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DESCRIPCION
Extracto de hoja de olivo
La invencion se refiere a un extracto de hoja de olivo, a su produccion y uso.

A los polifenoles, en particular los polifenoles de los aceites de oliva, les son atribuidos efectos positivos para la salud.
El consumo de aceites de oliva es considerado Util para la prevencién de enfermedades vasculares.

En la UE, por ejemplo, para el aceite de oliva puede ser usada una “health claim” correspondiente a “consumption of
olive oil polyphenols contributes to the protection of blood lipids from oxidative damage”.

Sin embargo, la utilidad del aceite de oliva esta limitada a ciertas areas de aplicacion, que también son conocidas
como la dieta mediterranea. En principio, es deseable poder transferir los efectos positivos del aceite de oliva a otros
alimentos.

Por lo tanto, el objeto de la presente invencion es proporcionar composiciones alternativas ricas en polifenoles.

El objeto es logrado con un extracto de hoja de olivo que contiene los siguientes derivados polifendlicos del aceite de
oliva (derivados secoiridoides):

) 3,4-DHPEA-EDA y 4-HPEA-EDA
I) 3,4-DHPEA-EA y 4-HPEA-EA
en los que la relacion en peso de |) : 1) esta en el intervalo de 0,5:1 a 50:1.

El extracto de hoja de olivo contiene agua como extracto acuoso, por ejemplo en cantidades de al menos 50% en peso
o al menos 60% en peso o al menos 70% en peso.

De acuerdo con la invencion, sorprendentemente puede ser obtenido un extracto de hojas de olivo a partir de olivos
con una seleccion adecuada de hojas, que en su composicion de derivados secoiridoides corresponde o esta
aproximado al del aceite de oliva, incluso al del aceite de oliva de calidad virgen extra (EVOO). Como este es un
extracto acuoso, puede ser afiadido a alimentos que contienen agua, tal como bebidas, por ejemplo, sin segregacion.

Basicamente, son conocidos procedimientos para la produccion de extractos de hoja de olivo.

Briante ef al., Journal of Biotechnology, 111, (2004), 67 a 77 describen un proceso en el que es obtenido hidroxitirosol
a partir de un extracto de hoja de olivo mediante la adicion de una B-glucosidasa hipertermofila. La B-glicosidasa
afadida promueve la formacion de hidroxitirosol. Al usar etanol al 50% como extractante, las enzimas endégenas son
inhibidas de modo que no son formados los compuestos de acuerdo con la invencién.

El documento ES 2 233 208 se refiere a un proceso de preparacion de hidroxitirosol a partir de aceitunas u hojas de
olivo. El mismo describe que las hojas de olivo son tratadas con un acido fuerte tal como acido sulfarico para lograr
un pH en el intervalo de 1 o menos (véase el Ejemplo 1). Esto sirve para hidrolizar estructuras tal como oleuropeina.
Mediante esta etapa de tratamiento acido las enzimas no tienen efecto.

El documento WO 2015/173705 describe una decoccion de hojas de olivo. Dado que la decoccién es cocida, las
enzimas enddgenas ya no estan activas.

H. Jemai et al., J. Agric. Food Chem. 57 (2009), 8798 a 8804, describen un procedimiento para determinar los efectos
antidiabéticos y antioxidantes del hidroxitirosol u oleuropeina de las hojas de olivo. El extracto esta fabricado con 80%
de metanol. El uso de alto contenido de alcohol en el extractor inhibe o destruye la actividad enzimatica endégena.

A diferencia del estado de la técnica, la actividad enzimatica endégena de las hojas de olivo debe ser usada de acuerdo
con la invencién para obtener derivados secoiridoides de los grupos I) y II).

Preferentemente, la relacion en peso de los derivados secoiridoides |) con respecto a los derivados secoiridoides Il)
en los extractos de acuerdo con la invencion esta en el intervalo de 1:1 a 15:1. DHPEA y HPEA significan
(di)hidroxifeniletil alcohol. EA significa “acido elendlico”. EDA significa “acido descarboximetilico elendlico”.

3,4-DHPEA-EDA tiene la siguiente estructura
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10 3,4-DHPEA-EA y 4-HPEA-EA estan presentes tanto en la forma de hemiacetal como de monoaldehido. De acuerdo
con la invencion, los contenidos de 3,4-DHPEA-EDA y 4-HPEA-EDA y 3,4-DHPEA-EA y 4-HPEA-EA son medidos y
sus respectivas proporciones en peso son sumadas. Las sustancias individuales pueden no estar presentes en ambos
grupos, por ejemplo, el extracto de hoja de olivo puede contener solo 3,4-DHPEA-EDA y 4-HPEA-EA.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2791407 T3

Preferentemente, el contenido de compuestos de los grupos |) y IlI) en el extracto es de al menos 1 mg/ml,
preferentemente al menos 5 o al menos 10 o al menos 30 mg/ml, o al menos 1 mg/g, en base al extracto seco.

Los extractos de acuerdo con la invencién contienen tipicamente los siguientes derivados secoiridoides adicionales:
- Derivados de hidroxifeniletanol, especialmente hidroxitirosol y tirosol

- Derivados de acido eledlico como acido eledlico, en particular acido (4E) 4-formil-3-1-formil-2-metoxi-2-
oxoetil)hex-4-enoico y/o acido (4E)-4-formil-3-(2-oxoetil)hex-4-enoico

- Oleuropeina y ligstrésido.

En una realizacion, las relaciones en peso de los compuestos correspondientes en el extracto con relaciéon al
compuesto del grupo Il) son

- Hidroxitirosol y tirosol: Grupo Il en la proporcion 0:1 a 3:1
- Acido elendlico: Grupo Il en la proporcion 0:1 a 3:1
- Oleuropeina y/o ligstrosido: Grupo Il en la proporcion 0:1 a 2:1.

La invencion también se refiere a un procedimiento de produccion de extractos de hoja de olivo. El procedimiento
incluye las etapas de:

a) Seleccionar hojas de olivo, cuyo contenido de oleuropeina mas ligstrosido esta en el intervalo de 0,1 a 15%
en peso en base al peso seco,

b) Mezclar las hojas de olivo con agua para obtener un macerado,
c) Incubar el macerado,
d) Separar la fase acuosa para obtener un extracto de hoja de olivo.
Al seleccionar las hojas de olivo en la etapa a), son obtenidas hojas de olivo que tienen una calidad especial.

En una realizacion de la invencion, las hojas de olivo son seleccionadas adicionalmente por su contenido de enzimas
enddgenas que conducen a la formacion de sustancias del grupo 1) a partir de oleuropeina y ligstrésido.

Los procedimientos de determinacion para los niveles de oleuropeina y ligstrésido y para la medicion de la actividad
enzimatica endégena son descriptos en los ejemplos.

Las hojas de olivo, que tienen las caracteristicas de calidad deseadas, son machacadas con agua en la etapa
siguiente. Para este propésito, las hojas son trituradas mecanicamente antes o durante el macerado. Esto crea una
papilla. La relacion en peso de las hojas de olivo con respecto al agua esta preferentemente en el intervalo de 1:3 a
1:20.

Después, el macerado es incubado. Esto es llevado a cabo preferentemente a una temperatura de aproximadamente
4 a 80 °C durante 1 a 24 horas. La temperatura durante la incubacion esta preferentemente en el intervalo de 20 °C a
60°C.

Después, la fase acuosa es separada del macerado. La fase acuosa es la fase del producto que contiene los derivados
secoiridoides deseados. Son medios de separacion adecuados, por ejemplo, decantadores, una prensa de correa,
una prensa de pantalla o una prensa de libros. Un experto en la técnica conoce otros procesos.

Dependiendo del proceso de separacion usado, la separacion adicional, por ejemplo, usando un filtro de capa, puede
ser una opcion.

Después de la separacion de la fase acuosa, el pH del extracto puede ser ajustado si es deseado. En lo que respecta
a los productos que son usados mas tarde para alimentacion, por ejemplo, los acidos comestibles son particularmente
adecuados.

En una realizacion preferente, el extracto es concentrado al menos parcialmente, por ejemplo mediante un evaporador
de vacio o un evaporador de circulacion. En muchos casos es deseable no transferir los productos a un extracto seco,
sino proporcionarlos como un concentrado. Entonces, también en este estado puede ser pasteurizado para aumentar
su vida util.

La invencién también se refiere a un alimento que contiene el extracto de hoja de olivo de acuerdo con la invencion;
son alimentos adecuados, en particular, las bebidas; las bebidas preferentes son bebidas de té, bebidas Aqua-Plus,
bebidas de zumo de frutas, bebidas deportivas, bebidas energéticas o bebidas funcionales.
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La invencion se refiere ademas a un material base o un concentrado que contiene el extracto de hoja de olivo de
acuerdo con la invencién. Dichas materias primas o concentrados son usados para obtener un producto listo para el
consumo con dilucién y, si es necesario, la adicion de otros ingredientes tal como edulcorantes o acidos comestibles.
Dichos concentrados y materias primas pueden ser mezclados por el consumidor final o, por ejemplo, por el
embotellador para producir productos listos para el consumo.

En una realizacion particular de la invencién, es afiadida una preparacion enzimatica al macerado. Dichas
preparaciones enzimaticas tienen preferentemente actividad glucosidica, celulitica y/o esterasa.

Las siguientes preparaciones enzimaticas, que estan disponibles comercialmente, pueden ser usadas como ejemplos:
- Lallzyme, disponible en Lallemand Viena, Austria

- Beerzym en las realizaciones Combi, Penta, BG-Super o Fructozym NAR, disponibles de Erbsloh, Geisenheim

- las preparaciones enzimaticas Brewer compass, Filtrase, Rapidase, disponibles de DSM, Diisseldorf

- Celulasa, disponible de ASA, Wolfenblittel

- Rohalase, Rohament, disponibles de ABEnzymes, Darmstadt y

- Panzym Arome G/Extract G disponibles de Begerow/Eaton, Langenlonsheim.

La cantidad de enzima es aproximadamente de 0,001 a 0,5% en peso de la preparacion disponible comercialmente,
en funcion del peso de las hojas. Con un alto contenido de enzimas enddgenas, puede ser usada una pequefia adicion.
La proporcion de derivados secoiridoides 1) y 1) puede ser controlada mediante la proporcion de enzimas enddgenas
y exdgenas. En la medida en que las actividades de las enzimas endégenas son extremadamente altas, la actividad
de las enzimas enddgenas puede ser reducida total o parcialmente por una etapa de calentamiento, por ejemplo,
durante el macerado.

En muchos casos, tiene sentido llevar a cabo también una etapa de calentamiento después de la incubacién para
inactivar las enzimas endogenas y/o exdgenas.

La Figura 1 muestra un cromatograma del espectro secoiridoide del aceite de oliva Med, un aceite de oliva
virgen extra (AOVE) de la variedad de oliva Arbequina.

- 1) Derivado de hidroxifeniletanol

- 2) Derivado de acido eledlico

- 3) Derivados secoiridoides - Grupo |
- 4) Derivados secoiridoides - Grupo I

La Figura 2 muestra un cromatograma del espectro secoiridoide del aceite de oliva Casa del AGUA, un aceite
de oliva de calidad extra virgen (EVOO) de la variedad de oliva Arbequina.

- 1) Derivado de hidroxifeniletanol

- 2) Derivado de acido eledlico

- 3) Derivados secoiridoides - Grupo |
- 4) Derivados secoiridoides - Grupo |l

La Figura 3 muestra un cromatograma con un espectro secoiridoide para determinar la actividad enzimatica
enddgena de las hojas de olivo. El espectro de polifenoles es medido después de 24 horas de incubacion a
partir de oleuropeina al 5%. La actividad enzimatica puede ser concluida debido a la reduccién en el contenido
de oleuropeina y la formacion de sustancias del grupo ).

- 3) Derivados secoiridoides - Grupo |
- 4) Derivados secoiridoides - Grupo |l

La Figura 4 muestra un espectro secoiridoide del extracto obtenido de acuerdo con la invenciéon de acuerdo
con el ejemplo 4.

- 1) Derivado de hidroxifeniletanol

- 2) Derivado de acido eledlico
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- 3) Derivados secoiridoides - Grupo |

- 4) Derivados secoiridoides - Grupo |l

- 5) Oleuropeina/ligstrésido

La Figura 5 muestra un espectro secoiridoide del extracto comparativo de acuerdo con el ejemplo 6.

La Figura 6 muestra un espectro secoiridoide de un extracto comparativo de acuerdo con el ejemplo 7.
La invencion es ilustrada mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: determinacion del contenido de Oleuropeina (OP)/Ligstrosido (LS)

5 g de hojas secas son mezclados con 50 ml de agua corriente y son incubados durante 1 hora a 80 °C con agitacion.
Después, las hojas son separadas. El sobrenadante es filtrado y la concentracion de los secoiridoides es determinada
por medio de HPLC (véase el Ejemplo 3).

Ejemplo 2: caracterizacion del equipo enzimético endégeno

5 g de hojas secas son mezclados con 50 ml de agua corriente y son incubados durante 24 horas a 25 °C con agitacion.
Después, las hojas son separadas. El sobrenadante es filtrado y la actividad enzimatica en el sobrenadante es
establecida mediante la determinacién de la concentracion del producto en base a la concentracion de oleuropeina.
Las hojas adecuadas para el proceso tienen una actividad enzimatica endégena que cataliza la formacion de al menos
0,01 g de derivados secoiridoides de los grupos |) y IlI) por hora a partir de 5% de oleuropeina. El contenido de
oleuropeina es ajustado en consecuencia por la adicion de oleuropeina. El sustrato y los derivados secoiridoides de
los grupos ) y IlI) son cuantificados por medio de RP-HPLC-DAD y la conversion dependiente del tiempo es
determinada; véase el Ejemplo 3.

Ejemplo 3: determinacion de HPLC

Las muestras son diluidas para alcanzar una concentracion final de metanol al 50% en agua y son centrifugadas. El
sobrenadante es transferido a través de un filtro de jeringa (0,2 mm) a un recipiente de HPLC. Los derivados
secoiridoides son analizados mediante RP-HPLC-DAD (Sistema Agilent). Los derivados secoiridoides son separados
mediante una columna de fase reversa C18 (Phenomenex, Luna 5u C18 10A; 250 x 4,6 mm) con el uso de un gradiente
de fase movil que consiste en 0,1% de TFA en agua (Disolvente A) y 0,1% de TFA en 90% de MeOH (Disolvente B) a
una temperatura constante de 25°C. Son anadidos 10 ml de la muestra al sistema mediante un muestreador
automatico (Agilent) y son eluidos a 0,5 ml/min con el siguiente gradiente: 0 min con 30% de disolvente B, 50 min con
50% de disolvente B, 55 min con 60% de disolvente B, 60 min con 70 % de disolvente B, 65 min con 30% de disolvente
B. La deteccion es llevada a cabo a cabo a 233 nm y 240 nm. El contenido de ligstrésido y oleuropeina es determinado
como el area de pico a 233 nm de detecciéon. En caso de que debieran haber sido determinados los derivados de
ligstrosido y oleuropeina, la determinacién habria sido llevada a cabo mediante deteccion a 240 nm; véase la Figura
3. El analisis de OP/Hidroxitirosol (HT)/Tirosol (T) es ejecutado utilizando estandares externos disponibles de
Extrasynthese, Genay Cedex, Francia. Otras sustancias de referencia son obtenidas del aceite de oliva en base a
Montedoro et al. 1993, Impellizzeri and Lin (2006), Carrasco-Pancorbo et al. 2006.

Ejemplo 4: preparacion del extracto de hojas de olivo

9000 L de agua de red son bombeados a una temperatura de 40 a 50 °C en un tanque y son afadidos 1000 kg de
hojas. Con una mezcla suave, es afiadida la enzima Beerzym (Erbsléh) con una dosis de 0,2% en peso y una
incubacion adicional durante 24 h a 45 °C. El espacio de cabeza es gasificado regularmente con N para reducir los
procesos de oxidacion. Después de la incubacion, las hojas son separadas usando un decantador (Gea Westfalia). El
extracto obtenido es ajustado a pH 3,5 con acido citrico y las turbideces son eliminadas mediante un separador. El
extracto, que esta libre de sustancias turbias, es filirado por filtracion de capa (Erbsloh, J16, 1,5 — 3,0 mm) y
concentrado por un factor de 10 con un evaporador de vacio. Aproximadamente 900 kg de concentrado con un
contenido de Brix de 30° son pasteurizados (95 °C, 30 segundos), enfriados a 20 °C y llenados.

La relacién en peso del grupo I) a ll) es 2:1.

Un cromatograma del extracto obtenido es adjuntado como la Figura 4. En comparacion con el espectro secoiridoide
de dos aceites de oliva diferentes (Figura 1, Figura 2), puede ser observado que el espectro secoiridoide corresponde
esencialmente al del aceite de oliva de la calidad de EVOO.

Ejemplo 5: produccion de una bebida

Una bebida basica que contiene 40 g de jarabe de agave como componente edulcorante, 0,3 g de acido citrico, 0,4 g
de aroma natural de limén, es mezclada con 1,17 g de extracto de polifenoles de acuerdo con la invencion de acuerdo
con el Ejemplo 4 y es mezclada con agua en una proporcion de 1:23. El resultado es una bebida sabrosa con un alto
contenido de polifenoles saludables.
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Ejemplo 6: extracto comparativo a altas temperaturas

18 kg de agua son colocados en un recipiente a 90 °C y son afiadidos 2 kg de hojas de olivo. Después, es agregada
la enzima Beerzym en una dosis de 0,2% en peso y la extraccion es llevada a cabo a 90 °C durante 1,5 horas. El
procesamiento adicional es llevado a cabo como en el Ejemplo 4. Un cromatograma correspondiente es adjuntado
como la Figura 5. No son obtenidas sustancias | y Il, solo oleuropeina y pequefias cantidades de hidroxitirosol. Las
altas temperaturas inactivan las enzimas enddgenas y exdgenas y promueven la hidrélisis quimica de la oleuropeina.

Ejemplo 7: extracto comparativo con etanol

12,5 kg de etanol al 96% son colocados en un recipiente a 22 °C y son afiadidos 2,38 kg de hojas de olivo. La enzima
Beerzym es afiadida en una dosis de 0,2% en peso y la extraccion es llevada a cabo durante 1,5 horas. La Figura 6
muestra un cromatograma del extracto obtenido. El extracto contiene casi solo oleuropeina y pequefias cantidades de
hidroxitirosol. El medio de extraccion alcohdlico inhibe las enzimas endégenas y exdgenas.
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divulgacion no entre en conflicto con la ensefianza de la invencion.
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REIVINDICACIONES
Extracto de hoja de olivo que contiene los siguientes derivados secoiridoides
) 3,4-DHPEA-EDA y 4-HPEA-EDA
Il) 3,4-DHPEA-EA y 4-HPEA-EA

en el que la relacion en peso de |) : 1) esta en el intervalo de 0,5:1 a 50:1.

2,

10.

1.

12,

Extracto de hoja de olivo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la relaciéon en peso de |) : 1) esta en el
intervalo de 1:1 a 15:1.

Extracto de hoja de olivo de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que estan incluidos derivados
secoiridoides adicionales seleccionados del grupo de

- Derivados de hidroxifeniletanol, especialmente hidroxitirosol y tirosol

- Derivados del acido elendlico tal como acido elendlico, en particular acido (4E)-4-formil-3-(1-formil-2-metoxi-
2-oxoetil)hexa-4-enoico y/o acido (4E)-4-formil-3-(2-oxoetil)hexa-4-enoico

- Oleuropeina y/o ligstrosido.

Extracto de hoja de olivo de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que los derivados secoiridoides estan presentes
en las siguientes relaciones en peso con respecto al grupo II:

- Hidroxitirosol y tirosol: Grupo Il en la proporcion 0:1 a 3:1
- Acido elendlico: Grupo Il en la proporcion 0:1 a 3:1
- Oleuropeina y Ligstrosido: Grupo Il en la proporcion 0:1 a 2:1.

Procedimiento de produccion de un extracto de hoja de olivo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4 que
comprende las etapas de:

a) Seleccionar hojas de olivo, cuyo contenido de oleuropeina mas ligstrésido esté en el intervalo del 0,1 al 15
% en peso con respecto al peso seco;

b) Mezclar las hojas de olivo con agua para obtener un macerado;
c) Incubar el macerado a una temperatura de 4 a 80 °C durante 1 a 24 h;
d) Separar la fase acuosa para obtener un extracto de hoja de olivo.

Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la seleccién de hojas de olivo ademas esta basada en
el contenido de enzimas enddgenas que conducen a la formacion de sustancias del grupo ) a partir de oleuropeina
y ligstrosido.

Procedimiento de produccién de un extracto de hoja de olivo de acuerdo con las reivindicaciones 5 o 6 que
comprende la etapa de

- Anadir preparaciones enzimaticas al macerado.

Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que las preparaciones enzimaticas tienen actividad
glucosidica, celulitica y/o esterasa.

. Procedimiento de produccion de un extracto de hoja de olivo de acuerdo con una de las reivindicaciones 5 a 8 que

comprende la etapa de
- Inactivar enzimas en la fase acuosa por reduccion por calor y/o pH.

Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en el que la incubacién del macerado es
llevada a cabo a entre 4 y 80 °C durante 1 a 24 horas.

Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en el que la separacién de la fase acuosa
es llevada a cabo mediante un decantador, una prensa de correa o una prensa de tamiz o de Bucher.

Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en el que la fase acuosa es concentrada,
opcionalmente a sequedad, para obtener un polvo.

13. Alimento que contiene el extracto de hoja de olivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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14. Alimento de acuerdo con la reivindicaciéon 13, en donde el alimento es una bebida, en particular en donde la bebida
es seleccionada de bebidas de té, bebidas Aqua-Plus, bebidas de zumo de frutas, bebidas deportivas, bebidas
energéticas, bebidas funcionales.

15.Una base o un concentrado que contiene un extracto de hoja de olivo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.
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