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DESCRIPCION
Composiciones estables y biodisponibles que contienen isémeros de carotenoides para la piel y el cabello

La presente invencion se refiere a una composicion primaria que incluye al menos un material de tipo carotenoide
enriquecido en isbmeros Z del compuesto carotenoide y posee una mayor estabilidad y biodisponibilidad, y a un
proceso para elaborarla. También se refiere a una composicién oral que contiene la composiciéon primaria en un
producto alimenticio, en un suplemento alimenticio, en un preparado cosmético o en un preparado farmacéutico.

Antecedentes tecnoldgicos

La absorcion de los carotenoides es un proceso complejo que implica su liberacion de la matriz microestructural del
alimento, su disoluciéon en micelas mixtas, su absorcion en el intestino, su incorporacién a los quilomicrones, su
distribucion en los tejidos, su absorcion por el higado y su resecrecion al VLDL, que se transforma progresivamente
en LDL.

La absorcién de licopeno procedente de fuentes alimenticias estd ampliamente documentada. La biodisponibilidad
del licopeno de alimentos tales como tomates y zumo de tomate es muy baja. Hasta ahora el concentrado de tomate
es la fuente alimenticia mas conocida de licopeno biodisponible. El tomate contiene aproximadamente > 90% de
licopeno en su configuracion todo-E.

Los extractos de tomate que contienen una gran cantidad de licopeno son comercialmente asequibles en forma de
oleorresina, pero la biodisponibilidad del carotenoide en humanos es bastante limitada a partir de estas fuentes. En
los extractos de tomate concentrado el licopeno se halla principalmente en forma cristalina, la cual se ha supuesto
que es uno de los factores principales que reduce su biodisponibilidad.

Hasta la fecha las fuentes de licopeno mas comercialmente asequibles presentan un perfil isomérico muy similar al
de los tomates de partida o bien muestran un ligero aumento de isémeros Z, tanto si son derivados (por ejemplo las
salsas) o extractos. Se conocen varios tratamientos - como por ejemplo los procesos térmicos - que favorecen la
isomerizacion. Shi y otros, Journal of Food Process Engineering 2003, 25, 485-498, demostraron que se podia
obtener un aumento de isémeros Z calentando salsas de tomate. Sin embargo ciertos isémeros de licopeno no son
estables y tienden a retroisomerizarse. De acuerdo con la literatura el 5-Z es el mas estable de todos los is6meros
predominantes de licopeno, seguido del todo-E, del 9-Z y del 13-Z. Por consiguiente la estabilidad de los productos
basados en licopeno isomerizado depende de su perfil de isémeros de licopeno, lo cual permite modularla mediante
procedimientos tecnolédgicos que afecten a dicho perfil.

Es sabido que la isomerizacién térmica del licopeno mejora su biodisponibilidad a partir de matrices alimenticias. Sin
embargo la biodisponibilidad de los isémeros individuales del licopeno aun no ha sido investigada. Al igual que para
la estabilidad, se puede suponer que la biodisponibilidad de los productos basados en licopeno depende de su perfil
de isdmeros de licopeno y que por lo tanto se puede modular por medios tecnoldgicos.

Ya existen patentes que proponen medios tecnoldgicos y formulaciones para mejorar la biodisponibilidad de los
carotenoides. Asi por ejemplo, la patente WO 2005/075575 proporciona una composiciéon primaria enriquecida en
isdbmeros Z, que es eficaz para aumentar la biodisponibilidad del compuesto carotenoide. No obstante todavia hay
necesidad de un producto que contenga carotenoides y tenga mayor estabilidad y por tanto mas biodisponibilidad.

Los documentos de patente WO 01/91588 A y US 5 382 714 A revelan productos enriquecidos en isémeros cis de
los carotenoides.

Weedon, en Pure & Appl. Chem., 47, 161-171, revela métodos para sintetizar carotenoides.
Resumen

Se encontré que la estabilidad de los isémeros individuales de Z-licopeno variaba de un isémero a otro; en particular
el 13-Z licopeno era mucho menos estable que los isémeros 5-Z, 9-Z o todo-E. Por consiguiente una composicion
primaria segun la presente invencion debe tener un nivel de isémero 13-Z tan bajo como sea posible para que su
estabilidad sea optima. También se ha demostrado que algunos isémeros Z (como el 5-Z y el 9-Z, por ejemplo) de
los carotenoides incrementan la biodisponibilidad de la composiciéon que contiene dichos carotenoides. Por tanto la
composicion primaria debe contener principalmente el isémero 5-Z o una combinacion de los isémeros 5-Z y 9-Z
para proporcionar una mejor biodisponibilidad y bioeficacia.

Por consiguiente un primer objeto de la presente invencion es proporcionar composiciones primarias conforme a la
reivindicacion 1.

En una forma de ejecucion la presente invencion proporciona una composicion oral que contiene la composicion
primaria en un producto alimenticio, en un suplemento alimenticio, en un preparado cosmético o en un preparado
farmacéutico.
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En una forma de ejecucion la presente invencion proporciona la composicion primaria como aditivo en un producto
alimenticio de administracién oral, tal como una composicién nutricional, un suplemento alimenticio, una comida para
mascotas, un preparado cosmético o un preparado farmacéutico.

En una forma de ejecucion la presente invencion proporciona un método para elaborar las composiciones primarias
o suplementos alimenticios, preparados cosméticos o preparados farmacéuticos que las contengan.

En otra forma de ejecucion la presente invencion propone el uso de la composicion primaria arriba descrita para
preparar una composicion oral, cosmética o farmacéutica destinada a mejorar la salud de la piel, en particular para
proteger la piel de la luz o para proteger el tejido cutaneo contra el envejecimiento.

En una forma de ejecucion alternativa la presente invencion propone el uso de la composicion primaria para preparar
una composicién oral, cosmética o farmacéutica destinada a prevenir o tratar enfermedades cardiovasculares o
canceres.

La presente invencion tiene la ventaja de proporcionar composiciones de isomeros Z de carotenoides, que poseen
una mayor estabilidad, biodisponibilidad y bioeficacia.

Las demas caracteristicas y ventajas aqui descritas resultan evidentes viendo la siguiente descripcion detallada y las
figuras.

Descripcion breve de las figuras

FIGURA 1: area bajo la curva (ABC) de licopeno / triglicéridos de LRT en plasma tras el consumo de una comida
corriente que contiene 25 mg de licopeno total de extracto de tomate (todo-E-licopeno), de oleorresina de tomate rica
en 5-Z licopeno (5-Z oleorresina), de oleorresina de tomate rica en 13-Z licopeno (13-Z oleorresina) o de oleorresina
de tomate rica en 9 y 13-Z licopeno (9- y 13-Z oleorresina).

Descripcion detallada de la presente invencion

La presente invencion se refiere en general a composiciones que proporcionan beneficios saludables. De manera
mas concreta la presente invencion se refiere a composiciones nutricionales beneficiosas que se pueden utilizar
para mejorar la piel y el cabello y a métodos relacionadas con ellas.

Ahora la presente invencion pone a disposicion del consumidor una composicion mejorada que se obtiene a partir de
productos naturales. La composicion primaria aporta carotenoides en una forma particularmente muy biodisponible
y/o bioefectiva.

En una forma de ejecucion preferida la presente invencion proporciona extractos de tomate o sus derivados con una
relacion de isomeros distinta de la existente en productos de origen natural disponibles hasta la fecha. La presente
invencion se refiere en concreto a extractos o derivados con un contenido de isémero E no superior al 60% sobre el
contenido total de licopeno, preferiblemente con un contenido de isémero E no superior al 40% sobre el contenido
total de licopeno (por HPLC).

En una forma de ejecucion preferida la presente invencién proporciona una composicion primaria que contiene una
combinacién especifica de isbmeros Z. En las composiciones primarias de la presente invencion la relacion de
isdmeros Z/E deberia ser superior a 1.

Ademas la composicion es rica en 5-Z y 9-Z y pobre en 13-Z. En una forma de ejecucion preferida la proporcion de
5-Z y 9-Z es mayor del 30% respecto al contenido total de carotenoide, preferiblemente mayor del 40%, sobre todo
mayor del 50%. Asimismo la proporcion de 13-Z es menor del 10% respecto al contenido total de carotenoide, con
preferencia menor del 5%, sobre todo menor del 3%. Aumentando los isémeros especificos 5-Z y 9-Z y/o reduciendo
los isémeros 13-Z, por ejemplo, se puede obtener una forma mas biodisponible y mas bioefectiva de la composicion
primaria. Ademas los extractos o derivados de la presente invencidn son estables en las condiciones habituales de
almacenamiento y no experimentan retroisomerizacion. En las condiciones de proteccion usuales (ausencia de luz y
oxigeno) el contenido total de licopeno y el contenido de isémeros E permanece constante. Este uUltimo no aumenta,
incluso manteniendo los extractos a temperatura ambiente.

Un perfil de este tipo (es decir, una baja proporcion de isémeros inestables como el isémero 13-Z del carotenoide) se
puede obtener, por ejemplo, isomerizando el carotenoide por catalisis sobre una matriz sélida tal como las arcillas, o
por calentamiento prolongado.

En una forma de ejecucion, el material que contiene el carotenoide puede estar por ejemplo en forma de un extracto,
de un concentrado o de una oleorresina. En la presente exposicion el significado del término “oleorresina” debe
entenderse como extracto lipido de un material que contiene carotenoides, lo cual incluye carotenoides, triglicéridos,
fosfolipidos, tocoferoles, tocotrienoles, fitoesteroles y otros compuestos menos importantes. Sorprendentemente se
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ha encontrado que la retroisomerizaciéon del licopeno en la oleorresina de tomate isomerizada se puede minimizar
reduciendo su contenido de isémero 13-Z.

En una forma de ejecucion el material que contiene el carotenoide puede ser un extracto, un concentrado o una
oleorresina que se obtiene, se extrae, se enriquece o se purifica a partir de una planta o de una sustancia vegetal,
de un microorganismo, de una levadura o de un producto de origen animal. Ademas se somete a un tratamiento
para aumentar su contenido de isomeros Z del carotenoide, tal como se describe abajo.

Si la fuente de carotenoide es de origen vegetal puede tratarse de hortalizas, hojas, flores, frutos y otras partes de la
planta. En una forma de ejecucion preferida la fuente de carotenoides son los tomates (es decir tomate entero,
extracto de tomate, pulpa de tomate, puré de tomate, piel de tomate, con o sin semillas), zanahorias, melocotones,
albaricoques, naranjas, melones, guayabas, papayas, pomelos, bayas de Goji, escaramujos, soja, té verde, especias
como jengibre u otras, uvas y/o cacao. Los concentrados adecuados de plantas u hortalizas se pueden obtener p.ej.
secando o liofilizando las plantas u hortalizas recién cortadas o sus correspondientes raices, frutos o semillas y
luego moliendo o granulando opcionalmente el material secado. Los métodos apropiados para obtener los extractos
de las plantas u hortalizas arriba citadas son conocidos del estado técnico. Los extractos de las plantas u hortalizas
se pueden obtener, por ejemplo, extrayendo las plantas u hortalizas recién cortadas o procesadas o sus respectivas
raices, frutos o semillas con agua o con uno o mas disolventes de de calidad alimentaria o con una mezcla de agua
y uno o mas disolventes de de calidad alimentaria. Es preferible que los extractos y concentrados segun la presente
invencion sean lipidicos o acuosos. Como los carotenoides son liposolubles, la extraccion con agua eliminara los
constituyentes hidrosolubles no deseados, como por ejemplo azucares, aminoacidos, proteinas solubles y/u acidos
organicos.

Si el material que contiene el carotenoide se obtiene de microorganismos, puede usarse cualquier microorganismo
que produzca carotenoides, en particular microorganismos probiéticos como por ejemplo la bacteria de acido lactico.
El producto de origen animal puede provenir, por ejemplo, del salmén, de camarones, de kril o de un extracto de
higado o de una fraccion de la leche. En la presente exposicion el significado del término “fraccién de leche” debe
entenderse como alusivo a cualquier parte de la leche.

En una forma de ejecucion alternativa, el material que contiene el carotenoide puede ser una oleorresina. Los
métodos adecuados para obtener oleorresinas a partir de las plantas u hortalizas arriba citadas son bien conocidos
del estado técnico. Por ejemplo, las oleorresinas se pueden obtener por extraccion lipidica mediante un disolvente
que sea compatible con la industria alimentaria, cosmética o farmacéutica. Por ejemplo, las oleorresinas preparadas
por métodos convencionales tienen un contenido de carotenoide del 0,05% al 50% en peso aproximadamente. Su
contenido en isémero todo-E de carotenoides suele ser superior al de isémeros Z, p.ej. la relacion de isomeros Z/E
de licopeno en una oleorresina de tomate escogida es de 7:93 aproximadamente.

Las oleorresinas son el material de partida preferido para obtener la composicién primaria conforme a la presente
invencion, porque contienen otros carotenoides o antioxidantes tales como la vitamina E, que también estabiliza la
composicion. La actividad biolégica y la estabilidad del compuesto carotenoide en la oleorresina se pueden mejorar,
en concreto durante el proceso de isomerizacion, y el rendimiento del Z licopeno en la composicion primaria también
se puede incrementar.

El material que contiene el carotenoide se selecciona entre licopeno, zeaxantina, astaxantina, beta-criptoxantina,
capsantina, cantaxantina, luteina y combinaciones de las mismas. Los compuestos carotenoides se han sometido a
un tratamiento para aumentar la fracciéon de isémeros Z en la composicién primaria.

Con el fin de obtener una composicién primaria con tal perfil de isémeros, el material que contiene el carotenoide se
somete a un tratamiento en condiciones suficientes para incrementar el contenido en isémeros Z del compuesto
carotenoide; en particular el material que contiene el carotenoide tiene un porcentaje en peso de un isdbmero elegido
del grupo formado por los isémeros 5-Z, 9-Z y combinaciones de ellos mayor que el del isémero 13-Z.

En una forma de ejecucioén el material que contiene el carotenoide y esta en forma de un extracto, un concentrado o
una oleorresina se somete a una isomerizacion, empleando catalizadores sdlidos neutros, acidos o basicos (p.ej.
arcillas, zeolitas, tamices moleculares, intercambiadores i6nicos) para producir mezclas con una alta relacion Z/E. El
uso de catalizadores sélidos para enriquecer el carotenoide en isdbmeros Z no contamina ni perjudica el alimento,
porque los catalizadores se pueden eliminar convenientemente por simple filtracién o centrifugacion. Asimismo, las
combinaciones de catalizadores sélidos con otros medios usuales (p.gj. calor, luz e iniciadores radicalarios) también
pueden favorecer la isomerizacion geométrica.

En otra forma de ejecucion, los extractos o derivados segun la presente invencion se pueden preparar a partir de
tomates, partes de tomates (como la piel), derivados (como las salsas y concentrados) o extractos. La isomerizacion
se efectla por calentamiento prolongado en un disolvente. En particular, cuando se usan tomates o sus derivados
como materiales de partida, éstos se pueden tratar con un disolvente capaz de extraer licopeno. Luego se calienta el
extracto resultante y se elimina el disolvente, recuperando asi el extracto isomerizado.
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Por otra parte, cuando se emplea un extracto o derivado como material de partida, éste se absorbe en un disolvente
y la mezcla se calienta durante un tiempo apropiado, luego se elimina el disolvente, recuperando asi el extracto
isomerizado. Los disolventes que pueden utilizarse en la etapa de isomerizacién son hidrocarburos, hidrocarburos
clorados, ésteres, cetonas, alcoholes; en particular hidrocarburos alifaticos C3-C10, disolventes clorados C1-C3,
ésteres C3-C6, cetonas C3-C8 y alcoholes C1-C8; mas concretamente hexano, tetracloruro de carbono, acetato de
etilo, acetona y butanol. La isomerizacién en disolventes se realiza a temperaturas entre 50 y 150°C, preferiblemente
a temperaturas entre 60 y 130°C. El tiempo de isomerizacion varia entre 4 y 240 h, preferiblemente entre 10 y 180 h.

La relacién de isémeros Z/E en la composicion primaria puede incrementarse luego hasta por lo menos 20:80,
preferiblemente entre 20:80 y 95:5, con mayor preferencia entre 30:70 y 90:10. En una forma de ejecucion preferida
la relacion (5Z+9Z)/E es superior a 1y el isémero 13Z se elimina parcialmente.

En una forma de ejecucion la presente invencion proporciona una composicion primaria en forma de polvo, liquido o
gel, que comprende un compuesto carotenoide y tiene una mejor biodisponibilidad y/o bioeficacia que el compuesto
solo. La composicion primaria también puede estar en forma altamente dispersable en agua, si la forma escogida es
en polvo. En este caso el polvo es dispersable en agua a temperatura ambiente. La composiciéon primaria también
proporciona carotenoides en una forma especialmente muy soluble en lipidos y disolventes organicos, con menos
tendencia a cristalizar y a constituir agregados.

En otra forma de ejecucion de la presente invencion la composicion primaria se puede usar sola o combinada con
otros compuestos activos, tales como vitamina C, vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles), carotenoides (carotenos,
licopeno, luteina, zeaxantina, beta-criptoxantina, etc.), ubiquinonas (p.ej. CoQ10), catequinas (p.ej. galato de
epigalocatequina), extractos de café con contenido de polifenoles y/o diterpenos (p.ej. kawheol y cafestol), extractos
de achicoria, extractos de ginkgo biloba, uvas o extractos de pepitas de uva ricos en proantocianidinas, extractos de
especias (p.ej. de romero), extractos de soja que contienen isoflavonas y fitoestrégenos relacionados y otras fuentes
de flavonoides con accién antioxidante, acidos grasos (p.ej. acidos grasos n-3), fitoesteroles, fibras prebidticas,
microorganismos probidticos, taurina, resveratrol, aminoacidos, selenio y precursores de glutation, o proteinas tales
como, por ejemplo, las del suero de leche.

La composicion primaria puede contener ademas uno o mas ingredientes entre emulsionantes, estabilizantes y otros
aditivos. Los emulsionantes compatibles en el campo alimentario son por ejemplo fosfolipidos, lecitina, mono- o
triestearato, monolaurato, monopalmitato, mono- o trioleato de polioxietilen-sorbitan; un mono- o diglicérido. Puede
afiadirse cualquier tipo de estabilizante conocido en la industria alimentaria, cosmética o farmacéutica. También se
pueden agregar sustancias aromatizantes, colorantes y cualquier otro aditivo apropiado conocido en la industria
alimentaria, cosmética o farmacéutica. Estos emulsionantes, estabilizantes y aditivos se pueden incorporar segun el
uso final de las composiciones primarias.

En una forma de ejecucion alternativa la presente invencion proporciona una composicion oral que comprende la
composicion primaria arriba descrita en un suplemento alimenticio, en una comida para mascotas, en un preparado
cosmeético o en un preparado farmacéutico.

En una forma de ejecucion preferida, una composicion alimenticia para el consumo humano se puede suplementar
con la composicion primaria. Esta composicion alimenticia puede ser por ejemplo una férmula nutricional completa,
un producto lacteo, una bebida refrigerada o estable al almacenamiento, un agua mineral, una bebida liquida, una
sopa, un suplemento dietético, una comida sustitutiva, una barra nutricional, una golosina, una leche o producto
lacteo fermentado, un yogurt, una leche en polvo, un producto de nutricion enteral, una férmula infantil, un producto
de nutricién infantil, un producto cereal o de cereales fermentados, un helado, un chocolate, un café, un producto
culinario como mayonesa, puré de tomate o aderezo para ensaladas o una comida para mascotas.

Para su uso en composiciones alimenticias la composicion primaria se puede agregar a dichos alimentos o bebidas
de manera que la ingesta diaria del carotenoide, por ejemplo de licopeno, contenido en la composicién primaria esté
comprendida aproximadamente entre 0,001 y 50 mg. Se prevé preferiblemente una ingesta diaria de 5 a 20 mg.

El suplemento nutricional para administracion oral puede estar en capsulas, capsulas de gelatina, capsulas blandas,
tabletas, tabletas recubiertas de azucar, pildoras, pastas o pastillas, gomas o en soluciones o emulsiones bebibles,
jarabes o geles, con una dosis de aproximadamente 0,001% hasta 100% de la composicion primaria, que luego se
puede tomar directamente con agua o cualquier otro medio conocido. Este suplemento también puede incluir un
edulcorante, un estabilizante, un aditivo, un saborizante o un colorante. Un suplemento con fines cosméticos puede
comprender adicionalmente un compuesto activo para la piel. Debe entenderse que los suplementos se pueden
elaborar por cualquiera de los métodos conocidos por los expertos en la materia.

En otra forma de ejecucion, una composicion farmacéutica que contenga las composiciones primarias se puede
administrar para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos en cantidad suficiente para curar o al menos frenar en
parte los sintomas de la enfermedad y sus complicaciones. En la presente descripcion una cantidad adecuada para
conseguirlo se define como “dosis terapéuticamente efectiva”. Las cantidades que puedan ser efectivas para ello
dependeran de la gravedad de la enfermedad y del peso y estado general del paciente.
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En las aplicaciones profilacticas las composiciones primarias segun la presente invencion se pueden administrar a
un paciente susceptible o en riesgo de contraer una determinada enfermedad. En tal caso la cantidad se define
como “dosis profilacticamente efectiva”. Las cantidades exactas para este uso dependeran nuevamente del estado
de salud y del peso del paciente.

En una forma de ejecucion alternativa las composiciones primarias de la presente invencion se pueden administrar
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable cuya naturaleza difiere segin el modo de administracion, por ejemplo
por via parenteral, intravenosa, oral y tdpica (incluyendo la oftalmica). La formulaciéon deseada se puede elaborar
empleando una variedad de excipientes, incluyendo por ejemplo las calidades farmacéuticas de manita, lactosa,
almidon, estearato magnésico, sacarina sodica, celulosa, carbonato magnésico. La composicion farmacéutica puede
ser una tableta, una capsula, una pildora, una solucién, una suspension, un jarabe, un suplemento oral seco, un
suplemento oral himedo.

Las composiciones farmacéuticas para humanos segun la presente invencion pueden comprender preferiblemente
una cantidad de la composicion primaria arriba descrita para su administracién diaria, de manera que la cantidad de
carotenoide oscile entre 0,01 mg y 100 mg. Para su administracion diaria a mascotas, la cantidad de carotenoide
puede oscilar entre 0,01 mgy 100 mg.

Se entiende que el especialista, basandose en sus propios conocimientos, seleccionara los componentes adecuados
y la forma galénica para dirigir el compuesto activo hacia el tejido que interese, p.€j. la piel, el colon, el estémago, el
riidn o el higado, teniendo en cuenta el modo de administraciéon, que puede ser por inyeccion, aplicacion topica,
administracion intranasal, administracion mediante sistemas de liberaciéon continua implantados o transdérmicos, y
similares.

En otra forma de ejecucion la presente invencion proporciona una composicion cosmética que lleva la composicion
primaria arriba descrita. Se puede formular, por ejemplo, como lociones, champus, cremas, filtros solares, cremas
para después de tomar el sol, cremas y/o unglentos anti-envejecimiento. El contenido de composicién primaria
puede estar preferiblemente entre 107%% y 10% en peso de las composiciones cosméticas. Con mayor preferencia
las composiciones cosméticas contienen entre 10%% y 5% en peso del compuesto carotenoide. Las composiciones
cosméticas que pueden aplicarse topicamente pueden contener ademas una grasa o un aceite de uso cosmético
como los mencionados en la obra de la CTFA, Cosmetic Ingredients Handbook, Washington.

Las composiciones cosméticas de la presente invencion también pueden incluir cualquier otro ingrediente adecuado
cosméticamente activo. La composicion comprende adicionalmente un agente estructurador y un emulsionante.
También pueden afiadirse a las composiciones cosméticas otros excipientes, colorantes, fragancias u opacificantes.
Se entiende que dichos productos cosméticos contendran una mezcla de distintos ingredientes, conocidos de la
persona experta, que faciliten una penetracion rapida de la sustancia apropiada en la piel y eviten su degradacion
durante el almacenamiento.

También debe entenderse que los conceptos de la presente invencién son igualmente aplicables como terapia
coadyuvante de las medicaciones utilizadas actualmente. Como los compuestos primarios de la presente invencion
pueden administrarse facilmente junto con productos alimenticios, se puede usar una comida clinica especial que
contenga una gran cantidad de las composiciones primarias. Debe quedar claro que al leer la presente descripcion
junto con las reivindicaciones adjuntas, a la persona experta se le ocurriran varias alternativas distintas de las formas
de ejecucion aqui mencionadas.

La presente invencion se refiere adicionalmente al uso de la composiciéon primaria o de la composicién oral o de la
composicion cosmeética arriba descritas para la preparacion de un producto destinado a proteger los tejidos cutaneos
del envejecimiento, en particular para evitar el deterioro de la piel y/o de las membranas, inhibiendo las colagenasas
y favoreciendo la sintesis de colageno. De hecho el empleo de la composicion primaria arriba descrita, por ejemplo,
permite aumentar la biodisponibilidad del compuesto carotenoide en el cuerpo y frenar el envejecimiento de la piel.
Las composiciones primarias también pueden servir para prevenir o tratar pieles sensibles, secas o reactivas, o para
mejorar la densidad o la firmeza de la piel y protegerla de la luz, para prevenir o tratar enfermedades o trastornos
cardiovasculares y canceres. También son especialmente beneficiosas para el pelo o el plumaje de las mascotas,
por ejemplo para mejorar su densidad, el diametro de la fibra, su color, untuosidad y brillo, y para ayudar a prevenir
su pérdida.

Los efectos positivos de la composiciéon primaria de la presente invencién sobre la piel de los humanos o de las
mascotas se pueden medir por métodos convencionales tales como, por ejemplo, dosis erittmica minima (DEM),
colorimetria, pérdida de agua transepidérmica, reparacion de ADN, medicion de la produccion de interleucinas y
proteoglicanos o actividad de las colagenasas, funcion de barrera o renovacion celular, o ecografia ultrasoénica.
Ejemplos

Ejemplo 1: estudio de la estabilidad de los isémeros de licopeno

La estabilidad de los isémeros de licopeno se evalud en un disolvente organico y en un extracto de tomate.
6
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Materiales

Se obtuvo oleorresina de tomate rica en licopeno de Indena s.p.a. (Milan, Italia). Su contenido total de licopeno
ascendia a un 9,1%, del cual los isdmeros todo-E- y 5-Z representaban el 93,5% y el 6,5% respectivamente. Se
prepararon dos oleorresinas isomerizadas calentando una suspension de oleorresina de tomate en acetato de etilo
(1:10 p/p) durante 1 h o 48 h. Después de enfriar a temperatura ambiente se centrifugaron las suspensiones y el
acetato de etilo de los sobrenadantes recuperados se eliminé por destilacién a presiéon reducida. El di-t-butil-hidroxi-
tolueno (BHT) y la N-etildiisopropilamina eran de Fluka AG. Todos los disolventes eran de calidad HPLC y se usaron
sin purificar.

Separacion de los isbmeros de licopeno puros

El 5-Z, 9-Z, 13-Z y todo-E licopeno puros se aislaron de la oleorresina de tomate isomerizada (sometida a 1 hora de
calentamiento), recogiendo las fracciones que contenian los respectivos picos tras la separacion por HPLC (véanse
a continuacion las condiciones experimentales). Los picos se recogieron durante dos tandas consecutivas de HPLC
y las fracciones correspondientes se juntaron.

Andlisis de licopeno

La cantidad total de licopeno se determiné por HPLC de fase inversa en una precolumna C1g (ODS Hypersil, 5 pm,
20 x 4 mm; Hewlett Packard, Ginebra, Suiza) y una columna C4g (Nova pak, 3,9 mm de d.i. x 300 mm de longitud,
Millipore, Volketswil, Suiza). La separacion se realizé a temperatura ambiente en condiciones isocraticas con una
fase movil formada por acetonitrilo/tetrahidrofurano/metanol/acetato amonico al 1% (533,5:193,6:53,7:28, p/p/p/p). El
caudal de fase mévil fue de 1,5 ml/min. Los perfiles isoméricos de licopeno se determinaron mediante HPLC de fase
normal segun el método descrito por Schierle y otros (1997). Food. Chem. 59: 459. Las muestras de oleorresinas
isomerizadas se disolvieron en n-hexano que contenia 50 ppm de BHT y se extrajeron a maxima velocidad con una
centrifuga Eppendorf Lab. Los sobrenadantes resultantes se analizaron inmediatamente por HPLC. El sistema de
HPLC empleado fue un modelo Hewlett-Packard de la serie 1100 equipado con un detector de fotodiodos en serie
ultravioleta-visible. Los datos se registraron simultaneamente a 470 nm, 464 nm, 346 nm y 294 nm. Las muestras
(10 pl) se separaron con una combinacion de tres columnas Nucleosil 300-5 (4 mm de diametro interior x 250 mm de
longitud, Macherey-Nagel). La separacion se realizdé a temperatura ambiente en condiciones isocraticas con una
fase movil formada por n-hexano con 0,15% de N-etildiisopropilamina. El caudal fue de 0,8 ml/min. Los isémeros Z
de licopeno se identificaron segun los datos de la literatura.

Las proporciones de isémeros de licopeno se calcularon basandose en las areas de los picos de HPLC, usando el
mismo coeficiente de extincion que el todo-E licopeno. Por tanto la concentracion de licopeno en los productos que
contienen isdmeros Z esta algo subestimada, pues es sabido que los coeficientes de extincion de los isbmeros Z son
inferiores al del isémero todo-E.

Condiciones de los ensayos de estabilidad

Se estudi6 la estabilidad de los isémeros de licopeno en n-hexano y en una oleorresina de tomate isomerizada por
calentamiento en acetato de etilo durante 4 horas. Para ello se mantuvieron isémeros de licopeno puros durante 33
dias en n-hexano a temperatura ambiente y en ausencia de luz, y la oleorresina de tomate isomerizada se guardo6 55
dias a temperatura ambiente y en ausencia de luz. La concentracion total de licopeno y los perfiles isoméricos de
licopeno se midieron a distintos intervalos de tiempo durante el almacenamiento.

Resultados
Estabilidad de los isdbmeros de licopeno en n-hexano

Los resultados del ensayo de estabilidad de los isémeros de licopeno puros durante el almacenamiento en n-hexano
a temperatura ambiente y en ausencia de luz estan indicados en la tabla 1. Todos los isémeros, es decir incluido el
isdbmero todo-E, experimentaron una isomerizacion geométrica durante el almacenamiento. El 13-Z fue el isémero
menos estable: mientras que menos del 50% de 5-Z, 9-Z y todo-E licopeno se transformaron después de 33 dias de
almacenamiento, mas del 80% del 13-Z licopeno se convirtié en otros isémeros durante este periodo de tiempo. La
via de transformaciéon también fue diferente para el 13-Z licopeno en comparacién con los demas isémeros Z: asi
como el isémero 13-Z se convirtié principalmente en el isdmero todo-E, los isémeros 5-Z y 9-Z se transformaron
sobre todo en otros isémeros Z durante el almacenamiento en n-hexano.

Tabla 1: estabilidad de los isdbmeros de licopeno puros en n-hexano durante el almacenamiento a temperatura
ambiente

tiempo (dias) concentracién (% del total de isémeros)
todo E 13-Z2 9-Z 5-Z x-Z
todo-e licopeno 0 97,6 1,4 0,5 0,5 0,1
1 86,0 10,1 1,2 1,2 1,5
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2 78,4 15,0 1,1 2,6 3,0
5 69,3 19,6 2,2 3,8 5,1
12 67,8 18,2 2,0 6,4 5,6
33 58,7 15,7 3,8 13,4 8,4
5-Z licopeno 0 1,1 n.d. n.d. 95,5 3,4
1 2,2 n.d. n.d. 84,3 13,5
2 2,4 n.d. n.d. 76,9 20,6
5 3,9 n.d. n.d. 68,4 27,7
12 5,6 1,7 0,7 65,3 26,7
33 10,7 2,8 2,3 53,5 30,7
9-Z licopeno 0 4.4 0,6 93,3 1,8 0
1 5,8 2,3 87,1 2,1 2,8
2 6,0 3,1 83,5 11,6 5,9
5 5,6 5,2 79,2 1,5 8,6
12 7,0 8,2 66,5 2,3 15,9
33 9,8 10,5 56,0 4.1 19,7
13-Z licopeno 0 2,4 96,6 0 0 1,0
1 42,6 57,0 0,4 0 0
2 59,8 38,7 0 0 1,5
5 68,9 23,4 1,5 1,9 4,3
12 65,5 20,8 2,6 5,3 5,8
33 57,0 16,9 4,2 11,7 10,2

Estabilidad de los isémeros de licopeno en oleorresina de tomate

Los resultados del ensayo de estabilidad de los isémeros de licopeno en una oleorresina de tomate calentada
durante 48 horas en acetato de etilo estan indicados en la tabla 2.

Tabla 2: estabilidad de los isémeros de licopeno en oleorresina de tomate isomerizada durante el almacenamiento a
temperatura ambiente (n = 2)

Tiempo de almacenamiento Licopeno total (mg/g) 13-Z 9-Z todo-E 5-Z
(dias) % % % %
0 55,6 £ 3,0 174+04 | 32,7+0,7 | 187+06 | 12,0+04
3 56,6 £ 0,8 12,4+0,1 314+03 | 256+05 | 13,0£0,1
5 58,7+ 0,4 9,5+0,0 306+05 | 306+06 | 14,0+04
7 59,2+ 0,1 7,3+0,2 30,9+0,7 | 329+0,3 | 144+0,2
11 59,3+0,8 52%0,1 294+0,0 | 36,5+0,1 15,0+ 0,1
17 60,1+0,9 3304 29,0+04 | 389+04 | 154+04
20 58,8+ 0,9 29+0,3 292+04 | 399+13 | 152+0,6
34 51,3+7,7 22+0,1 30,0+0,1 40,1+0,7 | 141+£1,0
47 53,9+1,2 1,9+0,6 30,0+0,3 | 414+0,7 | 146%+13

El contenido total de licopeno se mantuvo estable durante el almacenamiento a temperatura ambiente. No obstante
el perfil de isémeros de licopeno varié notablemente, con un descenso del contenido de 13-Z licopeno y un aumento
del todo-E licopeno. El contenido de 9-Z y 5-Z licopeno permanecioé estable durante el periodo de almacenamiento.

Conclusién

Ambas pruebas de estabilidad demostraron que el 13-Z licopeno era mucho menos estable que los isémeros 5-Z o
9-Z o todo-E. Por consiguiente una oleorresina de tomate isomerizada con un bajo nivel de 13-Z licopeno deberia
tener una buena estabilidad de su perfil de isémeros de licopeno.

Ejemplo 2: oleorresina de tomate isomerizada con mayor biodisponibilidad
Objetivo:

El objetivo del presente trabajo era investigar la biodisponibilidad de varios isémeros de Z-licopeno en humanos.
Para elucidar la biodisponibilidad del isémero especifico de Z-licopeno en humanos se enriquecieron oleorresinas de
tomate en distintos isémeros de Z-licopeno hasta alcanzar aproximadamente un 60% del contenido total de licopeno,
es decir una rica en 5-Z licopeno, otra rica en 13-Z licopeno y la ultima rica en una mezcla de 9-Z licopeno y 13-Z
licopeno.

Material y método

Sujeto
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En el estudio se inscribieron treinta hombres sanos. Los criterios de inclusién eran que las personas no fueran
vegetarianas ni fumadoras y que no tuvieran trastornos metabodlicos tales como diabetes; hipertension; afecciones
renales, hepaticas o pancreaticas, ni Ulceras. Los sujetos eran normolipidémicos, es decir, tenian una relacion de
colesterol en plasma a colesterol HDL < 5,0 y concentraciones de triacilgliceroles (TAG) en plasma < 1,5 mmolesl/I.
Por la gran cantidad de sangre extraida durante el estudio se exigié que los sujetos tuvieran una concentracion de
hemoglobina en sangre > 13 g/dl. Se excluyeron del estudio aquellos sujetos que tomaban medicacion para alterar el
colesterol o que recibian tratamiento hipolipidémico o suplementos vitaminicos y minerales desde 3 meses antes del
inicio del estudio hasta su finalizacion, o que se habian sometido a cirugia mayor gastrointestinal, habian hecho
ejercicio intensivo tal como correr maratones y consumido diariamente > 2 vasos de vino (3 dl), > 2 cervezas (3 dl) o
> 1 vaso (copita) de licor fuerte. Veintisiete de los 30 voluntarios completaron los 4 ensayos postprandiales. Tres
voluntarios abandonaron el ensayo antes del final por los siguientes motivos: falta de disponibilidad, tratamiento
médico relacionado con una lesion ocular, nauseas relacionadas con el consumo de comidas grasas. Los sujetos
tenian 24 + 1 afios de edad, un peso corporal de 70 + 1 kg y un indice de masa corporal (IMC) de 22,5 + 0,3 kg/cm>.

El protocolo fue aprobado por el comité ético de Marsella (Marsella, Francia). Los sujetos recibieron informacion
sobre los antecedentes y el planteamiento del estudio y dieron su consentimiento informado por escrito antes de
participar. En cualquier momento eran libres de retirase del estudio.

Diserio del estudio

Se trataba de un ensayo clinico cruzado, aleatorizado y doble ciego, de 4 periodos y 4 tratamientos, con un periodo
minimo de 3 semanas sin tratamiento. Tras un ayuno nocturno los sujetos llegaron al Centro de farmacologia clinica
y ensayos terapéuticos de la universidad de Marsella y consumieron una comida estandar consistente en 25 mg de
licopeno incorporados a 40 g de aceite de cacahuete mezclado con 70 g de sémola de trigo (cocida con 200 ml de
agua corriente). Asimismo consumieron 40 g de pan, 60 g de claras de huevo cocidas y un yogur de 125 g que
contenia 5 g de azucar blanco, y bebieron 330 ml de agua (Aquarel, Nestlé). Esta comida estandar aporté 842 kcal
(3520 kJ) con la siguiente composicion de nutrientes: proteinas (11,7%), carbohidratos (39,3%) y lipidos (49,0%).
Esta comida se consumié en 15 min. No se permitié ninguna otra comida durante las siguientes 6 h, pero se dejo a
los sujetos beber hasta un agua embotellada (330 ml) durante las ultimas 3 h posteriores a la absorcion (Aquarel,
Nestle).

Suplementos de licopeno

Se ensayaron cuatro productos diferentes de tomate, cada uno de los cuales aportaba 25 mg de licopeno total.
Consistian en:

e Pasta de tomate (THOMY, Suiza) con contenido de licopeno, mayormente en configuracion todo-E

Oleorresina de tomate enriquecida con 5-Z licopeno

Oleorresina de tomate enriquecida con 13-Z licopeno

Oleorresina de tomate enriquecida con una mezcla de 9-Z y 13-Z licopeno

La tabla 3 presenta el contenido de licopeno y el perfil de isdmeros de licopeno de estos cuatro productos de tomate.

Tabla 3: licopeno total, licopeno todo-E y suma de isdmeros Z de licopeno en 4 productos de tomate

todo-E (% del total | 5-Z (% del total 9-Z (% del total 13-Z (% del total | X*-Z (% del total
de licopeno) de licopeno) de licopeno) de licopeno) de licopeno)

Pasta de 94,9 41 nd 0,1 nd
tomate
5-Z 33,4 65,3 1,3 nd nd
13-Z 29,3 7,6 9,6 41,5 12,0
9-y13-Z 27,7 7,7 30,8 23,5 10,2
X* isémeros de licopeno no identificados: son un grupo de isdmeros desconocidos de licopeno, calculado a partir
de las areas de los picos correspondientes en el cromatograma de HPLC.

Recogida de muestras de sangre

Se extrajo sangre en ayunas de una vena antecubital por venopuncion hacia un tubo evacuado que contenia
EDTA/KS3, el cual se puso inmediatamente en un bafio de hielo-agua y se cubrié con una hoja de aluminio para evitar
la exposicion a la luz. Las muestras de sangre en ayunas se recogieron a los 20 y 5 minutos antes de consumir la
comida estandar, asi como alas2 h, 3 h,4 h,5hy 6 h posteriores a la absorcion. El tubo que contenia la sangre se
protegié de la luz, se conservo a 4°C y luego se centrifugd antes de 2 h (10 min, 4°C, 2.800 rpm) para separar el
plasma. Se agregd una combinacion de inhibidores (10 ul/ml) (Cardin y otros, Degradation of apolipoprotein B-100 of
human plasma low density lipoproteins by tissue and plasma kallikreins [Degradacién de la apolipoproteina B-100 de
lipoproteinas de baja densidad del plasma humano por calicreinas de los tejidos y del plasma], Biol Chem 1984;
259:8522-8.).
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Separacion de lipoproteinas plasmaticas ricas en triglicéridos (LRT)

Tras el consumo de una comida grasa las moléculas lipéfilas de la dieta se incorporan a los quilomicrones, que son
secretados a la sangre. Las lipoproteinas se separan por metodologia de ultracentrifugacion basada en su densidad.
Debido a la densidad tan similar de los quilomicrones (0,95 g/ml) y del VLDL (1,006 g/ml) no es posibles separarlos
entre si y se recogen todos juntos en una fraccion llamada lipoproteinas ricas en triglicéridos (LRT). Sin embargo en
el estado postprandial esta fraccion plasmatica de LRT contiene principalmente quilomicrones secretados desde el
intestino, lo cual es una buena estimacion de la biodisponibilidad intestinal.

Lipoproteinas ricas en triglicéridos (LRT) que contenian principalmente quilomicrones con una pequefia proporcion
de VLDL se separaron inmediatamente por ultracentrifugacion del modo siguiente: 6 ml de plasma se cubrieron con
una solucioén al 0,9% de NaCl y se ultracentrifugaron durante 28 min a 32.000 rpm, a 10°C, con un rotor SW41TI
(Beckman) en una ultracentrifuga L7 (Beckman). Inmediatamente después de la centrifugacion las LRT se dividieron
en alicuotas y se conservaron a -80°C antes de las determinaciones analiticas. Los analisis de licopeno se realizaron
antes de transcurridos 10 dias y los analisis de triacilglicerol antes de transcurridos 30 dias.

Determinacion analitica

Los triglicéridos se analizaron por un método enzimatico y colorimétrico, usando un kit comercial (Kit Bio-Mérieux). El
licopeno total y los perfiles isoméricos de licopeno se determinaron por el método de HPLC de fase inversa y de fase
normal, respectivamente (M. Richelle, K. Bortlik, S. Liardet, C. Hager, P. Lambelet, L.A. Applegate, E.A. Offord, J.
Nutr. (2002) 132, 404-408.). El contenido de licopeno total se calcul6 como la suma de los isdmeros 5-Z, 9-Z, 13-Z,
x-Z y todo-E-licopeno. El isémero de licopeno se cuantifico utilizando el coeficiente de extincién del todo-E licopeno,
ya que el valor exacto para todos los isdmeros Z de licopeno todavia se desconoce. El perfil isomérico de licopeno
se determina mediante la relacién de cada isémero de licopeno a licopeno total, expresada en tanto por ciento.

Analisis estadistico

La biodisponibilidad de licopeno se evalué midiendo el area bajo la curva (ABC) de concentracion de licopeno en
LRT - tiempo. Esta area se calcul6 a lo largo del periodo 0-6 horas, empleando el método trapezoidal (ABC (0-6 h)).
Los datos estan indicados como valor medio + ESM. Como concentracién de referencia se tomo el promedio de las
concentraciones medidas en las dos muestras de plasma recogidas antes del consumo de la comida estandar que
contenia 25 mg de licopeno procedente de la matriz de tomate. Para cada sujeto y cada tratamiento con licopeno se
calculo la ABC (0-6 h) sustrayendo la concentracion de referencia del valor de concentracion medido en cada punto
de tiempo posterior a la absorcion. Cuando este valor fue negativo se consider6 igual a cero.

Para cada tratamiento, si la distribucién de la ABC (0-6 h) fue normal (pruebas de Skewness y Kurtosis), con o sin
transformacion logaritmica, la comparacion se llevé a cabo mediante un modelo lineal mixto con el tratamiento como
efecto fijo y el sujeto como efecto aleatorio. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa SAS
(version 8.2; SAS Institute, Cary, NC). El nivel de rechazo en las pruebas estadisticas fue igual al 5%.

Resultados
Biodisponibilidad de licopeno

Como los cuatro tratamientos a base de tomate inducian una variacion en el nivel de secrecion de triglicéridos, la
biodisponibilidad de licopeno se normalizé utilizando la absorcién de triglicéridos (ABC (0-6 h)). La biodisponibilidad
de licopeno normalizada fue notablemente distinta entre los cuatro tratamientos de tomate (figura 1).

Sorprendentemente la biodisponibilidad de licopeno fue unas dos veces mejor partiendo de oleorresina de tomate
rica en 5-Z licopeno que con los otros tres tratamientos, es decir pasta de tomate, oleorresina de tomate rica en 13-Z
licopeno y oleorresina de tomate enriquecida con una mezcla de 13-Z y 9-Z licopeno (p < 0,0001) (figura 1).

Asi como la biodisponibilidad de licopeno era similar a partir de la pasta de tomate y de la oleorresina de tomate con
mezcla de 13-Z y 9-Z, la biodisponibilidad del licopeno presente en la oleorresina rica en 13-Z fue significativamente
menor (p < 0,03) en comparacioén con la pasta de tomate.

Conclusién

Estos resultados indican que la configuracion de la molécula de licopeno afecta notablemente al trafico de licopeno
dentro del tracto gastrointestinal y por lo tanto a la cantidad de licopeno que es absorbido. La biodisponibilidad del
licopeno procedente de extracto de tomate rico en 5-Z licopeno es aproximadamente el doble que la del procedente
de la pasta de tomate. En cambio el licopeno presente en el extracto de tomate rico en una mezcla de 13-Zy 9-Z
tiene una biodisponibilidad similar a la del licopeno presente en la pasta de tomate, mientras que la oleorresina rica
en 13-Z presenta un licopeno algo menos biodisponible. Varios autores ya han sefialado que la presencia de Z-
licopeno en un producto de tomate esta relacionada con un aumento de la biodisponibilidad del licopeno. Este es el
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primer estudio que demuestra como el aumento de la biodisponibilidad del licopeno esta concretamente relacionado
con la configuracion del mismo, es decir 5-Z licopeno > 9-Z licopeno > 13-Z licopeno.

Ejemplo 3: extraccion e isomerizacion en acetato de etilo

Se pican y homogenizan 52 kg de tomates frescos que contienen 100 ppm de licopeno. Se destila parte del agua a
presién reducida para obtener 18 kg de concentrado de tomate. Este se extrae con 36 | de acetato de etilo saturado
de agua; durante la extraccion la mezcla se mantiene a temperatura ambiente protegida de la luz y en agitacion
durante 2 horas. Luego el extracto se separa del concentrado de tomate. El procedimiento arriba descrito se repite
dos veces con este concentrado de tomate, usando en total 108 | de disolvente. Los extractos combinados se lavan
en un embudo aparte con 27 | de agua. Luego se descarta la fase acuosa y la fase organica se concentra a presion
reducida para obtener una suspension con 10% p/v de residuo seco; el residuo seco tiene un contenido total de
licopeno del 9,1% p/p y un contenido de isdmeros Z del 0,46% p/p. Esta mezcla se calienta a reflujo (76°C) y en
agitacion durante 7 dias, antes de concentrarla a presion reducida hasta sequedad.

Al final se obtienen 46,8 g de extracto con un contenido total de licopeno del 9% p/p y un contenido de isémeros Z
del 5,59% p/p; en particular el contenido de isémeros E es del 3,41% p/p y el contenido de isémero 13-Z es del
0,16% p/p. El perfil HPLC del extracto esta representado en la figura.

Ejemplo 4: extraccion e isomerizacion en hexano

Se pican y homogenizan 10 kg de tomates frescos que contienen 140 ppm de licopeno. Se destila parte del agua a
presion reducida para obtener 2,5 kg de un concentrado de tomate que se extrae con 12,5 | de hexano. Durante la
extraccion la mezcla se mantiene a temperatura ambiente protegida de la luz y en agitacion durante 2 horas. Luego
el extracto se separa del concentrado de tomate. El proceso arriba descrito se repite una vez con este concentrado
de tomate, usando en total 25 | de disolvente. Los extractos se combinan y se concentran a presion reducida para
obtener una solucion con 10% p/v de residuo seco; el residuo seco tiene un contenido total de licopeno del 9,1% p/p
y un contenido de isémeros Z del 0,46% p/p. Esta mezcla se calienta a reflujo (69°C) y en agitacion durante 6 dias,
antes de concentrarla a presion reducida hasta sequedad. Al final se obtienen 16,5 g de extracto con un contenido
total de licopeno del 9,1% p/p y un contenido de isomeros Z del 5,62% p/p; en particular el contenido de isbmeros E
es del 3,38% p/p y el contenido de isémero 13-Z es del 0,18% p/p.

Ejemplo 5: isomerizacion en butanol

Se pican y homogenizan 10 kg de tomates frescos que contienen 90 ppm de licopeno. Se destila parte del agua a
presion reducida para obtener 3,4 kg de un concentrado de tomate que se extrae con 7 | de acetato de etilo saturado
de agua. Durante la extraccion la mezcla se mantiene a temperatura ambiente protegida de la luz y en agitacion
durante 2 horas. Luego el extracto se separa del concentrado de tomate. El procedimiento arriba descrito se repite
dos veces con este concentrado de tomate, usando en total 21 | de disolvente. Los extractos combinados se lavan
en un embudo aparte con 5,3 | de agua. Luego se descarta la fase acuosa y la fase organica se concentra a presion
reducida hasta sequedad. El residuo seco (9,8 g) - que tiene un contenido total de licopeno del 7,8% p/p y un
contenido de isémeros Z del 0,40% p/p — se suspende en 98 ml of n-butanol. La mezcla se mantiene a 130°C en
agitacion durante 4 horas, antes de concentrarla a presion reducida hasta sequedad. Al final se obtienen 9,8 g de
extracto con un contenido total de licopeno del 6,35% p/p y un contenido de isémeros Z del 4,50% p/p; en particular
el contenido de isémeros E es del 1,85% p/p y el contenido de isémero 13-Z es del 0,47% p/p.

Ejemplo 6: isomerizacion sobre catalizadores soélidos
Materiales

La oleorresina rica en tomate se obtuvo de Indena s.p.a. (Milan, Italia). Su contenido total de licopeno ascendia al
9,1%, del cual los isdbmeros todo-E- y 5-Z representaban el 93,5% y el 6,5% respectivamente.

Meétodos

Una suspension de oleorresina de tomate en acetato de etilo (1:100 p/p) se filtré e incubd con 5% de catalizador
solido, agitando constantemente a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla se centrifugd a velocidad maxima
con una centrifuga Eppendorf Lab y un alicuota del sobrenadante se evaporé bajo atmosfera de N2 y se resuspendid
en n-hexano/BHT.

Anélisis del licopeno

La cantidad total de licopeno y los perfiles isoméricos de licopeno se determinaron por HPLC de fase inversa y de
fase normal respectivamente, en las condiciones analiticas descritas en el ejemplo 1.

Resultados
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Los perfiles isoméricos de licopeno medidos en la oleorresina de tomate isomerizada durante 2 h a temperatura
ambiente con el uso de catalizadores sélidos estan indicados en la tabla 4.

Tabla 4: perfiles isoméricos de licopeno en oleorresinas de tomate isomerizadas con el uso de catalizadores sélidos

Catalizador Concentracién de isémero (% del total de isémeros)

todo E 13-Z 9-Z 5-Z x-Z*
control 83,3 3,0 0,9 8,6 4.1
Tonsil Optimum 31,3 7,0 13,4 23,8 24,5
Amberlyst 15 34,5 4,8 11,2 19,4 30,1
* Isémeros de licopeno desconocidos

El licopeno se isomerizé eficientemente durante 2 h de reaccion en acetato de etilo a temperatura ambiente en
presencia de Tonsil Optimum o Amberlyst 15. Mediante ambos catalizadores una gran fraccion de isomero todo E de
licopeno se convirtié en isdmeros Z. Entre los isdmeros de licopeno identificados el 5-Z se formd mayoritariamente,
seguido del 9-Z y del 13-Z, respectivamente; por tanto la concentracion del isomero 13-Z fue inferior al 10% en las
oleorresinas de tomate isomerizadas.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion primaria estable que incluye al menos un material de tipo carotenoide enriquecido en isémeros
Z del compuesto carotenoide, donde el material de tipo carotenoide lleva respecto al contenido total de carotenoides
un mayor porcentaje en peso de un isémero seleccionado del grupo formado por 5-Z, 9-Z y combinaciones de ellos
en comparacion con el del isémero 13-Z y contiene una proporcion superior al 30% en peso de un isdmero elegido
del grupo formado por 5-Z, 9-Z y combinaciones de ellos y una proporcion de isémero 13-Z inferior al 10% en peso, y
donde el compuesto carotenoide esta seleccionado del grupo formado por licopeno, zeaxantina, astaxantina, beta-
criptoxantina, capsantina, cantaxantina, luteina, fitoflueno, fitoeno y combinaciones de los mismos.

2. Composicion primaria segun la reivindicacion 1, caracterizada porque el contenido de isémero E no es
superior al 60% del contenido total de carotenoides.

3. Composicion primaria segun la reivindicacion 1, en la cual el material que contiene carotenoides se obtiene,
se extrae o se purifica a partir de una planta o de una sustancia vegetal, de un microorganismo, de una levadura o
de un producto de origen animal.

4, Composicion primaria segun la reivindicacion 1, en la cual el material que contiene carotenoides esta en
forma de un extracto, de un concentrado o de una oleorresina.

5. Composicion primaria segun la reivindicacion 1, en la cual los isémeros Z del compuesto carotenoide estan
presentes en una cantidad efectiva para aumentar la biodisponibilidad y/o bioeficacia del compuesto carotenoide.

6. Composicion primaria segun la reivindicacion 3, en la cual la planta o sustancia vegetal se elige del grupo
formado por tomates, zanahorias, melocotones, albaricoques, naranjas, melones, guayabas, papayas, pomelos,
escaramujos, soja, té verde, especias, uvas, cacao y combinaciones de ellos.

7. Composiciéon primaria segun la reivindicacion 1, en la cual la relacion de isémeros Z/E del compuesto
carotenoide es por lo menos de 20:80.

8. Composicion primaria segun la reivindicacion 1, la cual esta en forma liquida, de gel o en polvo.

9. Composicion oral que comprende una composicion primaria segun una de las reivindicaciones 1 a 8, la cual
contiene un material de tipo carotenoide enriquecido en isémeros Z del compuesto carotenoide, de manera que el
material de tipo carotenoide lleva respecto al contenido total de carotenoide un porcentaje en peso de un isémero
elegido del grupo formado por 5-Z, 9-Z y combinaciones de ellos mayor que el de isémero 13-Z, y contiene una
proporcion superior al 30% en peso de un isémero elegido del grupo formado por 5-Z, 9-Z y combinaciones de ellos
y una proporcion inferior al 10% en peso del isémero 13-Z, y en la cual el compuesto carotenoide esta elegido del
grupo formado por licopeno, zeaxantina, astaxantina, beta-criptoxantina, capsantina, cantaxantina, luteina, fitoflueno,
fitoeno y combinaciones de los mismos.

10. Composicion oral segun la reivindicacion 9, cuya composicion primaria esta en un producto alimenticio, en un
suplemento alimenticio, en una comida para mascotas o en un preparado farmacéutico.

11.  Composicion oral segun la reivindicacion 9, en la cual el producto alimenticio esta elegido del grupo formado
por una formula nutricional completa, un producto lacteo, una bebida refrigerada o estable al almacenamiento, un
agua mineral, una bebida liquida, una sopa, un suplemento dietético, una comida sustitutiva, una barra nutricional,
una golosina, una leche o producto lacteo fermentado, un yogurt, una leche en polvo, un producto de nutricion
enteral, una férmula infantil, un producto de nutricién infantil, un producto cereal o de cereales fermentados, un
helado, un chocolate, un café, un producto culinario, una comida para mascotas y combinaciones de los mismos.

12. Composicion oral segun la reivindicacion 10, en la cual el producto alimenticio se suministra en forma de
capsulas, capsulas de gelatina, capsulas blandas, tabletas, tabletas recubiertas de azucar, pildoras, pastas o
pastillas, gomas o en soluciones o emulsiones bebibles, jarabes o geles.

13. Composicion oral segun la reivindicacion 9, la cual también incluye al menos edulcorante, un estabilizante, un
saborizante o un colorante.

14. Composicion oral segun la reivindicacion 9, en la cual el contenido de composicion primaria esta comprendido
entre aproximadamente 0,001 y 100% en peso.

15. Composicion oral segun la reivindicacion 9, en la cual el contenido de composicion primaria esta comprendido
entre aproximadamente 10 y 50% en peso.

16. Composicion cosmética que incluye una composicion primaria con al menos un material de tipo carotenoide
enriqguecido en isémeros Z del compuesto carotenoide, de manera que el material de tipo carotenoide lleva respecto
al contenido total de carotenoide un porcentaje en peso de un isémero elegido del grupo formado por 5-Z, 9-Z y
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combinaciones de ellos mayor que el de isdmero 13-Z, y contiene una proporcion superior al 30% en peso de un
isdmero elegido del grupo formado por 5-Z, 9-Z y combinaciones de ellos y una proporcion inferior al 10% en peso
del isdmero 13-Z, y en la cual el compuesto carotenoide esta elegido del grupo formado por licopeno, zeaxantina,
astaxantina, beta-criptoxantina, capsantina, cantaxantina, luteina, fitoflueno, fitoeno y combinaciones de los mismos.

17. Composicion cosmética segun la reivindicacion 16, en la cual el contenido de la composicion primaria esta
comprendido entre aproximadamente 107'%% y 10% en peso.

18. Proceso para elaborar una composicién primaria que consiste en someter un material de tipo carotenoide a
un tratamiento que aumente su contenido en isémeros Z del compuesto carotenoide y que esta seleccionado del
grupo formado por tratamiento acido, irradiacion electromagnética o reaccion radicalaria, de modo que el contenido
de isdmeros Z corresponde a una cantidad efectiva para incrementar la biodisponibilidad y bioeficacia del compuesto
carotenoide, y en particular el material de tipo carotenoide contiene respecto al contenido total de carotenoide un
porcentaje en peso de un isomero elegido del grupo formado por 5-Z, 9-Z y combinaciones de ellos mayor que el de
isdbmero 13-Z, y contiene una proporcion superior al 30% en peso de un isémero elegido del grupo formado por 5-Z,
9-Z y combinaciones de ellos y una proporcion inferior al 10% en peso del isémero 13-Z, y en la cual el compuesto
carotenoide esta elegido del grupo formado por licopeno, zeaxantina, astaxantina, beta-criptoxantina, capsantina,
cantaxantina, luteina, fitoflueno, fitoeno y combinaciones de los mismos.

19.  Proceso segun la reivindicacion 18, cuyo tratamiento consiste en una isomerizacion con el empleo de
catalizadores sdlidos neutros, acidos o basicos, como p.egj. arcillas, zeolitas, tamices moleculares, intercambiadores
idnicos, para producir mezclas con una elevada relaciéon Z/E.

20.  Proceso segun la reivindicacion 18, cuyo tratamiento consiste en una solubilizacion de los isémeros Z en
disolventes organicos escogidos, seguida de una separacion de fases por centrifugacion o filtracion.

21. Uso de una composicion primaria que contiene al menos un material de tipo carotenoide enriquecido en
isbmeros Z, de manera que el material de tipo carotenoide contiene respecto al contenido total de carotenoide un
porcentaje en peso de un isomero elegido del grupo formado por 5-Z, 9-Z y combinaciones de ellos mayor que el de
isdbmero 13-Z, y contiene una proporcion superior al 30% en peso de un isémero elegido del grupo formado por 5-Z,
9-Z y combinaciones de ellos y una proporcion inferior al 10% en peso del isémero 13-Z, y en la cual el compuesto
carotenoide esta elegido del grupo formado por licopeno, zeaxantina, astaxantina, beta-criptoxantina, capsantina,
cantaxantina, luteina, fitoflueno, fitoeno y combinaciones de los mismos, para preparar una composicion oral,
cosmeética o farmacéutica destinada a mejorar la salud de la piel.

22. Uso segun la reivindicacion 21, en que la composicion primaria se emplea para proteger los tejidos cutaneos
contra el envejecimiento, para prevenir o tratar las pieles sensibles, secas o reactivas, o para mejorar la densidad o
la firmeza de la piel o0 aumentar su proteccién contra la luz.

23. Uso de una composicion primaria que contiene al menos un material de tipo carotenoide enriquecido en
isbmeros Z, de manera que el material de tipo carotenoide contiene respecto al contenido total de carotenoide un
porcentaje en peso de un isomero elegido del grupo formado por 5-Z, 9-Z y combinaciones de ellos mayor que el de
isdbmero 13-Z, y contiene una proporcion superior al 30% en peso de un isémero elegido del grupo formado por 5-Z,
9-Z y combinaciones de ellos y una proporcion inferior al 10% en peso del isémero 13-Z, y en la cual el compuesto
carotenoide esta elegido del grupo formado por licopeno, zeaxantina, astaxantina, beta-criptoxantina, capsantina,
cantaxantina, luteina, fitoflueno, fitoeno y combinaciones de los mismos, para preparar una composicion oral,
cosmeética o farmacéutica destinada a mejorar la calidad del pelo y del plumaje.

24. Uso segun la reivindicacion 23, en que la composicion primaria se emplea para mejorar la densidad del pelo o
del plumaje, el diametro de la fibra, su color, untuosidad y brillo, y/o para evitar su pérdida.

25. Uso de una composicion primaria que contiene al menos un material de tipo carotenoide enriquecido en
isbmeros Z, de manera que el material de tipo carotenoide contiene respecto al contenido total de carotenoide un
porcentaje en peso de un isomero elegido del grupo formado por 5-Z, 9-Z y combinaciones de ellos mayor que el de
isdbmero 13-Z, y contiene una proporcion superior al 30% en peso de un isémero elegido del grupo formado por 5-Z,
9-Z y combinaciones de ellos y una proporcion inferior al 10% en peso del isémero 13-Z, y en la cual el compuesto
carotenoide esta elegido del grupo formado por licopeno, zeaxantina, astaxantina, beta-criptoxantina, capsantina,
cantaxantina, luteina, fitoflueno, fitoeno y combinaciones de los mismos, para preparar una composicion oral,
cosmeética o farmacéutica destinada a prevenir o tratar enfermedades cardiovasculares.
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* Significativamente diferente de la pasta de tomate, p < 0,05

# Significativamente diferente de la oleorresina de tomate rica en 5-Z, p < 0,05
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