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RESUMEN

Aislamiento y cuantificacion de los componentes de la
hoja del olivo: extracto de hexano.

Se analizan los principales componentes del extracto de he-
xano de hojas de olivo, siguiendo un esquema analitico basado
en la extraccion con hexano y posterior separacion de grupos de
compuestos, segun su polaridad, mediante cromatografia en co-
lumna y en capa fina. Se separan e identifican los siguientes com-
ponentes: hidrocarburos, ceras ésteres, triglicéridos, tocoferoles,
esteroles, alcoholes lineales y terpénicos y dialcoholes terpéni-
cos. Se han estudiado las hojas de olivo de cinco variedades: Pi-
cual, Arbequina, Hojiblanca, Empeltre y Cornicabra, los rangos
del contenido, en ppm, de algunos compuestos resultaron: hidro-
carburos saturados, 2.057-3.400; escualeno, 38-152; ceras éste-
res, 915-1874; pB-caroteno, 28-100; triglicéridos, 832-1.396;
a-tocoferol, 41-125; B-sitosterol, 714-2.500; alcoholes totales 95-
311y dialcoholes terpénicos, 342-837.

PALABRAS-CLAVE: Anélisis - Componentes liposolubles -
Hoja de olivo.

SUMMARY

The isolation and quantification of the components
from olive leaf: hexane extract.

The principal components of the hexane extract from olive
leaves are analysed, following an analytical procedure based on
the extraction with hexane and the later separation of groups of
compounds, according to their polarity, by means of column and
thin-layer chromatographies. The following components are
separated and identified: hydrocarbons, ester waxes,
triglycerides, tocopherols, esterols, lineal and terpenic alcohols
and terpenic dialcohols. The olive leaves from five different
varieties were analyzed: Picual, Arbequina, Hojiblanca, Empeltre
and Cornicabra; the concentration of some compounds ranged
between: 2.057-3.400 ppm saturated hydrocarbons; 38-152 ppm
squalene; 915-1.874 ppm ester waxes; 28-100 ppm B-carotene;
832-1.396 ppm triglycerides; 41-125 ppm a-tocopherol; 614-2.500
ppm B-sitosterol; 95-311 ppm alcohols and 342-837 ppm terpenic
dialcohols.
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1. INTRODUCCION

Es conocida la gran importancia que tiene, tanto
econdmica como social, el cultivo del olivar en el
area mediterranea, con mas de 8 millones de hecta-
reas cultivadas (98% del mundial), y las industrias
derivadas directamente del mismo, como son la de

extraccion del aceite de oliva y la de elaboracion de
aceitunas de mesa. Hasta ahora son muy numero-
sos los estudios realizados sobre los dos productos,
aceite y aceituna, no asi los de algunos de los sub-
productos del citado cultivo, como la hoja del olivo,
gue bien llegan a las almazaras con las aceitunas o
proceden de la poda anual. Vazquez-Roncero
(1969), Mussini (1975), Heimler (1992) y Bianchi
(1993) han analizado algunos extractos de la hoja
del olivo y han encontrado, entre otros compuestos,
a-amirina y acidos terpénicos; sobre las posibles
aplicaciones de sus componentes, Zarzuelo (1991) y
Gonzalez (1992) han comprobado la actividad hipo-
glucémica y el efecto vasodilatador de extractos de
la hoja del olivo. Esto hace que su estudio evolucione
constantemente y, que en sintonia con el avance de
la tecnologia y con las nuevas tendencias del consu-
mo, se vayan desarrollando nuevas estrategias de
aprovechamiento de este subproducto, (Georgoudis,
1997), (Molina, 1996), (Fiestas, 1996), (Pickard,
1996), (Van Putte, 2000) y (Coll-D, 2000).

El valor potencial, en compuestos de alto valor
afiadido en la hoja del olivo es muy elevado, lo que
hace que el estudio de su composicion tenga un
gran interés, ademas de cientifico, practico.

El objetivo de este trabajo es contribuir a un
mayor conocimiento cualitativo y cuantitativo de la
composicion de la hoja del olivo para el mejor apro-
vechamiento de este subproducto del olivar.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Material y Aparatos

Hojas de olivo de arboles, de mas de diez afios
de antigiiedad, de cinco variedades (picual, hojiblan-
ca, arbequina, empeltre y cornicabra) procedentes
de la Estacion de Olivicultura y Elayotecnia de Jaén,
recolectadas en diciembre de 2000.

Hexano y éter etilico Scharlau PA; diisopropil-éter
Merck PA; metanol, hexano y acetonitrilo Romil para
HPLC. Patrones de n-eicosano, araquidato de coles-
terol, araquidato de laurilo, tripalmitina, heneicosanol
y colesterol, Sigma 99%; &cido betulinico, Aldrich
90%; a-tocoferol y B-sitosterol, SigmaSyntetic 95%.
Placas de silice Macherey-Nagel de 20x20 cm.
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Cromatografos Hewlett Packard 5890 y Chrom-
pack 9000. Sistema de adquisicion y tratamiento
de datos Konikrom Chromatography Data System.
Cromatografo liquido Perkin Elmer Serie 400, con
detector de fluorescencia Chimazu RF 535. Espec-
trofotometro UV-VIS, Beckman DU 640.

2.2. Preparacion del extracto

Las hojas, se lavan con agua destilada a tempe-
ratura ambiente y se secan en estufa de vacio a 35
°C y una presion de 10 mm de Hg durante 24 horas.
Posteriormente se trituran (Robot Coupe, R6VV) y
se extraen con hexano por dos procedimientos (em-
pleandose en ambos casos, 5 g): a) en Soxhlet du-
rante 6 horas; el extracto se reduce a 10 mL del que
se toman 5 mL para la separacién posterior de los
componentes, y b) mediante maceracion en 100 mL,
durante 48 horas, de esta disolucion se toma una ali-
cuota de 50 mL, para el fraccionamiento posterior.

2.3. Fraccionamiento del extracto de hexano

A las porciones alicuotas antes resefiadas (5y 50
mL), se le afiaden como patrones internos: 0.3 mg
de n-eicosano, 2 mg de colesteril araquidato, 0.2 mg
de lauril araquidato, 0.25 mg de tripalmitina, 0.1 mg
de heneicosanol y 0.2 mg de colesterol. En ambos
casos se elimina el disolvente, en evaporador rotati-
vo, hasta aproximadamente 1mL y se cromatografia
en columna. Se emplea una columna de 45 cm de
longitud x 1.5 cm de diametro interior rellena con 20
g de silicagel (Kieselgel 60, 90-230 mesh, Merck),
activada una hora en estufa a 140 °C vy, afiadiéndo-
sele agua hasta el 5%. El relleno se realiza por via
himeda con hexano, la elucidn se lleva a cabo se-
cuencialmente con 5 volimenes de 100 mL de disol-
ventes de menor a mayor polaridad, n-hexano,
hexano-éter etilico 95:5, 87:13, 65:35 y éter etilico.

2.4. Determinacién de los componentes de
cada fraccion

En la figura 1 se muestra un esquema de la me-
todologia empleada en las determinaciones. La pri-
mera fraccion (F1), conteniendo los hidrocarburos
saturados, se lleva a sequedad en rotavapor y se re-
disuelve en 1 mL de hexano, analizandose por CG
con columna capilar de silice SPB-5 (Supelco, Inc.),
de 30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro interno y
0.25 pum de espesor de pelicula, con detector de io-
nizacién de llama, segun el método descrito por
Guinda, (1996). De la segunda fraccion (F2), que
contiene la mayoria de los pigmentos carotenoides,
se toma una alicuota de 10 mL, evaporandola y di-
solviendo el residuo en 10 mL de hexano, analizan-
dose el B-caroteno mediante espectrofotometria
visible (Minguez-Mosquera, 1986). De esta misma
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Figura 1

Esquema de la metodologia para la separacion y cuantificacion
de los componentes del extracto de la hoja de olivo.

fraccion (F2) se analizan, mediante cromatografia
gaseosa, el escualeno y las ceras, para lo cual se
evaporan los 90 mL restantes, redisolviendo el resi-
duo en 500 pL de hexano y analizandose por CG
con columna capilar Rtx-65TG (Restek, 35% dimetil-
65% difenil polisiloxano) de 30 m de longitud, 0.25
mm de didmetro interno y 0.1 um de espesor de pe-
licula. Las condiciones cromatograficas empleadas
fueron: presion en cabeza 120 Kpa, gas portador hi-
drégeno, inyeccion en split‘mode, temperatura ini-
cial: 255 °C, temperatura final: 350 °C, rampa: 4 °C/
min., inyector: 340 °C, detector: 350 °C, tiempo ini-
cial: 2 min. La cuantificacion se realiza, como es co-
mun, mediante la relacion de areas, de modo que el
area del patron araquidato de laurilo se emplea para
cuantificar el escualeno y las ceras obtenidas en los
primeros 20 minutos mientras para el resto de las
ceras se toma como referencia el araquidato de co-
lesterilo. La composicion de las ceras fue analizada
mediante hidrélisis de las mismas segun el método
siguiente: entre 100 y 130 mg de extracto se disuel-
ven en unas 20 gotas de benceno o tolueno y se le
afiaden 5 mL de metilato sddico 0.2 N, hirviendo a
reflujo unos minutos hasta la formacion de una fase
homogénea, puesta esta disolucion en capa fina y
desarrollando con hexano: éter 80:20 se observan
dos bandas de Rf 0.8 y 0.2 correspondientes a los
ésteres metilicos y a los alcoholes procedentes de la
metanolisis de dichas ceras, que se determinan por
CG segun el método para la determinacion de los
acidos grasos (AOCS, 1997) y el descrito por Lan-
z0on (1999) para la determinacion de alcoholes linea-
les y terpénicos. Para el andlisis de la tercera
fraccion (F3), conteniendo triglicéridos y tocoferoles,
se toma una alicuota de 50 mL y se evapora, redisol-
viéndose el residuo en 200 pL de hexano y determi-
nandose los triglicéridos por CG empleando
columna capilar Rtx-65TG y detector de ionizacion
de llama segun el método descrito por Carelli,
(1993). Los tocoferoles se determinaron concentran-
do los restantes 50 mL de la F3 a 5 mL y analizando-
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los mediante HPLC, segun el método de la IUPAC,
(1992). La cuarta fraccion (F4) se lleva a sequedad
en rotavapor y se le aflade 1 mL de éter isopropilico,
procediéndose al fraccionamiento de sus compo-
nentes por cromatografia en capa fina; el liquido de
desarrollo empleado fue hexano/éter 65:35. Las ban-
das con Rf 0,20 y 0,45 una vez rascadas, se eluyen
con éter isopropilico, determindndose los esteroles
mediante CG (Lanzo6n 1998) y, los alcoholes lineales
y terpénicos segun Lanzén (1999). Para el andlisis
de la quinta fraccién (F5), conteniendo los dialcoho-
les terpénicos, se lleva a sequedad, se redisuelve el
residuo en 1mL de éter isopropilico, fracciondndose
mediante cromatografia en capa fina empledndose
como liquido de desarrollo hexano/acetato de etilo
(2:1, VIV) con el 0,5% de acido acético. Se rasca la
banda de Rf 0,25 y se eluye con 10 mL de éter iso-
propilico. La disolucién se lleva a sequedad, se le
afiaden 200 pL de reactivo de silanizacién (piridi-
na/hexametilsilazano/trimetilcloroxilano  9:3:1) v,
transcurrido 10 min. se analiza por CG siguiendo el
método descrito por Albi (2001).

Tabla |
Composicion (ppm) de los principales componentes
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento de las extracciones, tanto por
sohxlet como por maceracion, se realiz6 mediante
pesada, dando un valor similar de =14% (m/m). La
composicion de los extractos, obtenidos por macera-
cién, de las cinco variedades estudiadas, se mues-
tran en la tabla | siendo, en todos los casos, cada
valor media de tres determinaciones. No se mues-
tran los resultados de las determinaciones mediante
extraccién en soxhlet, ya que no presentaron dife-
rencias significativas (p<0,05) respecto a los de la ta-
bla I. La variedad picual presenta los valores
mayores en todos los componentes estudiados ex-
cepto en los tocoferoles que son superiores en la va-
riedad arbequina.

Los hidrocarburos saturados de las cinco varie-
dades, oscilan entre 2.057 y 3.400 ug/g, siendo el
contenido de la variedad cornicabra el menor de to-
dos, en la fig.2 se muestra un cromatograma del
andlisis de los hidrocarburos saturados de la varie-
dad picual, el pico sefialado con una P corresponde
al patrén interno de n-eicosano, los hidrocarburos

2 del extracto de hexano de cinco variedades

de hojas de olivo

b ; c d d A b d . ¢ d Dialcoholes

Muestra Ceras Hidrocarburos Escualeno B-caroteno Triglicéridos a-tocoferol B-sitosterol Alcoholes . - b
Triterpénicos
Picual 1874 3400 152 100 1396 117 2500 311 837
Arbequina 1200 2700 49 81 1215 125 1560 95 412
Hojiblanca 1415 2530 111 72 1108 89 1734 98 563
Empeltre 915 3050 38 28 934 62 614 213 630
Cornicabra 934 2057 46 45 832 41 714 110 342
a Valores medios de tres determinaciones.;P CV < 3%; ¢ CV < 5%; d CV < 2%.
P |
"
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Cromatograma de los hidrocarburos lineales saturados de la
hoja de olivo, variedad picual.

Cromatograma de los alcoholes saturados y terpénicos de la
hoja de olivo, variedad picual.
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C29, C31 y C33 son mayoritarios en todas las varie-
dades estudiadas. La cuantia en ceras vario entre
915y 1874 pg/g, y su composicién, analizada segun
descrito en el apartado anterior, resultd constituida
por los acidos grasos y alcoholes terpénicos de la
hoja de olivo (palmitico, oleico y linoleico; a y B- ami-
rina). Los contenidos en triglicéridos varian entre 832
y 1396 ug/g vy, la trioleina y la palmitodioleina son, en
todos los casos, los triacilgliceroles mayoritarios en
la hoja del olivo. Entre los tocoferoles y carotenos,
los méas abundantes fueron el a-tocoferol y el B-caro-
teno y sus contenidos variaron entre 41-125 y 28-
100 upg/g respectivamente. En la cuarta fraccion el
B-sitosterol aparece siempre como claramente ma-
yoritario entre los esteroles, estando comprendido
los contenidos totales entre 614 y 2.500 ug/g. La fi-
gura 3 muestra un cromatograma de los alcoholes li-
neales y terpénicos de hoja de olivo de la varidad
picual, el pico P corresponde al patrén heneicosanol,
los picos sefialados con el 1, 2, 3, 4 y 7 fueron iden-
tificados por cromatografia gaseosa y por espectro-
metria de masa como los alcoholes lineales:
docosanol, tetracosanol, hexacosanol, octacosanol
y triacontanol, el 5 corresponde al germanicol, el 6 a
la B-amirina el 8 a la a-amirina; es de destacar en
esta fraccion, la presencia del pico 9 del cromatogra-
ma que es un isémero de la B y a-amirina; por dltimo
indicar que el pico 10 tiene un espectro de masa, ho
identificado. Las cuantificaciones totales de los alco-
holes lineales y terpénicos estdn comprendidas, en
las cinco variedades estudiadas entre 95y 311 ug/g,
siendo, la B y a-amirina las mayoritarias. Por Gltimo
indicar que los dialcoholes terpénicos encontrados
en la hoja del olivo, y cuyos valores totales oscilan
entre 342 y 837 ug/g, son el eritrodiol y el uvaol, sus
valores son siempre superiores los del uvaol en las
hojas al contrario que en el aceite de oliva que es
siempre superior el eritrodiol.
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