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RAESUMEN

Procedimisnto de obtencidn y delerminacidn de sci-
dos terpénicos de la hoja del aliva (oléa suropasa).

Los acidos efpanices y an parliculas al acido cksandlics son
oo utilidad an la indusbria fermacadtica, antre ofras, paor su
acthvidad antitumaoral, antiinflamataria y bactericikda. S5a describa
um procadimienio para la ablencion de Acido obasndlico, de las
hojas de cévo, mediante exiraccicn salida/liquido con stanad,
pasierior tratamisnio del mdracto y conceniracitn en condicones
tatinidias, skando posible obifener an una Sola stanE de axraccidn
un rendimionia dal 50% del corenido de la haja (2-3%, redarido al
peso & hoja). ¥ con un grede de puress supsdor al B5%. La
makaria prima = un subproducic, protedenis de la poda anual
dal alivar y de la limpéeza de las acelunas. Sa describe un madbodo
para la cuantificacin de los Acidos 1arpénicos dal extracio
alcohtdico e la hoja de olivo mediante al fraccisnamianto an
cromatagrafia praparativa an capa fina y cuantificacién por
cromalografia gaseosa con patrcn de aoido betulinioa.

PALABRAS-CLAVE: Acido oleandlico - Acidos rﬂ-rpd'.rrrﬁ:l.:
Haya owa olva,

Obtaining procedure and determination of terpanic
ackds of olhve leal (plea europasa).

The ferpanic acds, mainly the oleanclic acid, are used for iha
pharmaceutical indusiry, among olher, for its antitumaral,
arti-ntla mmatory amd QEII'I'ME:H& activities. & procass a
phiainment of eleanalic ackd from olive leaves |8 described
Salidfiguid sdtraction with athanal, ireatment of the axiract and
conceniralion under dalired condilions, Deing possbls 1o cblan
in @ single axiraction stage a yield o 90% of the Bal comant
(2-3%, relerred io the leaf weighl) and with richness in sicess of
B5%. The raw malarial is a by-producl, l.".l!ll'l'lll'ln fram thal ol
pruming yaarly of the olve growe and of tha cleaning of the olvas
A methiod s described for the quantification of the Terpenic acds
froem ollve leal of the alcohaolic exiract, by praparatiee hin Eer
chromatograpty fractionstion and gas liquid chromatography
guaniificalion wiF baluln: acid standard
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1. INTRODUCCION

Son numerosas las publicaciones sobre la actihi-
dad biclégica de los acidos terpénicos v de sus glu-

cosidos, en particular del dcido oleandlico, s& ha es-
ludiado su actividad como inhibidor de la

cidn de células leucémicas (Es-Saady 1994), como
hipoglucemiante (Yoshikawa, 19594), hupﬂnpmtlmnr
(Liu, 1994), antinflamatorie (Martinez-Vizgues,
18997), accidn antibacteriana (Sasazuka, 1995), inhi-
bidar de produccion de dxido nitrico (Honda, 1987),
actividad anti <HIV (Kashiwada, 1998), actividad an-
titumoral y antiparasitaria (Eugster, 1998). También,
s& ha publicado una revisidn especifica de la activi-
dad farmacologica del Acido oleandlico (Liu, 1985).

El dcido oleandlico {3-hidroxi-olaan-12-an-28-oica),
esta axtensaments repartido an el reino vegetal. Asi,
la base de datos hhmrmmmlnq:nrtammm
Agricultura de los Estados Unidos (hitp:/fprobe.na-
lusda.gov.B300Vcgibin/browse/phytochemdb), reco-
ge su presencia en casi un centenar de plantas,
enire las que se encuentra la olea ewopaesa.

Vazquez-Roncero y Janer (1969) obtuvieron &ci-
dos triterpenicos de la hoja v de la cuticula de la
aceiluna, mas recientemente diversos auiores lo ob-
tienen de otras plantas; Yabuchi, (1987) lo extrae de
la hoja vy raiz de la remolacha, Milkova, (1989) del
bagazo de manzana, Yoshida, (1986} del clavo, Gar-
cia—Granados (1998) parte como materia prima de
Ilos subproductos resuliantes de la molluracion y pro-
cesado de la aceiiuna. En todos estos casos los ren-
dimientos son inferiores al 1% v & pureza no
alcanza el 70%.

La considerable cantidad de hojas de gue se dis-
pone anualmente en Espafia, sumando las proce-
dentes de la poda a las qua quadan en las
almazaras después de la saparacion de las aceitu-
nas que llegan para su molturacidn v las de la limpie-
Za de las aceltunas de verdeo (= 106 Tm), justifica la
obtenckin da este Acdo de la hoja de oliva.

2. PARTE EXPERIMEMNTAL
2.1. Muestras

Hojas de olivo de tres variedades: picual, hoji-
blanca y arbequina, de arboles con mas de diez
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afios de antigliedad, procedantes del Jardin de va-
riedadgs de “Hacienda Guzman”, Sewilla.

2.2, Meétodo de extraccién y determinacion
de los acidos terpénicos

Como se muastra en &l esquema de la figura 1,
s@ lavan las hojas con agua y se secan al aire hasta
pérdida de la humedad (= 45%). Las hojas secas sé
triluran en un omni-mixer y & continuacion sa axiraan
con atanol dal 96% (o metanal) (Ozcan, 1999), con
agitacidn, durante 1 hora a temperatura ambiente
[z 20°C.); la proposcidn peso (g) hoja'volurman (mlL)
dispheente a5 da 1/20 (hoja integra o iriturada). De
esta forma se extraen (08 dcidos v alcoholes trilerpe-
nicos, junto a otros companentes polares de la hoja.
Se realiza una segunda extraccion en las mismas
condiciones de la primera; logs extractos se filtran a
través de papal (filtro Albet n° 240) afadiendo a la di-
solucion atanol ¢ matanol para levara a un volumen
{mL) igual al que se empled para las exiraccionas.

§ 0

Figura 1
Esguerna dé |8 detarminacion de o5 acscos larpancos o ]
hoja da olvo ¥ cromalogmema oe los mismoes. 1. dcido aleandlico
(tr= 1,0 min). 2. Acickd betulinico (paindn, tr=16,8min), 3 icido
ursdlico (ir=18.0 min}, 4. dcidn maslinico (ir=18,9 minj.

Grasas y Acelles

Para aiskar los Acidos terpénicos del resto de los
compuestos que hay en la disolucion (eritrodiol,
uvaol, colarantes, ete.), que contaminarian la colum-
na del cromatografo, se procede como sigue; A una
parte alicuota de esta disolucion (200 L), se le ana-
den 100 ul de &cido betulinico de 1 mg/mlL como
palron y s@ fracciona mediante cromatografia &n
capa fina empledndose como liquido da desarrolio
hexanofacelato de etfio (2:1. W) con al 0.5% de
&cido aceético, rascandose las bandas con RF 0.15
(maslinico) y 0,45 (oleandbico ¥ ursdlico). Se eluye [a
silice rascada con 10 mL da &ler isoproplico y se
@vapora a sequedad, afadiéndole a continuacion
200 ul de reactivo de silanizacién (piridinahexame-
tilslazanodrimeticlorosilans 9:3:1)), transcurrido 10
min s& inyecta 1 pL en un cromatdgrato gasenso. Se
ha utilizads un Hewlett-Packard 5890 serie I, em-
pleandose una columna capilar SGL-5 (5% da dife-
nilmetilsikcona) ligada guimicamenie, de 25 m de
longitud, 0,25 mm & intarno y 0,25 um de espesor
de pelicula. Condiciones cromatograficas: |saterma
a 260"C, inyector 300°C y delactor 320°C, inyecciin
an modo split, presion en cabeza de columna 120
Kpa y relacion de split 30:1. En las condiciones cro-
matograficas descritas, los bempos da relencion de
los Acidos terpénicos fueron: oleandlico 16.0 min,,
ursdlico 18,0 min., maslinico 18,9 min. ¥ betulinico
(pairdn) 16,8 min.

2.3, Mélodo de obtencion del acido oleandlico

Para la ablencin dal dcido oleandlico pura, libre
de otros compuestos, se procede segin el esguema
de la figura 2 (solicitud de patente n" P200001020):

Se lavan y extraen las hojas con @lanol, como se
describe en el apartado anterior, poslanormente se
decolora k& disolucion etandlica con carbdn activo
({DARCO 5-51), agitando durante 10 min. La disclu-
citn sa filtra ¥ concentra dejandose precipitar, s e
precipitado resulia algo amarillento, como Consa-
cuencia de no habersa retenido todo los colorantes
procedentes de la hoja, & lava con etanol frio (5
B°C). En esta etapa se obtiene = B0% del acido olea-
ndlico contenido en kes hojas con una rqueza del
B7%. Aapitiendo las etapas de concentracion y pre-
cipitacidn, se obliene hasta el 90% del dcido oleand-
lica, Para el estudio de a pureza se compard por CG
el acido oleandlico oblenkdo con Acido oleandlico
Sigma, empleando la misma columna utilizada en el
apartado anterior. Se delermind su punto de fusion
por Calorimetria Diferencial de Barrido (D50 util-
zando un calorimetro de Perkin-Elmer modelo DEC-
4. Para la obtencidn del termograma ce fusidn |a
muestra se introduce en capsulas de aluminio salla-
das franie a una capsula vacia de referencia y se ca-
lienta desde BO°C hasta 320°C & 40°C/min. Se
ampiea Indio como patron para [a calibracion de |a
termperatura, En el termograma de fusion aparecen
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Figum 2
Esquema del meiado de oblenckin disl cico oleandico di las
hizas dal oliva.

dos picos endolermicos uno a 309°C correspondien-
fe al acido cleandlica v oiro a 152°C correspondienta
2 un compuasto no identificado gue desaparece al
someter &l precipitado a un calentarmiento en estufa,
durante 5 min., a 160°C alcanzandose, de esta for-
ma una pureza del 97%.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En ia tabla | se muestran las canlidades
das, en dos operacionas consocutivas, de los
terpénicos de tres variedades de olivo hojiblanca, pi-
cual y arbequina empleando dos métodos de prepa-
racion de las hojas (inftegra y triturada) y dos
disolventes (etanol y metancl). Como se puada com-
probar el contenido de estos acidos depande de |a
variedad del olive, slendo el acido oleandlico en las
variedades hojiblanca v picual mas del doble del de
la arbequina, no cbservandosa, en cambio, diferen-
cias saglin @l disolvente empleado. Para oblenar an
su otahdad los dcidos terpénicos de la hojas inte-
gras es necesaro realizar dos extracciones conse-
culivas frenle a una sola extracion para las hojas
trifuradas con excepcidn de la extraccion del acido
maslinico con atanol, que también necesita dos ax-
tracciones.

Para la opfimizacion de la obtencidén del acido
oleandlico se siguid el procedimienio descrito en la
parte axperimenial, ensayandose dilerentas propor-
ciones da carbdn activo, concentraciones previas a
la precipitacian y tiernpos para |a oblancion ded pre-
cipitado. Se determing, en todos los casos, ka canti-
dad de &cido oleandlico obtenido (datos no
mostrados), resuftando; La mejor proporcion en
peso carbdn/hoja de 1/10, ya que estd no produjo
pérdida significativa del contenido de Acido oleandli-
co y decolord la disolucidn impidiendo que los com-
puestos coloreados alectaran al precipitado. La
relacin peso de hoja / voluman de disolucion {gimL)
mas lavorable es 1/5, va qua parmibe la precipiflacion

Tabla |

Contenide® en dcidos terpénicos "ﬁ:‘ x 10%,
de fres variedades, exiraidas én operac

referido a materia prima seca, de las hojas de olivo
lones consecutivas, dos meétodos de preparackon

de |a hoja y dos disolventes.

VARIEDADES
Hopklanca Picual Atbequina
EXTRAC, DHS0Ls. N & E."
olkandlico  ursdlico  masinico oleandlicc  ursdlicc  masfinico cleandlico usdlico  maslinico
DL 55 b ] 28+3 Tizd 235412 a3=3 1054 T12ed 181 Tiadd
Hioga i - 2612 111 222 S=3 1441 3822 ar=2 B 2
irlegra — 1 293813 e T8 BEE P40+13 4843 11646 10746 2342 BlLS
2 a2z T - 5543 B 1 2442 3442 511 1641
1" 332=15 JH2 10218 256413 B443 115646 13446 2rid af=h
Hoja _ 2 nd o 1TiR nd nd 3142 nd nd 1221
triturads i 1" 333018 4142 11646 2B4:14 5613 138t 13646 30+ 1076
2* nd nd nd nel nd nd nd nd n

i mieda 50, n=4. nd= no deleciads. B =exirgocaon
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de una elevada proporcidn del dcido oleandlico
mientras que parmanacen en disolucion los Acidos
ursdlico ¥ maslinica, Por dltima, al tiempo apbimo
para ks precipitacion de hasta un 90% del acido olea-
ndlico contenido @n las hojas resultd de 24 horas,

4. CONCLUSIONES

Las cantidades de Acidos lerpénicas que lienan
la haojas de olivo, depandan de la variedad dal olivo,

Fara la obiencidn total de Acido olsandlico sa
puede emplear indistintamente etanol o metanol, El
eflanol tiene |a venlaja de ser un disohwente con posi-
bdlidades de uso alimentario.

Con una sola extraccidn con etanol de la hoja sin
trifurar, 58 alkcanza entra el 70-80% de randimignio v
una puraza del 87%.

Para la obtencion del acido cleandlico con una
pureza del 97%, es necesang someter el precipitado
a un calentamiento de 160°C en estufa durante 5
Frn.

Por las caracteristicas del mismo procadimienio
de obtencidn, su mplantacian mdusirial podria reals-
zarse ulilizande las instalacionas ya disponiblas,
siendo una ventaja adicional, el paro lorzoso a que
san sometidas las mismas al finalizar las campafias
de orujo v semillas, ¥ gue podria ser ulilizado en la
extraccidn de las hojas del olivo, dando mayvor renta-
bilkdad a las inslalaciones,
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