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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién de un concentrado natural rico en hidroxitirosol a partir de residuos y subproductos de
olivo que usa tecnologias limpias.

Objeto y ambito de la invencion

La presente invencion se refiere a un proceso para la obtenciéon de un concentrado natural bioactivo a partir de
residuos y subproductos de olivo que usa tecnologias limpias. Estas tecnologias comprenden la nanofiltracién y la
O6smosis inversa. Particularmente, la invencidén proporciona un procedimiento de obtencién de un extracto de olivo
que contiene hidroxitirosol.

El concentrado rico en hidroxitirosol tiene un importante valor afladido como antioxidante, antimicrobiano,
antiinflamatorio y anticarcindgeno. Las aplicaciones industriales comprenden las industrias alimentaria, farmacéutica
y cosmeética.

Antecedentes de la invencion

Durante los Ultimos afios varios estudios epidemioldgicos han correlacionado la dieta mediterranea con la baja
frecuencia de enfermedades cardiacas, aterosclerosis y unos tipos definidos de cancer. Una caracteristica particular
de la dieta mediterranea es el uso del aceite de oliva, consumido directamente o usado para cocinar (Visioli y col.,
2002; Owen y col., 2000).

Los estudios relacionados con los compuestos biofendlicos presentes en las olivas y en las hojas de olivo
permitieron a los investigadores reconocen sus propiedades biolégicas, que también estaban asociadas con las
propiedades positivas para la salud del aceite de oliva. Por lo tanto, los compuestos bioactivos presentes en las
olivas y en el aceite de oliva fueron reconocidos como importantes objetivos de la industria farmacéutica y
alimentaria (Schieber y col., 2001). Sin embargo, el 98 % de estos compuestos biofendlicos se pierden durante la
produccion del aceite de oliva y permanecen en el agua vegetal y/o en los residuos sélidos resultantes del
procesado de la oliva (Rodis y col., 2002).

Los compuestos presentes en mayores concentraciones en los residuos soélidos son secoiridoides glucosilados,
mientras que en el agua vegetal, los compuestos con una mayor concentracidn son los derivados de secoiridoides,
principalmente hidroxitirosol y oleoeuropeina (Mullinacci y col., 2001).

Se han estudiado las propiedades de los residuos soélidos obtenidos durante la produccién del aceite de oliva, asi
como los extractos obtenidos a partir de ellos (Visioli y col., 1999); en particular, se ha demostrado su actividad
antibacteriana (Ramos-Cormenzana y col., 1996) asociada con la presencia de oleoeuropeina e hidroxitirosol; este
ultimo compuesto fue sefialado como el compuesto con una mayor bioactividad (Bisignano y col., 1999).

También se ha sefialado el hidroxitirosol como un potente agente quimiopreventivo (Manna y col., 2000), y se ha
considerado como el componente presente en los residuos del aceite de oliva con la mayor potencia antioxidante.
Las primeras propiedades reconocidas del hidroxitirosol fueron su capacidad para prevenir la oxidacion de la
lipoproteina de baja densidad (LDL) (Visioli y Galli, 1998) y la agregacion de las plaguetas sanguineas (Petroni y
col., 1995). Mana y col. (2000) probaron que este compuesto es capaz de proteger varios sistemas celulares
humanos de la toxicidad inducida por especies de oxigeno reactivas. También se ha investigado la capacidad del
hidroxitirosol de inducir modificaciones en el ADN (Aruomay col., 1999 y Deima y col., 1999).

Visioli y col. (2000) también han demostrado que, dependiendo de la dosis, el compuesto bifendlico es bien
absorbido por los humanos, siendo secretado en la orina en forma de conjugados de glucuronato.

Actualmente el aceite de oliva se produce exclusivamente mediante el uso de procedimientos mecanicos y fisicos,
que consisten en prensar el fruto (pulpa y huesos) hasta la obtenciéon de una suspension homogénea, que a
continuacioén es procesada para la separacion de fases.

La etapa de separacién de fases tradicional usa prensas hidraulicas, que han sido sustituidas por una centrifugacion
continua. El proceso continuo también se denomina proceso en tres fases, cuando se obtienen como productos
finales el aceite de oliva, el agua vegetal y la torta de oliva, o un proceso en dos fases cuando las corrientes de
producto final son aceite de oliva y torta de oliva.

En el sistema en tres fases se afiade a agua a la suspension de oliva, y esta mezcla se procesa después mediante
una centrifuga horizontal, donde la fase sélida se separa del mosto oleoso. Este mosto es procesado a continuacion
mediante una centrifuga vertical, donde el aceite de oliva se separa del agua vegetal.
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Actualmente el procedimiento mas comun es el procedimiento en dos fases porque implica un menor consumo de
agua. Consecuentemente produce una menor cantidad de agua residual. Este proceso usa centrifugas en dos fases
gue separan el aceite de oliva y la torta de oliva. La torta de oliva es un residuo semisélido con un aspecto similar a
una suspension.

Se han publicado numerosas patentes que presentan procedimientos para la recuperacion de compuestos fendlicos
a partir de los residuos del olivo. La Patente de EE.UU. N° 6.361.803 describe un procedimiento para la recuperacion
de compuestos antioxidantes a partir de residuos de oliva. Este procedimiento consiste en una extraccién preliminar
con un disolvente acuoso, siendo el extracto producido suministrado a una columna de adsorcion con objeto de
retener los compuestos de interés. Estos compuestos son recuperados subsiguientemente mediante la dilucion con
un disolvente organico a través de una columna de adsorcion. La Patente de EE.UU. N° 6.849.770 describe un
procedimiento para la recuperacion de hidroxitirosol mediante un procedimiento cromatografico que usa metanol o
mezclas de agua / etanol como disolventes de elucion. El documento patente WO 0218310 describe un
procedimiento para la obtencion de una composicion rica en hidroxitirosol a partir del agua vegetal mediante el uso
de un procedimiento previamente patentado (Patente de EE.UU. N° 5.490.884), conocido como Porocrit. La
extraccion de los compuestos objetivo partir del agua vegetal se consigue mediante el uso de fluidos supercriticos
tales como diéxido de carbono, y membranas porosas en lugar de columnas de contacto. En lugar de dispersar las
fases, el liquido es suministrado de forma continua a través de membranas porosas de polipropileno configuradas
como haces de fibras huecas o laminas espirales tejidas. El liquido pasa a través de las membranas porosas en un
moédulo presurizado, mientras que el didxido de carbono supercritico fluye a contracorriente en el otro lado de la
membrana. Es importante apreciar, segun los autores de esta patente, que la presion en el modulo es esencialmente
la misma, de forma que la extraccion es guiada por el gradiente de concentraciéon entre el fluido y el diéxido de
carbono supercriticos, y no por un gradiente de presion entre los dos lados de la membrana. El extracto puede ser
recuperado mediante la vaporizacion del dioxido de carbono para su reciclado. Adicionalmente, la Patente de
EE.UU. N° 5.714.150 describe un procedimiento para la extraccion de oleuropeina a partir de hojas de olivo
mediante el uso de mezclas de agua / etanol.

El uso de procedimientos de filtracion a través de membrana y su integraciéon con otras técnicas, tales como la
centrifugacion, han sido notificados por grupos de investigacién que aspiran a desarrollar procesos para el
tratamiento de las aguas de desecho de la molienda de la oliva.

Drouiche y col. (2004) describen el uso de una ultrafiltracion para eliminar las particulas y los compuestos organicos
del agua vegetal. El trabajo publicado por Turano y col. (2002) describe un proceso que integra la centrifugacién y la
ultrafiltracion para el tratamiento del agua vegetal. En este proceso integrado, la centrifugacién permite eliminar la
fraccion de solidos suspendida, protegiendo la membrana de ultrafiltracion de importantes problemas de
taponamiento causados por estos particulados.

DellaGreca y col. (2001 y 2004) notifican un procedimiento analitico desarrollado para la caracterizacién del agua
vegetal. Este procedimiento implica el fraccionamiento del agua vegetal con objeto de obtener los componentes
aislados individuales presentes en el agua. Para este propdsito se usa una serie de técnicas de membrana. El
documento EP 1 623 960 Al describe un proceso para el tratamiento de las aguas de desecho de la molienda de la
oliva que permite la recuperacion de tirosol e hidroxitirosol altamente puros, que también usa técnicas de membrana.
Este proceso aspira a la obtencién de compuestos altamente puros en lugar de extractos complejos naturales
procedentes de los subproductos del aceite de oliva.

Skaltsounis y col. ("Minos project: Process development for an integrated olive oil mill waste management recovering
natural antioxidants and producing organic fertilizer", 2004) desvelan un proceso de adsorcién en el que se usa una
resina de adsorbancia para capturar polifenoles a partir de las aguas de desecho de la molienda del aceite de oliva.
Entonces los polifenoles son liberados de la resina mediante el uso de un disolvente organico, y recuperados
mediante cromatografia.

No hay disponible un proceso que use en tecnologias limpias capaces de recuperar, a partir de residuos del aceite
de oliva, un extracto natural complejo rico en hidroxitirosol y que contenga otros compuestos bioactivos con unas
propiedades deseables, que asegure a la vez el rechazo de los compuestos con un mayor peso molecular y unas
propiedades bioldgicas perjudiciales.

Los concentrados ricos en hidroxitirosol estan disponibles en el mercado como un complemento dietético. Uno de
estos productos es producido segun el proceso patentado del documento WO 0218310 mencionado previamente.
Se reivindica que este concentrado puede usarse como un agente natural antibacteriano, antivirico y/o antifingico
en la agricultura, asi como un agente terapéutico o un aditivo alimentario.
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Breve descripcién de la invencion

La presente invencion se refiere a un proceso para la obtencién de un concentrado natural bioactivo rico en
hidroxitirosol, a partir de residuos y subproductos de olivo mediante el uso de tecnologias limpias, segin se define
en las reivindicaciones.

El extracto natural comprende una concentracion minima del 15 % (fraccion en masa) en hidroxitirosol y una
concentracion maxima del 98 % (fraccion en masa) de este compuesto. El concentrado rico en hidroxitirosol muestra
unas actividades antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria y anticarcinébgena, que son superiores a las
actividades observadas para el hidroxitirosol aislado, a una concentracién equivalente. El concentrado rico en
hidroxitirosol puede ser preparado en forma de particulas sélidas, como una disoluciéon acuosa, como una emulsion
0 como nanoparticulas basadas en lipidos. La aplicacién industrial comprende las industrias alimentaria,
farmacéutica y cosmética.

Descripcion de los dibujos

Para complementar esta descripcion y con el objeto de ayudar a una mejor comprension de las caracteristicas de la
invencion, se realizara una descripcion detallada de una forma de realizacién preferida.

La Figura 1 muestra la estructura quimica de algunos de los compuestos fendlicos presentes en los residuos
bifésicos.

La Figura 2 muestra un diagrama esquematico del proceso integrado que se ha usado en la forma de realizacion del
proceso objeto de la presente invencién.

La Figura 3 muestra los cromatogramas obtenidos mediante cromatografia liquida de: (a) un concentrado
enriquecido obtenido mediante una extraccion supercritica; (b) la correspondiente disoluciéon de suministro. Ademas
del hidroxitirosol, es apreciable la presencia, entre otros, en el extracto, de luteolina y acidos hidroxicinamicos, tales
como el acido cafeico y el acido p-cumarico.

La Figura 4 muestra una comparacion entre los cromatogramas obtenidos mediante cromatografia liquida de: (a) el
extracto acuoso obtenido a partir de la lixiviacion de una torta de oliva con agua a temperatura ambiente,
suministrado al proceso de nanofiltracién (b) la corriente concentrada obtenida mediante nanofiltracion / ésmaosis
inversa. Es apreciable el aumento en la concentracién de hidroxitirosol y tirosol en la corriente producida mediante
nanofiltracién / 6smosis inversa.

La Figura 5 muestra el efecto antibacteriano del extracto rico en hidroxitirosol obtenido mediante nanofiltracién /
O6smosis inversa integradas. El cultivo bacteriano era de Ehrlichia ruminantum.

La Figura 6 muestra el efecto del extracto enriquecido en hidroxitirosol obtenido mediante nanofiltracion / ésmosis
inversa integradas como un agente capaz de reducir la proliferacién de células cancerosas. Las células usadas en
este ejemplo proceden de la linea celular HT 29 (células humanas de adenocarcinoma de colon).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un proceso de obtencion de un concentrado natural bioactivo rico en hidroxitirosol,
a partir de residuos y subproductos de olivo mediante el uso de tecnologias limpias. Estas tecnologias comprenden
la nanofiltracion y la 6smosis inversa, que se usan de acuerdo con el proceso reivindicado. Mediante el uso de este
proceso, se recuperan en el extracto uno o mas solutos bioactivos presentes en los residuos y subproductos de la
oliva. Las estructuras quimicas de algunos de estos compuestos se muestran en la Figura 1.

Los residuos y subproductos del olivo incluyen: i) aguas vegetales y residuos soélidos de la molienda de la oliva que
operan de acuerdo con el proceso en tres fases; ii) residuos semisélidos procedentes de la molienda de la oliva que
operan de acuerdo con el proceso en dos fases; iii) huesos de oliva y hojas de olivo.

La Figura 2 muestra un diagrama esquematico del proceso integrado que se ha usado en la forma de realizacion del
proceso descrito en este documento. Esta figura comprende las siguientes operaciones: extraccion con disolventes
biocompatibles, recuperacion selectiva de soluto(s) bioactivo(s) mediante nanofiltracién y 6smosis inversa. La
primera etapa consiste en el procesado de los residuos sdlidos y semisoélidos procedentes del olivo (A) mediante una
extraccion con agua o con otros disolventes biocompatibles (B), tales como mezclas hidroalcohdlicas. El extracto
resultante es suministrado directamente a la unidad de nanofiltracion (E), o como alternativa, se mezcla con las
aguas vegetales procedentes de la molienda de la oliva y se centrifuga (D) con objeto de eliminar las particulas y
otros sdlidos suspendidos. En este Gltimo caso, el sobrenadante de la centrifugacion es suministrado a la unidad de
nanofiltracion (E). La operacidon de nanofiltracion separa el hidroxitirosol y otros compuestos bioactivos con bajo

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2455999 T3

peso molecular, que son recuperados en la corriente de permeado producida, de los compuestos con mayor peso
molecular que son retenidos en la corriente de retenido. Con objeto de aumentar la concentracion de hidroxitirosol y
de los otros componentes bioactivos presentes en el permeado, esta corriente puede ser suministrada a una unidad
de 6smosis inversa (F). Esta operacion produce una corriente de retenido rica en hidroxitirosol y en los otros
compuestos bioactivos de interés (G), y una corriente acuosa (H) que puede ser reutilizada en la etapa de extraccion
(B) o desechada en el medio ambiente.

Con objeto de disefiar un proceso que permita una eficaz recuperacion de los compuestos bioactivos de interés con
altos rendimientos y alta selectividad, es necesario definir las condiciones 6ptimas para la integracion de las
diferentes etapas implicadas. Esta interacciéon implica la seleccion de un disolvente adecuado y biocompatible para
la extraccion, y la seleccion de las condiciones operativas de las etapas de nanofiltraciéon y de dsmosis inversa.

La nanofiltracién y la ésmosis inversa son técnicas de separacién con membrana para el procesado de corrientes
liquidas, en las que la fuerza directriz del transporte es la diferencia de presion eficaz entre el compartimento de
suministro (también del retenido) y del permeado. Una correcta seleccion de las membranas de nanofiltracion y de
6smosis inversa, y de las condiciones operativas del equipo relacionado, permite la obtencién de un transporte
selectivo del (los) soluto(s) objetivo y el (los) pertinente(s) flujo(s) de permeacion.

Las unidades de nanofiltracion y de ésmosis inversa incluyen un recipiente de suministro que contiene la disolucion
con los solutos que se van a recuperar. El contenido del recipiente de suministro es proporcionado por una bomba
centrifuga o por una bomba de desplazamiento positivo hacia el (los) mddulo(s) de ésmosis inversa que
comprende(n) un compartimento de suministro / retenido, la membrana seleccionada a través de la cual permeara(n)
el (los) soluto(s) objetivo, y un compartimento de permeado. El permeado puede ser extraido de forma continua o
intermitente. Después de entrar en contacto con la membrana, la corriente de retenido puede ser reciclada al
recipiente de suministro.

La corriente de suministro consiste en una disolucién acuosa o hidroalcohdlica. Esta disolucién puede ser agua
vegetal 0 un extracto obtenido durante el procesado de residuos de la oliva. Los solutos objetivo que se van a
recuperar comprenden cualquier tipo de soluto bioactivo.

La corriente de suministro puede estar, preferiblemente, a una temperatura inferior a 150 °C si se emplean
membranas poliméricas, pero puede ser procesada a una temperatura mayor si se usan membranas termoestables,
tales como membranas ceramicas o metalicas.

Las membranas de nanofiltracién y de dsmaosis inversa deben actuar como una barrera selectiva con objeto de evitar
la permeacion de componentes indeseables desde la corriente de suministro, permitiendo la permeacién del (los)
soluto(s) con una bioactividad deseable. Las membranas deben tener unas caracteristicas que conduzcan a un
elevado flujo del (los) soluto(s) objetivo y un flujo bajo o nulo de los componentes indeseables de la corriente de
suministro.

La membrana puede ser polimérica o inorganica. También puede comprender tanto materiales poliméricos como
inorganicos. En lo que respecta a su estructura, también puede ser homogénea o de composite; en el Gltimo caso
puede incluir diferentes capas constituidas por diferentes materiales y/o con diferentes caracteristicas morfolégicas.
Cada una de esas capas puede tener un espesor diferente.

En lo que respecta a su naturaleza quimica, las membranas pueden presentar un caracter hidréfobo, lo que significa
gue son mas permeables a las especies quimicas hidréfobas, es decir, a especies quimicas que presentan un
coeficiente de actividad infinita mayor de la unidad en disolucién acuosa. Las membranas también pueden presentar
un caracter hidrofilo, lo que significa que son mas permeables al agua que a los compuestos organicos.

Las membranas pueden tener una geometria plana o tubular, y pueden estar dispuestas en un médulo de placa y
marco, en un modulo de espiral enrollada, en un modulo de fibra hueca, en un médulo capilar o en un médulo
tubular.

La corriente de suministro puede ser suministraba de forma continua, semicontinua o por lotes. El (los) médulo(s) de
membrana puede estar sumergidos en uno o mas recipientes de suministro, o estar ubicados externamente al
recipiente de suministro. En el caso de que se use mas de un mddulo de membrana, pueden estar dispuestos en
serie 0 en paralelo.

Para establecer la fuerza directriz necesaria para promover el transporte del (los) soluto(s) a través de la membrana,
se establece una diferencia de presion entre los dos compartimentos (suministro / retenido y permeado) del (los)
moddulo(s) de membrana. El valor de la diferencia de presién absoluta deberia estar en el intervalo de 0,5 MPa a 3,0
MPa, preferiblemente en el intervalo de 1,0 MPa a 1,5 MPa para la operacion de nanofiltracién; en la operacion de
6smosis inversa, el intervalo de diferencia de presiones absolutas permanece entre 3 MPa y 8 MPa, preferiblemente
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en el intervalo de 4 MPa a 6 MPa.

El concentrado natural rico en hidroxitirosol (corrientes G y L en la Figura 2) obtenido mediante el proceso descrito
en este documento contiene una fracciéon minima en masa del 15 % en hidroxitirosol y una fraccién maxima en masa
del 98 % de este compuesto. La seleccién de las condiciones operativas y de las caracteristicas de la membrana de
nanofiltracién, tales como su peso molecular de corte, permiten permear selectivamente los compuestos bioactivos
con las propiedades deseadas, asegurando a la vez la retenciéon de los compuestos con un mayor peso molecular,
que pueden mostrar una actividad bioldgica perjudicial. Aspirando a este fraccionamiento selectivo de los
compuestos bioactivos presentes en la corriente de suministro, el peso molecular de corte de la membrana de
nanofiltracion esta por debajo de 300 Da. El valor del peso molecular de corte de las membranas de nanofiltracion se
calcula mediante la determinacion del rechazo de solutos de referencia, tales como glucosa y sacarosa, desde
disoluciones acuosas.

Los extractos concentrados contienen otros compuestos bioactivos ademas del hidroxitirosol, presentes
originalmente en el fruto o en las hojas de olivo, dependiendo del material de partida usado. La presencia
concomitante de hidroxitirosol y de otros compuestos bioactivos deseados, resultante del proceso descrito en este
documento, origina una sinergia entre ellos que se refleja en la actividad biolégica global de los extractos
concentrados. Como consecuencia, este concentrado rico en hidroxitirosol muestra unas actividades antioxidante,
antimicrobiana, antiinflamatoria y anticarcinégena que son superiores a las actividades observadas para el
hidroxitirosol aislado a una concentracién equivalente.

El concentrado rico en hidroxitirosol puede prepararse en forma de un liquido, de un sélido o de una emulsién. La
forma liquida se refiere a una disoluciéon acuosa, que puede ser evaporada, liofilizada o atomizada con objeto de
producir particulas sélidas. Adicionalmente, pueden prepararse diferentes formulaciones especificas mediante el uso
de excipientes y matrices lipidicas biocompatibles, con objeto de proteger la bioactividad de los compuestos
recuperados.

Alternativamente, el concentrado rico en hidroxitirosol puede prepararse en forma de una emulsion, con objeto de
facilitar su incorporacién en diferentes productos. Estas emulsiones pueden prepararse mediante el uso de ésteres
de poliglicerol de acidos grasos, ésteres de glicerol de acidos grasos, lecitina o combinaciones de estos
emulsionantes. Estas formulaciones deberian tener una fraccién en volumen de entre el 5 % y el 60 % de
hidroxitirosol, preferiblemente de entre el 30 % y el 55 %. También puede afadirse acido citrico a estas emulsiones
con objeto de estabilizarlas.

Las aplicaciones del concentrado rico en hidroxitirosol en sus diversas formas de administracion incluyen las
industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética.

Ejemplo

Aspirando a ilustrar la presente desvelacion, se proporcionan cuatro ejemplos sobre el uso de los procesos
descritos.

Ejemplo 1 (comparativo)

Produccién de un concentrado rico en polifenoles que contiene hidroxitirosol a través de un procedimiento integrado
gue comprende una extraccién con disolventes biocompatibles y un subsiguiente fraccionamiento mediante una
extraccion con fluidos supercriticos.

Se extrajeron 300 g de residuo semisélido desde un proceso de aceite de oliva bifasico con 900 ml de una disolucién
hidroalcohdlica con una proporcion en volumen de 90:10 (etanol:agua). El extracto recuperado se centrifugd, y el
sobrenadante se suministré a una columna de extraccién de fluidos supercriticos con un empaquetamiento
estructurado proporcionado por Sulzer; la columna tenia 4 m de alto con un diametro interno de 4 cm. El suministro
liquido se extrajo a contracorriente con diéxido de carbono supercritico. Se recuperaron 500 ml de extracto desde la
columna. Este extracto fue analizado mediante cromatografia liquida, y el correspondiente cromatograma se
presenta en la Figura 3. Esta figura muestra los cromatogramas obtenidos para: (a) un concentrado enriquecido
obtenido mediante una extraccion supercritica; (b) la correspondiente disolucidon de suministro. A partir de la Figura 3
(a) puede observarse que el pico correspondiente al hidroxitirosol y sus derivados representa el 35 % del area de
todos los picos. Ademas del hidroxitirosol, es notable la presencia, entre otros, en el extracto, de luteolina y acidos
hidroxicinamicos con una elevada actividad biolégica, tales como el acido cafeico y el acido p-cumarico.

Ejemplo 2 (de acuerdo con la invencién):

Produccién de un concentrado rico en polifenoles que contiene hidroxitirosol mediante el uso de un procedimiento
integrado de nanofiltracion / 6smosis inversa.
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Se suministraron 250 ml de un extracto acuoso obtenido a partir de la lixiviacion de una torta de oliva con agua a
temperatura ambiente, a una unidad de nanofiltracién en la que fue procesado a una diferencia de presion absoluta
de 1 MPa. Se obtuvieron 240 ml de permeado con un rendimiento de recuperacion de hidroxitirosol del 70 %. El
permeado obtenido fue adicionalmente procesado mediante una ésmosis inversa operada a 2,5 MPa. El retenido
resultante fue caracterizado mediante cromatografia liquida. La Figura 4 muestra los cromatogramas obtenidos para
(a) el extracto acuoso suministrado al proceso de nanofiltracion, y (b) el retenido concentrado obtenido tras el
procedimiento de nanofiltracion / ésmosis inversa descrito. Es notable el aumento en la concentracion de
hidroxitirosol y de tirosol en la corriente producida mediante nanofiltracion / 6smosis inversa. La membrana de
filtracion era una Desal DK, de General Electric, con un peso molecular de corte de 250 Da. La membrana de
6smosis inversa era una Filmtec SW 30 de Dow.

Ejemplo 3:

Caracterizacion de la actividad antimicrobiana de un extracto concentrado rico en hidroxitirosol, producido mediante
nanofiltraciéon / 6smosis inversa.

Se evalud la actividad antimicrobiana de un extracto concentrado rico en hidroxitirosol obtenido mediante una
nanofiltracién / ésmosis inversa integradas, mediante la adicion de diferentes concentraciones de este extracto a
cultivos de células animales infectados con la bacteria Ehrlichia ruminantum. La Figura 5 muestra que el porcentaje
de células bacterianas muertas asciende hasta el 80 % tras la exposicién al extracto.

Ejemplo 4:

Caracterizacion de la actividad antineoplasica de un extracto concentrado rico en hidroxitirosol, producido mediante
nanofiltracién / 6smosis inversa.

Se evalud la actividad antineoplasica de un extracto concentrado rico en hidroxitirosol obtenido mediante una
nanofiltracién / 6smosis inversa integrada, mediante la adicion de diferentes concentraciones de este extracto a
cultivos de células humanas de adenocarcinoma de colon (linea celular HT 29). La Figura 6 muestra que el
porcentaje de células cancerosas viables disminuye hasta menos del 20 % tras la exposicién al extracto.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la obtencion de un concentrado natural rico en hidroxitirosol a partir de residuos y
subproductos del olivo, que consiste en la siguiente etapas: (a) procesar los residuos sélidos y semisolidos
procedentes del olivo mediante una extracciéon con agua o con mezclas hidroalcohdlicas, (b) bien suministrar el
extracto que contiene el hidroxitirosol y otros compuestos bioactivos procedentes del olivo directamente a una
unidad de nandfiltracion con un peso molecular de corte menor de 300 Da, o bien mezclar el extracto obtenido en la
etapa (a) con las aguas vegetales de las moliendas de la oliva y centrifugar con objeto de eliminar las particulas y
otros sélidos suspendidos, y suministrar el sobrenadante obtenido de la centrifuga a dicha unidad de nanofiltracion,
en el que dicho hidroxitirosol y otros compuestos bioactivos de bajo peso molecular son recuperados en una
corriente de permeado de dicha unidad de nanofiltracion, y (c) suministrar la corriente de permeado de dicha unidad
de nanofiltracién al compartimento de suministro de una unidad de 6smosis inversa, en el que dicho hidroxitirosol y
otros compuestos bioactivos son retenidos y concentrados en una corriente de retenido.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la unidad de nanofiltracion se opera a una
diferencia de presion absoluta entre el compartimento del retenido suministrado y el compartimento del permeado en
el intervalo de 0,5 MPa a 3,0 MPa, y en el que la unidad de dsmosis inversa se opera a una diferencia de presién
absoluta en el intervalo de 3 MPa a 8 MPa.

3. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2, en el que las membranas de
nanofiltracién y de ésmosis inversa son homogéneas o de composite, en el que las membranas son poliméricas o
inorganicas o comprenden materiales tanto poliméricos como inorganicos.

4. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3, en el que las membranas de
nanofiltracién y de 6smosis inversa tienen una geometria plana o una geometria tubular, estando dispuestas en un
médulo de placa y marco, en un mddulo de espiral enrollada, en un médulo de fibra hueca, en un modulo capilar o
en un maédulo tubular.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, en el que se usan uno o mas
moédulos de membrana, dispuestos en serie o en paralelo.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5, en el que el al menos un modulo de
membrana esta sumergido en uno 0 mas en recipientes de suministro, o esta ubicado externamente al recipiente de
suministro.

7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 6, en el que la corriente de suministro
es suministrada a la membrana de la unidad de nanofiltracion y de ésmosis inversa de una forma continua,
semicontinua o por lotes.



ES 2455999 T3

{(Fig. 1]
OH
. Ho. A
UTQ - oH
1T
HD/@W \“IT;;
oH O -OH

[Fig. 2

o
__.;.—-b-m

e

10



ES 2455999 T3

(Fig. 3]
‘L\‘ﬂ‘l Uk Mg 2k l
— — e
e I ) 3
1606 - kww
120 | f-:z:fa
ipop - 1000
3 s
£
750 250
500 C e
A
} . “
N L L_/ h\\\\}v}—p B
. \J - V\J
5 \“M"Jj .._,N' !‘ -...._,._.-._.n_a"" e e
AR YA 0 & @ @ 09
Mlnutos
(Fig- 4]
oy hal]
Dujooanr 4-28an Dotasiyr 4=28mm
— Oyt — GUTibed
DYTIONDIE. dal] @t 400andT Ant
1200 1z
Iﬂﬂ)'l o
. .
and 00
Liry
]
[ sl — da
] T ‘|'D I‘n " E 1’9 L] L) ?|j'l & - Rt
Minutos
[Fig. 5]
100 &,
=S \
. w0
& Y
c N
S
g ;\
g - \
£
E [ \
3 »- \
o \
w0 )
o 40 - kY
8 —
° 0 ‘“—————\
k4 .
S »- .
s
= 0
n T il T Ll T T T T T -3
1} 10 20 an L] Ll 4] m 507 ob I

mg de HTA

11



Viabilidad celular, %

100 5=

50

80

70

60

50

40

30

20

10

M PP VIS 6 IIPATE NI O

Y EWH R E i

i

ES 2455999 T3

(Fig. 6]

o

mg de HTA

12

1
100



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

