la extraccion de aztcares.

En oifra realizacidn del primer aspecio de ia presente invencion, la exiraccidn
solido/liguido de [a etapa (¢} se lleva a cabo a una femperatura entre 20°C vy 85°C,

preferiblemente en 13 extraccién se emplea una temperaiura entre 25°C y 80°C.

En ofra realizacion del primer aspecto de la presente invencion, tras la elapa (¢) de
extraccidon hay una fillracion, preferiblemente la filtracion se lleva a cabo a través de

un filtro con un didmetro de poro entre 0,45 um y 0,20 um.

En otra realizacién del primer aspecto de la presente invencion, tras la etapa (¢) de

extraccidn hay una stapa (d) de adicion de agua, preferiblements desiilada. La adicion
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de agua al exiraclo etanodlico obtenido en la etapa (¢) provoca la precipitacidn de
terpenos. Preferiblemente, se afiaden entre 0,2 litros v (0,6 litros de agua por cada litro

de disolvenie utilizado en la elapa (¢).

En olra realizacion del primer aspecto de la presente invencion, tras la etapa {d) hay
una etapa de filtracion y/o una etapa de evaporacion del disolvente. Se puede llevar a
cabo una evaporacién del disolvente parcial, obteniendo asi un extracio de
oleuropeina en disolucion o se puede lievar el extracio a sequedad, obteniendo asi un

polve.

A lo largo de la descripoion vy las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir ofras caracteristicas iécnicas, aditivos, componentes ©
pases. Para los expertos en la materia, otros obistos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcién vy en parle de la practica de la
invencidn. Los siguientes sjemplos se proporcionan a modo de ilusiracion, vy no se

pretende que sean limitativos de la presente invencidn.

EJEMPLOS

A continuacidn se ilustrara la invencion medianie unos ensayos realizados por los

inventoras, que pone de manifiesio la efectividad del producto de la invencion.

Ejempio 1. Procedimiento de exiraccion de oleuropeina.

2 kg de hojas de olivo se secaron al aire durante una semana, extendidas sin superar

una altura de 80 om hasta que el contenido en agua fue inferior al 5%.

Las hojas secas se picaron (famiz-0,50 mm) y se peletizaron con una peletizadora
manual de matriz plana empleandoc un extrusor de pistén a una presion de 10 bar. De
este modo se obtuvieron unos peliets formados por cllindros de 6 mm de diametro v 4

cm de longitud; densidad aparente de 0,46 g/om?®.

1 kg de pellets se exirajeron con 25 litros de etanol al 96%, en Soxhlet a reflujo.

Tiempo de exiraccién de 3 h y numero de sifonaciones 4.
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Tras la extraccion, se eliminaron los pellets del extracto etandlico haciendo pasar sl
exiracto a través de un filtro Miracloth {tela filtrante). La concentracion de cleuropeina

en ef exiracto elandlico fue de 4,2 mg/ml con una pureza del 56%.

Al filtrado se afadieron 10 litros de agua destilada v la mezcla se pasd a traves de un
filtro de 0,45 pm.

El extracto se concenird mediante destilacion a vacio (T= 40°C) hasta alcanzar un
volumen de 5 litros. El concentradc acuosc present¢ una concentracidon en

oleuropeina de 20,1 mg/mb con una pureza del 71%.

Ejemplo 2. Ejemplo comparative de exiraccidén de oleuropeina (sin elapa de
pelatizado}

2 kg de hojas de olivo se secaron con un flujo de aire de 0,7 nv/'s, a 50°C durante 10

horas, resultando el contenido en agua de la hoja seca inferior al 5%.

Las hojas secas se picaron en trozos de un tamano inferiora 0,5 cm.

1 kg de hoja seca se exirajo con 25 litros de etanol al 86%, en Soxhlet a reflujo.

Tiempo de exiraccion de 3 h y nimero de sifonaciones 4.

La hoja exiraida se eliming del extracto etandlico haciendo pasar el extracto a través
de un filtro Miracioth. La concentracion de olsuropeina en el exiracto etandlico fue de

3.6 mg/ml v su pureza dei 60%.

Al filirado se afadieron 10 litros de agua deslilada v la mezcla se pasé a traves de un
filiro de 0,45 ym.

El extracto se concentrd mediante destilacion a vacio {T< 40°C) hasla alcanzar un
volumen de 5 litros. El concentrado acuoso asi obtenido presentd una concentracion

en oleuropeina de 17,6 mg/mb con una pureza del 73%.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimienio de obtencidn de oleuropeina a partir de hojas de olivo gue
comprende las siguientes etapas:

a) secado de las hojas de olivo;
b) peletizado de las hojas secas obtenidas en la etapa (a); v
¢} extraccién sélido/iquido de los peliets obtenidos en la etapa (b) con un disolvente

seleccionado de agua, metanol, elanol y cualquiera de sus mezcias.

2. Procedimiento segin la reivindicacion 1, donde el secado de la etapa (a) se Hleva a
cabo con aire entre 20°C y 75°C.

3. Procedimiento segln la reivindicacion 2, donde el secado de la etapa (a) se lleva a
cabo con aire entre 50°C y 70°C.

4. Procedimiento segin cualguiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde las hojas
secas obtenidas en ia etapa (a) tienen un contenido en agua inferior al 10% en peso.

5. Procedimiento segun fa reivindicacion 4, donde las hojas secas obienidas en i3

gtapa (a) tienen un contenido en agua inferior a un 5%.

6. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la etapa (b) de
peletizado comprende un paso previo (b1) de picado.

7. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde los pellets
obtenidos en la efapa (b} tienen una longitud inferior g los 10 cm.

8. Procedimiento segin la reivindicacién 7, donde los peliels oblenidos en la etapa (b)

tienen una longitud entre 3 cm y 6 cm.

8. Procedimiento segun cualguiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde los peliets
gbienidos en la elapa (b) tienen un grosor inferior a los 15 mm.

10. Procedimiento segin la reivindicacién 9, donde los pellets obtenidos en la etapa

{b} tienen un grosor entre 5 mmy 10 mm.
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11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde los pellets
obtenidos en la etapa (b) tienen una densidad aparente entre 0,30 g/em® v 0,60 g/om’.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde ia
extraccién sdlido/liquido de la etapa (c) se lleva a cabo con etanol.

13. Procedimiento segin cualguiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde la
extraccién solido/liguido de la etapa (¢} se Heva a cabo con etanol con una pureza

superior al 890% en volumen.

14. Procedimienio segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde la
extraccién solido/liquide de la etapa (¢) se lleva a cabo a una temperatura enire 20°C
y 95°C.

15. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, donde tras la etapa
(c) de extraccion hay una filtracion.

16. Procedimiento segun cualguiera de 1as reivindicaciones 1 a 14, donde tras la elapa
(c) de exiraccion hay una etapa {d) de adicién de agua.

17. Procedimiento segun la reivindicacion 18, donde se afladen entre 0,2 litros vy 0,8
litros de agua por cada litro de disolvenie utilizado en la etapa (¢).

18. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 16 ¢ 17, donde iras la
etapa (d} hay una etapa de filtracién y/o una elapa de evaporacién del disolvents.
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N¢ de solicitud: 201630209

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 17.08.2017

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1 - 18 ]|
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1 - 18 ]|
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 201630209

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

STAMATOPOULOS K. et al. Improvement of Oleuropein extractability by
Do1 optimising steam blanching process as pre-treatment of olive leaf extraction 2012
via response surface methodology. Food Chemistry, 2012, Vol. 133, n? 2,
paginas 344-351

XYNOS, N. et al. Development of a green extraction procedure with
Do2 super/subcritical fluids to produce extracts enriched in Oleuropein from olive 2012
leaves. The Journal of Supercritical Fluids, 2012; Vol. 67, paginas 89-33.
RAFIEE Z, JAFARI S M, ALAMI M, KHOMEIRI M. Microwave-assisted
D03 extraction of phenolic compounds from olive leaves; a comparison with 2011
maceration. The Journal of Animal & Plant Sciences, 2011; Vol. 21, n? 4,
paginas 738-745

ALTIOK E et al. Isolation of polyphenols from the extracts of olive leaves
Do4 (Olea europaea L.) by adsorption on silk fibroin. Separation and Purification 2008
Technology, 2008; Vol. 62, n? 2, paginas 342-348

GOLDSMITH C D, VUONG Q V, STATHOPOULOS C E, et al. Optimization
D05 of the Aqueous Extraction of Phenolic Compounds from Olive Leaves. 2014
Antioxidants 2014, Vol. 3, n? 4, paginas 700-712

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD

Los documentos citados D01 a D05 se refieren a mejoras en la extraccién de Oleuropeina de las hojas del olivo. En
efecto,

- D01 se refiere a la mejora de la extractibilidad de Oleuropeina mediante la optimizaciéon del proceso de blanqueado con
vapor como pretratamiento de la extraccion de hojas de olivo. Este documento plantea el problema de la solicitud en estudio,
mejorar la cantidad de Oleuropeina extraida de la hoja del olivo, que generalmente se hace por una extraccidon convencional
sélido-liquido y resume todas las técnicas que se han utilizado previas a la extraccién para mejorarla utilizando fluidos
superctriticos, liquidos sobrecalentados, ultrasonido, etc. (paginas 344-351) pero el procedimiento divulgado nho prevé una
etapa de peletizado como en la solicitud, por lo que no anticipa la invencién.

- D02 también plantea el problema de la extraccién éptima y propone un procedimiento de extraccién verde con fluidos
sUper/suscriticos para producir extractos enriquecidos en Oleuropeina a partir de hojas de olivo (paginas 89-93) pero
tampoco realiza una etapa de peletizado, por lo que no anticipa la invencién.

- D03 se refiere a un estudio para extraer compuestos fendlicos de las hojas de olivo mediante maceracion y métodos de
extraccion asistidos por microondas (MAE) con diferentes disolventes (paginas 738-744) y concluye en cuanto a solventes
que el etanol es el mas efectivo (pag. 742) pero la extraccion por MAE més eficaz con menos tiempo de extraccién y es una
alternativa apropiada para el método de maceracion (paginas 743-744) pero tampoco realiza una etapa de peletizado, por lo
que no anticipa la invencién.

- D04 se refiere al aislamiento de polifenoles a partir de extractos de hojas de olivo (Olea europaea L.) por adsorcién sobre
fibroina de seda (paginas 342-348) pero no divulga todas las etapas del procedimiento reivindicado.

- D05 divulga un procedimiento de optimizacién en la extraccidén de compuestos fendlicos de las hojas del olivo (paginas
700-710) basada en extraccion acuosa a una temperatura de 90°C durante 70 minutos pero tampoco realiza una etapa de
peletizado, por lo que no anticipa la invencién.

Por ello, a la vista de los documentos D01 a D05, se puede concluir que las reivindicaciones 1 — 18 son nuevas de
acuerdo con el Articulo 6 LP 11/86.
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OPINION ESCRITA
N¢ de solicitud: 201630209

ACTIVIDAD INVENTIVA

El procedimiento de obtencién de Oleuropeina a partir de hojas de olivo, objeto de la invencién, que comprende una etapa
de peletizado de las hojas una vez secas, no resulta evidente para el experto en la técnica a la vista de los documentos D01
a D05, siendo el mas relevante D01, asi:

- D01 se refiere a la mejora en la extraccion de Oleuropeina de las hojas del olivo con un pretratamiento basado en el
blanqueado con vapor antes de la extraccién convencional sélido-liquido (paginas 344-351) pero no divulga la etapa de
peletizado, de la invencién solicitada.

Los otros documentos citados también plantean el problema de mejorar la extraccion, proponiendo extraccion con fluidos
supercriticos (D02), maceracién y extraccién asistidos por microondas (D03), adsorcién sobre fibroina de seda (D04), control
de temperatura y tiempo (D05).

Si bien, en el estado de la técnica se conoce el problema de la extraccién de Oleuropeina de las hoja del olivo, en los
documentos citados la mejora se consigue con distintos pretratamientos pero no divulgan la extraccién sobre pellets de hojas
secas antes de la extraccién sélido-liquido, por lo que para el experto en la materia no resulta obvio el procedimiento
reivindicado que basa la mejora de la extraccién de Oleuropeina en esta etapa de peletizado.

Por ello, a la vista de los documentos DO1 a D05, se puede concluir que las reivindicaciones 1 - 18 tienen actividad
inventiva segun el Articulo 8 LP 11/86.

Informe del Estado de la Técnica Pégina 5/5




	Bibliography
	Description
	Claims
	Search report

