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RESUMO

"NOVO CONCENTRADO DE ESTER DE XANTOFILA ENRIQUECIDO COM

TRANS-LUTEINA E PROCESSO PARA A SUA PREPARAGCAO"

A invencado exposta neste pedido refere-se a um
novo concentrado de ésteres de xantofila que compreende
predominantemente uma composicdo que contem ésteres de
luteina e de zeaxantina de 4cidos gordos em que a compo-

sicdo contem 90-95% de ésteres de trans-luteina, 0-5% de

o°

ésteres de cis-luteina e 3,5 até 6 de ésteres de
Zeaxantina. A invencao também se refere a um processo para
a preparacao do concentrado atrds referido que emprega
solventes cetédénicos. O novo concentrado de ésteres de xan-—
tofila enriquecido com trans—-luteina da presente invencgao é
util para consumo humano, quer como nutracéuticos, suple-
mentos nutricionais, como aditivos alimentares e também

para colorir rag¢des para animais. O concentrado possui

melhor estabilidade e biodisponibilidade.
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DESCRICAO

"NOVO CONCENTRADO DE ESTER DE XANTOFILA ENRIQUECIDO COM

TRANS-LUTEINA E PROCESSO PARA A SUA PREPARAGCAO"

Introdugédo

A presente invencdo refere-se a um novo con-
centrado de ésteres de xantofila enriquecido com trans-
luteina e um processo para a sua preparacgdo. A presente
invencdo, mais particularmente, fornece um novo concentrado
de ésteres de xantofila enriquecido com trans-luteina, em
que o0s ésteres de xantofila compreendem 90-95% de ésteres
de trans—luteina, 0,5% de ésteres de cis—luteina e 3,5-6%
de ésteres de zeaxantina. O novo concentrado de ésteres de
xantofila enriquecido com trans-luteina da presente inven-
cdo € util para consumo humano, quer como nutracéuticos,
suplementos nutricionais, como aditivos alimentares e tam-—
bém para colorir ragdes para animais. Como nutracéuticos, o
concentrado da presente invencdo possui um uso particular
como um agente para proteccdo contra doencgas oftalmoldgicas
devidas ao envelhecimento, catarata e degeneracdo macular,
para reducdo do risco de manifestacdo de certas doencgas
como cancro, doencas cardiovasculares, etc e como um
antioxidante. O concentrado da presente invencdao possui

também melhor estabilidade e biodisponibilidade.
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A invencdo também fornece um precesso para a
preparagdao do atréds referido novo concentrado de ésteres de
xantofila enriquecido com trans-luteina a partir de
oleorresina, especialmente a partir de oleorresina do

malmequer.

ANTECEDENTES DA INVENQAO:

Os carotendides sdo a espécie de pigmentos mais
abundante largamente distribuidos entre plantas e sao
considerados ser nao téxicos para consumo humano. Os
ésteres de =xantofila pertencem ao grupo destes carote-
néides. Eles sao essencialmente di ou monoésteres de acidos
gordos dos carotenéides que consistem principalmente em
dipalmitato, dimiristato, diestearato igualmente de luteina
e de zeaxantina. O éster de =zeaxantina ¢é wum pigmento
contido em Dbagas por exemplo essas do género Lycium
chinense (Sinforina chinesa) e Physalis. Esteres de luteina
sdo o0s pigmentos que fornecem a cor amarelo/vermelho aos
frutos por exemplo laranjas, péssegos, papaias, mangas,
etc. Esteres de luteina estdo também presentes em muitas
partes florais particularmente nas flores do malmequer do
género Tagetes. Os ésteres de xantofila sao geralmente
encontrados na natureza como isdmeros trans de xantofila e
também na forma isomérica «cis em vestigios formados
principalmente devido a condicdes adversas de calor e luz.
Os ésteres de 1luteina de pureza mais alta e de forma
isomérica trans preservada naturalmente sao preferidos para
uso em requesitos humanos devido a sua melhor estabilidade

e biodisponibilidade.



PE1513804 -3 -

Os carotendides atrds que sdo principalmente
soltuveis em gordura possuem aplicacgdes limitadas em pro-—
dutos alimentares. Di-hidroxicarotendides (xantofilas),
luteina e zeaxantina sado os compostos altamente conside-
rados como corantes para racdo de aves domésticas e também
um suplemento nutricional para a saude. Os ésteres de
xantofila formam o componente de coloragdo majoritdrio nas

flores do malmequer e nos seus extractos.

A flor do malmequer ¢é a fonte mais rica de
ésteres de trans-luteina encontrada na natureza. As flores
do malmequer secas e moidas tém sido usadas comercialmente
durante mais de trés décadas como um agente de pigmentacgéo
em ragdes de aves domésticas e animais e como agente para
colorir produtos alimentares. Desde hd muitos anos tem sido
usada como o material de partida para a produgao de
extractos do malmequer que contém ésteres de xantofila que
¢ um componente comercial importante. Referéncia a
propdésito disto pode ser feita a Patente U.S. n° 3.539.686

(1970) e patente Alemd n©® 1.224.597.

Recentemente, estes e outros ésteres de caro-—
tendides ambos nas formas de mono e diésteres foram
recentemente expostos como ocorrendo naturalmente em varios
frutos e legumes (D.E. Breithaupt and A. Bamedi; Journal of
Agricultural Food Chemistry, Vol. 49, 2064-2070 (2001); F.
Khachik, G.R. Beecher and W.R. Lusby, Journal of Argi. Food

Chemistry, Vol 36, 938-946, 1988). Os ésteres de xantofila



PE1513804 - 4 -

com maiores quantidades de teor em trans-luteina ganharam
importdncia e sdo preferidos devido a ocorréncia natural
nos produtos alimentares, melhor estabilidade e biodispo-
nibilidade (Bowen and Clark, patente U.S. n° 6313169,
November 2001; Herbst et al. FASEB Journal abstract N°¢ 11,
2587, (1997); A. Subagio, H. Wakaki and N. Morita, Biosci.
Biotechnol. Biochem., 63 (10), 1784-1786, (1999)). Além
disso, o poder para colorir no <caso da trans-luteina
(maxima absorgdo a 474 nm) é superior ao da cis-luteina
(maxima absorcdo a 468 nm) (W.L. Hadden, R.H. Watkins,
L.W. Levy, E. Regalado, D.M. Rivadeneira, R.B. wvan Breemen
and S.J. Schwartz of J. Agricultural Food Chemistry, Vol.

47, 4182-4194 (1999)).

A Patente U.S. n° 4.0482.03, (1977) (Phillip)
descreve um processo para a extracgao de ésteres de luteina
comecando pelo extracto do malmequer preparado por
tratamento das pétalas do malmequer secas e moidas (1 kg)
com éter de petrdleo a temperatura ambiente. O extracto foi
obtido por remogdo do solvente sob vacuo a 50°C. A oleor-
resina (65 g) obtida através deste processo foi dissolvida
em isopropanol quente a 75°C e a solugao filtrada através
de um funil de vidro sinterizado para remover materiais néo
dissolvidos. O filtrado foi depois arrefecido a 15°C e os
ésteres de luteina de acidos gordos precipitados obtidos
por filtracdo através de funil de wvidro sinterizado. Os
ésteres foram secos sob vacuo a 30°C para produzir 21 g de
ésteres de luteina de 4acidos gordos com 51% de teor de

ésteres de luteina.
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Nesta patente nao existe indicagédo do teor de
formas isoméricas trans e/ou cis. E nossa observacdo que
devido a alta temperatura de precipitacdo com alcanol,
quantidade considerdvel de ésteres de trans-luteina é
convertida na forma isomérica cis, que €& considerada
indesejavel para uso como suplementos nutricionais em seres
humanos. Além disso o tom/cor tintorial da forma isomérica

cis é relativamente pobre.

Tycozkowski and Hamilton (Poultry Science, 70,
651-654 (1991) )descreveram um Processo para a preparagao de
diésteres de trans-luteina por reaccgdo de luteina 1livre
(Preparada da oleorresina do malmequer depois de
saponificacdo) com um cloreto de acilo. Neste processo o
extracto saponificado das pétalas do malmequer gue contem
14,70 mg de luteina por grama foi o material de partida. A
1 g do material foi adicionado 10 mL de mistura de
solventes HAET (hexano: acetona: tolueno: alcool absoluto
na razao de 10:7:7:6 respectivamente). A mistura foi bem
agitada seguida pela adicédo de 10 mL de hexano e depois 7
mL de sulfato de sdédio aquoso a 10%. Depois de deixar
repousar durante 1 hora, a camada de cima limpida foi
separada, condensada sob atmosfera de azoto a um terco do
seu volume inicial, e colocada a 4°C até que se tenham
formado cristais. Os cristais foram filtrados, lavados com
hexano frio, e dissolvidos em uma quantidade minima de
hexano quente: acetona (80:20 v/v) para recristalizacgdo. Os

cristais finais foram armazenados sob gds azoto no escuro.
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Os diésteres de luteina foram preparados por
reacgao da luteina 1livre com cloreto de acilo. Em um
exemplo, 20 mg de luteina foram dissolvidos em 15 mL de
piridina seguidos pela adigédo de 1 mL de cloreto de
palmitoilo (99+%), e a mistura incubada a 50°C durante 2
horas. Mais tarde a mistura de reaccédo foi transferida para
um funil de separacgdo com a adicédo de 30 mL de solugdo de
HAET e hexano. A mistura foi depois lavada duas vezes com

iguais volumes de sulfato de sédio aquoso a 10% (NaSOg) e

duas vezes com Aagua destilada. Depois de secar a camada
superior com sulfato de sdédio anidro (NazSOg4), o solvente
foi evaporado sob gas azoto e o residuo de diéster de

luteina foi armazenado sob gds azoto no escuro a —-20°C.

Este método baseado em sintese nédo é preferido
devido a presenga de impurezas associadas e néao
disponibilidade dos diésteres de 1luteina gque ocorrem
naturalmente (ésteres de xantofila). Por esse motivo, o
produto que resulta do referido método nédo é equivalente ao

produto semelhante produzido ou derivado de fonte natural

por exemplo as flores do malmequer ou os seus extractos.

Recentemente, Levy na Patente U.S. n® 6.19.1293;
(2001) descreveu um  método para a preparacgao de
concentrados de ésteres de trans-xantofila que possuem um
teor de ésteres de trans—xantofila pelo menos 4 vezes maior
e preferencialmente pelo menos nove vezes maior que o teor

de ésteres de cis-xantofila. A patente descreve dJque o0s
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concentrados de ésteres de xantofila que possuem um teor
total de ésteres de xantofila de pelo menos 40% em peso e
preferencialmente maior que cerca de 55% em peso séao

obtidos pelo processo exposto aqui.

O método de preparacado compreende pdr em contacto
material da planta que contem ésteres de xantofila com um
solvente de hidrocarbonetos durante um tempo suficiente
para extrair ésteres de xantofila do material da planta,
separar o solvente de hidrocarbonetos e o extracto
dissolvido nele do restante material da planta, evaporar o
solvente de hidrocarbonetos do extracto dissolvido para
obter um concentrado de éster de xantofila bruto, adicionar
e misturar o concentrado de ésteres de xantofila bruto com
um alcool preferencialmente isopropanol a aproximadamente
temperatura ambiente para dissolver impurezas de nao
xantofila e ésters de <cis-xantofila do concentrado de
trans—xantofilas bruto para obter o concentrado de ésteres
de trans-xantofila purificado. Em uma forma de realizacgéao
preferida da invencgdo exposta na atréds referida Patente
U.S., o material da planta usado é flores dos malmequeres,

preferencialmente as corolas das referidas flores.

O método exposto na Patente atrds descreve um
exemplo em gque um gquilograma de <corolas secas dos
malmequeres (teor de ésteres de luteina 2,90% em peso)
produziu 100 g de oleorresina por extracgdo com 8 litros de
hexano. A oleorresina mostrou 27,9% de ésteres de luteina

em peso e razdo de isdmeros 75:25 da trans-: cis-luteina
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(pelas alturas dos picos em HPLC). A oleorresina foi
agitada durante trés horas com 200 g de isopropanol a 20°C
e depois de filtragdo e remocdo do solvente produziu 20 g
de concentrado de ésteres de luteina com 69% de teor de
ésteres de luteina (por método espectrofotométrico) e razéo
de isdémeros trans-:cis-—luteina de 90:10 (por método de

HPLC) .

No método atras, adicionar e misturar a
oleorresina com isopropanol a temperatura ambiente ajuda a
dissolugédo preferencial de isdmeros cis em isopropanol e
desse modo o concentrado de ésteres de luteina fica
enriquecido com teor de ésteres de trans-luteina com uma
razdo trans-:cis- de 90:10. O método emprega remocao do
residuo de isopropanol por aplicacdo de vacuo a temperatura
ambiente. Uma vez gque o isopropanol possui um ponto de
ebulicdo de cerca de 82,5°C, a sua remogdo para ir ao
encontro dos requesitos de salde envolve periodos longos de

tempo, tornando o processo consumidor em tempo e laborioso.

E agora bem reconhecido que os ésteres de trans-
xantofila que contém maiores quantidades de teor de trans-
luteina possuem melhor estabilidade e biodisponibilidade.
Além disso, também possuem maior poder de coloragdo (madxima
absorcdo de ésteres de trans-luteina a 474 nm e ésteres de
cis-luteina a 468 nm). Por conseguinte, correntemente
existe uma maior procura para concentrado de ésteres de
xantofila que possui maiores quantidades de isdmero trans e

consequentemente a importédncia comercial desse produto
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ganhou importdncia mundialmente. Por esse motivo, voltdmos
0s nossos esforgcos de investigacao para o desenvolvimento
de um concentrado de ésteres de =xantofila que possui
maiores quantidades de isdémero trans e quantidade
insignificante ou vestigio de isdémero cis, e um processo

para a preparacao de um tal concentrado.

Por esse motivo, o oObjectivo principal da
presente invencgdo é fornecer um novo concentrado de ésteres
de =xantofila que possul maiores quantidades de isdmero
trans e quantidade insignificante ou vestigio de isdémero
cis que é Uutil em consumo humano, quer como nutracéutico,
suplementos nutricionais, aditivos alimentares e também
para colorir produtos alimentares e ragdes para animais que

possui melhor estabilidade e biodisponibilidade.

Um outro objectivo da presente invencdao é
fornecer um novo concentrado de éster de trans-xantofila
que compreende uma composicdo que contem ésteres de luteina
e zeaxantina de &cidos gordos em que a composicdo contem
90-95% de ésteres de trans—-luteina, 0-5% de ésteres de cis-
luteina e 3,5-6% de ésteres de zeaxantina que é util para
consumo  humano, quer como nutracéuticos, suplementos
nutricionais, como aditivos alimentares e também para
colorir produtos alimentares e ragdes para animais e que

possui melhor estabilidade e biodisponibilidade.

Ainda um outro objectivo da presente invencao é

fornecer um processo para a preparag¢do de novo concentrado
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de ésteres de trans-xantofila que compreende uma composicgao
que contem ésteres de luteina e de zeaxantina de acidos
gordos em que a composicao contem 90-95% de ésteres de
trans—luteina, 0-5% de ésteres de cis-luteina e 3,5-6% de
ésteres de zeaxantina, que possui melhor estabilidade e

biodisponibilidade.

Ainda assim um outro objectivo da presente
invencao é fornecer um processo para a preparacdo de novo
concentrado de ésteres de trans-xantofila que compreende
uma composicdo que contem ésteres de luteina e de
zeaxantina de Adcidos gordos em que a composicdo contem 90-
95% de ésteres de trans—-luteina, 0-5% de ésteres de cis-
luteina e 3,5-6% de ésteres de =zeaxantina, que possui
melhor estabilidade e biodisponibilidade, da oleorresina

por exemplo oleorresina do malmequer.

A invengdo tem sido desenvolvida baseada no nosso
achado que ao preservar a forma natural isomérica trans no
extracto de ésteres de xantofila que compreende uma
composicdo que contem ésteres de luteina e de zeaxantina de
dcidos gordos e pela remocgdo selectiva dos ésteres de cis-
luteina e outras impurezas indesejdveis dai, um novo
concentrado de ésteres de xantofila gque contem predomi-
nantemente ésteres de trans—-luteina com niveis
insignificantes de ésteres de cis-luteina e isento das

indesejaveis impurezas pode ser obtido.

Verificamos que ao seguir o método atrds, um novo
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concentrado de ésteres de trans-xantofila pode ser obtido,
que contem ésteres de luteina e de zeaxantina de acidos
gordos que compreende 90-95% de ésteres de trans-luteina.
Esse concentrado possuiria propriedades de pigmentacdo mais
elevadas e maior biodisponibilidade de ésteres de trans-
luteina. Consequentemente, o novo concentrado seria muito
mais Util como nutracéuticos por exemplo esses explicados
mais cedo, como suplementos nutricionais humanos e como
agente de coloracao para produtos alimentares e rag¢des para

animais.

Com o objectivo atrds em mente estuddmos em
profundidade a eficacia de dissolver solutos especificos em
solventes especificos. Geralmente, a eficdcia de dissolver
solutos especificos em solventes especificos é governada
pelos parédmetros como polaridade do soluto, pardmetro de
solubilidade do solvente, temperatura, pressao, relacao de
soluto para solvente, tempo de mistura, etc. Observamos que
quando os solventes cetdénicos alifdticos por exemplo 2-
propanona, 2-butanona e 2-pentanona ou as suas misturas séo
misturados com extractos que contém ésteres de xantofila,
que comprendem uma composicdo que contem ésteres de luteina
e de zeaxantina de 4&cidos gordos, existe uma dissolugéo
preferencial de ésteres de luteina isomérica cis e das
impurezas por exemplo triglicéridos, ceras, etc, no
referido solvente, que resulta em um concentrado

enriquecido com ésteres de trans-luteina.

Pode ser wvisto a partir da literatura (J A
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Riddick et al., Organic Solvents Tech Organic Chemistry,
vol 1ITI, 5th Edition, John Wiley and Sons, 1986) que as
cetonas alifédticas Ccomo 2-propanona, 2-butanona, 2-
pentanona e as suas misturas possuem valores de pardmetros
de solubilidade cerca de 10 que é entre os valores dos
pardmetros de solubilidade dos solventes nao polares [como
0 hexano é cerca de 7] e solventes polares [como o metanol
cerca de 14,5]. A razao para a solubilidade Unica
preferencial e selectiva do isdmero cis e as impurezas nos
atrds referidos solventes cetdnicos pode ser devida as
atrds referidas caracteristicas dos solventes, e também a
natureza assimétrica do isdémero cis e/ou devido aos efeitos
sinergisticos dos atréds referidos fendémenos. A seleccao dos
atrds mencionados solventes cetdénicos, entre a larga gama
de solventes cetdnicos é baseada em factores criticos como
regulamentos na seguranca e na saude, facilidade de
manipulacdo, consideracgdes comerciais de ponto de ebulicgéao
baixo e mais importante a atrds referida propriedade
funcional de selectividade. E também de ser mencionado aqui
que o0 uso desses solventes cetdnicos nao tem até este ponto

sido usado para a dissolucédo selectiva dos isdmeros cis.

Desta meneira, a presente invencdao fornece um
novo concentrado de ésteres de xantofila, que é Util para
consumo humano, quer como nutracéuticos ou como aditivos
alimentares e também para colorir produtos alimentares e
racbes para animais e gque possuli melhor estabilidade e
biodisponibilidade que compreende predominantemente uma

composigao que contem ésteres de luteina e de zeaxantina de
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dcidos gordos em que a composicgdo contem 90-95% de ésteres
de trans—lureina, 0-5% de ésteres de cis—luteina e 3,5-6%

de ésteres de zeaxantina.

De acordo com uma outra forma de realizacdo da
presente invencgao ai é também fornecido um processo para a
preparagdao do atrds definido concentrado de ésteres de

xantofila que compreende

(a) Adicionar e misturar um extracto ou oleorresina que
contem ésteres de xantofila que contem ésteres de luteina e
de =zeaxantina de 4cidos gordos com um solvente cetdnico
alifatico seleccionado de 2-propanona, 2-butanona e 2-
pentanona ou as suas misturas a uma temperatura na gama de
10°C e 30°C sob agitacdo para selectivamente solubilizar as
impurezas dos ésteres de nédo xantofila e os ésteres de cis-
luteina e lipidos presentes ali e simultaneamente
enriquecer na mistura resultante o teor dos ésteres de

trans—-luteina.

(b) Filtrar a mistura resultante para obter concentrado de
ésteres de =xantofila enriquecido com trans—-luteina em uma

forma sdélida e

(c) Secar o concentrado sob vacuo a temperatura ambiente e

(e) Preservar o concentrado a uma temperatura abaixo de

20°C em uma atmosfera inerte e em recepientes opacos herme-

ticamente fechados para evitar a degradagdo do concentrado.
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Em uma forma de realizacao preferida da invengéo
a relacao entre peso e volume do extracto ou oleorresina
que contem ésteres de xantofila desde a fonte de plantas
até ao solvente cetdénico usou gamas desde 1:3 até 1:5. O
extracto ou oleorresina preferido gque contem ésteres de
xantofila que contem ésteres de luteina e de zeaxantina de

dcidos gordos usado é oleorresina do malmequer.

A temperatura empregue para adicionar e misturar
o0 extracto com o solvente cetdnico pode ser preferen-

cialmente na gama de 15°C e 30°C.

O periodo de agitacdo no passo (a) pode ser
durante um periodo que varia desde 2 até 12  horas,

preferencialmente cerca de 10 horas.

O concentrado resultante tem que ser preservado
convenientemente a temperatura baixa nomeadamente abaixo de
20°C em uma atmosfera inerte e em recepientes opacos herme-

ticamente fechados para evitar a degradacao do concentrado.

O concentrado de ésteres de xantofila enriquecido
com trans-luteina da presente invencdo pode ser convertido,
se desejado, em produtos como microesferas, capsulas,
pilulas, unguentos, capsulas de gelatina mole, comprimidos,
comprimidos mastigdveis, logdes/preparagdes liquidas, etc

por métodos convencionais.
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DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

A oleorresina do malmequer de qualidade alimentar
produzida comercialmente usando hexano como extracto pode
ser usada como o material de partida para o processo da
presente invencdo. Como foi explicado mais cedo a flor do
malmequer (Tagetes erecta) ¢é conhecida como sendo a fonte
mais rica para obter ésteres de =xantofila e o0s seus
derivados e particularmente para os ésteres de trans-
luteina. Em anos recentes o cultivo de flores de malme-
queres tem aumentado largamente produzindo flores de malme-
queres de qualidade em muitas partes do sul da India. Exis-—
tem muitos fabricantes comerciais que produzem oleorresina
do malmequer que contem cerca de 20-25% de ésteres de

xantofila.

A oleorresina do malmequer comercialmente obti-
da/processada que contem teor de trans-luteina e cis-
luteina de 66% e 25% respectivamente ¢é adicionada e
misturada com um solvente cetdénico como 2-propanona, 2-
butanona ou as suas misturas, preferencialmente 2-propanona
sob agitagcdo a temperatura controlada na gama entre 15°C e
30°C, preferencialmente 25°C, de modo a remover as impu-
rezas e assim como para precipitar os ésteres de xantofila
enriquecidos com ésteres de trans-luteina, seguida por
filtracdo e lavagem com o mesmo solvente. O material é seco
a temperatura ambiente, sob vacuo para obter um concentrado
que contem 90-95% de ésteres de trans-luteina, 0-5% de

ésteres de cis—-luteina e 3,5-6% de ésteres de zeaxantina.
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Também observamos que o concentrado resultante

enriquecido com trans—-luteina melhorou a aparéncia visual o
* * *
que € confirmado por valores mais altos de L, a, b

medidos em um Colorimetro de Hunter.

Pelo processo de acordo com presente invengao
podiamos preparar um concentrado que possul razao de
isémeros de trans—: cis-luteina de pelo menos 18:1, e teor
de éster de xantofila de 60-80% em peso no concentrado
quando comparado com o0s correspondentes valores expostos
que variam desde 4:1 até 9:1 e 41 até 69% em peso
respectivamente (Levy patente U.S. n° 6.191.293, (2001)).
Podiamos também preparar concentrado de ésteres de trans-

xantofila com a eliminacao total do isdémero cis.

O novo concentrado de ésteres de xantofila da
presente invencdo vaili ser preservado a uma temperatura
abaixo de 20°C em uma atmosfera inerte e em recepientes
opacos hermeticamente fechados para evitar a degradagdo do

concentrado.

Os pormenores da invengao sao dados nos exemplos
enunciados adiante que sao fornecidos unicamente para
ilustrar sé a invencado e por esse motivo nao devem ser

interpretados para limitar o dmbito da presente invencgdo.

Neste contexto é de ser notado que nao existem
procedimentos estabelecidos ou recomendados para andlise

directa do teor total de éster de xantofila e a sua
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composicdo isomérica por exemplo trans e cis em uma dada
amostra. Esta dificuldade ¢é devida ao facto que o
concentrado de éster é uma mistura de varios ésteres de
dcidos gordos da luteina e da zeaxantina, que nédo séao
facilmente separados em HPLC. Além disso, padrdes puros ou
de referéncia destes ésteres nado sao disponiveis de

fornecedores reputados de produtos quimicos.

Por esse motivo a metodologia mais largamente
adoptada consiste na hidrdélise inicial do concentrado de
éster e medicgédo da cor de uma aliquota da solucdo a 474 nm
usando um espectrofotdmetro e expressando © mesmo que O
teor da =xantofila. Deste wvalor, o teor de éster de

xantofila é calculado multiplicando por 2.

Mais tarde uma aliquota da solugdo da amostra
atrds é analisada por HPLC de fase normal para obter A4rea
percentual de isdmeros trans & cis de luteina e de
zeaxantina. A 4drea percentual de cada um dos isdmeros
corresponde a composicdo percentual da sua forma de éster

no concentrado.

Nos exemplos que se seguem usamos o método atrds
para medigdo do teor de éster de xantofila, teor de ésteres
de cis—- & trans-—-luteina. Também levamos em consideracdo a
drea percentual relativa entre os isdmeros trans & cis pelo
método de HPLC descrito atrds para calcular a razao de
trans— e cis-luteina enquanto defenindo o novo concentrado

da presente invencao.
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Exemplo 1

Uma quantidade pesada de oleorresina do malmequer
(180 g) com teor de éster de xantofila de 21,80% em peso e
que mostra percentagem de drea por HPLC de trans-luteina,
cis-luteina e zeaxantina de 64,24, 23,46 e 4,16 respec-
tivamente foi transferida para um baldo Erlenmeyer (1.000
mL) seguida pela adigcdo de 720 mL de 2-propancona. Isto foi
agitado usando um agitador controlado termostaticamente de
15°C até 25°C durante um periodo de 5-10 horas. Depois de
um intervalo de 2 em 2 horas uma amostra foi retirada,
filtrada e o material seco precipitado foi analisado para
teor de éster e razdo trans-:cis- por HPLC. Finalmente
quando o grau desejado da pureza foi alcangado a solugao
que contem o precipitado foi filtrada através de um funil
de Buchner e o precipitado foi seco em secador a vacuo a

temperatura ambiente.

O rendimento do concentrado resultante foi 18,19
g (Rendimento de 10,10%) e a andlise mostrou teor de éster
de =xantofila de 64,02% em peso, testado por método
espectrofotométrico, medicdo a 474 nm. Este concentrado de
éster de =xantofila mostrou por percentagem de A4area por
HPLC, 90,38 de trans—-luteina, 3,85 de cis—luteina e 4,43 de
zeaxantina respectivamente. Em exame visual, este concen-—
trado mostrou uma cor vermelho laranja melhorada guando
comparada com o material de partida, que era de cor

castanho escuro.
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Exemplo 2

157 g de oleorresina do malmequer de qualidade
comercial que contem 21,38% de teor de éster de =xantofila
em peso, e que contem percentagem de 4&rea por HPLC de
trans—-luteina, cis—-luteina e zeaxantina de 65,59, 24,61 e
5,08 respectivamente foram transferidos para um baléao
erlenmeyer (1.000 mL), e agitados com 540 mL de 2-propanona
durante um periodo de 10 horas de 15°C até 25°C. Depois de
um intervalo de 2 em 2 horas uma amostra foi retirada,
filtrada e o material seco precipitado foi analisado para o
teor de éster e razao trans-:cis- por HPLC. Finalmente
quando o grau desejado da pureza foi alcancado a solucgao
que contem o precipitado foi filtrada através de um funil
de Buchner e o precipitado foi seco em secador a vacuo a

temperatura ambiente.

O rendimento do concentrado resultante verificou-
se ser 17,2 g (Rendimento de 10,95%) com teor de ésteres de
xantofila de 62,60% em peso, testado por método espectro-
fotométrico, medicédo a 474 nm. Este concentrado de éster de
xantofila mostrou por percentagem de &rea por analise de
HPLC 92,20 de trans—luteina, 2,33 de cis-luteina e 4,40 de
zeaxantina respectivamente. Em exame visual, este concen-
trado mostrou uma cor vermelho laranja melhorada gquando
comparada com © material de partida, que era de cor cas-

tanho escuro.
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Exemplo 3

A experiéncia foi levada a cabo usando 180 g de
oleorresina do malmequer de qualidade comercial que contem
22,12% em peso de teor de ésteres de xantofila com
percentagem de &area por HPLC de trans-luteina, cis-luteina
e zeaxantina de 67,05, 22,98 e 4,50 respectivamente,
transferidos para um baldo Erlenmeyer (100 mL). A isto
foram adicionados 720 mL de 2-propanona e a mistura foi
agitada durante um periodo de 10 horas a 15°C. O Dbolo
precipitado foi filtrado e de novo sujeito a purificagéo
adicional pela adicédo de 350 mL de 2-propanona e conti-
nuando a agitacdo durante um periodo de 2-3 horas e
mantendo a uma temperatura de cerca de 25°C. Finalmente o
cencentrado obtido depois de filtracdo e secagem foi
verificado ser 17,40 g (Rendimento de 9,67%). O teor de
éster de =xantofila foi de 70,58%, testado por método
espectrofotométrico, medicgdo a 474 nm. Este concentrado de
éster de =xantofila mostrou percentagem de &rea de trans-
luteina 92,47, de cis-luteina 2,32 e de zeaxantina 4,31
respectivamente por andlise de HPLC. Em exame visual, este
concentrado mostrou wuma cor vermelho laranja melhorada
quando comparada com o material de partida que era de cor

castanho escuro.

Exemplo 4

100 g de oleorresina do malmequer obtidos de um

lote de producdo comercial em escala que possui teor de



PE1513804 - 21 -

ésteres de xantofila de 23,10% em peso e que contem % de
drea por HPLC de trans-luteina 67,23, de cis-luteina 22,08
e de zeaxantina 5,18 foram retirados. Isto foi adicionado e
misturado com 2-propanona, e submetido a agitacdo contro-
lada em um baldo Erlenmeyer a uma temperatura entre 15°C e
28°C para remover impurezas assim como precipitar os
ésteres de xantofila ricos em trans-luteina. A mistura foi
filtrada e 1lavada. O concentrado foi seco sob vacuo a

temperatura ambiente.

O rendimento do concentrado foi 14,10 g (Rendi-
mento de 14,10%), o teor de ésteres de xantofila foi de
61,18% em peso, testado por método espectrofotométrico,
medicdo a 474 nm. Este concentrado de éster de =xantofila
mostrou percentagem de &rea por HPLC de trans—-luteina
93,50, de cis-luteina 1,56 e de zeaxantina 4,17 respec-—

tivamente.

O produto resultante foi sujeito a purificacao
adicional por tratamento com 150 mL (duas vezes) do mesmo
solvente cetdénico nomeadamente 2-propanona e gitacgéo
durante um periodo de 5-10 horas, a uma temperatura de 15°C
até 25°C. A mistura resultante foi filtrada e seca sob
vadcuo. O rendimento foi 9,65 g (9,65%), e o teor de ésteres
de =xantofila foi de 66,32% em peso, testado por método
espectrofotométrico, medigdo a 474 nm. Este concentrado de
ésteres de xantofila mostrou percentagem de &area por HPLC,
de trans—-luteina 94,57, de cis—-luteina zero e de zeaxantina

4,45 respectivamente. Em exame visual, este concentrado
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mostrou uma cor vermelho laranja melhorada quando comparada

com o material de partida, que era de cor castanho escuro.

Exemplo 5

Uma quantidade pesada de oleorresina do malmequer
(102 g) com teor de éster de =xantofila de 23,06% e
percentagem de &rea de trans-luteina, de cis-luteina e de
zeaxantina por HPLC de 68,14, de 20,77 e de 5,18
respectivemente. Esta oleorresina foi transferida para um
baldo Erlenmeyer (1.000 mL) seguida pela adicédo de 720 mL
de 2-propanona. Isto foi agitado wusando um agitador
controlado termostaticamente de 15°C até 25°C durante um
periodo de 5-10 horas. Depois de um intervalo de 2 em 2
horas uma amostra foi retirada, filtrada e o material seco
precipitado foi analisado para o teor de éster e razéo
trans-:cis—- por HPLC. Finalmente quando o grau desejado da
pureza foi alcancado a solugdo que contem o precipitado foi
filtrada através de um funil de Buchner e o precipitado foi

seco em secador a vacuo a temperatura ambiente.

O rendimento do concentrado resultante foi 14,77
g (14,48%) e a analise mostrou teor de éster de xantofila
de 61,60% testado por método de espectrofotdmetro, medigédo
a 474 nm. Este concentrado de ésteres de xantofila continha
percentagem de &area por HPLC, de trans—-luteina 92,03, de
cis-luteina 1,95 e de zeaxantina 5,34 respectivamente. Em
exame visual, este concentrado mostrou uma cor vermelho
laranja melhorada quando comparada com o material de

partida, que é de cor castanho escuro.
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Exemplo 6

Uma quantidade pesada de oleorresina do malmequer
(150,3 g) com teor de éster de xantofila de 23,10% e
percentagem de Aarea de trans-luteina, de cis—-luteina e de
zeaxantina por HPLC de 67,23, 22,08 e 5,18 respectivemente
foi transferida para um baldo Erlenmeyer (1.000 mL) seguida
pela adicdo de 750 mL de 2-propanona. Isto foi agitado
usando um agitador controlado termostaticamente de 15°C até
25°C durante um periodo de 5-10 horas. Depois de um
intervalo de 2 em 2 horas uma amostra foi retirada,
filtrada e o material seco precipitado foi analisado para o
teor de éster e razdo trans-:cis- por HPLC. Finalmente
quando o grau desejado da pureza foi alcangado a solugao
que contem o precipitado foi filtrada através de um funil
de Buchner e o precipitado foi seco em secador a vacuo a

temperatura ambiente.

O rendimento do concentrado resultante foi 20,10
g (13,37 %) e a anadlise mostrou teor de éster de xantofila
de 59,26% testado por método espectrofotométrico, medigao a
474 nm. Este concentrado de ésteres de xantofila continha
percentagem de &area por HPLC, de trans-luteina 92,71, de
cis-luteina 1,40 e de =zeaxantina 5,11 respectivamente. Em
exame visual, este concentrado mostrou uma cor vermelho
laranja melhorada quando comparada com © material de

partida, que é de cor castanho escuro.
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Exemplo 7

Uma quantidade pesada de oleorresina do malmequer
(30,80 g) com teor de éster de =xantofila de 23,10% e
percentagem de &rea de trans—-luteina, de cis-luteina e de
zeaxantina por HPLC de 67,23, 22,08 e 5,18 respectivemente
foi transferida para um baldo Erlenmeyer (500 mL) seguida
pela adicédo de 125 mL de 2-butanona. Esta mistura foi
agitada usando um agitador controlado termostaticamente de
15°C até 25°C durante um periocdo de 10 horas. Depois de um
intervalo de 2 em 2 horas uma amostra foi retirada,
filtrada e o material seco precipitado foi analisado para o
teor de éster por método especrofotométrico e razao trans-
:cis— por HPLC. Finalmente quando o grau desejado da pureza
foi alcancado a solugdo gque contem o precipitado foi
filtrada através de um funil de Buchner e o precipitado foi

seco em secador a vacuo a temperatura ambiente.

O rendimento do concentrado resultante foi 3,12 g
(10,13% de rendimento) e a andlise mostrou teor de éster de
xantofila de 46,98% em  peso, testado por método
espectrofotométrico, medigdo a 474 nm. Este concentrado de
éster de xantofila mostrou percentagem de area por HPLC, de
trans—luteina 92,33, de cis—luteina 3,09 e de zeaxantina
3,72 respectivamente. Em exame visual, este concentrado
mostrou uma cor vermelho laranja melhorada quando comparada

com o material de partida que era de cor castanho escuro.
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Exemplo 8

Uma quantidade pesada de oleorresina do malmequer
(30,28 g) com teor de éster de xantofila de 23,10% em peso
e percentagem de area de trans—-luteina, de cis—-luteina e de
zeaxantina por HPLC de 67,23, de 22,08 e de 5,18
respectivemente foi transferida para um baldo Erlenmeyer
(500 mL) seguida pela adigdo de 125 mL de uma mistura que
contem volumes iguais de 2-propanona e de 2-butanona. Isto
foi agitado usando um agitador controlado termostaticamente
de 15°C até 25°C durante um periodo de 5-10 horas. Depois
de um intervalo de 2 em 2 horas uma amostra foil retirada,
filtrada e o material seco precipitado foi analisado para o
teor de éster e razdo trans-:cis- por HPLC. Finalmente
quando o grau desejado da pureza foi alcancado a solucao
que contem o precipitado foi filtrada através de um funil
de Buchner e o precipitado foi seco em secador a vacuo a

temperatura ambiente.

O rendimento do concentrado resultante foi 4,34 g
(rendimento de 14,35%) e a andlise mostrou teor de éster de
xantofila de 46,82% em peso, testado por método
espectrofotométrico, medigdo a 474 nm. Este concentrado de
ésteres de xantofila continha percentagem de drea por HPLC,
de trans—luteina 92,68, de cis-luteina 2,81 e de zeaxantina
3,83 respectivamente. Em exame visual, este concentrado
mostrou uma cor vermelho laranja melhorada quando comparada

com o material de partida que era de cor castanho escuro.
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Vantagens da invengéo

O concentrado da presente invencao possui 90 até
95% de ésteres de trans-luteina na sua forma natural
possuindo estabilidade e biodisponibilidade elevadas. A
razao de isdémero de trans-Luteina para isdémero de cis-
Luteina varia desde pelo menos 18:1 até 475:1, ou o produto
livre de isémero de cis-Luteina como obtido no concentrado
da presente invencao, a partir do processo reivindicado na
presente invencdo é uma melhoria claramente demonstrdvel e
substancial sobre as invengdes apresentadas em técnica

anterior ou prevalecente no comércio.

O concentrado da presente invencdao €& apropriado
para consumo humano quer como nutracéutico ou como um
aditivo alimentar e também para colorir materiais alimen-

tares e de racdo para animais.

O concentrado da invencdo pode ser convertido, se
desejado, em produtos como microesferas, capsulas, pilulas,
unguentos, cédpsulas de gelatina mole, comprimidos, compri-
midos mastigdveis, logdes/preparacgdes liquidas, etc por

métodos convencionais.

Lisboa, 26 de Fevereiro de 2009
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REIVINDICAGCOES

1. Um concentrado de ésteres de xantofila
enriquecido com trans—luteina que compreende uma composicgao
que contem ésteres de luteina e de zeaxantina de &cidos

gordos,

caracterizado por:

a composigdo conter em peso 90-95% de ésteres de trans-
luteina, 0-5% de ésteres de cis—luteina e 3,5 até 6% de

ésteres de zeaxantina.

2. O concentrado de ésteres de xantofila enri-
quecido com trans—-luteina como reivindicado na reivin-
dicacdo 1, em que a razao de ésteres de trans-luteina:cis-
luteina no concentrado varia pelo menos desde 18:1 até
475:1 e o teor de éster de xantofila varia desde 60-80% em

’ i % .
eso referencialmente 70% em peso

3. O concentrado de ésteres de xantofila enri-
quecido com trans—-luteina como reivindicado na reivin-
dicacdo 1 ou 2, em qgue o concentrado de ésteres de
xantofila enriquecido com luteina estd na forma de produtos
como microesferas, capsulas, pilulas, unguentos, cdpsulas
de gelatina mole, comprimidos, comprimidos mastigaveis,

logdes/preparacgdes liquidas, etc.
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4. Um processo para a preparacao do concentrado
atrds definido de ésteres de =xantofila enrigquecido com
trans—-luteina como definido em qualquer das reivindicagdes

1 até 3 que compreende:

(a) Misturar um extracto ou oleorresina que contem
ésteres de =xantofila que contém ésteres de luteina e de
zeaxantina de A4cidos gordos com um solvente cetdnico
alifdtico seleccionado da 2-propanona, 2-butanona e 2-
pentanona ou as suas misturas a uma temperatura na gama de
10°C até 30°C sob agitacéao para selectivamente solubilizar
as impurezas do éster de ndo xantofila e os ésteres de cis-
luteina e lipidos presentes ai e simultaneamente enriquecer

na mistura resultante o teor dos ésteres de trans—-luteina;

(b) Filtrar a mistura resultante para obter o
concentrado de ésteres de xantofilas enriquecido com trans-

luteina em forma sdélidaj;e

(c) Secar o concentrado sob vadcuo a temperatura

ambiente; e

(d) Conservar o concentrado a uma temperatura abaixo
de 20°C em uma atmosfera inerte e em recipientes opacos
hermeticamente fechados para evitar a degradagdo do

concentrado.
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5. Um processo como reivindicado na reivindi-
cacao 4, em que a referida fonte de éster de =xantofila

usada é extracto da flor do malmequer.

6. Um procasso como reivindicado nas reivin-—
dicagdes 4 ou 5, em que a temperatura empregue para adici-
onar e misturar o extracto com um solvente cetdnico é na
gama de 15°C até 30°C, a agitacédo ¢é efectuada durante um
periodo que varia desde 2 até 15 horas, preferencialmente

cerca de 10 horas.

7. Um processo como reivindicado em qualquer
uma das reivindicacgdes 4 até 6, em que a agitacdo e mistura
adicionada no passo 4a) é efectuada durante um periodo que
varia desde 2 até 15 horas, preferencialmente cerca de 10

horas.

8. Um processo como reivindicado em qualquer
uma das reivindicacgdes 4 até 7, em que a temperatura de
secagem em vacuo € a uma temperatura na gama de 25°C até

30°C.

9. Um processo como reivindicado em qualquer
uma das reivindicacdes 4 até 8, em que a razao de peso para
volume de oleorresina que contem a fonte de ésteres de
xantofila para solvente cetdénico (alifatico) wusou gamas

desde 1:3 até 1:15.
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10. Um processo como reivindicado em qualquer
uma das reivindicagdes 4 até 9, em que o concentrado
resultante de ésteres de xantofila enriquecido com trans-
luteina é produzido na forma de produtos como microesferas,
cdpsulas, pilulas, unguentos, capsulas de gelatina mole,
comprimidos, comprimidos mastigaveis, logdes, preparacdes

ligquidas, etc por métodos convencionais.

Lisboa, 26 de Fevereiro de 2009
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