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DESCRIPCION
Proceso para la purificacion de xantofilas
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencion

[0002] [sic] La presente invencion se refiere a un proceso para la purificacion de xantofilas procedentes de extractos
de plantas, en particular las oleorresinas de cempasuchil o claveldn de la India (Tagetes erecta).

Descripcion de la técnica relacionada

[0003] Los carotenoides comprenden un grupo de pigmentos naturales que se encuentran en abundancia en las
plantas, algunos peces, los crustaceos, las aves, las algas y las bacterias. Dentro de este grupo de pigmentos estan
los carotenoides de color amarillo, entre los que figuran los carotenos (por ejemplo, el B-caroteno) y las xantofilas
(por ejemplo, la luteina y la zeaxantina) y los carotenoides de color rojo, entre los que figuran la capsanteina, la
cantaxantina y la astaxantina. Estos carotenoides de color amarillo y rojo a menudo se encuentran presentes en las
plantas —especialmente en las plantas con flores— junto con otras clases de pigmentos, incluidos principalmente los
pigmentos de clorofila verde.

[0004] Durante décadas se han utilizado los carotenoides, y en particular las xantofilas, procedentes de extractos
de cempasuchil en la industria avicola para la pigmentacion de pieles de pollo para asar y yemas de huevo. La
luteina estd presente en concentraciones muy superiores a la zeaxantina en los extractos de cempasuchil. Se
conocen formulaciones de pigmentaciones para el uso en la industria avicola que poseen concentraciones
relativamente altas de zeaxantina, en las que la luteina ha sido isomerizada para producir zeaxantina (patente
estadounidense n° 5.523.494 otorgada a Torres y patente estadounidense n°® 5.973.211 otorgada a Rodriguez).

[0005] Ademas de su importancia comercial en la industria avicola, los cientificos han prestado recientemente una
atencion considerable a los carotenoides debido a su posible funcién en la promocién de la salud humana. Se ha
demostrado que compuestos como el a-caroteno y el B-caroteno, la luteina y la zeaxantina poseen una pronunciada
actividad antioxidante, la cual puede retrasar o prevenir enfermedades como el cancer, la arteriosclerosis, las
cataratas, la degeneracion macular y otras (Bowen, W098/45241). La luteina y la zeaxantina son los Unicos
carotenoides presentes en la regién macular de la retina humana y estan relacionadas con la funcién normal de la
macula responsable de la agudeza visual. También se tiene conocimiento de que los carotenoides mejoran la
respuesta del sistema inmunitario. Los radicales libres producidos como subproductos de procesos metabdlicos y
que son el resultado de contaminantes ambientales (como, por ejemplo, el diéxido de nitrégeno y el ozono del aire
contaminado, los metales pesados, los hidrocarburos halogenados, la radiacion ionizante y el humo de cigarrillos)
estan implicados como factores causantes de muchas de las enfermedades mencionadas anteriormente. Los
carotenoides son inhibidores potentes de los radicales libres de oxigeno, altamente reactivos, que pueden iniciar una
cascada de reacciones quimicas perjudiciales. Los carotenoides también actian como antioxidantes separadores de
cadenas, especialmente a presiones parciales bajas de oxigeno. Por lo tanto, los carotenoides pueden contribuir a
reducir las reacciones provocadas por los radicales libres y también pueden prevenir la generacion de radicales
libres, limitando asi los dafios producidos por los radicales libres/oxidantes.

[0006] Khachik ha descrito (patente estadounidense n® 5.382.714) un proceso de obtenciéon de luteina con una
pureza generalmente superior al 90%, determinada por espectrofotometria en el ultravioleta visible. Se descubrio
que la pureza de la luteina era de aproximadamente 94,79%, y sus isomeros de aproximadamente 3,03%,
basandose en un analisis de HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia, High performance liquid chromatography)
y otros que constan de zeaxantina, etcétera. El principal inconveniente del procedimiento mencionado anteriormente
consiste en el uso de un disolvente halogenado. En la mayoria de los paises esta prohibido el uso de disolventes
halogenados en aplicaciones relacionadas con los alimentos humanos, ya que existen temores sobre sus posibles
efectos cancerigenos.

[0007] Ausich y Sanders (patente estadounidense n°® 5.648.564) han desarrollado un proceso para la obtencién de
cristales de xantofila que contienen aproximadamente un 70-85% de carotenoides totales, que se considera que
contienen xantofilas sustancialmente puras. El andlisis HPLC de las xantofilas mostré un 85-95% de trans-luteina,
0,2-1,5% de sus isémeros geométricos y 2,5-8% de zeaxantina. La escasa solubilidad de los ésteres de xantofila en
propilenglicol y el calentamiento posterior a temperaturas de aproximadamente 70° C durante 10 horas son las
principales desventajas del proceso mencionado anteriormente, ya que la luteina experimenta una isomerizacion y
descomposicion en dichas condiciones. Ademas, el propilenglicol no es un disolvente cuyo coste sea razonable
desde un punto de vista comercial.

[0008] Khachik en su patente estadounidense n°® 6.262.284 ha desarrollado un proceso para la obtenciéon de
cristales de luteina y zeaxantina (con una pureza de un 97%) a partir de harina de cempasuchil en vez de extracto
de cempasuchil. Este proceso supuso la extraccion y saponificacion simultaneas de los ésteres de xantofila. Las
principales limitaciones en este proceso son la saponificacion del extracto sin concentracion, lo que provoca el
consumo de un gran volumen de disolventes que son dificiles de manipular en la produccidon comercial. La formacion
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adicional de perdxidos a partir de disolventes, como por ejemplo THF (tetrahidrofurano) puede causar la degradacion
de las xantofilas. Asimismo, el uso de cromatografia en columna de gel de silice resulta un proceso incémodo y
menos econdémico para la produccién a escala comercial de cristales puros de luteina.

[0009] Madhavi y Kagan (patente estadounidense n° 6.380.442) han divulgado un proceso para el aislamiento de
carotenoides mixtos procedentes de plantas y éste es ilustrado con ejemplos de oleorresina de cempasuchil. La
temperatura de hidrdlisis es elevada y el tiempo de reaccion es prolongado, lo que provoca la oxidacién y
degradacion de la luteina. EI método no resulta atractivo para aplicaciones comerciales, ya que se requiere una
cantidad de agua de mas de 30 veces por kilogramo de material de entrada y la luteina se libera en forma de
cristales diminutos dispersos en una solucién jabonosa viscosa, lo que dificulta la labor de recuperacion.

[0010] Rodriguez et al. (patente estadounidense n° 6.329.557) han divulgado un proceso a escala industrial para la
obtencion de cristales de xantofila a partir de extracto de cempasuchil. El método es Uutil para las oleorresinas de
cempasuchil y proporciona un proceso a escala industrial para la obtencién de concentrados de luteina y zeaxantina
de alta pureza utilizando extractos de cempasuchil saponificados.

[0011] Montoya et al. (patente estadounidense n° 6.504.067) describen un proceso para la limpieza de
oleorresinas con alcali y acido. La oleorresina limpia es sometida a hidrdlisis acuosa de alcali a una temperatura de
90° C durante 8 horas en presencia de agentes emulsionantes. Este método tiene la desventaja de que la
temperatura elevada y la duracion prolongada del ciclo tiene como resultado la degradacion de la luteina libre.

[0012] Kumar et &l. (patente estadounidense n° 6.743.953) divulgan un método que incluye la saponificaciéon en un
alcohol para evitar la adicion de agua, la eliminacion del alcohol a presién reducida y la extraccion de xantofilas en
acetato de etilo para obtener xantofilas con un buen rendimiento. El método de Kumar et al. evita el uso de agua
durante la saponificacion, evitando asi los pasos para eliminar el agua mediante disolventes organicos,
especialmente disolventes organicos halogenados. La saponificacion en alcohol era conocida y ha sido descrita por
Grant (patente estadounidense n°® 3.523.138).

[0013] Sadano et al. (U.S. 2004/0055954) divulgan la extraccion de oleorresina de cempasuchil con la extraccion
de fluido supercritico, como por ejemplo diéxido de carbono a alta presiéon. La extraccidon selectiva se consigue
cambiando la presion del fluido supercritico. La oleorresina extraida se purifica adicionalmente mediante la
disolucion en un disolvente de cetona y la eliminacién del precipitado. El requisito de un equipo especial para la
extraccion de fluido supercritico hace que este método resulte poco atractivo en aplicaciones comerciales.

[0014] Khachik (solicitud estadounidense n° 2005/0038271) describe un método para la extraccion de zeaxantina a
partir de bayas Lycium Chinese Mill y luteina a partir de cempasuchil sin necesidad de utilizar disolventes organicos
nocivos. Este método se sirve de tetrahidrofurano y un alcohol Clase 3 de la FDA (Food and Drug Administration,
Organismo para el Control de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos), preferentemente etanol, como
disolventes de extraccion. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la formacion de perodxidos a partir
de disolventes como el THF puede causar la degradacién de las xantofilas.

[0015] Quesnel (solicitud estadounidense n° 2005/0139145) describe un método relativamente sencillo para la
purificacion de carotenoides que incluye luteina y se sirve de disolventes organicos. Los cristales obtenidos por este
procedimiento fueron altos en todas las trans-luteinas.

[0016] Rosales et al. (solicitud estadounidense n° 2005/0153002) describen un proceso para la obtencion de
xantofilas con buen rendimiento y alta pureza que estan libres de derivados epoxizados. Este método incluye el
secado de flores de cempasuchil en condiciones moderadas para evitar la formacion de epdxidos, seguida por la
saponificacion y el uso de halogenuros metalicos (por ejemplo, cloruro de calcio) [para eliminar] acidos grasos. El
precipitado resultante es extraido y lavado con disolvente polar (por ejemplo, alcohol o acetona).

[0017] Bhaskaran et &l. (solicitud estadounidense n° 2005/0182280) describen un método para la preparacion de
una pasta de luteina estable a partir de oleorresinas utilizando temperaturas relativamente bajas y tiempos de
reaccion cortos. Sin embargo, este método incluye pasos multiples, como por ejemplo la disoluciéon en alcohol, la
limpieza en una resina de intercambio idnico, la hidrélisis de los ésteres utilizando un catalizador de transferencia de
fase, la inhibicién con una solucién acida, la disolucién y el filtrado de los sdlidos, el secado de los ésteres, la
trituracion del residuo y la destilacién de la fraccién alcohdlica. En consecuencia, el método descrito no es un
método viable desde un punto de vista comercial si se tiene en cuenta el gran numero de pasos necesarios.

[0018] Es evidente que sigue existiendo la necesidad de un método sencillo y adaptable para el aislamiento de
xantofilas libres que limite el uso de disolventes organicos y reduzca al minimo los niveles de degradacion y
epoxidos en el producto de xantofila. Las realizaciones preferidas de la presente invencién tienen como objetivo
lograr un proceso mejorado para el aislamiento de xantofilas que estén libres de derivados de epodxidos, a partir de
extractos de plantas y que sea adaptable, econémico y facil de llevar a cabo.
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RESUMEN DE LA INVENCION

[0019] Las realizaciones de la invencion tienen como objetivo métodos para la obtencién de xantofilas libres que
incluyen uno o varios de los siguientes pasos. Se proporciona una oleorresina derivada de plantas. La oleorresina
derivada de plantas se saponifica para obtener una resina saponificada. La resina saponificada se lava con una
solucion de sal mas de una vez hasta que el pH de la resina esté comprendido entre 6,5 y 9. A continuacién se lava
la resina con un disolvente no polar para eliminar los componentes lipidos. La resina se lava al menos una vez con
un disolvente de polaridad incrementada. Después se lava la resina con agua para eliminar el disolvente. La resina
se filtra y/o seca para obtener las xantofilas libres.

[0020] En realizaciones preferidas, la oleorresina derivada de plantas se deriva del cempasuchil o clavelén de la
India (Tagetes erecta) o bayas Lycium chinensis.

[0021] Preferentemente, la solucion de sal comprende una sal de sodio o de potasio en una concentracién de 5 a
15%. Se prefiere aun mas que la sal sea una sal de sodio y que la sal de sodio sea cloruro de sodio.
Preferentemente, al menos uno de los lavados en solucién de sal es acidificado. Se prefiere ain mas que el ultimo
lavado en solucion de sal sea acidificado. En las realizaciones mas preferidas, al menos un lavado en solucién de
sal es acidificado con &cido fosférico al 2-3%.

[0022] En realizaciones preferidas, el disolvente de polaridad incrementada es una solucion de agua-alcohol o una
solucion de agua-acetona. Mas preferentemente, la resina se lava con el disolvente de polaridad incrementada 2-4
veces y la polaridad del primer lavado es menor que la polaridad del ultimo lavado. Se prefiere aun mas que el
disolvente de polaridad incrementada se acidifique durante al menos un lavado. En una realizacion preferida, se lava
la resina al menos una vez con un disolvente de polaridad incrementada que se acidifica con acido fosforico al 1-3%.
En la realizacion mas preferida, el disolvente de polaridad incrementada incluye una solucion de agua-metanol
(10:90) acidificada para al menos uno de los lavados. En algunas realizaciones, el lavado de la resina con el
disolvente de polaridad incrementada también incluye un paso de filtrado.

[0023] En algunas realizaciones preferidas, la planta es cempasuchil y las xantofilas libres son predominantemente
luteina libre, preferentemente al menos un 60% de luteina libre. En algunas realizaciones preferidas, la planta
consiste en bayas Lycium chinensis y las xantofilas libres son predominantemente zeaxantina.

[0024] Preferentemente, el disolvente no polar es hexano.

[0025] En realizaciones preferidas, el paso final de secado también incluye la adicion de una mezcla de alcohol-
agua para facilitar la eliminacién de agua. Preferentemente, la mezcla de alcohol-agua es una mezcla de etanol-
agua (50:50).

[0026] En algunas realizaciones se proporciona la oleorresina mediante uno o varios de los siguientes pasos:

el tratamiento de un homogeneizado de plantas con un disolvente de polaridad incrementada para una
purificacion inicial;

el filtrado del homogeneizado para obtener un material precipitado; y
la extraccion del material precipitado con un disolvente no polar.

[0027] Preferentemente, la planta es Lycium chinensis. Preferentemente, el disolvente de polaridad incrementada
es una solucion de alcohol-agua. Preferentemente, el disolvente no polar es hexano.

[0028] En algunas realizaciones preferidas, el método también incluye los pasos de concentracion del extracto en
los extractos de disolventes no polares, y/o el lavado del concentrado con agua

[0029] Otros aspectos, caracteristicas y ventajas adicionales de esta invencién se haran evidentes gracias a la
descripcién detallada de las realizaciones preferidas que se muestran a continuacion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0030] A continuacion se describiran estas caracteristicas y otras caracteristicas adicionales de la invencion
haciendo referencia al dibujo adjunto de las realizaciones preferidas, el cual tiene como objetivo ilustrar, pero no
limitar, la invencion.

[0031] La figura muestra un diagrama de flujo para la purificacion de luteina a partir de extracto de cempasuchil
saponificado.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA REALIZACION PREFERIDA

[0032] Aunque la realizacion descrita representa la realizacion preferida de la presente invencion, se
sobrentendera que los expertos en este campo podran concebir modificaciones sin abandonar el espiritu de la
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invencion. Por consiguiente, el ambito de la invencion estara determinado Unicamente por las reivindicaciones
adjuntas.

[0033] Las realizaciones de la invencion se refieren a un nuevo método para la purificacion de xantofilas libres
procedentes de fuentes de origen vegetal y no vegetal. Las fuentes de origen vegetal incluyen el cempasuchil
(Tagetes erecta), las bayas Lycium Chinese Mill (LCM), las bayas Lycium chinensis y verduras verdes como las
coles rizadas (Brassica oleracea var. acephala), las espinacas (Spinacia oleracea) y las berzas comunes (Brassica
oleracea, var. Champion). Otras fuentes de materias primas incluyen las algas, el excremento de gusanos de seda y
las hojas de alfalfa. Las fuentes preferidas son el cempasuchil (Tagetes erecta) y las bayas Lycium chinensis.

[0034] La xantofila predominante que se extrae dependera del material basico utilizado. Por ejemplo, muchas
especies de cempasuchil son ricas en luteina. Las realizaciones de la invencion que utilizan una especie de
cempasuchil rica en luteina produciran predominantemente luteina. Si se utilizan las bayas Lycium Chinense Mill
(LCM) o las bayas Lycium chinensis, el producto sera predominantemente zeaxantina. Por el término
“predominantemente” se entiende su significado normal y habitual y, en el contexto de la presente solicitud, se
entiende que la especie de xantofila especifica se encuentra presente en mas del 50% de los carotenoides totales,
mas preferentemente en mas del 60%, aun mas preferentemente en mas del 70%, aun mas preferentemente en
mas del 80% e idéneamente en mas del 90% de los carotenoides totales. Si se utilizan pimientos rojos, el producto
final sera rico en capsantina. Otras fuentes pueden producir mezclas de xantofilas. Se conocen los niveles de
xantofila presentes de forma natural para muchas especies y variedades. Un experto en este campo podria elegir el
material de partida apropiado, dependiendo del producto de xantofila que se desee.

[0035] Las realizaciones de la invencion se refieren a un método de preparacion de xantofilas. Algunos pasos
incluyen lavados repetidos de extractos de la planta con una solucién acuosa de sal que facilita la eliminacion de las
impurezas solubles en agua, disminuyendo a la vez el pH. A medida que el pH disminuye durante los lavados de sal,
no es necesario afiadir grandes cantidades de acido para neutralizar el alcali usado durante la saponificacion. A
diferencia de los disolventes organicos utilizados en los procedimientos del estado anterior de la técnica, los lavados
con agua salada son respetuosos con el medio ambiente y no plantean problemas de salud para los usuarios finales.

[0036] Otra ventaja de las realizaciones de este método es que el proceso de purificaciéon elimina los epéxidos y
otras impurezas que son liberados durante el ensilado y los pasos de procesamiento (como por ejemplo el secado)
de los extractos de plantas utilizados como material de partida. Como resultado, el producto final esta practicamente
libre de derivados de epdxido no deseados.

[0037] Las realizaciones de este método pueden ser adaptadas comercialmente debido a que los disolventes y
otros materiales utilizados en la extraccion son econdmicos y pueden ser adquiridos facilmente

[0038] En una realizacion preferida de la presente invencién, se utilizan como materiales de partida los extractos
de cempasuchil que contienen entre 40 y 150 gramos de carotenoides por kilogramo y entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 20 gramos de clorofila por kilogramo. Se pueden cosechar a mano o mecanicamente las flores de
cempasuchil utilizadas para la fabricacion de estos extractos. También se pueden utilizar harinas de cempasuchil o
extractos de cempasuchil.

[0039] Las harinas de cempasuchil se preparan mediante la deshidratacion de las flores. Existen diferentes
métodos para la deshidratacion, por ejemplo mediante secadores de cinta, de bandejas, de estantes, de tambor o el
secado al sol. El material seco se muele y después de este proceso se realiza una extraccion con disolvente usando
un disolvente no polar, como por ejemplo el hexano. A continuacion se elimina el disolvente por evaporacion y se
obtiene una oleorresina de cempasuchil. La oleorresina se saponifica después para completar la hidrélisis de las
xantofilas y las clorofilas presentes. La saponificacion puede llevarse a cabo por tratamiento de la oleorresina con
hidréxido de sodio o de potasio o algun otro alcali. Las condiciones de saponificacién son bien conocidas.
Preferentemente, el extracto se saponifica sin el uso de ningun aditivo que no sea el alcali (por ejemplo, el hidréxido
de sodio o de potasio).

[0040] Durante la reaccién de saponificacion se obtienen la luteina libre, la zeaxantina libre y otras xantofilas libres,
asi como sales de sodio y de potasio de acidos grasos como los &cidos miristico, palmitico y estedarico. Asimismo,
los grupos fitilo y metilo en las moléculas de pigmento pueden ser sustituidos por sodio o potasio, en funcion de la
base (por ejemplo, NaOH o KOH, respectivamente) usada como agente de saponificacion. También se pueden
producir clorofilinas solubles en agua durante la saponificacion.

[0041] EI material saponificado se precipita por sales para separar el pigmento de lipidos que contiene la materia
del exceso de sales alcalinas y otros subproductos de la hidrdlisis con afinidad o solubilidad en agua. El tratamiento
de precipitacion por sales se puede hacer con una sal comun y econémica como el cloruro de sodio u otras sales
que creen soluciones de agua altamente polares. Dichas sales son bien conocidas y, en particular, incluyen
cualquier sal de sodio o de potasio. La concentracion de sal estd comprendida entre un 1% y un 30%, y
preferentemente entre un 5% y un 15%. Los lavados repetidos con solucion de sal neutralizan el extracto
saponificado, lo que evita la necesidad de utilizar acidos mas costosos y dificiles de usar y/o elimina el uso de
disolventes organicos para crear fases acuosas y organicas con el fin de iniciar el proceso de purificacion. Puesto
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que los disolventes organicos tienen una mayor toxicidad que las soluciones acuosas de sal, la evitacion de un
disolvente organico en este paso supone una ventaja desde el punto de vista de la salud humana y proporciona una
ventaja por lo que respecta a los costes. Normalmente se utiliza una solucién de sal con una concentracion de entre
5% y 15% a una temperatura de 85° a 90° C. El pH de la solucion de sal es alcalino (pH 11-12). Se descartan los
lavados de sal acuosos que contienen los pigmentos solubles en agua, dejando la oleorresina.

[0042] La oleorresina se lava con una solucién salina ligeramente mas acida. Con lavados continuados para
obtener una mezcla alcalina de pH de 6,5 a 9, y mas preferentemente de 7,5 a 8,0, se forma un sistema de dos
fases donde se elimina practicamente toda el agua en la fase acuosa-salina y se proporciona una fase lipidica
organica para su posterior procesamiento. En algunas realizaciones, estos lavados también pueden incorporar uno o
mas pasos de filtrado.

[0043] Esta fase lipidica es tratada con un disolvente no polar, como por ejemplo el hexano, para formar un
sistema de tres fases en el que las fases alta y media son decantadas y eliminadas, separando de este modo los
lipidos de los carotenoides de mayor densidad. El uso de hexano para extracciones de lipidos es bien conocido en la
industria de las grasas y aceites, aunque se pueden usar otros hidrocarburos de cadena lineal como por ejemplo el
pentano, el heptano o el éter de petréleo (temperatura de ebullicion de 30-60° C).

[0044] EIl material lavado con hexano es tratado con un disolvente de polaridad incrementada, como por ejemplo
alcohol mezclado con agua, en donde ambos componentes son completamente miscibles y pueden contener un
componente acido como parte de la solucion. La introduccion del disolvente de polaridad incrementada reduce la
pérdida de luteina en este paso de la purificaciéon. Entre los ejemplos de disolventes de polaridad incrementada que
se pueden utilizar en este paso de la invencion figuran mezclas de alcohol/agua, acetonitrilo/agua, acetona/agua o
acido acético/agua. Los alcoholes preferidos incluyen el etanol, el metanol, el propanol, el isopropanol, el terc-
butanol y el butanol, combinados con agua para el disolvente de polaridad incrementada. Preferentemente, el
disolvente de polaridad incrementada es etanol/agua o metanol/agua. Mas preferentemente, el disolvente de
polaridad incrementada es metanol/agua. Preferentemente, el contenido de agua es de un 30% o inferior, méas
preferentemente de un 15% o inferior. En la realizacion mas preferida, el contenido de agua es de aproximadamente
un 10%. Preferentemente, el disolvente de polaridad incrementada incluye una pequefia cantidad de un acido para
eliminar la alcalinidad residual, en particular en el ultimo lavado con el disolvente de polaridad incrementada. Se
puede utilizar cualquier acido para acidificar el disolvente de polaridad incrementada, incluidos (pero no limitados a)
HCI, HNO3, H2SQO4, H304P, con una concentracion baja de 1-5%, y preferentemente de 1-3%. Preferentemente, se
utiliza acido fosférico con una concentracion de 1-5%, y preferentemente de 2-3%. En algunas realizaciones, la
polaridad del disolvente de polaridad incrementada aumenta a medida que se realizan lavados sucesivos.

[0045] Después del lavado con el disolvente de polaridad incrementada, el residuo se lava adicionalmente con
agua que elimina el exceso de disolvente de polaridad incrementada del sistema y elimina también cualquier sal o
compuestos solubles en agua.

[0046] EIl agua se elimina en gran medida del residuo purificado mediante la mezcla con una mezcla de agua-
alcohol seguida de una filtracion en vacio. Preferentemente, el alcohol es etanol, metanol, propanol, isopropanol,
terc-butanol o butanol. Preferentemente, el alcohol esta presente a un nivel de al menos 40% y mas preferentemente
de un 50%. En realizaciones preferidas, la mezcla de agua-alcohol es una solucién de agua-etanol (50:50). Este
paso facilita el secado final. Cualquier humedad y disolvente residuales son eliminados mediante un secado al vacio
0 una liofilizacion.

[0047] Se describe una realizacién preferida de la invencion haciendo referencia a la Figura que se adjunta.

[0048] Se mezcla el extracto de cempasuchil (oleorresina) libre de etoxiquina o cualquier otro aditivo con suficiente
solucidn acuosa del 50% de hidroxido de potasio para saponificarlo a 103° C. Una vez saponificado, se afiade una
solucidn salina de cloruro sédico con una concentracion de entre 5y 15% en una proporcion de 4 a 8 veces el peso
de la oleorresina de partida y a una temperatura de entre 85° y 90° C y se agita durante aproximadamente 15
minutos. Se deja la mezcla en reposo entre 15 minutos y dos horas a la misma temperatura hasta que se forma una
separacion de dos fases. La fase salina inferior es drenada y eliminada del proceso. A continuaciéon se mezcla la
oleorresina restante durante un periodo de entre 5 y 20 minutos con otra solucion de cloruro de sodio (5 a 15%) a
una temperatura comprendida entre 85° y 90° C, se deja reposar y drena. Se puede llevar a cabo un tercer lavado
con solucion salina a una temperatura comprendida entre 85° y 90° C, afladiendo esta vez preferentemente un 2-3%
de acido fosforico en la solucion para lograr una clara separacion de dos fases y un mejor drenaje de la fase de
solucion salina. Después se enfria la oleorresina residual a una temperatura comprendida entre 30° y 40° C y se lava
preferentemente dos veces con una proporcion de 15 partes de hexano a 1 parte de residuo, agitdndola durante
aproximadamente 10 minutos, dejandola reposar durante un periodo comprendido entre 1 y 5 horas para la
separacion de fases y decantando la capa superior. El residuo lavado con hexano se mezcla a continuaciéon durante
un periodo comprendido entre 5 y 15 minutos a una temperatura comprendida entre 40° y 50° C con un disolvente de
polaridad incrementada que consiste en una solucion de agua-metanol (10:90) que contiene entre 0,5 y 1 kg de
acido fosforico por 100 litros de solucion. Después se filtra o centrifuga al vacio esta mezcla. La torta residual se lava
a continuacién de una a tres veces con una solucion todavia mas polar de agua-metanol (50:50) durante 10 minutos
a una temperatura comprendida entre 40° y 50° C y se filtra o se centrifuga al vacio después de cada lavado. A
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continuacion, la torta se lava con toda el agua necesaria a 65° C para eliminar el metanol residual a menos de 10
ppm. Se pueden eliminar los lavados con agua por filtracion, centrifugacion o decantacion. El residuo lavado con
agua a continuaciéon se lava con una solucion de agua-etanol (50:50) entre 40° y 50° C y se filtra al vacio para
eliminar el liquido. En esta fase se pueden afadir antioxidantes aptos para el consumo humano al residuo purificado
si asi se desea. Después se seca el producto para eliminar el etanol y el agua. Se puede llevar a cabo la eliminacion
del disolvente mediante secado al vacio o liofilizacion. El producto final contendra entre un 60% y un 90% de luteina
y zeaxantina libres, donde aproximadamente el 95% de estos carotenoides sera luteina y el 5% sera zeaxantina.

[0049] La recuperacion tipica de carotenoides del material de partida estd comprendida entre el 60% y el 85%.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

[0050] En un recipiente de reaccion de dos litros se saponificaron 250 g de extracto de cempasuchil con una
solucién acuosa de 50% de hidroxido de potasio a una temperatura de 103° C. El material de partida contenia 110,3
g/kg de carotenoides totales. El material saponificado se mezclé con 1.420 ml de una solucién de cloruro de sodio de
9,8% en agua y se agité durante 20 minutos a 85° C. A continuacién se dej6 en reposo durante 30 minutos a 85° C y
después de la aparicion de una separacion de dos fases se elimin6 la fase de solucién salina inferior con una
succion al vacio. Se traté la oleorresina restante dos veces mas con 1.000 ml de una solucion de cloruro de sodio al
7%, como se ha descrito anteriormente. Después la oleorresina lavada con soluciéon salina se transfiri6 a un
recipiente de 4 litros y se mezclé vigorosamente con 3.000 ml de hexano a 35° C durante 10 minutos. A continuacion
se dejo reposar durante dos horas y media y se decanté la fase superior junto con una interfaz que contenia gomas
hidratadas. Un segundo tratamiento de hexano se realizé de la misma manera pero con 1.500 ml de disolvente. La
pasta residual se mezclé después con 2.000 ml de una solucién de metanol-agua (90:10) y 20 g de acido fosférico al
85% y se agitd durante 10 minutos a 45° C. Esta dispersion se filtré al vacio utilizando papel de filtro Whatman n° 2.
Se llevé a cabo un segundo lavado con metanol-agua, pero esta vez solo con 1.000 ml de una solucién con una
proporcion de 50:50. Después se realizaron tres lavados posteriores de 10 minutos con 800 ml de agua a 65° C,
seguidos por filtracion, para eliminar el metanol. A continuacion se llevé a cabo un lavado de 10 minutos con 800 ml
de una solucion de etanol-agua (50:50) a temperatura ambiente para eliminar parcialmente el agua antes del secado
final. El secado se termind al vacio. La pureza del producto final fue de 84,5% de carotenoides totales, con menos
de un 1% de volatiles, lo que representa un rendimiento del 68,7%.

Ejemplo 2

[0051] Se llevé a cabo la saponificacion de 100 g de extracto de cempasuchil utilizando 36 g de una solucion
acuosa de hidroxido de sodio al 50% a una temperatura de 103° C. El extracto contenia 105 g/kg de carotenoides
totales antes de reaccionar. El producto saponificado se agitdé durante 10 minutos en 500 ml de una solucion de
cloruro de potasio al 12% a 90° C y se dejo reposar a la misma temperatura durante una hora. Se separ6 una fase
inferior mas pesada de una fase superior pigmentada y este lavado se repitié utilizando las mismas condiciones. A
continuacion se mezclé la oleorresina lavada con 2 litros de hexano a 30° C durante 15 minutos. Después se detuvo
la mezcla y se decanté una capa superior de hexano que se formoé después de permitir el reposado durante 5 horas.
Se elimind una fina capa de solidos suspendidos junto con la fase de hexano. Se repitié un segundo tratamiento de
hexano con el mismo volumen y en las mismas condiciones y se decanté la capa de hexano. El exceso de hexano
se evapor6é mediante una agitacion a 55° C y al vacio (600 mmHg). La pasta lavada con hexano se mezclé después
con 400 ml de una solucién de acetona-agua (4 partes de acetona por 1 parte de agua) y 75 ml de una solucion
acuosa de acido fosférico al 25%. La mezcla se agitdé durante 10 minutos a 25° C y se filtrd usando un papel de filtro
Whatman n° 2 y presion reducida. La torta de filtracion se lavd de nuevo, pero esta vez con 100 ml de una solucién
de acetona-agua (3 partes de acetona por 2 partes de agua), agitandola durante 10 minutos a 25° C y después
filtrandola como se hizo anteriormente. La torta de filtracion se lavo vy filtré6 sucesivamente tres veces con porciones
de 200 ml de agua. La pasta lavada con agua se mezclé con 350 ml de una solucién de etanol-agua (1 parte de
etanol por 1 parte de agua), agitandola durante 10 minutos a 25° C y después filtrandola para obtener una pasta
purificada. El material purificado se secé al vacio. Se obtuvo un polvo seco que pesaba 10,1 gramos y que contenia
820 g/kg de carotenoides totales determinados espectrofotométricamente. El andlisis HPLC mostré que el 94,7% de
los carotenoides eran luteina y el 5,3% zeaxantina. Este producto tuvo un rendimiento de 78,9% de carotenoides
totales con respecto al material de partida.

Ejemplo 3

[0052] Un lote de 300 g de bayas Lycium chinensis con 0,89 g/kg de carotenoides totales se
pusieron en remojo en 1.200 ml de una solucién de metanol-agua (1:1) durante 12 horas. A continuacién se
homogeneizaron las bayas en una batidora eléctrica y se pasé la masa total a través de un filtro de fibra de poliéster.
El material retenido en el filtro se extrajo con hexano a 40° C y se filtré6 usando papel de filtro Whatman n° 2. Las
extracciones se repitieron hasta que el extracto era practicamente incoloro. Este proceso utilizé 5.400 ml de hexano.
Los extractos de hexano se combinaron y se redujo el volumen a 2.000 ml por evaporacién al vacio. Los extractos
de hexano concentrados parcialmente se lavaron a continuacion con 2.000 ml de agua para eliminar las gomas y
otros solidos solubles en agua usando embudos de decantacion. Se hizo pasar el extracto de hexano lavado con
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agua a través de un lecho de sulfato sédico anhidro para eliminar la humedad, y a continuacion se llevé a cabo una
evaporacion del disolvente al vacio para obtener un extracto de pigmento concentrado que pesaba 3 g. Después se
saponificé el concentrado con 2 ml de una solucién acuosa de hidréxido de potasio al 25% durante una hora a 103°
C. El material saponificado se lavé tres veces durante 20 minutos con 23,2 ml de una solucién de cloruro de sodio al
7% a 65° C, separando la fase acuosa inferior después de cada lavado. A continuacién, el material lavado con
solucion salina se mezclé con 36 ml de hexano durante 10 minutos a 35° C. Después se dejo reposar durante 3
horas y se separé la fase superior de hexano por aspiracion mecanica. Se lavé la pasta de color restante con 20 ml
de una solucién de metanol-agua (85:15) a 45° C durante 10 minutos y se paso6 a través de un papel de filtro
Whatman n° 2. Se lavé el pigmento en el filtro con 12 ml de una solucion de metanol-agua (50:50) a 45° C, seguido
de tres lavados sucesivos con 9 ml de agua a 65° C, para finalizar con un lavado en una soluciéon de 9 ml de etanol-
agua (50:50) a temperatura ambiente. El material se secé bajo una corriente de nitrégeno. El material purificado
peso6 0,10 gramos y tras un analisis mostré 55% de carotenoides totales, de los cuales se detecté que un 97% eran
zeaxantina y un 1,1% eran luteina. Ello representa un rendimiento del 20,6% de carotenoides totales y el material se
purificé desde 0,89 g/kg hasta 550 g/kg casi 618 veces.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para la obtencién de xantofilas libres que comprende:
el suministro de una oleorresina derivada de plantas;
la saponificacién de la oleorresina derivada de plantas para obtener una resina saponificada;
el lavado de la resina saponificada con una solucién de sal;
la repeticién del lavado con la solucién de sal hasta que el pH de la resina esté comprendido entre 6,5y 9;
el lavado de la resina con un disolvente no polar para eliminar los componentes lipidos;
el lavado de la resina al menos una vez con un disolvente de polaridad incrementada;
el lavado de la resina con agua para eliminar el disolvente; y
el filtrado y/o secado de la resina para obtener xantofilas libres.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que se proporciona la oleorresina mediante los pasos que
comprenden:

el tratamiento de un homogeneizado de plantas con un disolvente de polaridad incrementada para una
purificacion inicial;

el filtrado del homogeneizado para obtener un material precipitado; y
la extraccion del material precipitado con un disolvente no polar.

3. El método de la reivindicacién 2, que ademas comprende: la concentracion del extracto en los extractos de
disolventes no polares y el lavado del concentrado con agua.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones comprendidas entre la 1 y la 3, en el que:

la oleorresina derivada de plantas se deriva del cempasuchil o claveldn de la India (Tagetes erecta) o de
bayas Lycium chinensis, y/o

la planta es Lycium chinensis y las xantofilas son predominantemente zeaxantina.
5. El método de cualquiera de las reivindicaciones comprendidas entre la 1 y la 4, en el que la solucién de sal:
comprende una sal de sodio o potasio con una concentracion del 5% al 15%; y/o
es una sal de sodio y en el que la sal de sodio es cloruro de sodio.
6. El método de cualquiera de las reivindicaciones comprendidas entre la 1 y la 5, en el que:
al menos uno de los lavados con solucién de sal es acidificado; y/o
el ultimo lavado con solucién de sal es acidificado.

7. El método de la reivindicacién 5 o 6, en el que al menos uno de los lavados con solucién de sal es
acidificado con 2-3% de acido fosforico.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones comprendidas entre la 1 y la 7, en el que el disolvente de
polaridad incrementada es una solucidon de agua/alcohol o una solucidon de agua/acetona.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones comprendidas entre la 1 y la 8, en el que se lava la resina
con el disolvente de polaridad incrementada 2-4 veces y en el que la polaridad del primer lavado es inferior a la
polaridad del ultimo lavado.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que el disolvente de polaridad incrementada es acidificado.

1. El método de la reivindicacién 10, en el que la resina se lava al menos una vez con un disolvente de
polaridad incrementada que esta acidificado con un 1-3% de acido fosférico.

12. El método de la reivindicacién 11, en el que el disolvente de polaridad incrementada comprende una
solucion acidificada de agua/metanol (10:90).
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13. El método de cualquiera de las reivindicaciones comprendidas entre la 1 y la 12, en el que la planta es
cempasuchil y las xantofilas libres comprenden al menos un 60% de luteina libre.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones comprendidas entre la 1 y la 13, en el que el disolvente no
polar es hexano.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones comprendidas entre la 1 y la 14, en el que:

el paso final de secado también incluye la adicién de una mezcla de alcohol-agua para facilitar la
eliminacion de agua; y/o

el lavado de la resina con el disolvente de polaridad incrementada comprende adicionalmente un paso de
filtrado.

10
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Proceso mejorado para la purificacion de luteina
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