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@Resumen:

Procedimiento para obtener péptidos con capacidad
antihipertensiva mediante digestion enzimatica de las
proteinas aisladas a partir de la semilla de aceituna.
El método consiste en extraer las proteinas de la
semilla de la aceituna utilizando un método
desarrollado previamente, disolver el aislado de
proteinas en un medio tamponado a pH ligeramente
alcalino, digerir con la enzima termolisina, centrifugar
y recoger el sobrenadante que contiene péptidos con
capacidad antihipertensiva in vitro. Dicha actividad se
evallia mediante el ensayo de inhibicién de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE).
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DESCRIPCION

Procedimiento para la obtencién de un extracto peptidico con capacidad antihipertensiva a
partir de semillas de aceituna.

La presente invencién se refiere a un procedimiento quimico basado en el empleo de la enzima
termolisina para obtener un extracto peptidico con propiedades antihipertensivas a partir de un
asilado de proteinas de semilla de aceituna.

SECTOR DE LA TECNICA

Esta invencion permite obtener substancias con elevado valor afiadido a partir de la semilla
contenida en el hueso de la aceituna que constituye un residuo generado en el procesamiento
de la aceituna. El interés de la invencion estd en el tratamiento de residuos industriales
mediante la obtencién de compuestos de alto valor biol6gico y en la aplicacion de los péptidos
bioactivos obtenidos. El tratamiento de residuos industriales y la obtencién de compuestos de
alto valor biolégico es de interés para el sector quimico y la industria manufacturera de aceituna
de mesa y aceite de oliva mientras que, desde el punto de vista de la aplicacién de los péptidos
encontrados, esta invencion iria dirigida al sector alimentario y farmacéutico.

ESTADO DE LA TECNICA

En los procesos de produccion de aceitunas de mesa y aceite de oliva se produce un gran
volumen de residuos, lo que constituye un problema medioambiental y econdmico.
Concretamente, el hueso de la aceituna forma parte de este material residual que, en general,
no se suele aprovechar. Sin embargo, la semilla contenida en el hueso de la aceituna presenta
un alto contenido en proteinas, que llegan a representar el 20% del peso, y de donde podrian
extraerse moléculas con alto valor afiadido como los péptidos bioactivos [1, 2]. De hecho,
numerosos estudios han demostrado los beneficios para la salud de algunos péptidos
antihipertensivos obtenidos de hidrolizados proteicos de otras semillas como el girasol [3], la
quinua [4] y el amaranto [5, 6], pero nunca para el caso de la semilla de la aceituna.

La hipertensién es un importante problema de salud publica en todo el mundo ya que afecta a
un cuarto de la poblacién mundial y es un factor de riesgo de accidentes cardiovasculares [7].
Existe en el mercado un gran numero de antihipertensivos sintéticos. Sin embargo, estos
compuestos sintéticos producir efectos secundarios como tos, alteraciones del gusto o
erupciones cutaneas. Por esta razon, los péptidos anithipertensivos procedentes de alimentos
o de plantas se han convertido en una interesante alternativa.

En esta patente se propone una alternativa para el aprovechamiento del material residual de la
industria aceitunera y la obtencion de péptidos antihipertensivos para su empleo en la industria
farmacéutica y alimentaria.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El procedimiento quimico propuesto permite la obtencion de un extracto peptidico con
capacidad antihipertensiva a partir de semillas de aceituna.

El procedimiento requiere la extraccion previa de las proteinas, siguiendo un método
previamente optimizado, y su hidrélisis enzimética. La extraccion de las proteinas contenidas
en el hueso de la aceituna se realiza utilizando un tampén Tris-HCIl a pH 7,5 que contiene
dodecilsulfato sodico y ditiotreitol y precipitando las proteinas solubilizadas con acetona. Las
proteinas aisladas se disuelven en un medio alcalino y se lleva a cabo la hidrdlisis utilizando la
enzima termolisina a una temperatura controlada y agitacion. Una vez finalizada la digestion, se
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inactiva la enzima y se separa por centrifugacion el sobrenadante que contiene los péptidos
con capacidad antihipertensiva.

La evaluacion de la capacidad antihipertensiva del extracto peptidico obtenido mediante la
digestion con la enzima termolisina de las proteinas contenidas en la semilla de aceitunas de la
variedad Arbequina daba como resultado un valor de ICs, (concentracion necesaria de péptido
para inhibir al 50% la enzima convertidora de la angiotensina, ACE) de 0,029 + 0,009 mg/mL.
La obtencion de un valor tan bajo de 1Cs, demuestra que el hidrolizado obtenido constituye una
interesante fuente de péptidos con propiedad antihipertensiva.

A través de este procedimiento se describe una alternativa de aprovechamiento de un material
residual como son los huesos de aceituna y que hasta ahora no se realizaba. Teniendo en
cuenta que la semilla de la aceituna constituye un residuo industrial procedente de los procesos
de fabricacion de aceitunas de mesa y de aceite de oliva y que su contenido en proteinas es
elevado, este procedimiento supone una alternativa muy valiosa para el aprovechamiento de
este residuo.

Por dltimo, el procedimiento objeto de la invencién es sencillo, econémico, rapido y seguro, ya
que utiliza instrumentacion basica y una enzima comercial de uso extendido en las industrias
alimentaria y farmacéutica.

MODO DE REALIZACION
Obtencidn del aislado de proteina de la semilla de aceituna

Para la obtencion del aislado proteico de la semilla de la aceituna se emplea un método
optimizado previamente [8]. Brevemente, el hueso de la aceituna se deja secar a temperatura
ambiente y se extrae del mismo la semilla mediante fractura utlizando procedimientos
mecéanicos. Una vez extraida la semilla de la aceituna esta se tritura en un molinillo. Las
proteinas de la semilla se extraen empleando un medio de extraccion formado por un tampoén
Tris-HCI 125 mM (pH 7,5) que contiene dodecilsulfato de sodio y ditiotreitol. En estas
condiciones las proteinas pasan a la disolucion acuosa y el residuo sélido se elimina mediante
centrifugacion. Se recupera el sobrenadante y se le afiade acetona previamente enfriada para
precipitar las proteinas. El aislado proteico se recoge por centrifugacion de la muestra y se deja
secar a temperatura ambiente.

Obtencién del hidrolizado de proteinas de la semilla de aceituna

La hidrdlisis del extracto proteico obtenido a partir de la semilla de aceituna se lleva a cabo
empleando la enzima proteolitica termolisina. Para ello, el aislado proteico de la semilla de
aceituna se disuelve en una disolucién reguladora adecuada, como puede ser un tampon
fosfato a baja concentracion, a un pH comprendido entre 7,0 y 9,0. Se recomienda una
concentracion de a enzima termolisina de 0,01-0,5 g enzima/g proteina. La reaccién de
hidrélisis se lleva a cabo a temperaturas comprendidas entre 40-60 °C durante un tiempo
suficientemente elevado como para que la digestion sea completa (superior a 1 h).
Seguidamente se realiza la inactivacion de la enzima, que se sugiere que se lleve a cabo
calentando las muestras a una temperatura superior a 100 °C. A continuacion, se centrifugan
las muestras para precipitar las posibles proteinas remanentes. La capacidad antihipertensiva
del extracto peptidico obtenido se evalla a continuacion.

Evaluacién de la capacidad antihipertensiva

Para evaluar la capacidad antihipertensiva del hidrolizado obtenido con la enzima termolisina
se mide la extension con la que una sustancia es capaz de inhibir la actividad de la enzima
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ACE [9]. Esta enzima cataliza la reaccion de conversion de hipuril-histidil-leucina (HHL) en
acido hipurico (HA). Para llevar a cabo el ensayo se prepara una disoluciéon que contiene la
enzima ACE en una concentracion 0,05 U/mL y el HHL en una concentracién 1,25 mg/mL en
tampdén HEPES 50 mM con NaCl 300 mM. La reaccion se lleva a cabo mezclando 20 pL de la
disolucién de enzima ACE con 10 pL de la disolucién de HHL, 35 pL de tampén HEPES 50 mM
en NaCl 300 mM y 5 L de muestra o tampdn, en el caso del control. Después de la incubacion
a 37 °C en un bafio de agua se para la reaccion afadiendo 100 pyL de acetonitrilo (ACN) (-
20°C).

La separacion y cuantificacion de HHL y HA se realiza en un equipo de cromatografia de
liquidos de alta eficacia (HPLC) capilar con deteccion UV empleando una columna
cromatogréfica C18. Las condiciones cromatograficas son: flujo, 20 yL/min; fases moviles A
(4cido acético (AA) al 0,5% (v/v) en agua) y B (AA al 0,5% (v/v) en ACN); gradiente, 5-100% B
en 7 min; v;, 1 pL; temperatura, 25 °C; deteccion UV a 228 nm. El tratamiento de datos se
realiza empleando el programa informético DataAnalysis.

La inhibicion de la enzima ACE se calcula mediante la ecuacion:

C, —C

Inhibicién de ACE (%) = x100

Co

donde ¢, representa la concentracién de HA cuando no hay inhibicién de la enzima ACE, y c es
la concentracién de HA en presencia del inhibidor de ACE. La actividad inhibidora de los
hidrolizados se evalla mediante el calculo del valor I1Cs, que es la concentracion requerida de
una cierta sustancia para inhibir al 50% la actividad de la enzima ACE. Este valor se da en
unidades de concentracion de péptido en pg péptido/mL y se calcula mediante regresion lineal
del % de inhibicién de la enzima ACE frente a la concentracion de péptido. Para la variedad de
aceituna Arbequina se obtuvo un valor de ICs, de 0,029 + 0,009 mg/mL, lo que demuestra las
propiedades antihipertensivas del hidrolizado obtenido.

APLICACION INDUSTRIAL

A los fabricantes de las industrias alimentaria y farmacéutica les interesa que existan
procedimientos quimicos rapidos, econdémicos y sencillos que permitan la obtencion de
hidrolizados peptidicos con propiedades bioactivas que puedan afadir a sus productos
comerciales. El novedoso empleo de la semilla de la aceituna como fuente de péptidos
antihipertensivos ofrece una fuente barata de compuestos de alto valor biolégico resolviéndose
a la vez un problema de aprovechamiento de los residuos producidos durante la fabricacion de
aceituna de mesa y aceite de oliva.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la obtencibn de wun extracto peptidico con capacidad
antihipertensiva a partir de semillas de aceituna caracterizado por las etapas de
aislamiento de las proteinas de la semilla, digestion enzimatica de las mismas y
centrifugacion.

Procedimiento para la obtencibn de un extracto peptidico con capacidad
antihipertensiva, segun las reivindicaciones 1, caracterizado porque las proteinas
aisladas se disuelven en una disolucién reguladora a pHs entre 7,0 y 9,0.

Procedimiento para la obtencibn de un extracto peptidico con capacidad
antihipertensiva, segun las reivindicaciones 1, caracterizado porque la digestién
enzimatica de las proteinas se realiza utilizando la enzima proteolitica termolisina.

Procedimiento para la obtencibn de un extracto peptidico con capacidad
antihipertensiva, segun las reivindicacion 3, caracterizado porque la digestién
enzimatica de las proteinas requiere una concentracion de enzima termolisina
comprendida entre 0,01 y 0,5 g enzima/g proteina.

Procedimiento para la obtencibn de un extracto peptidico con capacidad
antihipertensiva, segun las reivindicacion 3, caracterizado porque la digestion
enzimatica de las proteinas tiene lugar a temperaturas comprendidas entre 40 y 60°C.

Procedimiento para la obtencibn de un extracto peptidico con capacidad
antihipertensiva, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque la digestiéon
enzimatica de las proteinas se realiza en un tiempo suficiente que asegure el maximo
grado de hidrdlisis (tiempo de digestion superior a 1 h).

Procedimiento para la obtencibn de un extracto peptidico con capacidad
antihipertensiva, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque finalizada la digestion
es necesario la inactivacion de la enzima.

Procedimiento para la obtencibn de un extracto peptidico con capacidad
antihipertensiva, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque se centrifuga la
muestra digerida para separar el sobrenadante que contiene péptidos con capacidad
antihipertensiva.
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Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 30.10.2013

Declaracion

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

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones

Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-8

1-8

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

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

Consideraciones:

La invencion consiste en un procedimiento de obtencidn de un extracto peptidico que tiene propiedades antihipertensivas, a
partir de semillas de aceituna. El contenido de las semillas de aceituna se somete a hidrdlisis con la enzima Termolisina y
los péptidos originados, se recuperan en el sobrenadante después de someter la solucion de hidrélisis a centrifugacién. El

extracto obtenido, presenta actividad antihipertensiva.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201330898

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 ZHENBAO, Z. et al. “Production and characterization of
angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitory peptides from
apricot (Prunus armeniaca L.) kernel protein hydrolysate”.
EUROPEAN FOOD RESEARCH AND TECHNOLOGY. Mayo
2010, Vol. 231, N° 1, paginas 13-19.

D02 UDENIGWE, C.C. et al. “Antioxidant and angiotensin converting
enzyme-inhibitory properties of flaxseed protein-derived high
Fisher ratio peptide mixture”. JOURNAL OF AGRICULTURAL
AND FOOD CHEMISTRY. 28.04.2010. Vol. 58, n° 8,

paginas 4762-4768.

D03 LI, H. et al. “Blood pressure lowering effect of a pea protein
hydrolysate in hypertensive rats and humans”. JOURNAL OF
AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY.28.09. 2011. Vol. 59,
n° 18, paginas 9854-9860.

D04 WANG, W. et al. “Characterization of seed storage proteins and
their synthesis during seed development in olea europaea”. 2001.
INT. J. DEV. BIOL. Val. 45, N° S1, paginas S63-S64.

D05 ZEB, A. et al. “Olive (Olea europea L.) seeds, from chemistry to
health benefits. NUTS AND SEEDS IN HEALTH AND DESEASE
PREVENTION. 2011. Edited by: Victor R. Preedy, Ronald Ross
Watson and Vinood B. Patel. ISBN: 978-0-12-375688-6. 2011.
Elsevier Inc. Paginas 847-853.

El documento D01, describe la produccion de extractos de péptidos de bajo peso molecular obtenidos por hidrélisis de las
proteinas de semillas de albaricoques con seis proteasas diferentes. Los extractos peptidicos obtenidos presentaban
actividad antihipertensiva. La mayor actividad antihipertensiva la presentaron los extractos obtenidos después de hidrdlisis
con las enzimas Alcalasa y Proleather.

El documento D02, describe la produccién de extractos de péptidos de bajo peso molecular obtenidos por hidrélisis de las
proteinas de semillas de lino. La hidrdlisis se realiza con termolisina seguida de pronasa y se obtiene un extracto peptidico
que tiene actividad antioxidante e inhibidora de ACE (angiotensin converting enzyme).

El documento D03, describe la produccion de un extracto de péptidos, obtenidos por hidrélisis con termolisina de las
proteinas de guisante. Se obtiene un extracto peptidico que tiene actividad antihipertensiva.

El documento D04, describe las proteinas de almacenamiento de las semillas de aceituna. Se identifican las dos proteinas
mayoritarias presentes en las semillas denominadas Solea | y Il, que presentan alta homologia con las proteinas 11S.

El documento D05, describe los beneficios para la salud de los aceites contenidos en los frutos y semillas del olivo.

2. Declaracion motivada seguln los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién 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

Reivindicaciones 1-8

No se ha encontrado en el estado de la técnica ningin documento que describa péptidos con propiedades medicinales
relacionados con las proteinas contenidas en las semillas de aceituna. El procedimiento de hidrélisis enzimética con
Termolisina de las proteinas de semillas de aceituna que da lugar a un extracto peptidico que presenta propiedades
antihipertensivas, es nuevo y por tanto las reivindicaciones 1-8 de la presente solicitud, cumplen los requisitos de novedad
del Articulo 6 de la Ley de Patentes 11/1986.

ACTIVIDAD INVENTIVA

Reivindicaciones 1-8

La busqueda de productos derivados de proteinas contenidas en los alimentos que presentan caracteristicas farmacolégicas
que mejoran el estado general de los consumidores (nutracéuticos), esta ampliamente descrita en el estado de la técnica.
Se han descrito péptidos activos obtenidos por hidrolisis tanto de proteinas animales (carne, pescado, proteinas de la leche)
como vegetales (albaricogues, garbanzos, semillas de lino, guisantes), ver documentos D01-D03. Los extractos peptidicos
obtenidos por hidrdlisis, presentan actividad que puede ser antioxidante, antihipertensiva, reductora de los niveles de
colesterol, etc. y en cambio, las proteinas de las que derivan, no presentan dicha actividad. Es fundamental recurrir al
procedimiento de hidrélisis para generar los péptidos activos.
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Se ha observado analizando los documentos del estado de la técnica D01-D03, que los investigadores que buscan péptidos
con actividad antioxidante y antihipertensiva, suelen utilizar como enzimas hidroliticas Alcalasa y Termolisina. La Alcalasa es
una proteasa de amplia especificidad por los enlaces peptidicos pero con preferencia por los aminoacidos hidrofébicos; la
Termolisina hidroliza los enlaces de aminoacidos hidrofébicos como F, Y, L, Iy V.

Aungue no se ha descrito en el estado de la técnica que las proteinas de las semillas de aceituna producen por hidrdlisis,
péptidos que pueden ser utilizados como nutracéuticos, el experto en la materia que desease identificarlos, intentaria en
primer lugar aplicar al extracto de proteina total, los métodos de hidrélisis enzimatica descritos en los documentos D01-D03
con una expectativa razonable de éxito; por ello se considera que dichas reivindicaciones 1-8, carecen de actividad inventiva
y no cumplen el requisito del Articulo 8 de la Ley de Patentes 11/1986.
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