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DESCRIPCION

Procedimiento para la obtencién de extracto rico en &4cidos triterpénicos a partir de soluciones del proceso de
elaboracién de aceitunas de mesa.

La presente invencién se refiere a un procedimiento de obtencién de un extracto con una elevada proporcién de
acido triterpénicos, preferiblemente de 4cido oleandlico y maslinico, a partir de las soluciones obtenidas en el proceso
de elaboracion de aceitunas de mesa.

Estado de la técnica anterior

La presencia de acidos triterpénicos, en particular dcido oleandlico, en las hojas y frutos del olivo se conoce desde
principios del siglo XX, cuando se descubrid la presencia y obtencién a nivel de laboratorio de los dcidos oleandlico y
maslinico, también conocido este dltimo como crategélico, en pulpa de aceitunas, orujos del proceso de extraccion del
aceite de oliva y lejfas del aderezo de aceitunas verdes (Bianchi European Journal of Lipid Science and Technology.
2003, 105, 224-243).

Asimismo, se ha descrito como estos 4cidos triterpénicos se encuentran sobre todo en el epicarpio de las aceitunas,
detectandose en aceite de oliva virgen extra cantidades menores de 100 ppm; aunque superiores a 300 ppm en aceites
de orujo. Recientemente, se ha descrito una acumulacién significativa de estos acidos en los aceites de alpeorujo
debido a su enriquecimiento en la fase oleosa durante el almacenamiento de la pasta al aire durante meses.

De otra parte, se le ha atribuido desde hace afios un gran niimero de propiedades beneficiosas para la salud humana
a estos 4acidos triterpénicos. Los dcidos oleandlico y maslinico pueden ejercer una accion hepatoprotectora y antimi-
crobiana. De hecho, se ha propuesto el dcido maslinico como aditivo en alimentacién animal debido a que mejora
la funcién hepdtica de truchas. Ambos acidos, oleandlico y maslinico, poseen ademas efectos terapéuticos sobre die-
tas hiperlipidémicas debido a la inhibicién de la absorcién de colesterol. También, poseen actividad hipoglucémica,
antiinflamatoria y anticancerigena. Esta actividad antitumoral es sobre la que mds estudios cientificos se han llevado
a cabo recientemente ya que se ha demostrado, tanto in vitro como in vivo, mediante experimentacién animal, que
ambos 4cidos, oleandlico y maslinico, pueden inhibir la profileracién de células cancerosas y podrian, por tanto, ser
utiles para la prevencion de dicha enfermedad o incluso para su tratamiento.

Es por ello, que existen un gran nimero de publicaciones tanto para la obtencién de estos dcidos triterpénicos,
oleandlico y maslinico, y su empleo en la industria de alimentacién, cosmética, famacéutica y otras. De hecho,
se han publicado solicitudes de patente que describen la utilizacién de estas sustancias obtenidas a partir de pro-
ductos de la oliva para su uso en el enriquecimiento de aceites, bebidas y alimentos funcionales (EP 1013752 Al,
ES 2 264 880 B1, ES 2267 403 Al).

Ademds, se han publicado diferente métodos para la obtencién de estos dcidos triterpénicos a partir de diversas
fuentes relacionadas con el olivo y sus aceitunas. Asi, se ha propuesto la obtencién de dcido oleandlico y masli-
nico de los orujos y alpeorujos producidos durante el proceso de obtencién de aceite de oliva (ES 2111 498 Al,
US 30171613 A1) y de la hoja del olivo (ES 2160 553 B1, GR 911 00047, WO 2005 5075614 Al).

Como se ha indicado anteriormente, diversos autores han identificado oleandlico y maslinico en las lejias del
proceso de elaboracién de aceitunas verdes, y se describié como al acidificar estas soluciones con 4cido sulfirico
se producia un precipitado rico en estos 4cidos triterpénicos (Vazquez y Janer, Grasas y Aceites, 1969, 20, 133-137).
Debido a la importancia de estos dcidos triterpénicos en diferentes campos de la técnica, existe la necesidad de obtener
procedimientos alternativos para la obtencién de dichos compuestos.

Descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona un procedimiento para la obtencidn de extractos ricos en los 4cidos triterpénicos,
preferiblemente dcido maslinico y oleandlico, a partir de las distintas soluciones resultantes del proceso de elaboracién
de aceitunas de mesa. Estas soluciones serdn las lejias alcalinas, producidas en un solo tratamiento o reutilizadas varias
veces, y las aguas de lavado de la elaboracidn tanto de aceitunas verdes estilo espafiol como negras oxidadas, junto
con los precipitados formados en los fermentadores de aceitunas.

El procedimiento de la invencién comprende diferentes etapas tales como centrifugacién, acidificacion, secado,
extraccion con solvente orgdnico, evaporacion y liofilizacion. El resultado del procedimiento consiste en un polvo
blanquecino con un porcentaje del 70-85% en 4cidos triterpénicos, enriquecido particularmente en dcido maslinico, y
que puede ser empleado por la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, entre otras.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién de extractos muy ricos en acidos triterpénicos,
preferiblemente maslinico y oleandlico a partir de soluciones del aderezo de aceitunas. Se han identificado varias
soluciones de estos procesos industriales como fuentes de una gran concentracién en estos dcidos triterpénicos. Las
lejias del procesamiento de aceitunas verdes estilo espafiol poseen entre 800-1200 ppm y las de negras oxidadas unas
300-800 ppm; sin embargo, las soluciones con mayor cantidad de estas sustancias son las lejias reutilizadas tanto
del proceso de elaboracién de aceitunas verdes estilo espafiol como de negras oxidadas. El contenido en estos dcidos
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triterpénicos puede ser superior a 10000 ppm, esto es superior a 10 g/l. De otra parte, otra fuente importante identificada
de estas sustancias son las aguas de lavado tanto del proceso de verdes estilo espafiol como negras oxidadas (300-700
ppm) y los precipitados que se producen durante los primeros meses en los fermentadores donde se procesan las
aceitunas verdes estilo espafol (300-1500 ppm).

Todas estas soluciones son vertidos contaminantes, con pH alcalino, que representan un problema medioambiental
para las industrias y, sin embargo, son una fuente importante de acidos triterpénicos como maslinico y oleandlico.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencidn de un extracto que
contiene 4cidos triterpénicos caracterizado porque se emplean soluciones del aderezo de aceitunas, que comprende las
siguientes etapas:

a. acidificacién a pH inferior a 4 de la solucion inicial;

b. centrifugacién y secado del sélido obtenido en la etapa (a);

c. extraccidn de los dcidos triterpénicos del s6lido obtenido en la etapa (b) con un solvente orgdnico;
d. centrifugacién de la suspensién obtenida en (c) y dilucién mediante la adicién de agua;

e. eliminacién del solvente orgdnico del sobrenadante obtenido en la etapa (d) mediante evaporacidn;

f. congelacidn y liofilizacion de la suspension obtenida en la etapa (e) o secado de la suspension obtenida en
la etapa (e).

Por “soluciones inicial” 6 “solucidn de aderezo de aceitunas” se refiere a las soluciones de hidréxido sédico (lejias)
del proceso de elaboracién de aceitunas de mesa, preferiblemente verdes y/o negras, con o sin reutilizacién, aguas de
lavado de los procesos de elaboracion de aceitunas verdes y/o negras, y precipitados formados en los termentadores
de aceitunas.

Por “4cidos triterpénicos” se entiende en la presente invencidn, sobre todo, a los dcidos maslinico y oleandlico.

Cuando la solucidn inicial son lejias de aceitunas verdes y/o negras reutilizadas, el procedimiento de la invencién
comprende las siguientes dos primeras etapas:

a. centrifugacién de la solucién inicial;
b. acidificacién a pH inferior a 4 del s6lido hiimedo obtenido en la etapa (a).
Las siguientes etapas, (c) a (f), son las descritas anteriormente.

En una realizacién preferida del procedimiento de la invencidn, la etapa de acidificacién se lleva a cabo con
un 4cido inorgédnico, como por ejemplo pero sin limitarse al dcido fosférico, sulfirico, nitrico o clorhidrico. M4s
preferentemente el pH en esta etapa es menor a 2.8.

Otra relajacién preferida del procedimiento de obtencién, comprende la centrifugacién a 2000-6000 rpm, durante
5-15 minutos a 5-25°C.

En una realizacién preferida del procedimiento de la invencidn, las soluciones empleadas se concentran antes
de la etapa de extraccion. Se pueden concentrar estas soluciones previamente mediante tecnologias de evaporacion,
concentracion por membranas o cualquier otro método conocido por un experto en la materia.

Normalmente antes de la etapa de extraccidn, las soluciones tratadas se pueden someter a secado a temperatura de
entre 50°C y 120°C durante un tiempo aproximado de entre 10 horas y 48 horas, preferentemente a 105°C durante 20
horas.

Otra realizacién preferida de la presente invencién, comprende un disolvente orgdnico de extraccidn seleccionado
de la lista que comprende etanol, metanol, acetato de etilo o cualquiera de sus combinaciones. Preferentemente el
disolvente orgdnico es etanol y mds preferiblemente se mantienen en contacto durante 5-60 minutos.

Después de la extraccion con un disolvente organico se lleva a cabo otra centrifugacién de la solucién resultante,
preferiblemente este proceso es a 2000-6000 rpm, durante 5-15 minutos a 5-25°C y se adiciona agua en una proporcioén
del 5-30% en volumen al sobrenadante.

Posteriormente a la etapa de centrifugado se elimina el solvente orgdnico del sobrenadante mediante evaporacion,
preferiblemente evaporacion a vacio o cualquier otro sistema de eliminacién de solvente organico de una mezcla con
agua conocido por cualquier experto en la materia.
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En una realizacién preferida del procedimiento de la invencidn, la etapa de congelacién se lleva a cabo a una
temperatura inferior a 5°C, preferiblemente a una temperatura de entre -20°C y -60°C, y posteriormente se liofiliza con
lo que se obtiene un polvo blanquecino rico en los dcidos maslinico y oleanélico. De manera alternativa a la etapa de
congelacion, la suspensién acuosa puede secarse a temperatura de entre 50°C y 120°C o incluso concentrarse antes de
llevar a cabo el proceso de secado.

Mediante el procedimiento de la invencién se consigue recuperar entre un 85-95% del contenido inicial de las
soluciones en dichos 4cidos triterpénicos.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un extracto con un alto contenido, entre un 70% y un 85% en peso
del extracto total, en dcidos triterpénicos, mds concretamente en dcidos maslinico y oleanélico. Mds preferiblemente
el extracto contiene un porcentaje de dcido maslinico superior al 50%, mas preferiblemente entre un 60% y un 80%
en peso del contenido total de dcidos triterpénicos.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del extracto de la invencidn en las industrias de alimentacién,
cosmética, farmacéutica, entre otras, debido a su alto contenido en 4cidos triterpénicos, en particular d4cido maslinico.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente
invencion.

Ejemplos

Mediante el esquema siguiente se proponen las posibles etapas del procedimiento que se tendrdn en cuenta para
ilustrar el ejemplo.

Esquema 1

Esquema del proceso de obtencion de un extracto rico en dcidos maslinico y oleandlico a partir de soluciones del
aderezo de aceitunas

Lejias del proceso de aceitunas negras y verdes
1 Aguas de lavado de aceitunas negras y verdes
Precipitados de fermentadores de aceitunas verdes

\ \

2a Acidificacién Reuso lejias 2b
J \!

3a Centrifugacion Centrifugacion 3b
\

5 Secado « <« « <« Acidificacién 4

6 Extfaccién con solvente organico
7 Ce:trifugacién

8 Adi(lv:ién de agua

9 Elinjinacién de solvente organico

10 Congelar suspension acuosa

11 Liofilizacidén

J
12 Producto
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Se parti6 de 1 litro de lejia reutilizada del proceso de elaboracién de aceitunas negras oxidadas (2b) con un con-
tenido inicial de 4cido maslinico y oleandlico de 13,9 g. Se centrifugé (3b) a 3500 rpm durante 5 minutos a 20°C y
el sélido resultante se acidificé (4) con 4dcido fosférico del 85% hasta pH 2.8. A continuacién, se secé (5) a 105°C
durante 20 horas y se resuspendi6 (6) en 200 ml de etanol durante 10 minutos. La solucién alcohdlica se centrifugd
(7) a 3500 rpm durante 5 minutos a 20°C y se le afiadieron 30 ml de agua (8) al sobrenadante, el cual se someti6 a
evaporacion a vacio (9) hasta eliminacion del solvente orgdnico. La suspension acuosa se congeld (10) a -30°C y se
liofiliz6 (11). Se obtuvieron 11.8 g de un polvo blanquecino (12) con un contenido del 85% en dcidos maslinico y
oleandlico, representando el contenido de dcido maslinico el 70% del total de acidos triterpénicos.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencion de un extracto que contiene acidos triterpénicos caracterizado porque se emplean
soluciones del aderezo de aceitunas, y porque comprende las siguientes etapas:

a. acidificacién a pH inferior a 4 de la solucién inicial;

b. centrifugacién y secado del sdlido obtenido en el paso (a);

c. extraccion de los acidos triterpénicos con un solvente organico;

d. centrifugacién de la suspension y dilucién en agua;

e. eliminacién del solvente organico del sobrenadante mediante evaporacion;

f. congelacién y liofilizacién de la suspension obtenida en (e) o secado de la suspensién obtenida en (e).

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, donde las soluciones del aderezo de aceitunas son las soluciones de
hidréxido sédico (Iejfas) del proceso de elaboracién de aceitunas verdes y/o negras, con o sin reutilizacion, aguas de
lavado de los procesos de elaboracién de aceitunas verdes y/o negras, o precipitados formados en los fermentadores
de aceitunas.

3. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, donde los dcidos triterpénicos son dcidos maslinico y oleandlico.

4. Procedimiento segtin la reivindicacion 2, donde si se emplean soluciones de lejias de aceitunas verdes y/o negras
reutilizadas la etapa (a) de acidificacion es posterior a la etapa (b) de centrifugacion.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde las soluciones iniciales pueden ser concen-
tradas antes de la etapa (c) de extraccion.

6. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la dilucién del paso (d) se lleva a cabo
mediante la adicién de agua en una proporcién de entre el 5% y el 30% en volumen con respecto al sobrenadante.

7. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde la acidificacién se lleva a cabo con un dcido
inorgénico seleccionado de la lista que comprende dcido fosférico, sulftrico, nitrico o clorhidrico.

8. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la centrifugacién y secado del sélido es a
una temperatura entre 50°C y 120°C.

9. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el disolvente orgdnico de extraccidn se
selecciona de entre la lista que comprende etanol, metanol, acetato de etilo o cualquiera de sus combinaciones.

10. Extracto obtenible por el procedimiento segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, con un contenido de
dcidos triterpénicos entre un 70% y un 85% en peso del extracto total.

11. Extracto segin la reivindicacién 10, con un porcentaje de 4cido maslinico superior al 50% en peso con respecto
al contenido de 4cidos triterpénicos del extracto.

12. Uso del extracto segtin cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, en las industrias de alimentacién, cosmética
o farmacéutica.



OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA

(D ES 2 341 635
@D Ne de solicitud: 200803639

@ Fecha de presentacion de la solicitud: 22.12.2008

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

@ Int. Cl.: Ver hoja adicional

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
X ES 2111498 A1 (UNIVERSIDAD DE GRANADA) 01.03.1998, 1-12
columnas 3,4,5; reivindicaciones.
X EP 1431379 A1 (NISSHIN OILLIO LTD) 23.06.2004, paginas 9,13; 1,10-12
reivindicaciones.
X BIANCHI G . et al. "Pentacyclic triterpene acids in olives". 1,9

ISSN 0031-9422.

X ES 2301336 A1 (UNIVERSIDAD DE GRANADA) 16.06.2008,

reivindicaciones.

PHYTOCHEMISTRY. 01.01.1994. Vol. 37, N° 1, paginas 205-207.

10-12

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones

|:| para las reivindicaciones n®:

Fecha de realizacion del informe
05.10.2009

Examinador
J. Manso Tomico

Pagina

1/4




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N2 de solicitud: 200803639

CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

C11B 1/04 (2006.01)
B01D 11/00 (2006.01)
C11B 1/04 (2006.01)
C11B 13/00 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

C11B, BO1D

Bases de datos electrénicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, EMBASE, BIOSIS.

Informe del Estado de la Técnica (hoja adicional) Péagina 2/4




OPINION ESCRITA

Ne de solicitud: 200803639

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 05.10.2009

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

1-9,12
10, 11

1-12

Si
NO

si
NO
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200803639

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 ES 2111498 A1 01-03-1998
D02 EP 1431379 A1 23-06-2004
D03 BIANCHI G . et al. "Pentacyclic triterpene acids in olives". PHYTO- 01-01-1994

CHEMISTRY. 01.01.1994. S, GB Vol. 37, N°1, paginas 205 - 207.
ISSN 0031-9422
D04 ES 2301336 A1 16-06-2008

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

La presente solicitud divulga un procedimiento de obtencién de un extracto con una elevada proporcién de acidos triterpénicos,
preferiblemente de 4cido oleandlico y maslinico, a partir de las soluciones obtenidas en el proceso de elaboracion de aceitunas
de mesa. Ademas, la invencion se refiere al extracto obtenido mediante dicho procedimiento y a su aplicacion en las industrias
de alimentacion, cosmética o farmacéutica.

En concreto la reivindicacion 1 caracteriza el procedimiento porque comprende las etapas:
a) acidificacién

b) centrifugacion y secado.

) extraccion de los &cido triterpénicos con solvente organico.

d) centrifugacion y diluciéon con agua.

e) eliminacién del solvente por evaporacién.

f) congelacién y liofilizacién o secado de la suspension obtenida en e).

Se han divulgado diversos métodos de obtencién de acidos triterpénicos a partir de subproductos de molturacién de aceitu-
nas. Sin embargo, ninguno de ellos comprende idénticas operaciones a las divulgadas por la presente solicitud. Por tanto, la
reivindicaciéon 1 y dependientes, asi como la reivindicacién 12, serian nuevas segun lo mencionado en el art 29.6 de la ley
11/1986.

En cambio, las reivindicaciones 10 y 11, que se refieren a un extracto conteniendo &cidos triterpénicos en porcentajes de 70-
85% 0 50% para el acido maslinico, ya han sido divulgados en el estado de la técnica anterior, por ejemplo D1, columna 5, o
D2, pagina 9, lin. 45-50 y pagina 13, linea 20-25. Asi pues, estas reivindicaciones no cumplirian con el requisito de novedad.

Segun menciona la solicitud, como resultado del procedimiento se obtiene un producto con un contenido del 70-85% en acidos
triterpénicos. Sin embargo este resultado ya se ha conseguido, por otros procedimiento que incluyen la extraccidén con solventes
organicos, por ejemplo en D1, pagina 5. Asi pues, la combinacioén de las operaciones de la reivindicacion 1 y dependientes
parecen consistir en una mera alternativa a los procedimientos conocidos del estado de la técnica, considerandose que la
reivindicacién 1 no contiene caracteristicas técnicas que, por si solas o en combinaciéon con otras caracteristicas de otras
reivindicaciones de las cuales dependa la presente reivindicacion, cumplan con el requisito de actividad inventiva, segln el art.
29.7 de laley 11/1986.

Igualmente, la reivindicacion 12 careceria de actividad inventiva ya que resultaria obvio para el experto en la materia el uso de
productos, ya conocidos en el estado de la técnica, en la industria alimentaria, cosmética o farmacéutica.
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