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COMPOSICION QUE CONSTA DE ACIDOS CAFEOILSHIKIMICOS, ACIDO
PROTOCATECOICO, HIDROXITIROSOL, ACIDO HIDROBENZOICO Y SUS

DERIVADOS Y METODO PARA PREPARAR LOS MISMOS

CAMPO

La presente invencion se relaciona generalmente con una composicion que
comprende al menos 5 compuestos principales que incluyen los isomeros del acido
cafeoilshikimico, acido para-hidroxibenzoico, dcido protocatecoico e hidroxitirosol
y un método para preparar la misma a partir de palma aceitera incluyendo, pero sin
confinarse, el licor vegetal de la molienda de aceite de palma. Esto incluye la

separacion y purificacion del acido cafeoilshikimico del licor vegetal acuoso.

ANTECEDENTES

El 4cido shikimico y sus derivados, presentes naturalmente en algunas plantas
desempefia un papel significativo como compuesto intermedio bioquimico en
plantas y también microorganismos. Se sabe que es un precursor obligado para la
sintesis de aminodcidos aromaticos, fendlicos y alcaloides entre muchos otros. Uno
de los avances mas pertinentes en relacion con la explotacion de acidos shikimicos
en la industria farmacéutica es la produccion de Tamiflu, un tipo de medicamento

para uso contra la gripa aviar en los afios recientes.
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Se espera que la demanda de éacido shikimico aumente draméticamente con el
aumento de la poblacion mundial y asf la necesidad para varios usos industriales y
farmacéuticos, por ejemplo, en el uso del 4cido shikimico para fabricar tamiflu y
otros medicamentos antivirales en caso de epidemia de gripa pandémica. En la
actualidad, la demanda mundial de 4cido shikimico se atiende con frutos del anis
estrellado chino; sin embargo, se encuentra generalmente en concentraciones
sustancialmente bajas. La baja disponibilidad de anis estrellado ha obstaculizado la
produccion de tamiflu e impulsa la necesidad de otras fuentes de acido shikimico.
De igual manera, seria deseable explorar otras fuentes de acido shikimico con el fin
de ayudar en la atencion de la demanda mundial. La paima aceitera incluyendo el
licor vegetal de la molienda de aceite de palma ofrece una fuente de acido
shikimico.

Se conoce que la paima aceitera es el cultivo comercial mas importante de Malasia v
varios paises del sudeste asiatico. Se ha identificado que los compuestos fendlicos
extraidos de la paima aceitera exhiben diversos beneficios para la salud. Asi, se
hacen esfuerzos para explorar aun inds estos compuestos y otros extractos de palma
aceitera, incluyendo el licor vegetal del proceso de molienda y el efluente de la
molienda de aceite de palma (POME) para el desarrolio de alimentos funcionales,
medicos, nutracéuticos y preparaciones tarmacéuticas en tiempos recientes.

Esta mvencién se enfoca en la materializacion del valor y potencial del licor vegetal

a partir de 1a molienda del aceite de palma y el efluente de la molienda del aceite de
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palma (POME) como fuente de acido shikimico, y la posibilidad adicional de usar
extractos de palma aceitera, el licor vegetal de la molienda del aceite de palma y el

POME como alimentos funcionales, médicos, nutracéuticos Yy preparaciones

farmacéuticas.

RESUMEN DE LA INVENCION

En una configuracion, la presente invencion se relaciong con una composicion de al
menos cinco compuestos fenélicos principales, incluyendo, sin confinarse, los
isdmeros de los acidos cafeoilshikimicos, &cido hidroxibenzoicos, 4cidos
protocatecoicos ¢ hidroxitirosol de cualquier parte de la palma aceitera, ¢l licor
vegetal de la molienda de aceite de palma y el efluente de molienda de aceite de
palma.

En otra configuracion, la presente invencion se relaciona con un método para la
separacion y purificacion de una composicion que contiene acidos cafeoilshikimicos
y sus derivados. Dicho método consta de los pasos de pre-concentraciéon de un
extracto que contiene dichos acidos cafeoilshikimicos y sus derivados y luego aislar
dichos acidos cafeoilshikimicos y sus derivados de dicho extracto mediante
cromatografia liquida preparatoria. EI tiempo de dilucion de 1a fraccion que conticne
dichos dcidos cafeoilshikimicos puede variar dependiendo de las condiciones de las

fases movil y estacionaria.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Esta invencion se describird mediante configuraciones no limitantes de la presente
invencion, con referencia a los dibujos acompafiantes, donde:

Figura 1 muestra un cromatograma que contiene picos 6, 7 y 8 obtenidos con base
en una configuracién de la presente invencion

Figura 2(a) a Figura 2(c) muestran el cromatograma analitico para los picos 6, 7 y 8
respectivamente obtenidos con base en una configuracion de la presente invencion
Figura 3 muestra los espectros MALDI de los picos 6, 7 y 8

Figura 4 muestra los espectros UV para los picos 6, 7 y §

Figura 5 muestra el 4cido cafeoilshikimico, o un éster 3,4-dihidroxicinamoil del
acido shikimico

Figura 6 muestra los cambios quimicos de carbono y protones

Figura 7 muestra las correlaciones HMBC seleccionadas

Figura 8 muestra los compuestos marcadores y

Figura 9 muestra el perfil HPLC (huella) de 1a composicion

DESCRIPCION DETALLADA
En linea con el resumen anterior, la descripcion y los ejemplos revelados se orientan
a una composicion, uso y método del mismo para uso en varios fines relacionados

con la salud, en forma de tratamientos y/o profilaxis de enfermedades usando
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extractos de palma aceitera y del licor vegetal de proceso de molienda de aceite de
palma.

Los extractos biologicamente activos del licor vegetal de palma utiles en esta
invencion son los que se obtienen del licor vegetal del proceso de molienda del
aceite de palma de acuerdo y fundamentado, pero no confinado, en los pasos
involucrados en el método segun revela la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos No. 20030031740.

Aunque el extracto puede contener diversos compuestos que incluyen compuestos
fendlicos, 4cidos de gruta, azicares de fruta y glicerol, almidén, celulosa y hemi-
celulosa, para efectos de estandarizacion se midieron las concentraciones de los
extractos en términos de contenido fenolico, es decir, equivalente de acido galico.
Las configuraciones de la presente invencién son reproduccion parcial de una
composicion que comprende acidos cafeoshikimicos y otros compuestos fenél.icos
principales obtenidos de cualquier paite de la palma aceitera incluyendo licor
vegetal del procesamiento de aceite de palma y efluente de molienda de aceite de
palma. L.a composicion de la presente invencion se prepara de acuerdo con varios
pasos de un método, que es otro aspecto de la presente invencion. Se espera que la
preparacion sea segura y dicha composicién sea conveniente para uso, sin limitarse,
en el consumo diario incluyendo suplementos dietéticos, nutracéuticos, finalidades
que promuevan fa salud, aplicaciones terapéuticas, inmunoestimulantes,

mejoramiento  de!  sistema  inmunologico, neuroprotectores,  anticancer,
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palma (POME) como fuente de 4cido shikiiico, y la posibilidad adicional de usar
extractos de palma aceitera, el licor vegetal de la molienda del aceite de palma vy ¢!
POME como alimentos funcionales, médicos, nutracéuticos y preparaciones

farmacéuticas.

RESUMEN DE LA INVENCION

I:n una configuracion, la presente invencion se relaciona coN una composicion de al
menos cinco compuestos fendlicos principales, incluyendo, sin confinarse, los
isomeros de los dacidos cafeoilshikimicos, 4cido hidroxibenzoicos, 4cidos
protocatecoicos e hidroxitirosol de cualquier parte de la palma aceitera, el licor
vegetal de la molienda de aceite de palma y el efluente de molienda de aceite de
palma.

En otra configuracion, la presente invencion se relaciona con un método para la
separacion y purtficacion de una composicion que contiene acidos cafeoilshikimicos
y sus derivados. Dicho método consta de los pasos de pre-concentracion de un
extracto que contiene dichos acidos cafeoilshikimicos y sus derivados y luego aislar
dichos acidos cafeoilshikimicos y sus derivados de dicho exiracto mediante
cromatografia liquida preparatoria. El tiempo de dilucion de la fraccién que contiene
dichos acidos cafeoilshikimicos puede variar dependiendo de tas condiciones de las

fases movil y estacionaria.
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antiinflamatorios, antioxidantes y agentes antiedad. Se observa ademas que se
sospecha que los dcidos cafeoilshikimicos y sus derivados obtenidos con base en las
configuraciones preferidas de la presente invencion exhiben efectos vasculares
protectores y antidiabéticos y disminuyen la presion sanguinea.

Es claro para una persona experimentada en el oficio que los extractos crudos de
cualquier parte de la palma aceitera, el licor vegetal de la molienda de aceite de
palma y el efluente de molienda de aceite de palma para efectos de la presente
invencion pueden contener otros compuestos fenélicos ademas del compuesto
marcador primario acidos cafeoilshikimicos; estos compuestos pueden incluir acido
hidrobenzoico, hidroxitirosol, acidos galicos, acido protocatecoico, acido 2,3-
dihidrobenzoico, acido clorogénico, acido caféico, 4cido fertlico, flavonoides,
micronutrientes y otros componentes naturales de las plantas incluyendo celulosa y
hemi-celulosa, almiddn, azicar, lipidos, aminodcidos y proteinas.

Los acidos cafeoilshikimicos y sus derivados se encuentran en baja concentracion en
la naturaleza. ElI método de la presente invenciéon intenta brindar &cidos
cafeoilshikimicos y sus derivados en forma sustancialmente purificada para la
preparacion de la composicion de la presente invencion.

Se encuentia que los extractos obtenidos de la palma aceitera incluyendo cl licor
vegetal de la molienda del aceite de palina y el efluente de la molienda de aceite de
palma cuando se someten a etapas de aislamiento y purificacion de acuerdo con el

metodo de la presente invencién contienen al menos uno de los siguicntes
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compuestos: hidroxitirosol, 4cido p-hidroxibenzoico, 4cido 5-0-cafeoilshikimico,
acido 4-0-cafeoilshikimico y acido 3-0-cafeoilshikimico.

La presente invencidn, por lo tanto, se extiende a un método para la preparacion de
dcidos cafeoilshikimicos purificados, por los cuales los pasos primarios de dicho
método son el pre-tratamiento de los extractos crudos obtenidos de cualquier parte
de la palma aceitera, ¢l licor vegetal de la molienda del aceite de palma y el efluente
de la molienda de aceite de palma y el aislamiento de los 4cidos cafeoilshikimicos
de dichos extractos crudos. Esta configuracion comprende 4cidos cafeoilshikimicos
aislados o sustancialmente purificados. Debe notarse que un acido cafeoilshikimico
“aislado” o “purificado”, o una porcién bioldgicamente activa del mismo, esta
sustancialmente libre de otros materiales celulares u otros componentes o esta
sustancialmente libre de precursores quimicos u otros quimicos.

Los siguientes ejemplos sirven para explicar simplemente diferentes métodos de
preparacion de acidos cafeoilshikimicos y compuestos relacionados y no debe
limitarse a ellos.

El' primer paso del método para la preparacién de la composicion es el pre-
tratamiento de los extractos crudos para oblener extractos pre-concentrados o
parcialmente purificados. Esto se puede realizar con condiciones rigidas bajas de
someter los extractos a una cromatografia ultrarrapida o similares, | 0
alternativamente, someter dichos extractos a precipitacién con etanol, antes de la

separacion por cromatografia liquida de alto desempefio. Los pasos principales
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implicados para el primer enfoque son la carga de una columna tipo “sep-pak”,
retirar las impurezas, diluir dichos extractos con metanol o etanol y someter dichos
extractos para etapa de concentracion en un evaporador rotatorio. El segundo
enfoque comprende los pasos de adicion de una cantidad de extracto a tres
volumenes de etanol frio, almacenamiento de dicha mezcla durante la noche a una
temperatura preferida de -20°C, centrifugado a 1500 Xg por al menos 15 minutos,
disolver el precipitado obtenido del paso previo con una cantidad conveniente de
agua destilada y concentracion mediante evaporador rotatorio a S0°C para obtener ¢l
valor final preferido de 3 ml. Debe mencionarse que estos pasos para ambos
enfoques puede sustituirse por pasos allernativos de los procedimientos estandar
conocidos en la técnica sin importar el logro de un objetivo similar.

El siguiente paso obligatorio del método para la preparacion de la composicion que
comprende acidos cafeoilshikimicos y sus derivados involucra el aislamiento y
purificacion de dcidos cafeoilshikimicos a partir de los extractos parcialmente
purificados. Esto se puede lograr con la cromatografia liquida de alto desempeiio
convencional (HPLC) con base en condiciones rigidas bajas o parametros de
preparacion de un econosil C18 de tamafio de particula Sum, con la longitud de
columna preferida de 25 cm x 10 mm id, tasa de flujo de 3 m! por minuto. El
gradiente de fase movil preferido comprende dos solventes, al menos un solvente
consta de 0.1% de écido trifluoroacético (TFA) con una cantidad de agua y se aiiade

otro solvente que consta de 10/90 de 0.1% de TFA/acetonitrilo (ACN) v/v. La
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mezcla se somete a aislamiento mediante HPLC y se observa que hay tres picos
mayores que indican la dilucion de dcidos cafeoilshikimicos a los 40 minutos, 44
minutos y 48 minutos. Los acidos cafeoilshikimicos diluidos recolectados de
acuerdo con la presente invencion pueden tener entre 90% a 95% o mas de pureza.
Deben entenderse que la seleccion de columnas y pardmetros para HPLC puede
varias, sin embargo, para obtener un resultado similar de tiempo de dilucion como se
describe. La fraccion diluida puede recogerse convenientemente y ofrecerse en
forma polvo o liquida para uso en analisis posterior.

Il andlisis quimico adicional en'la determinacién de la estructura de los acidos
cafeoilshikimicos con base en los picos que se obtienen de acuerdo con el método de
la presente invencion se puede realizar con base en los procedimientos
convencionales o cstandar conocidos en la técnica, por ejemplo, con base en e
analisis de Resonancia Magnética Nuclear (NMR) bien conocido.

El método de la presente invencion puede ser realizado para aislar y purificar dcidos
cafeoilshikimicos y sus derivados a partir de cualquier planta o tipo de fuentes,
incluyendo, sin limitacion, los datiles (frutos de Phenix reclinata), aceituna (Qlea
europea), avena, cebada, azafran, frutas, vegetales, jugos, coco (Cocoa nucifera),
maiz (Zea mays), semillas, desechos y tejidos obtenidos de plantas.

La presente invencion se describe mejor en los siguientes Ejemplos no limitantes.

EJEMPLO 1
Pagina 9 de 19
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Aislamiento y pre-tratamiento
Se preparod el extracto de palma aceitera, licor vegetal de la molienda del aceite de

palma y el efluente de la molienda de aceite de palma con base en un procedimiento

de filtracidon.

Tratamiento pre-concentracion

La muestra fue pre-concentrada con Sample Prep usando cartuchos “Sep pak™ para
intercambio de solvente. La cromatografia seleccionada usada para concentrar la
muestra fue la cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC) preparatoria.

1 intercambio de solvente se realizé con base en los siguientes pasos:

a) Acondicionamiento — implica el lavado del paquete de separacion no usado (C18)
con metanol y luego con agua.

b) Inyeccion de muesira — implica la inyecéién de una cantidad de 2 m! de muestra
en el paquete de separacion y luego se hace salir con una jeringa conveniente.

¢) Lavado — implica la inyeccién de I ml de agua a través del empaque para retirar
cualquier forma de impureza de la muestra.

d) Dilucion - implica [a inyeccion de 2 ml de metanol por el paquete de separacion
con ¢l fin de diluir la muestra restante que no habia sido eliminada durante la etapa

de lavado previa.
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En ¢l siguiente paso, la muestra se diluy6é como concentrado tres (3) veces usando

nitrogeno. La muestra clara luego se inyecto en la columna semi-preparado.

Cromatografia liquida de alto desempeiio (HPLC) semi-preparado

La columna preferida fue C18 con longitud d;a 25 cm e 1d de 10 mim, usada con una
tasa de Ifujo de ml/min. En este estudio, la columna de inyeccion fue de 1 ml y las
fecturas se tomaron a 280 nm. El gradiente de fase movil se muestra a continuacién

en la Tabla 1:

Tiempo (minutos) Solvente A (0.1% TFA) Solvente B (Metanol)

0 90 ‘ 10
I 90 10
55 60 40
60 0 40
65 0 100
70 90 10

Aislamiento de pico
Un cromatograma obtenido de la inyeccion de la muestra concentrada es el que se
muestra en la Figura 1. Se ve que la muestra se diluye a los 40 minutos, 44 minutos

y 48 minutos dando como resultado picos 6, 7 y 8. Cada fraccién diluida luego se
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secO por congelamiento, por lo cual se obtuvieron 1.8 mg, 1.6 mg y 1.1 mg de
muestra seca de los picos 7, 6 y 8, respectivamente.

En el siguiente paso, las purezas de los picos se analizaron adicionalmente mediante
HPLC analitica en la cual se observo que la pureza de los picos es mejor del 95%.
La Figura 2(a) y 2(c) brindan los cromatogramas analiticos del pico 6, 7 v 8,

respectivamente.

EJEMPLO 2
Estructura quimica de picos
Los pesos moleculares de los tres picos obtenidos se puede obtener usando analisis
Espectral de Masas MALDI. Se depositd directamente 1 pl de la muestra
directamente al soporte de muestra para determinar (M-H). Los resultados obtenidos
de este andlisis se muestran en la Figura 3.
Se tomaron los espectros UV de los picos 6, 7 y 8 y se encontré que los espectros
UV para todos estos compuestos eran similares, como se muestra apropiadamente en

la Figura 4.

Analisis NMR
La estructura quimica del compuesto con base en estos picos fue analizada usando
analisis NMR. Los resultados obtenidos indican que cada molécula de los picos 6, 7

y 8 tiene 16 carbonos con dos carbonilos (éster o carboxil) diez carbonos sp2 por Jo
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cual un anillo aromatico con otros dos enlaces dobles, tres carbonos metino
oxigenados y un carbono metileno. Se observa ademas que los protones alifaticos de
la molécula se encuentran en dos sistemas de giro. Los cambios quimicos de los
carbonos y los protones asociados indica la estructura del dcido cafeoi]shikilﬁico,
también conocido como éster 3.4-dihidroxicinamoil del acido -shi.kimico. Esto se
puede ver en la Figura 5.

Se registra que el compuesto tiene una masa molecular de 336, como se confirma
mediante un pico priminente en (M-H) = 335 en su espectro de masa. La correlacion
en enlace multiple hetero-nuclear (HMBC) brinda correlaciones extensas de dos y
tres C-H por lo cual se confirma la estructura como se muestra en las Figuras 6 y 7.
La estructura confirmada del pico 6 es dcido 5-0-cafeoilshikimico (CigH;40s) con
una masa molecular de 336. El compuesto identificado y dos isémeros posicionales
del acido cafeoilshikimico (4cido 3-0-cafeoilshikimico y acido 4-0-cafeoilshikimico)
se pueden encontrar en los datiles. Los expertos en la técnica pueden ser capaces de

determinar que estos compuestos pueden ser formados por deshidratacion del acido

5-0-cafeoilquinico analogo.

EJEMPLO 3

Perfilamiento — Fase inversa HPLC
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Como se muestra en la Figura 8, la muestra contiene al menos uno de los siguientes
compuestos: hidroxitirosol, dcido p-hidroxibenzoico, acido 35-0-cafeoilshikimico,
acido 4-0-cafeoilshikimico y acido 3-0-cafeoilshikimico.

Con el fin de realizar un analisis HPLC posterior de los compuestos, la muestra se
preparé como sigue:

a) Preparacion de 10 mg de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico, 99% se afiadio a 1
ml de etanol

b) La solucion estdndar interna (20 pl) se afiadio a 980 pl de la muestra y

¢) Se utilizaron 300 ul de esta mezcla para el analisis HPLC.

Una HPLC de fase inversa se realizé con base en las condiciones anteriores por Io
cual se us6 una columna SGE 5 pum Exsil ODS (250x4.6) con una tasa de flujo de
0.-8 mi/min y una deteccién de fotodiodo de 280 nm. El volumen de inyeccion fue

de 20 ul. El gradiente de fase movil para este andlisis se muestra a continuacién en

la Tabla 2:

Tiempo (minutos) Solvente A (0.1% HOAC) | Solvente B (10%
agua/ACN V/V)

0 100 0

10 95 5
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45 70 30
50 0 100
35 0 100
60 100 0

La Figura 9 muestra el cromatograma de la muestra, por la cual se observa que hay 5
picos principales, indicando la presencia de hidroxitirosol, 4cido catecoico, 4cido p-
hidroxibenzoico y tres isomeros del acido cafeoilshikimico, entre los picos menores
que representan otros compuestos fenolicos incluyendo el acido galico, el acido
fertlico y otros.

Se observa demas que los picos menores pueden constituir al menos el 20% de los
fenolicos de la muestra. De igual manera, los picos mayores dieron cuenta
sustancialmente de la cuantificacion del contenido de fendlicos de la muestra. La
norma usada para este estudio fue el dcido alfa-cianohidroxicinamico con tiempo de
retencion de 39 minutos para cuantificacion.

Los expertos en la técnica notaran que la invencion descrita aqui es susceptible de
variaciones y modificaciones diferentes a las descritas especificamente aqui. Se debe
entender que la invencion incluye todas estas variaciones y modificaciones. La
invencion también incluye todos los pasos, caracteristicas, composiciones y

compuestos referidos o indicados en esta especificacion, individual o
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colectivamente, y cualquier y toda combinacion de cualquier par o mas de dichos

pasos o caracteristicas. .

REIVINDICACIONES

1. Una composicion que consta de acidos cafeoilshikimicos, acido protocatecoico,
hidroxitirosol, écido hidrobenzoico, dichos acidos cafeoilshikimicos y sus derivados
extraidos de cualquier parte de la palma aceitera pero no confinado en el licor
vegetal de la molienda de aceite de palma y el efluente de molienda de aceite de
palma.

2. La composicion declarada en la Reivindicacion 1, donde la composicién consta de
acidos  cafeoilshikimicos, acido  protocatecoico,  hidroxitirosol,  acido
hidroxibenzoico, dichos acidos cafeoiishikimicos y sus derivados extraidos del licor
vegelal de la molienda de aceite de palma.

3. La composicion declarada en la Reivindicacion 1, donde la composicién consta
ademas de al menos uno de los siguientes: hidroxitirosol, acido p-hidroxibenzoico,
acido 5-0-cafeoilshikimico, acido 4-0-cafeoilshikimico y acido 3-0-cafeoilshikimico.
4. Un método para uso en la preparacion de un compuesto que contiene acidos
cafeoilshikimicos y sus derivados, donde dicho método consta de los pasos de pre-
concentracion de un extracto que contiene dichos dcidos cafeoilshikimicos y sus
derivados y aislando dichos acidos cafeoilshikimicos y sus derivados de dicho

extracto mediante cromatografia liquida, donde la actividad de dilucion de dichos
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acidos cafeoilshikimicos y sus derivados da como resultado una pluralidad de picos
en dicha cromatografia liquida.

5. Un método para uso en la preparacion de un compuesto que contienc acidos
cafeoilshikimicos y sus derivados, como sc afirma en la Reivindicacion 4, donde la
actividad de dilucién ocurre a 40, 44 y 48 minutos en el lapso de al menos una
{raccion del extracto, produciendo asi al menos tres picos mediante cromatografia
Jiquida.

6. Un método para uso en la preparacion de un compuesto como se afirma en la
Reivindicacion 5, donde la cantidad de picos varia dependiendo de los parametros
brindados para la cromatografia liquida.

7. Un método para uso en la preparacion de un compuesto que contiene acidos
cafeoilshikimicos y sus derivados como se afirma en la Reivindicacion 4, donde el
paso de pre-concentracion comprende ademads los pasos de carga de una columna
con el extracto, remocion de impurezas, dilucion del extracto con metanol o etanol,
concentracion en un evaporador rotatorio, adicion de una cantidad de etanol frio,
almacenamiento a -20°C, centrifugado de dicha mezcla, disolucién del precipitado
obtenido del centrifugado con una cantidad de agua y concentracién de dicha mezcla
mediante evaporador rotatorio a 50°C.

8. Un método como se afirma en la Reivindicacion 7, donde la cantidad de etanol

frio es de al menos 3 volumenes de extracto.
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9. un método como se afirma en la Reivindicacion 7, donde la cantidad de agua para
disolver el precipitado es de aproximadamente 10 ml.

10. Un método como se afirma en las Reivindicaciones 4 a 9, donde en el paso de
aislamiento se brindan los siguientes parametros para la cromatografia liquida;
brindando una columna CI18 con longitud 25 y id 10 mm, usando al menos un
solvente que contiene una cantidad de acido txjiﬂuoroacético con agua y olro
solvente que contiene otra cantidad de acido trifluoroacético con acetonitrilo para el
gradiente de fase movil.

11. Un método como se afirma en las Reivindicaciones 4 a 10, donde al menos un
solvente contiene 0.1% de acido trifluoroacético v otro solvente contiene 10/90
0.1% de acido trifluoroacético por acetonitrilo.

12. Un método como se afirma en las Reivindicaciones 4 a 11, donde el porcentaje
de pureza de los acidos cafeoilshikimicos y sus derivados obtenidos al momento del

aislamiento esta dentro de 90 a 95%.

ABSTRACT
COMPOSICION QUE CONSTA DE ACIDOS CAFEOILSHIKIMICOS, ACIDO
PROTOCATECOICO, HIDROXITIROSOL, ACIDO HIDROBENZOICO Y SUS

DERIVADOS Y METODO PARA PREPARAR LOS MISMOS
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La presente invencidbn revela una composicion que consta de acidos
cafeoilshikimicos, acido protocatecoico, hidroxitirosol, acido hidrobenzoico, dichos
acidos cafeoilshikimicos y sus derivados extraidos de cualquier parte de la palma
aceitera que incluye, pero no se confina, el licor vegetal de la molienda de aceite de
palma y el efluente de molienda de aceite de palma, y un método para uso en Ia
preparacion de una composicion que consta de 4cidos cafeoilshikimicos, acido
protocatecoico, hidroxitirosol, dcido hidrobenzoico, dichos 4cidos cafeoilshikimicos
y sus derivados, donde dicho método comprende los pasos de pre-concentracion de
un extracto que contiene dichos éacidos cafeoilshikimicos, acido protocatecoico,
hidroxitirosol, 4cido hidrobenzoico, dichos acidos cafeoilshikimicos y sus derivados,
y aislamiento de dichos 4cidos cafeoilshikimicos, acido protocatecoico,
hidroxitirosol, 4cido hidrobenzoico, dichos dcidos cafeoilshikimicos y sus derivados
de dicho extracto mediante cromatografia liquida, donde la actividad de dilucion de
dichos 4cidos cafeoilshikimicos, &cido protocatecoico, hidroxitirosol, acido
hidrobenzoico, dichos acidos cafeoilshikimicos y sus derivados varia dependiendo
de la fase estacionaria y la composicion de la fase movil. En ¢l presente ejemplo, la
dilucion de las fracciones que contienen acido cafeoilshikimico ocurre entre 40 y 48
minutos con columna C18 y una fase de gradiente movil que contiene 0.1% TFA (en

agua y acetonitrilo.

Traductor: SILVIO ALEJANDRO PUERTAS PINO

Resolucién No. (0941 de agosto 30 de 1996 del Ministerio de Justicia y del Derecho
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS

1. Una composicion que consta de acidos cafeoilshikimicos, dcido protocatecoico,
hidroxitirosol, 4cido hidrobenzoico, dichos acidos cafeoilshikimicos y sus derivados
extraidos de cualquier parte de la palma aceitera pero no confinado en el licor
vegetal de la molienda de aceite de palma y el efluente de molienda de aceite de
paima.

2. La composicion declarada en la Reivindicacion 1, donde la composicion consta de
acidos  cafeoilshikimicos, dcido  protocatecoico,  hidroxitirosol,  acido
hidroxibenzoico, dichos acidos cafeoilshikimicos y sus derivados extraidos del licor
vegetal de la molienda de aceite de palna.

3. La composicion declarada en la Reivindicacion 1, donde la composicion consta
ademas de al menos uno de los siguientes: hidroxitirosol, acido p-hidroxibenzoico,
acido 5-0-cafeoiishikimico, acido 4-0-cafeoilshikimico y acido 3-0-cafeoilshikimico.
4. Un método para uso en la preparacion de un compuesto que contiene acidos
cafeoilshikimicos y sus derivados, donde dicho método consta de los pasos de
brindar un extracto de cualquier parte de la palma aceitera incluyendo, pero sin
confirmarse al licor vegetal de la molienda del aceite de palma y el efluente de
molienda de aceite de palma pre-concentrando dicho extracto que contiene dichos
acidos cafeoilshikimicos y sus derivados y aislando dichos acidos cafeoilshikimicos

y sus derivados de dicho extracto mediante cromatografia liquida, donde la actividad
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de dilucion de dichos dcidos cafeoilshikimicos y sus derivados da como resultado
una pluralidad de picos en dicha cromatografia liquida; donde la actividad de
dilucion ocurre a 40, 44 y 48 minutos en el lapso de al menos una fraccion del
extracto, produciendo asi al menos tres picos mediante cromatografia liquida.

5. Un método para uso en la preparacién de un compuesto que contiene écidos
cafeoilshikimicos y sus derivados. como se afirma en la Reivindicacion 4, donde el
paso de pre-concentracion comprende ademas los pasos de carga de una columna
con el extracto, remocién de impurezas, dilucion del extracto con metanol o ctanol,
concentracion en un evaporador rotatorio, adicion de una cantidad de etanol frio,
almacenamiento a -20°C, centrifugado de dicha mezcla, disolucion del precipitado
obtenido del centrifugado con una cantidad de agua y concentracion de dicha mezcla
mediante evaporador rotatorio a 50°C.

6. Un método como se afirma en la Reivindicacién 5, donde la cantidad de etanol
frio es de al menos 3 volumenes de extracto.

9. un método como se afirma en Ja Reivindicacion 5, donde la cantidad de agua para
disolver el precipitado es de aproximadamente 10 ml.

10. Un método como se afirma en la Reivindicacion 4, donde en el paso de
aislamiento se brindan los siguientes parametros para la cromatografia liquida;
brindando una columna C18 con longitud 25 y id 10 mm, usando al menos un

solvente que contiene una cantidad de acido trifluoroacético con agua y otro
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solvente que contiene otra cantidad de acido trifluoroacético con acetonitrilo para el
gradiente de fase movil.

11. Un método como se afirma en la Reivindicacion 4, donde al menos un solvente
contiene 0.1% de acido trifluoroacético y otro solvente contiene 10/90 0.1% de
acido trifluoroacético por acetonitrilo.

12. Un método como se afirma en la Reivindicacion 4, donde el porcentaje de
pureza de los 4cidos cafeoilshikimicos y sus derivados obtenidos al momento del

aislamiento esta dentro de 90 a 95%.

Traductor: SILVIO ALEJANDRO PUERTAS PINO

Resolucion No. 0941 de agosto 30 de 1996 del Ministerio de Justicia y del Derecho
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acidos cafeotishikimicos y sus derivados, donde dicho métode comprende los pasos de pre- concentracion de un extracio
que contiene dichos acidos cafeciishikimicos, acido protocatecoico, hidroxitirosol, acido hidrobenzoico, dichos acidos
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dichos 4cidos cafeoilshikimicos y sus derivados varia dependiendo de la fase estacionaria y la composicion ds 1a fase movil.
En el presente ejemplo, la ditucion de las fracciones que contienen acido cafeoiishikimico ocurre entre 40 y 48 minutos con
columna C18 y una fase de gradiente mavil que corntiens 0.1% TFA (en agua y acetongtriio.
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