PCT

ORGANIZACION MUNDIAL DE LA PROPIEDAD INTELECTUAL
Oficina Internacional

SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION
EN MATERIA DE PATENTES (PCT)

(51) Clasificacién Internacional de Patentes 6 : (11) Niimero de publicacién internacional: WO 99/23067
4 Al
CO7C 403/24, C09B 61/00 (43) Fecha de publicacién
internacional: 14 de Mayo de 1999 (14.05.99)
(21) Solicitud internacional: PCT/MX98/00049 (74) Mandatarios: ROMERO MIRANDA, José Antonio efc.; Be-

(22) Fecha de la presentacién internacional:
30 de Octubre de 1998 (30.10.98)

(30) Datos relativos a la prioridad:
978439 31 de Octubre de 1997
(31.10.97)

MX

(71) Solicitante (para todos los Estados designados salvo US):
BIOQUIMEX REKA, S.A. DE C.V. [MX/MX)]; Carretera
Campo Militar Km. 0.950, San Antonio de la Punta,
Querétaro 76135 (MX).

(72) Inventores; e

(75) Inventores/solicitantes (sélo US): RIDAURA SANZ, Vicente
Emesto [MX/MX]; Cuauhtémoc 245, Tepepan, Xochim-
ilco, México, D.F. 16020 (MX). GARCIA CORREA, Os-
car Rubén [MX/MX]; Marqués de la Laguna 159, Colo-
nia Lomas del Marqués, Querétaro 76146 (MX). PRADO
NARANIJO, Armando [MX/MX]; Calle Sierra Oriental 109,
Colonia La Sierrita, Querétaro 76135 (MX).

cerril, Coca & Becerril, S.C., Thiers No. 251, Pisos 10 a
14, Colonia Anzures, Delegacién Miguel Hidalgo, México,
D.F. 11590 (MX).

(81) Estados designados: AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG,
BR, BY, CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB,
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IS, JP, KE, KG, KP, KR,
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MK, MN,
MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI,
SK, SL, TJ, T™M, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZW,
Patente ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SZ, UG, ZW),
Patente euroasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), Patente europea (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI,
FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), Patente OAPI
(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE,
SN, TD, TG).

Publicada
Con informe de bisqueda internacional,

(54) Title: LUTEIN TO ZEAXANTHIN ISOMERISATION PROCESS

(54) Titulo: PROCEDIMIENTO DE ISOMERIZACION DE LUTEINA A ZEAXANTINA

(57) Abstract

The invention relates to a lutein to zeaxanthin isomerisation process which includes a step of saponification or alkali treatment of
a plant extract which contains lutein, followed by a step of heating under control conditions and in the presence of a surfactant having a
hydrophitic-lipophilic balance from 1 to 40 as a catalyst for the Jutein to zeaxanthin isomerisation reaction at a temperature from 70 to 140
°C in order to obtain a reaction product with high zeaxanthin concentrations of up to 80 % with respect to total carotenoids.

(57) Resumen

Se describe un procedimiento de isomerizacién de Lutefna a Zeaxantina que incluye una etapa de saponificacién o tratamiento con

dlcali de un extracto vegetal que contiene Lutefna, seguida de una etapa de calentamiento bajo condiciones controladas se lleva a cabo en
presencia de un agente tensoactivo que tiene un balance hidrofflico-lipofilico de 1 a 40 como catalizador para la reacci6n de isomerizacién
de Luteina a Zeaxantina a una temperatura de 70 a 140 °C, obteniéndose un producto de reaccién con altas concentraciones de zeaxantina
de hasta 80 % con respecto a los carotenoides totales.
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PROCEDIMIENTO DE ISOMERIZACION DE LUTEINA A ZEAXANTINA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién estid relacionada con la
obtencién de pigmentos naturales de origen vegetal para
alimentos de consumo humano Y animal, Y mas
particularmente, esta relacionada con un procedimiento de

isomerizacién de Luteina para obtener Zeaxantina y el
producto obtenido con el mismo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los pigmentos naturales de origen vegetal, han
tomado una importancia cada vez mayor a medida que en el
mundo se despierta la conciencia sobre el peligro potencial
que han demostrado tener los pigmentos sintéticos,
utilizados previamente en alimentos de consumo tanto humano
como animal.

Debido a lo anterior, la extraccién de colorantes
de fuentes naturales tales como flores y frutos, se ha
llevado a cabo desde hace mucho tiempo alrededor del mundo.
En el libro "Colorantes Naturales de México", publicado por
Industrias Resistol S. A. en 1988, se describen métodos de
extraccién de "tintes de flores", que comprenden pasos como
moler los pétalos de las flores, o bien hervirlos, vy
agregar sustancias como alcohol etilico de 96 grados,
soluciones de alumbre y vinagre, ademids de mencionarse una
infinidad de aplicaciones de diversos colorantes de origen
natural.

Dentro de estas aplicaciones y en particular en
la industria avicola, el color amarillo de la vyema del
huevo y de la piel del pollo es originade por los pigmentos
contenidos en el alimento que estas aves ingieren. La
importancia de la pigmentacién es que una buena
pigmentacién de las aves estia relacionada con una buena

salud y alta calidad de las condiciones de crianza de estas
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aves, Y se ha convertido en factor clave en la
comercializacién de pollo y huevo.

Los principales compuestos asociados con la
pigmentacién de la piel en aves Y del huevo en gallinas de
postura (y también en otras especies como los peces y los
crustaceos) son los llamados carotenocides, los cuales estan
relacionados en su estructura quimica con el caroteno. Los
principales carotenocides involucrados en la industria de la
pigmentacién de aves son las denominadas de manera genérica
como Xantofilas ( del griego Xantés = amarillo, y filos =
amante, amigo), las cuales tienen 1la caracteristica comin
de ser compuestos insolubles en agua y ligeramente solubles
en alcohol etilico y éter.

Estos carotenoides se encuentran generalmente
como parte integral de productos naturales como la alfalfa,
el gluten de maiz, la flor de cempasichil y el chile, entre
otros.

Las fuentes tradicionales de Xantofilas
involucradas en la pigmentacién avicola han sido la alfalfa
Y el gluten de maiz, en las cuales los carotenoides se
encuentran en su forma libre.

Las exigencias del mercado fueron obligando a los
avicultores a incrementar los niveles de pigmentacién en
sus productos, con ello obligando a la industria de 1los
pigmentos naturales a llevar a cabo actividades de
investigacién y desarrollo para encontrar fuentes alternas
de carotenoides. La flor de cempasichil (Tagetes erecta) se
ha convertido en una alternativa viable para este fin
debido a su alto contenido de Xantofilas, no obstante que
éstas se encuentran en forma esterificada en la misma.

Los pigmentos amarillos de la flor de cempasuchil
Y de otras fuentes vegetales, se comercializan en 1la
actualidad saponificados y formulados en diversos vehiculos

sélidos o liquidos, y han sido utilizados desde hace casi

cuatro décadas como aditivos para alimentos, principalmente
para colorear la piel de pollo de engorda y las yemas de
huevo en gallinas de postura. La saponificacién de dichos
pigmentos amarillos es necesaria para facilitar 1la



10

15

20

25

30

35

WO 99/23067

3

absorcién y asimilacién de éstos en el organismo de las
aves, ya que los pigmentos que se encuentran en forma
esterificada quedan libres o hidrolizados después de 1la
saponificacién, de tal forma que pueden ser absorbidos por
el organismo de las aves de forma mas rapida Y eficiente.

En el volumen 65 de la revista "Poultry Science"
paginas 1708 a 1714 del afio 1986, se publicé un articulo de
D. L. Fletcher, et. al., en el que se analiza el efecto de
la saponificacién de los extractos de flor de cempasuchil
en su capacidad de colorear las yemas de huevo y la piel de
pollo.

A nivel industrial, la extraccién de pigmentos de
la flor de cempasichil, y de otros vegetales, se lleva a
cabo tradicionalmente por medio de solventes de diversos
tipos para formar extractos concentrados que contienen a
los carotencides, en su forma esterificada, comunmente
llamados, oleorresinas, extractos aceitosos o extractos
crudos. Para lograr mayor capacidad de pigmentacién, los
extractos que contienen Xantofilas son tratados
posteriormente para que las Xantofilas que se encuentren en
forma esterificada, sean hidrolizadas, generalmente por
medio de procesos de saponificacién.

Existen diversos procedimientos para hidrolizar
las Xantofilas y obtener los pigmentos en su forma libre,
como el descrito en la Patente Norteamericana No.
3,783,099, otorgada el 1o. de Enero de 1974, en el cual se
mezcla con el material vegetal que contiene Xantofilas, una
enzima como la celulasa, proteasa, etc. Y un agente
quelante como el &cido etilen diamino tetra-acético (EDTA
por sus siglas en inglés), que hidrolizan los ésteres a
condiciones de pH constante y extraen las Xantofilas en su
forma libre, y por lo tanto, evitan la necesidad de la
saponificacién posterior a la extraccién.

El procedimiento de hidrélisis mas comin a nivel
industrial, como ya se menciondé, es la saponificacién o
tratamiento con alcali de los extractos vegetales. Existen
en la técnica actual una gran cantidad de procesos de

PCT/MX98/00049
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saponificacién de Xantofilas en forma esterificada de
extractos de origen vegetal.

La Patenﬁe Norteamericana No. 3,523,138 otorgada
el 4 de Agosto de 1970, describe diversos procesos para
tratar extractos de flor de cempasuichil por medio de
soluciones acuosas de hidréxidos de metales alcalinos en
presencia de alcoholes de alcanos de bajo peso molecular,
en los que se pueden utilizar temperaturas que van desde
0°C hasta 150°C con tiempos de reaccién entre 1 minuto y 8
horas, dependiendo de 1la temperatura empleada, ya que con
el aumento de 1la temperatura, se reduce el tiempo de
reaccidén. En esta patente se establece que para lograr un
tratamiento éptimo a 90°C, se debe emplear un tiempo de 3
horas.

El Certificado de Invencién Mexicano No. 1697,
otorgado el 4 de mayo de 1978 describe un pProcedimiento
para obtener un concentrado pigmentante en polvo con
actividad potenciada a partir de aceites que contienen
Xantofilas, en el cual se extraen las Xantofilas contenidas
en la flor de cempasiichil por medio de solventes como
cloroformo, hexano o acetona, los cuales después son
eliminados, obteniéndose una masa pastosa conteniendo
Xantofilas, grasas, resinas Y ceras que fueron arrastradas
por el disolvente. Una vez extraidas las Xantofilas, se
emulsiona por medio de un tensoactivo, por ejemplo un
detergente, con el fin de permitir la disolucién de la masa
pastosa en soluciones acuosas de alcalis como el hidréxido
de amonio, hidréxido de potasio o hidréxido de sodio, con
la finalidad de llevar a cabo la saponificacién a una
temperatura entre 50 y 90°C durante 15 a 60 minutos,
después de los cuales se adiciona un antioxidante y fijador
de las Xantofilas a las grasas como la Lecitina, y una
sustancia que se adhiere a las Xantofilas tal como 1la
carboximetil celulosa, 1la grenetina o los palmitatos. Se
neutraliza la solucién con un precipitante como el acido
fosférico, el Aacido silicico o el cloruro de magnesio para
que arrastre a las Xantofilas y finalmente, el precipitado
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formado se somete a etapas de filtracién, lavado, secado y
molido para obtener el polvo pigmentante final.

En el arte previo de dicho certificade de
invencidén, se establece que hasta ese momento, no se habia
concebido algin procedimiento para obtener concentrados
pigmentantes en polvo a partir de aceites que contuvieran
Xantofilas potenciando su actividad.

El Certificado de invencién Mexicano No. 6010,
otorgado el 24 de septiembre de 1984 describe un
procedimiento para obtener un concentrado pigmentante
estable de Xantofilas a partir de la flor de cempasuchil
que comprende los pasos de: extraer el aceite de la flor de
cempasichil por medio de solventes; saponificar con un
dlcali el extracto aceitoso mezclado con el solvente a
temperaturas de entre 55°C y 65°C a presién atmosférica;
extraer el solvente para obtener un concentradoc rico en
Xantofilas; y, estabilizar el concentrado por medio de un
antioxidante seleccionado entre la etoxiquina y el acido
ascérbico.

En el capitulo de arte previo del Certificado de
Invencidédn No. 6010, se citan diversos documentos,
incluyendo el mencionado Certificado de Invencién Mexicano
No. 1697, en los cuales se puede observar la investigacién
Y desarrollo desde 1915 sobre las Xantofilas Y su actividad
pigmentante, asi como diversas formas de saponificacién de
las Xantofilas. Es importante mencionar que lo que se
consideré como novedoso en el proceso reclamado en el
Certificado de 1Invencién No. 6010, fue que era un
procedimiento de saponificacién en seco, y que no requeria
de una neutralizacién posterior.

El Certificado de Invencién Mexicano No. 6320,
otorgado el-lo de abril de 1985, describe un procedimiento
mejorado para la elaboracién de extractos liposolubles
estabilizados, a partir de materias primas vegetales (como
la flor de cempasichil), en el cual se saponifica el
extracto vegetal base a una temperatura dentro de la escala
de 60 a 90 °C, con una solucién concentrada de hidréxido

de potasio o de sodio en presencia de un espesante
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emulsificante, tal como carboximetil celulosa, grenetina o
almidén soluble, controlando la humedad durante el proceso
de obtencién del extracto y llevando a cabo la reaccidén de
saponificacién a condiciones de presién reducida o de vacio
de entre 0.1 y 0.05 atmdésferas, considerando un tiempo de
reaccidén promedio de 3 horas para obtener un rendimiento de
la saponificacién del 95% al 100%.

El arte previo del Certificado de Invencidn 6320,
menciona que el problema de los extractos en polvo de
Xantofilas es su inestabilidad debida al contacto
superficial con el oxigeno atmosférico Y <con los
recipientes que los contienen, y reclamé como novedoso un
procedimiento en el que se usan agentes precipitantes
metdlicos y estabilizantes para mejorar las propiedades de
los pigmentos en polvo, asi como la reaccién a vacio.

Un aspecto adicional con respecto a la tonalidad
del color final de la yema del huevo o de 1la piel del
pollo, es que dicha tonalidad tiene importancia de acuerdo
a las exigencias de los diferentes mercados en los que se
utilizan este tipo de aditivos, de tal forma que existen
mercados como los orientales en los que las preferencias
hacia las tonalidades anaranjadas rojizas son muy claras,
razén por la cual, los productores_ de estos aditivos
colorantes se han preocupado por desarrollar productos y
procesos tendientes a la satisfaccién de estas exigencias.

Dentro de 1las Xantofilas que se extraen
generalmente de 1la flor de cempasiuchil en forma
esterificada, se ehcuentran la Luteina y 1la Zeaxantina,
siendo la Luteina la que se encuentra en mayor proporcidén

(80%). Por esta razén, a la Luteina también se le conoce

con el nombre Xantofila, ya que es la que se encuentra en

mayor cantidad en la naturaleza.

La Patente Norteamericana No. 3,569,386 otorgada
el 10 de Noviembre de 1970, describe diversas compocsiciones
que contienen carotenoides, que al ser afiadidas a los
alimentos de aves de postura, dan diversos colores de la
yema de huevo, y la revista Poultry Science, en el volumen
64 de 1985, pagina 925, publicé un estudio sobre la
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influencia de diversos alimentos que contienen Xantofilas
de diversas fuentes, las cuales son usadas como aditivos
para alimentos.

Los intentos tradicionales para lograr
tonalidades anaranjadas rojizas, han sido orientados
principalmente a desarrollar mezclas de pigmentos amarillos
de la flor de cempasichil y pigmentos rojos del chile
(Capsicum annum). Sin embargo, es sabido que productos
ricos en Zeaxantina, como el gluten de maiz, por si solos o
en adicidén a extractos de cempasichil, logran los mismos

resultados de manera satisfactoria desde el punto de vista

comercial. Los resumenes del "Chemical Abstracts" No.
108473z del volumen 73 de 1970 y No. 145772¢ del volumen 89
de 1978, describen el uso de pigmentos a base de Xantofilas
como aditivos para los alimentos combinados para pollos, vy
mas en especifico, de mezclas de Luteina Y Zeaxantina con
otras Xantofilas para colorear yema de huevo Y piel de
pollo. La proporcién que guardan entre si la Luteina y la
Zeaxantina es la que determina la tonalidad del color final
que imparten dichos pigmentos al ser usados como aditivos
para alimentos.

Por las razones anteriores, se ha hecho
investigacién sobre diversos carotenoides, con el fin de
obtener aquellos que proporcionan mayor actividad
pigmentante, y se ha encontrado que es deseable un alto
contenido de Zeaxantina en los pigmentos utilizados como
aditivos para alimentos, por lo qQque se comenzaron a
desarrollar procesos dentro de la industria de los
Pigmentos avicolas para isomerizar la Luteina a Zeaxantina.

La reaccién de isomerizacién de Luteina a
Zeaxantina es conocida desde hace mas de 40 afios, como se
puede comprobar en referencias como la de Karrer P, et. al.
de 1947 publicada en Helv. Chim. Acta 30, pagina 266, en
donde se reporta que dicha isomerizacién Yy otras se llevan
a cabo en presencia de etéxido de sodio.

En la revista Acta Chem. Scand. B28 No.1l, pag.
137 de 1974, A. G. Andrewes describe la isomerizacidén de

Luteina a Zeaxantina en presencia de solventes polares

PCT/MX98/00049
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tales como el Metdéxido de Potasio, Alcohol Metilico,
Sulfato de Metilo y mezclas de los mismos.

Evidencia de que las reacciones de isomerizacién
de carotenoides pueden ser catalizadas por medio de calor,
se puede encontrar en la Patente Norteamericana No.
3,989,757 otorgada el 2 de Noviembre de 1976, en la cual se
describe un procedimiento de isomerizacién de carotenoides
que consiste en sumergir dichos carotencides en agua, Y
calentarlos a temperaturas entre 50 y 120 grados
centigrados.

El desarrolloc de tecnologias de analisis
poderosas, como la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC por sus siglas en inglés), ha permitido determinar el
porcentaje de Luteina y Zeaxantina contenido en 1los
extractos de la flor de cempasuchil, asi como el porcentaje
que se obtiene mediante los procesos de saponificacién de
la técnica anterior.

Los documentos relacionados con la hidrélisis de
carotenoides hasta ahora mencionados, incluyen una gran
cantidad de procesos de saponificacién, o tratamiento con
adlcali, de aceites o extractos de la flor de cempasichil,
los cuales se llevan a cabo bajo 1las mas diversas
condiciones de presién, temperatura, atmésfera, tiempo,
cantidad y naturaleza de sustancias alcalinas, solventes,
precipitantes, etc. También presentan evidencias sobre
diversos factores que pueden conducir a la isomerizacién de
carotenoides, como son la temperatura alta y un medio en el
que exista una base y/o un alcohol.

Por éstas razones, no resulta inesperado que se
haya observado de manera empirica que con los procesos de
saponificacién de la técnica anterior, aumenta el contenido
de Zeaxantina después de la saponificacién cuando se
aumenta la temperatura por arriba de ciertos limites.

A partir de lo anterior y analizando =21 arte
previo, se puede desprender la hipétesis de que las mejoras
en la actividad pigmentante descritas en algunos de los
documentos relacionados con la obtencién de Xantofilas

arriba mencionados se debian, por una parte, a la mayor
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facilidad de asimilacién en los pollos del extracto
obtenido, inducida por el consumo de la forma libre de los
carotenoides producidos por el proceso de saponificacién, y
a que dentro del proceso de la saponificacién, se lleva a
cabo también una isomerizacién parcial de la Luteina a
Zeaxantina, lo cual hacia que el contenido de Zeaxantina en
el pigmento final se incrementara sin que el productor
tuviera evidencia de ello.

Por esta razén, podria considerarse que el
proceso tradicional de saponificacién se lleva a cabo en
paralelo con el de isomerizacién de Luteina a Zeaxantina,
Ya que se ha observado empiricamente que el contenido final
de Zeaxantina se incrementa al aumentar la temperatura en
el mismo proceso de saponificacién. Se ha podido observar
que los contenidos de otros carotenoides en el pigmento
final también se ven modificados al utilizar temperaturas
mas elevadas, lo que deja evidencia de que se llevan a cabo
también otras isomerizaciones por medio del procesc de
saponificacién tradicional, probablemente también debidas
al aumento de temperatura.

Por otro lado, la inestabilidad de los
carotencides contenidos en los pigmentos, siempre ha sido
un problema para los productores de los mismos, ya que los
carotenoides se ven afectados por el oxigeno del ambiente,
la humedad, la temperatura y la luz (susceptibilidad de los
carotenoides a la degradacién quimica). Por ésta razon,
existen en el arte previo diversos procedimientos de
estabilizacién de las composiciones que contienen
Xantofilas.

No ha sido posible hasta ahora, lograr un método
que permita obtener la estabilidad total de las xantofilas

contenidas -en un extracto vegetal, o en cualquier
composicién, en forma estable cuando son expuestos a
factores ambientales nocivos, por 1lo que, dichos

procedimientos de estabilizacién  sblo son técnicas para
retardar la degradacién de los carotenoides totales
contenidos en una composicién, como la Patente

Norteamericana No. 3,523,138 mencionada anteriormente, la

PCT/MX98/00049
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cual describe un método de estabilizacién por medio de
temperatura con escala de 0 a 150 °C. Los certificados de
invencién Mexicanos anteriormente mencionados, describen
métodos de estabilizacién por medio de la adicién de
antioxidantes y de agentes precipitantes, Yy la Patente
Norteamericana No. 3,535,426 otorgada el 20 de octubre de
1970, describe un procedimiento de estabilizacién de
concentrados de flor de cempasichil secos por medio de
antioxidantes, grasa y calor.

Los procedimientos de estabilizacién de los
documentos arriba mencionados, tienen 1la finalidad de
mantener durante cierto tiempo (por lo menos 6 meses),
aproximadamente el mismo contenido de carotenoides totales
inicial en productos que los contienen Y son utilizados
Junto con los procesos de saponificacién o de hidrélisis
tradicionales.

Se ha observado que 1los rendimientos de 1la
isomerizacién de Luteina a Zeaxantina que se lleva a cabo
con los procedimientos de saponificacién y estabilizacién
de la técnica anterior, pueden llegar a ser altos en
condiciones de alta temperatura; sin embargo, esto afecta a
la estabilidad y el contenido de Zeaxantina dado que el
contenido aan no es suficiente para aplicaciones
comerciales, razén por la cual los productores en general,
mantienen las condiciones tradicionales, con las que se
obtienen pigmentos con contenido inicial de Zeaxantina
aproximadamente de 6% con respecto al total de
carotenoides, y maybria de Luteina, ya que al parecer, ésta
dltima es mas estable. Lo anterior se logra utilizando
durante la saponificacién diversas condiciones de alta
presién, y temperaturas entre 50 y 90°C.

Ahora Dbien, el mercado demanda actualmente
pigmentos con alto contenido de Zeaxantina, por lo que se
han desarrollado diversos procesos para producir Unicamente
Zeaxantina, que van desde los bacterianos, como el
publicado en el resumen del "Chemical Abstracts" No. 16923v
del volumen 79 de 1973, hasta las sintesis quimicas, como

la descrita en la Patente Norteamericana No. 3,558,712,
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peroc aun no se ha reportado un procedimiento que permita
obtener Zeaxantina en alta concentracién a partir de
extractos vegetales, y que a la vez mantenga la estabilidad
quimica de los carotenoides totales durante un tiempo
prolongado.

En la Patente Norteamericana No. 5,523,494, se
describe un procedimiento de saponificacién mediante el
cual es posible obtener altos rendimientos de Zeaxantina;
sin embargo, se ha observado que el pigmento obtenido no
tiene 1la estabilidad quimica necesaria en cuanto a
carotenoides totales durante un tiempo prolongado, dado que
muestra una vida de anaquel corta.

Adicionalmente, la Patente Norteamericana No.
5780693, describe un procedimiento para la produccién de
zeaxantina a partir de luteina o uno de sus ésteres, el
cual toma como base los documentos de Karrer Y Andrewes que
fueron discutidos arriba. La Patente Norteamericana No.
5780693 describe un procedimiento que se lleva a cabo a
altas temperaturas y que usa hidréxidos alcalinos en

solucién acuosa como base en lugar de metanolatoc de potasio

~en metanol, en presencia de dimetil sulféxido (DMSO) como

solvente. Sin embargo, también menciona que se puede
substituir al DMSO con otros solventes organicos,
Principalmente inmiscibles en agua, siempre y cuando se
utilice una cantidad suficiente de un catalizador de
transferencia de fase. Es importante hacer notar el hecho
de que los catalizadores de transferencia de fase
Unicamente mejoran la transferencia de masa entre los
reactivos mediante la formacién de un par idnico dque
permite la migracién de la base desde la solucidén acuosa
alcalina a-la fase organica inmiscible en 1la que esta
disuelto el otro reactivo, lo cual permite que la reaccién
ocurra, pero sin que esto signifique que actiian como
catalizadores de la isomerizacién en si misma.

Por consecuencia de lo anterior, se ha buscado
suprimir los inconvenientes de los procedimientos actuales

de isomerizacién de Luteina a Zeaxantina Y PpProveer un
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procedimiento mejorado para la isomerizacién de Luteina a
Zeaxantina, que ademds de eliminar las desventajas
anteriormente establecidas, permita obtener un producto
estable con un contenido de Zeaxantina considerablemente

mayor que el obtenido con procedimientos de la técnica
anterior.

OBJETOS DE LA INVENCION

Teniendo en cuenta los defectos de la técnica
anterior, es un objeto de la presente invencidén, el proveer
un procedimiento para la isomerizacién de Luteina a
Zeaxantina, que permita obtener productos con contenidos
altos de Zeaxantina.

» Es otro objeto de la presente invencién, proveer
un procedimiento para la isomerizacién de Luteina a
Zeaxantina, que permita disminuir el tiempo en que se
pueden obtener altos rendimientos en la isomerizacién de
Luteina a Zeaxantina durante la saponificacién Y
estabilizacién de extractos vegetales que contienen
Luteina.

Es un objeto mas de 1la presente invencién,
proveer un procedimiento para la isomerizacién de Luteina a
Zeaxantina, que permita obtener un producto de reaccién que
pueda ser tratado posteriormente, manteniendo la
estabilidad del contenido total de carotenoides en una
formulacién por un tiempo prolongado.

DESCRIPCION DETALLADA

Se ha encontrado sorprendentemente al emplear
tensoactivos con balance hidrofilico-lipofilico (HLB por
sus siglas en inglés), desde 1 hasta 40, en procesos de
saponificacién y estabilizacién de extractos vegetales que
contienen luteina, tales como los de la flor de
cempasichil, la alfalfa, el chile o cualquier extracto de

variedades vegetales que contenga carotenoides, que dichos
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agentes tensoactivos actilan como agentes catalizadores
selectivos para la isomerizacién de Luteina a Zeaxantina.

Entre los agentes tensoactivos que se usan como
agentes catalizadores para la isomerizacién de Luteina a
Zeaxantina, se pueden mencionar de un modo enunciativo mas
no limitativo a las siguientes sustancias: propilen glicol,
alcohol cetoestearilico-20 POE (Unidades de poli-~oxi-
etileno), diestearato de etilen-glicol, lauril sulfato de
amonio, lauril sulfato de sodio; lauril sulfato de
trietanol amida, alquilbencen-sulfonato de sodio, ésteres
poliglicélicos de 4&cidos grasos, nonil fenol-30 POE,
diestearato de polietilen-glicol, monoestearato de
sorbitan-20 POE, mono-oleato de sorbitan-20 POE, o mezclas
de los mismos.

Como ya se menciond en el capitulo de arte
previo, el procedimiento de isomerizacién de Luteina a
Zeaxantina de la técnica actual se lleva a cabo por medio
de un procedimiento de saponificacién tradicional
sobrecalentado, obteniéndose rendimientos de isomerizacién
bajos y con baja estabilidad con respecto a los
carotenocides totales. Cabe destacar que en el procedimiento
de saponificacién tradicional, se utilizan agentes
espesantes como la carboximetil celulosa, la grenetina o el
almidén soluble, para emulsificar los extractos vegetales y
poder llevar a cabo la saponificacién en solucién acuosa
alcalina; sin embargo, a la fecha no se tienen evidencias
de que el uso de tales agentes tensoactivos tenga como
consecuencia un aumento en el rendimiento de 1la
isomerizacién de Luteina a Zeaxantina.

El procedimiento de isomerizacién de Luteina a
Zeaxantina de la presente invencidn, consiste en adicionar
el agente tensoactivo que funciona como catalizador,
durante el tratamiento . con &alcali o saponificacién de un
extracto vegetal que contenga Luteina, manteniérdose 1la
temperatura de la mezcla de reaccién durante un tiempo
adicional una vez terminada la misma. Es importante

mencionar que una saponificacién de hasta 95% de los
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compuestos susceptibles de ser saponificados ocurre
generalmente dentro de la primera hora de reaccién.

El procedimiento completo, se lleva a cabo en un
tiempo de 1 a 6 horas, aproximadamente, dependiendo del
pProcesc de saponificacién, el catalizador, y el extracto
vegetal que se utilicen, obteniéndose de esta manera un
rendimiento aproximado de 25% a 96% de conversién de 1la
Luteina contenida en el extracto vegetal inicialmente.

La saponificacién del extracto vegetal que
contiene Luteina, se lleva a cabo preferiblemente por medio
de tratamiento con soluciones de &alcalis como Hidréxido de
Sodio, Hidréxido de Potasio o Hidréxido de Calcio o sus
mezclas, ya sea en medio acuoso o empleando alcoholes tales
comc Metanecl, Etanol, iso-Propanol, u otros alcoholes de
bajo peso molecular:; en condiciones de temperatura
aproximadamente de 60 a 140 °C a condiciones de presién
reducida o positiva, preferiblemente a presién atmosférica;
Y, en atmésfera inerte, con humedad controlada o sin
control de la atmdésfera, preferiblemente sin control de 1la
atmosfera.

Los agentes tensoactivos que funcionan como
catalizadores de 1la isomerizacién, deben estar presentes en
la reaccién de saponificacién en proporciones
aproximadamente entre 1 y 35% en peso con respecto a la
cantidad de extracto oleoso de origen vegetal que contiene
Luteina, preferiblemente de aproximadamente 5% hasta
aproximadamente 15%.

En una modalidad especifica de 1la presente
invencién, en la cual se someten al procedimiento extractos
de la flor de cempasiichil, la saponificacién de los mismos
se lleva a cabo en una solucién acuosa de hidroxido de

potasio en - una concentracién a temperatura ambiente

aproximadamente de 20 a 70%, preferiblemente una

concentracién de 50%, a una temperatura comprendida
aproximadamente entre 110 Yy 120°C, a presién atmosférica, vy
bajo una atmésfera sin controlar, siendo las proporciones
de catalizador utilizadas preferiblemente entre 5% y 15%,
aproximadamente. En esta modalidad, la temperatura se
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mantiene entre 70 y 140°C, aproximadamente, durante un
tiempo de 60 a 90 minutos, aproximadamente, una vez que se
completé la saponificacién. E1 procedimiento completo, en
esta modalidad, se lleva a cabo en un tiempo de 2 a 3
horas, aproximadamente.

Una vez que concluye el procedimiento, se obtiene
un producto de reaccién con un contenido de Zeaxantina
aproximadamente de 20% a 80% de los carotenoides totales.
El contenido final de Zeaxantina depende principalmente del
extracto vegetal que se saponifique, del proceso de
saponificacién empleado, del agente catalizador utilizado Y
del tiempo de estabilizacién.

El producto de reaccidén obtenido, puede ser
posteriormente purificado o directamente formulado en
diversas presentaciones de extractos, ya sea formulaciones
liquidas o sélidas, con altas o bajas concentraciones de
Zeaxantina, ademas de poder emplearse diversos excipientes
de acuerdo a la aplicacién final.

Partiendo de los extractos vegetales con alta
concentracién de Zeaxantina como 1los que se obtienen por
medio de 1la presente invencién, es posible obtener
pProductos o composiciones con una concentracién estandar de
carotenoides y una proporcién especifica de Zeaxantina que
no dependa del control relativamente dificil e impreciso de
condiciones de proceso, sino que por medio de mezclas de
dichos extractos vegetales de alta concentracién de
zeaxantina con otros extractos vegetales y/o composiciones
pigmentantes convencionales de tipo comercial con baja
concentracién de Zeaxantina, como el Cromophyl-ILR o el
Cromophyl-20R, se puede obtener una amplia gama de
composiciones con diversas concentraciones Y proporciones
de Zeaxantina estandarizadas en productos terminados, ya
sea liquidos o sélidos.

Los siguientes ejemplos estan destinados para

ilustrar el alcance de la presente invencién en todos sus
aspectos y no la limitan.

PCT/MX98/00049
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EJEMPLOS

Los ejemplos que a continuacién se presentan
fueron llevados a cabo mediante el procedimiento de
saponificacién de la técnica actual, con rendimientos de
saponificacién cercanos al 100%, a una atmésfera de presién
Y a temperaturas cercanas a los 115°C.

El perfil HPLC tipico de un extracto oleoso de
cempasuchil que se usé como materia prima para el
procedimiento, se muestra en la Tabla I.

T A B L A 1

Perfil HPLC (%) Materia Prima
8-Caroteno 0.85 + 0.31

Criptoxantina 1.03 + 0.88
c-Luteina 1.77 £ 1.40
t-Luteina 74.08 £ 7.44
Zeaxantina 4.27 £ 1.04
Epoéxidos 17.94 + 6.46

Se llevaron a cabo 7 pruebas para demostrar la
accidén de diversos agentes catalizadores, en las cuales se
obtuvo el contenido como porcentaje de carotenoides de
muestras de pigmento final por medio de cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) , y cuyos resultados se

muestran en la Tabla II. Los parametros de las pruebas
fueron:

PARAMETRO |DESCRIPCION UNIDADES
Parametro 1 |Carotenoides en oleoresina (carot. g/Kg oleo.)
Parametro 2 (Oleoresina de flor (Kg)
Parametro 3 |Pigmento a la entrada (g9)
Parametro 4 |[KOH (Kg)
Parametro 5 |NaOH (Kg)
Parametro 6 |Agua (Kg)
Parametro 7 |Catalizador (Kg)
Parametro 8- |Temperatura (°c)
Parametro 9 |Presién (atm)
Parametro 10 |Saponificacién (%)
Parametro 11 |Rendimiento del pigmento (%)

PCT/MX98/00049
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T A B L A I I
PARAMETROS E O E 1 E 2 E 3 E 4 E 5 E 6
Paradmetro 1 {109.0(109.0(109.0(83.0 [83.0 102.0 (83.0
Parametro 2 16.06 |6.06 [6.06 [11.70]11.70 |5.00 11.70
Parametro 3 1660.8/660.8(660.8(971.1(971.1 |510.0 |971.1
Parametro 4 1.05 (1.05 [1.05 {2.03 [2.03 0.94 2.03
Parametro 5 0.14 [0.14 [0.14 |0.28 |0.28 0.13 0.28
Parametro 6 |1.2881.288(1.288(2.500(2.500 |1.160 |2.500
Parametro 7 |0.00 [(0.48 [0.48 [0.94 |0.94 0.44 0.94
Parametro 8 |120.0|113.0(115.0(117.0(113.0 |117.0 |112.0
Parametro 9 (1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Parametro 10 |99.70 (99.3298.81 [99.13|100.52 |101.67 |100.10
Parametro 11 [95.5 [90.5 [95.0 [89.6 |83.2 82.2 8l1.6
HPLC (%)
B-Caroteno 0.62 |1.28 [2.26 [0.90 [0.70 0.69 0.69
Criptoxantina|3.98 (4.93 |5.92 [6.73 |6.37 4.35 4.64
c-Luteina ND 0.27 [|0.19 (0.18 [0.34 0.18 0.15
t-Luteina 77.20154.16{17.88(19.14 |33.73 [35.27 |24.19
Zeaxantina 7.59 122.38165.54 (65.73(42.66 |48.75 |61.07
Epbéxidos 10.61(16.988.22 |7.33 [19.19 [10.75 |9.28

nd= No Detectado.

Las 7 pruebas indicadas en 1la Tabla II se
efectuaron empleando condiciones similares de tiempo de
reaccion. La Prueba de Referencia (EO), se efectudé sin
catalizador alguno pero utilizando el mismo procedimiento.

Las pruebas 1 a 6 (El1l a E6), se llevaron a cabo
en presencia de diferentes agentes catalizadores,
observandose que en todos los casos, se obtuvieron
productos de reaccién con contenido de Zeaxantina mayor al
de la Prueba de Referencia (EO).

Los agentes catalizadores utilizados en las
pruebas 1 a 6, se adicionaron en una proporcién cercana al
8% en peso -de la oleorresina de flor de cempastuchil, de
acuerdo a lo siguiente: propilen glicol para la Prueba 1
(E1) ; mono-oleato de sorbitan 20-POE para la Prueba 2 (E2):;
Nonil fenol 30-POE para la Prueba 3 (E3) ; Alquil-Bencen-
sulfonato de Sodio para la Prueba 4 (E4); Lauril Sulfato de

trietanol amida para la Prueba 5 (E5); y, Alcohol Laurico
10 POE para la Prueba 6 (E6).
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Como se podra observar, en los resultados de las
pPruebas anteriores se hace evidente la accién de los
agentes catalizadores en lo que se refiere al aumento del
contenido de Zeaxantina en el pigmento final, ya que en la
Prueba 1 (E1), aunque se presenta un contenido final menor
de Zeaxantina «con respecto a los otros ejemplos
catalizados, se registra un aumento de alrededor de 3 veces
con respecto al contenido de la misma de la Prueba de
Referencia (EQ).

Cabe destacar que en las pruebas en las que se
utilizé un agente tensoactivo como catalizador (E1 a E6),
se obtuvo un pigmento estable en cuanto a contenido de
carotenoides totales, que mostré buena estabilidad en
pruebas de anaquel.

Con el fin de demostrar la estabilidad de los
pigmentos que se obtienen a partir del producto de reaccién
de la presente invencién, se realizaron las Pruebas 7 y 8,
identificadas comoc E7 Y EB, respectivamente, en la Tabla

III, las cuales se llevaron a cabo de acuerdo a lo
siguiente:

PRUEBA Propilen glicol Mono oleato de
sorbitan
(%)* 20 POE (%)
E7 0 0
ES8 18 10

Porcentaje en peso con respecto a la cantidad de extracto
crudo de la flor de cempasitchil.

Las condiciones de agitacién, tiempo, presién y
temperatura fueron las mismas para ambas pruebas. Los
productos de reaccién obtenidos fueron formulados vy
analizados antes y después de ser sometidos a condiciones
de desafio o degradacién acelerada, que consistieron en
calentar a 75 °C durante 72 horas, al término de las cuales
se determind su contenido total de carotenoides.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
III.
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T A B L A I I I
DEGRADACION ANTES DE 1A DESPUES DE LA
PRUEBA PRUERA
ACELERADA E7 ES8 E7 EB
Conc. Pigmento (g/kg) |14.07 12.68 |6.72 11.16
Degradacién (%) 52.2 12.0

Los resultados obtenidos, muestran que en el caso
de la Prueba 7 (E7), la degradacién fue de 52.2 %, mas de
el doble de la que se observa en el pigmento obtenido
mediante el procedimiento de la presente invencién, en el
cual sélo se obtuvo un 12 % de degradacién, segun se
muestra en los resultados de la Prueba 8 (ES).

Ain cuando se han ilustrado Yy descrito ciertas
modalidades de la invencién, debe hacerse hincapié en que
son posibles numerosas modificaciones a las mismas. La

presente invencién, por lo tanto, no deberia considerarse

como restringida, excepto por 1lo que exija la técnica

anterior y por el espiritu de las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1.~ Un procedimientc de isomerizacién de Luteina
a Zeaxantina del tipo que comprende una saponificacién o
tratamiento con alcali de un extracto vegetal que contiene
Luteina, seguida de una etapa de calentamiento,
caracterizado porque la saponificacién y la etapa de
calentamiento, se 1llevan a cabo en presencia de un
catalizador para la reaccién de isomerizacién de Luteina a
Zeaxantina a una temperatura de 60 a 140°c,
aproximadamente, obteniéndose un rendimiento aproximado de
25% a 96% de conversién de la Luteina contenida en el
extracto vegetal.

2.- Un procedimiento de isomerizacién de Luteina
a Zeaxantina, de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado ademas porque el catalizador es un agente
tenéoactivo con una escala de balance hidrofilico-
lipofilico entre 1 y 40.

3.~ Un procedimiento de isomerizacién de Luteina
a Zeaxantina, de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado ademas porque el catalizador se selecciona
del grupo que comprende: propilen glicol; alcohol
cetoestearilico-20 POE; diestearato de etilen-glicol;
lauril sulfato de amonio, lauril sulfato de sodio; lauril
sulfato de trietanol amida; alquilbencen-sulfonato de
sodio; ésteres poliglicdlicos de acidos grasos; nonil
fenol-30 POE ; diestearato de polietilen-glicol;
monoestearato de sorbitan-20 POE; mono-oleato de sorbitan-
20 POE; o, mezclas de los mismos

4:- Un procedimiento de isomerizacién de Luteina
a Zeaxantina, de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado ademas porque el agente tensoactivo, debe
estar presente en una proporcién aproximadamente de 1 a 35%
en peso del extracto vegetal que contiene Luteina.

5.- Un procedimiento de isomerizacién de Luteina
a Zeaxantina, de conformidad con la reivindicacién 4,

PCT/MX98/00049
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caracterizado ademds porque el extracto vegetal que
contiene Luteina puede ser extracto de flor de cempasuchil,
de alfalfa, de chile, o de cualquier otra variedad vegetal
que contenga carotenoides.

6.- Un procedimiento de isomerizacién de Luteina
a Zeaxantina, de conformidad con 1la reivindicacién 5,
caracterizado ademas porque, el extracto vegetal que
contiene Luteina es de flor de cempasuchil Y la cantidad de
catalizador que se emplea es aproximadamente de 5% a 15% en
peso.

7.- Un procedimiento de isomerizacién de Luteina
a Zeaxantina, de conformidad con 1la reivindicacién 4,
caracterizado ademas porque la saponificacién o tratamiento
con alcali, se lleva a cabo tratando al extracto vegetal
que contiene Luteina con una solucidén acuosa de un alcali
seleccionado entre Hidréxido de Sodio, Hidréxido de
Potasio, Hidréxido de Calcio o mezclas de los mismos, a una
temperatura aproximadamente entre 60 Yy 140 °C; y, etapa de
calentamiento se lleva a cabo a una temperatura
aproximadamente entre 60 y 140 °cC.

8.- Un procedimiento de isomerizacién de Luteina
a Zeaxantina, de conformidad con la reivindicacién 4,
caracterizado ademas porque la saponificacién o tratamiento
con alcali, se lleva a cabo tratando el extracto vegetal
que contiene Luteina con una solucién alcohdlica de alcali
seleccionado entre hidréxido de sodio, hidréxido de
potasio, hidréxido de calcioc o mezclas de los mismos.

9.- Un procedimiento de isomerizacidén de Luteina
a Zeaxantina, de conformidad con 1la reivindicacién 8,
caracterizado ademas porque la solucién alcohdlica se
prepara con un alcohol de bajo peso molecular seleccionado
entre metanol, etanol, iso-propanol y mezclas de los
mismos.

10.- Un procedimiento de isomerizacién de Luteina
a Zeaxantina, de conformidad con 1la reivindicacién 7,
caracterizado ademds porque , el extracto vegetal que
contiene Luteina es extracto de flor de cempasichil; 1la
saponificacién o tratamiento con Aalcali se lleva a cabo

PCT/MX98/00049
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empleando una solucién acuosa de hidréxido de potasio con
una concentracién de 20 a 70%, aproximadamente, empleandose
preferiblemente una concentracién del 50%; a una
temperatura de 110 a 120°c, aproximadamente y a presién
atmosférica; y, la etapa de calentamiento se lleva a cabo a
una temperatura entre 70 y 140°C, aproximadamente, durante
un tiempo de 60 a 90 minutos, aproximadamente, obteniéndose
un producto de reaccidén que contiene Zeaxantina en hasta
aproximadamente 80% de los carotenoides totales.

11.- Un producto de reaccién con alto contenido
de Zeaxantina, caracterizado porque el producto de reaccién
tiene hasta aproximadamente 80% de contenido de Zeaxantina
con respecto a los carotenoides totales, y se obtiene
empleando el Procedimiento reclamado en las
reivindicaciones 1 a 10.

12.- Un producto de reaccién con alto contenido
de Zeaxantina, de conformidad con la reivindicacién 11,
caracterizado ademds porque el producto de reaccidén, tiene
un alto contenido de Zeaxantina, el cual permite 1la
preparacién de formulaciones liquidas y/o sélidas, las
cuales son estables con respecto a la concentracién de
carotenocides totales por un tiempo prolongado.

13.~ Un producto de reaccién con alto contenido
de Zeaxantina, de conformidad con la reivindicacién 12,
caracterizado ademads porque las formulaciones sélidas y/o
liquidas se preparan mediante el mezclado del producto de
reaccién con productos comerciales convencionales tales
como el Cromophyl-LR y el Cromophyl-20R.

14.- Una composicién pigmentante, caracterizada
porque comprende un producto de reaccién con alto contenido
de Zeaxantina tal y como se reclama en las reivindicaciones
11 a 13; y, un excipiente sélido o liquido.
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