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"METODO PARA INCREMENTAR EL CONTENIDO DE CAROTENOIDEwicqno

.. .. jiedod
Lycopersicon esculentum L. MEDIANTE LA IRRADIACION DE Mﬁ%ﬁi@ﬁstrw

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

> La presente invencion esta relacionada con la poscosecha de frutas y hortalizas, el cual se
refiere a un metodo para incrementar el contenido de carotenoides en Lycopersicon
sculentum L; mediante la irradiacion de laser rojo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
10 El consumo de tomate (Lycopersicon esculentum L.) y productos derivados que contienen
licopeno se han asociado con la disminucion del riesgo de enfermedades cronicas tales
como cancer y enfermedades cardiovasculares (Minorsky, 2002). En el caso del cancer de
préstata, se ha reportado el efecto curativo del licopeno (Omoni y Aluko, 2005). Estas
propiedades estan dadas principalmente por la actividad antioxidante de los carotenoides
15 que contiene, como el S-caroteno, la luteina y el licopeno, entre los cuales el mayoritario es
el licopeno (Martinez-Valverde y col., 2002; Giovanelli y col., 1999). El contenido de licopeno
varia significativamente con el proceso de maduracion del tomate y es el principal pigmento
responsable de su color rojo. La maduracién del tomate es una combinacién de procesos
que incluyen el rompimiento de la clorofila y la sintesis de carotenoides (Kozukue vy
20  Friedman, 2003; Bramley, 2002; Fraser y col., 1994).
Debido a que los organismos fotosintéticos dependen de la radiacion fotosinteticamente
activa (PAR) como su fuente de energia, el crecimiento y desarrollo vegetal esta
intimamente relacionado a los cambios en luminosidad que se presentan en el ambiente de
la planta. La habilidad que tiene la luz de regular el crecimiento y el desarrollo vegetal es
25 d finido como fotomorfogénesis y es independiente de la fotosintesis. La fotomorfogénesis

involucra la activacion de sistemas fotorreceptores (pigmentos) entr los que se incluyen los
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y los receptores UV-B. Existen numerosos fitocromos vegetales codificad?f lﬁopﬁg{%ﬁﬁg

fitocromos que absorben luz roja e infrarroja, los criptocromos que absorben luz

genes (Casal y col., 1998; Kevei y Nagy., 2003) los cuales estan involucrados en numerosos
procesos del ciclo vegetal como la germinacion de las semillas, desarrollo de cloroplastos,
elongacion del tallo, biosintesis de antocianinas y periodicidad de la floracién (Casal y col.,
1998).

El estres de luz ha sido reportado como un inductor de algunos metabolitos secundarios
como el acido clorogénico en tubérculos de papa, el cual se ha logrado incrementar
utilizando lamparas fluorescentes y lamparas de mercurio de alta presién durante 15 dias
de almacenamiento (Percival y Baird, 2000), la quercetina que se ha logrado incrementar en
manzana por medio de estimulos de luz UV-B (Reay y Lancaster, 2001), en uva se ha
incrementado el contenido de antocianinas utilizando un estimulo luminico en el rango que
va del azul al UV (Kataoka y col., 2004). También en la uva se ha incrementado el contenido
de resveratol y otros fenoles, utilizando radiacion UVC (Cantos y col, 2000).

Se ha reportado que los fitocromos localizados en el fruto de tomate regulan la acumulacién
de licopeno de manera independiente a la produccion de etileno (Alba y col., 2000) el cual
es el principal compuesto responsable de la madurez y ablandamiento del tejido vegetal.
Utilizando estimulos de luz roja, proveniente de lamparas y bulbos, se ha logrado
incrementar el contenido de licopeno en la piel del fruto de tomate (Lee y col., 1997), sin
embargo, con este metodo de luz, la firmeza de los frutos es inferior, lo cual disminuye su
calidad. Los factores que determinan la adquisicion y uso de los tomates son el color, la
textura y el sabor (Lee, 1997). La temperatura es un factor determinante en la maduracion y
firmeza de los frutos, temperaturas de almacenamiento superiores a los 29.4°C inhiben el
desarrollo del color rojo y la fruta es mas blanda (Mahovic y col, 2004)

La luz proveniente de estas fuentes tiene un ancho de banda amplio, y es incoherente. El

ancho d banda amplio es debido a que emite en diferentes longitudes de onda, aun cuando
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espectro de emision presenta picos a 405, 436(luz azul), 547(luz verde), 617, 632 (luz roja) y
712 (Infrarrojo cercano) nm. Ademas, al ser incoherente viaja hacia diferentes direcciones y
a consecuencia de ello, se disipa Por lo tanto la luz de interés no llega totalmente al fruto a
irradiar. En el caso de la lampara fluorescente roja, ademas de la energia que se pierde al
emitirse en luz de diferente longitud de onda y de la que se pierde al disiparse en diferentes
direcciones, presenta el inconveniente de emitir en el infrarrojo cercano (712 nm). La luz en
el infrarrojo cercano que llega a los fitocromos revierte el efecto de produccién de licopeno
que es estimulado por la luz roja (Taiz y Zeiger, 1998), ademas de generar calor.

Otra caracteristica de este tipo de fuentes de luz es la generacion de calor la cual no puede
separarse de la emision de luz. Al generarse calor con la fuente de luz, el fruto a irradiar
podria presentar una firmeza menor a la requerida como parametro de calidad para su
venta. Con la finalidad de disminuir el calor generado se puede recurrir a sistemas de
enfriamiento, los cuales sin embargo, encarecerian el proceso de estimulacion de la
produccion de licopeno.

A diferencia de estas fuentes de luz, el |aser (acronimo de Light Amplification by Stimulat d
Emission of Radiation) es una luz con una ancho de banda angosto, coherente y
monocromatica es decir, emite luz de una sola longitud de onda y en una misma direccion.
Por tal motivo la energia no se disipa en otras direcciones ni en otras longitudes de onda y
no se corre el riesgo de irradiar con una mezcla de longitudes de onda que pudieran incluir
el infrarrojo cercano el cual revierte el efecto de la luz roja sobre la acumulacion de licopeno
como ocurre con las lamparas rojas fluorescentes. Esto a su vez permite que toda la energia
emitida por la fuente llegue al objeto a irradiar y por lo tanto, es la mas adecuada para
inducir la acumulacion de licopeno. Aun cuando el sistema laser de potencia de salida

elevada puede generar calor, tiene la caracteristica de que el sistema laser puede
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mantenerse a una distancia que impida que el calor generado llegue al fruto a irgagidc :yac?
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que el haz laser puede direccionarse y controlarse de tal forma que el fruto a irradiar sgy/

coloque a distancia del sistema laser sin que se pierda la energia del mismo. Esto permitira
evitar que el fruto irradiado esté en contacto con el calor generado por el sistema laser sin
tener que invertir energia en disminuir la temperatura de la camara de irradiacion.

Una busqueda exhaustiva en bases de datos, incluyendo patentes, confirman que no existe
una metodo laser para incrementar el contenido de carotenoides en frutas y verduras.

Las patentes relacionadas giran en torno a metodologias para obtener concentrados de
licopeno con mayor rendimiento que el obtenido con las metodologias tradicionales,
formulaciones de productos nutraceuticos y medicinales que contienen licopeno y que
presentan propiedades beneéficas para la salud y metodologias novedosas para la
cuantificacion de licopeno y de otros carotenoides.

Como ejemplo de patentes que protegen metodologias para obtener concentrados de
licopeno se presentan dos. La patente WO03079816 y la KR 2,006,009,7107. La primer
patente protege un proceso para la extraccion de licopeno por medio del cual se obtendra
un concentrado el cual contendra del 5 a 20% de licopeno y menos de1% de carbohidratos.
La segunda patente protege un producto que es un concentrado de licopeno natural y el
método para producirlo. Este concentrado tiene la caracteristica de ser hidrosoluble a
temperatura ambiente y contener por lo menos 1mg de licopeno por gramo de concentrado.
La forma de extraer el concentrado consiste basicamente en alcalinizar y calentar la
muestra, aislar las fibras y compuestos insolubles por separacion solido-liquido, acidificar y
aislar carbohidratos y otros compuestos solubles por separacion soélido-liquido. En ambas
patentes el método para elaborar el concentrado no se refiere al incremento del contenido
de licopeno en el fruto sino a una eficiente extraccién del licopeno qu ya contiene el fruto.
Por lo tanto, estas patentes no le quitan novedad a la metodologia objeto de la presente

invencion.
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En lo relacionado a las patentes que protegen formulaciones nutracelticas o memqg
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“que incluyen el licopeno, se presentan tres; 1) CN 1,608,509 que corresponde a un produstol &’

nutraceutico y su proceso de produccion. El producto nutraceutico contiene una mezcla
sinergistica de licopeno, propoleo y aceite de oliva. 2) US 2,006,024,6153 A1 que protege
una composicion herbolaria para el tratamiento y prevencion de desoérdenes de la prostata.
La composicién contiene licopeno en forma pura o en forma de extracto de L. esculentum
ademas de silmarina o0 sus componentes en forma libre 0 en complejo con fosfolipidos,
acido laurico o un ester no téxico o sal que lo contenga o extractos lipofilicos de Serenoa
repens y puede contener sales de zinc y/o compuestos con selenio. 3) US 6,362,221 B1 que
consiste en una formulacién efectiva para la prevencion y tratamiento de niveles altos de
colesterol y lipidos en mamiferos la cual contiene licopeno y tocoferoles naturales. Las tres
patentes presentadas, que constituyen una muestra del tipo de patentes que se encontraron
de formulaciones con licopeno, no incluyen induccion de la acumulacion de licopeno en la
materia prima.

De las patentes que proponen nuevas metodologias para la cuantificacion de licopeno y
otros carotenoides se presentan dos. Las patentes US 2,004,013,0714 y US 6,205,354. La
primera se refiere a un metodo 6ptico y un aparato para determinar el status de productos
agricolas. El método es espectroscopico, (esparcimiento Raman) y se emplea para
determinar de manera rapida el estado de salud general o estado de estrés en plantas vivas
y productos de origen vegetal. La invencion Incluye la determinacion de carotenoides tales
como licopeno, beta-caroteno, Iuteina, violaxantina, neoxantina, antheraxantina vy
zeaxantina. El equipo asociado a la invencién puede ser portatil o montarse en una pieza de
equipos tales como un cosechador o un seleccionador. La segunda patente protege un
método y un aparato para la medicion no invasiva de carotenoides y sustancias quimicas

relacionadas presentes en tejidos biolégicos vivos tales como la piel. Ambas patentes se
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mayor acumulacion de licopeno.
Existe una publicacion acerca de la obtencion de una variedad transgéncia de L. esculentum
con valores incrementados en el contenido de licopeno (Dixon, 2005), sin embargo, ste
nuevo material biolégico, correspondiente a un organismo genéticamente modificado (OGM)
presenta limitaciones legales para su liberacién al medio ambiente y limitaciones por parte
del publico consumidor para su aceptacién y consumo lo cual puede retardar o impedir su
empleo a nivel comercial. Aunado a estas limitaciones, la nueva variedad de tomate
requiere adaptarse a las diferentes condiciones de cultivo de las regiones productoras de L.
esculentum. A diferencia de esta variedad genéticamente modificada, la presente invencion
ofrece una alternativa pos-cosecha para la mayor produccion de licopeno en frutos de L.
esculentum, sin recurrir a la controversial ingenieria genética. Debido a que es una
metodologia pos-cosecha, no requiere que se modifiquen las practicas agricolas adoptadas
por los productores para el cultivo de diferentes variedades de L. esculentum en las
diferentes regiones productoras.

Existe una patente sobre el empleo de irradiacion UVC para incrementar el contenido de
metabolitos secundarios vegetales. Esta es la patente WO 02/085137 A1, la cual protege el
empleo de irradiacion UVC para incrementar el contenido de la antocianina resveratol y
otras fitoalexinas en uva y en otras materias primas. La radiacion UVC tiene una longitud de
onda entre 100 y 280 nm (radiaciones UV cortas). La UVC al ser la de menor longitud de
onda, es la que presenta el mayor poder de penetracion, afectando el material genético
celular y tiene una fuerte actividad microbicida. Tomando en cuenta las caracteristicas de
esta radiacion, su empleo en uvas podria eliminar especies de levaduras que estan
involucradas en el proceso de elaboracidén del vino. Por otro lado, su efecto sobre el ADN,

podria repercutir en cambios geneéticos que pudieran alterar la viabilidad de las semillas

contenidas en el fruto. A diferencia de la radiacién UVC, en la invencién que se describe a
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continuacién, se utiliza luz laser rojo con una longitud de onda de 632 nm, perterkiesite at”

de la Pr-cisdad
rango de la luz visible. Este tipo de luz no induce cambios genéticos ni presenta ;activideek’
antimicrobiana. Contribuye a la acumulacién de carotenoides por medio de estimulos
luminosos que llegan a los fitocromos. El emplear un sistema laser para generar el estimulo
luminoso permite eliminar cualquier otra longitud de onda que se presenta en la luz roja
proveniente de bulbos o lamparas e incrementa el poder de penetracion de la luz, lo cual
permite que llegue a los tejidos internos del fruto, lo cual repercute en que se incremente el
contenido de licopeno de todo el fruto y no solo de la parte que esta en contacto con el
exterior como ocurre con el empleo de lamparas o bulbos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los detalles caracteristicos de esta invencion que se refiere al método para incrementar el
contenido de carotenoides en el L. esculentum mediante la irradiacion de laser rojo, se
muestran en las siguientes etapas. Las cuales se mencionan a manera de ejemplo y no
deben de ser consideradas como limitativas a la presente invencion.

Etapa .- Seleccion de la materia prima:
Una vez cosechado el tomate, de acuerdo a las practicas comerciales estandar, se
procede a seleccionar frutos sin dafio mecanico y en estado de madurez verde de
acuerdo a la carta de maduracion publicada por California Tomatoes.

Etapa ll.- Irradiacion laser:
Una vez seleccionado el material vegetal se somete a irradiacion con laser rojo d
600 a 690 nm, preferentemente de 632 nm de longitud de onda y 30 mW de
potencia. Considerando que la salida del laser es un haz de luz y que el fruto debe
estimularse en toda su superficie, se utiliza un objetivo de microscopio 40X con el
cual la luz monocromatica emitida por el laser se expand y alcanza a cubrir toda la

cara del fruto. La irradiacion prolongada del fruto en un mismo punto de irradiacion
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estimular la acumulacién de carotenoides en el fruto de maneraeh!)(?nogéneam%q
Y 204 3
utiliza una base giratoria con velocidad baja (1.5 rpm) en la cual se colocan los frutos
a una distancia de 1.5 m del sistema laser. Con estas condiciones de irradiacién, la

5 fluencia, es decir, el numero de fotones incidentes a una unidad de area, que llega a

la parte externa del fruto es de 7.61umol/m?, a la parte media de 4.28 ymol/m°y a la

parte interna de 1.79 umol/m®. Los frutos permanecieron expuestos a la irradiacion

laser por 6 horas a temperatura ambiente.
Dependiendo de las condiciones en las que se produzca la irradiacién, la potencia
10 del sistema laser, la distancia focal del lente expansor del haz laser y la distancia del

fruto al sistema laser pueden variar en funcion de la cantidad de frutos de L.

esculentum a irradiar, con tal de que se asegure una fluencia minima de 1.0 pmol m™

en la parte interna del fruto y no mayor a 1,000 umol m™ en la parte externa del

mismo.
15
Etapa lll.- Incubacion del fruto:
Una vez aplicada la irradiacion laser, el fruto permanece en condiciones estandar de
incubacion; con temperatura de 20 a 22°C y humedad del 85%, donde acumula el
licopeno hasta alcanzar un color rojo, adecuado para su comercializacion en fresco,
20 lo cual se logra en un lapso de 3 a 6 dias.

Después de aplicar el méetodo conforme a las tres etapas anteriores, se obtiene un fruto de
L. esculenfum con mayor contenido de licopeno que el del fruto sin el tratamiento laser.
Este incremento de licopeno se induce tanto en la parte externa como en la parte media e

interna del fruto debido al poder de penetracién de los tejidos que tiene el laser. Para

25 comprobar la penetracidon del laser se utilizo un equipo Power/Energy Meter Modelo 841-PE
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Una vez realizado el método anterior se evaluaron los frutos respecto a su firmeza,
contenido de vitamina C, y contenido de los carotenoides licopeno y vitamina A.

La firmeza se cuantificé por medio de un analizador de textura modelo TAXT2 utilizando una
punta TA15. Los resultados de firmeza se analizaron estadisticamente utilizando la prueba

T-student la cual dio un valor de 0.26, indicando que no existe diferencia entre la firmeza de

los frutos sometidos a la irradiacién laser respecto a los frutos control.

El contenido de vitamina C, se determiné utilizando un método volumétrico con 2,6-
diclorofenol indofenol. La cantidad de vitamina C encontrada en los frutos tratados (547.7
mg/k) fue menor que la obtenida en los frutos control (649.7 mg/k), sin embargo, se mantuvo

dentro del rango reportado para el tomate que es de 84-590 mg/k.

El contenido de vitamina A (cuyo precursor es el B-caroteno), que en este caso es

equivalente a la cuantificacion de p-caroteno, se determiné por medio de cromatografia
liquida de alita resoluciéon (HPLC) con un equipo Beckman, modelo system gold. El contenido
de (-caroteno de los frutos tratados (2.58) fue mayor al encontrado en los frutos control

(0.87), corroborando con ello que la irradiacion laser es efectiva para estimular la produccién
de diferentes carotenoides y no solo licopeno..

Para cuantificar el licopeno se separ¢ el tejido vegetal de la parte externa, media e interna
de cada fruto. Se extrajo el licopeno utilizando una mezcla de solventes (Martinez-Valverde
y col., 2001) y se cuantificO espectrofotométricamente en un equipo Cintra VI. EI fruto
irradiado con laser presentd un mayor contenido de licopeno en las tres capas del fruto. En
la parte externa los frutos control tuvieron 0.14 mg/g de tejido fresco y los frutos irradiados
0.26 mg/g, en la part media el contenido de licopeno en los frutos control fue de 0.06 y en
los frutos irradiados fue d 0.12. En la parte interna los frutos control tuvieron 0.09 mg/g de

licopeno y los irradiados 0.14 mg/g. El increm nto de licopeno que se obtuvo corresponde a
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un incremento del 96% en la parte externa del fruto, 67% en la parte media 434568 127
de g Pisniedad

parte interna. Los datos de la cantidad de licopeno se analizaron estadisticamentéaichrs fea/

prueba T-student y se encontrd6 que en los tres casos las diferencias fueron
estadisticamente significativas. El incremento en la parte externa del fruto fue altamente
significativa (t-student 0.018), en la parte media fue significativa (t-student 0.054) y en l|a

parte interna fue significativa con 90% de confianza (t-student 0.086).
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EJEMPLOS DE APLICACION DE LA INVENCION:

de lc-Propiedac

. , . . . Indusina’
Utilizar este método de irradiacidn con laser rojo para incrementar el contenido de

carotenoides en Lycopersicon esculentum L., descrito en esta invencion, tiene un
incremento de licopeno_del 96% en la parte externa del fruto, 67% en la parte media y 43%
en la parte interna. En seguida se describe un ejemplo de aplicacion, el cual no es una
limitante para la presente invencion.

En una base giratoria construida con madera la cual tiene capacidad de rotar cuatro frutos
simultaneamente en bases individuales a una velocidad de rotaciéon baja de (1.5 rpm) se
colocan los tomates en un estado de madurez verde sin dafio mecanico. Estos tomates se
mantienen a temperatura ambiente y se colocan a una distancia de 1.5 m del sistema laser
durante 6 horas para ser sometido a irradiacion con laser rojo de 632 nm de longitud de
onda y 30 mW de potencia, con un objetivo de microscopio 40X para que la luz
monocromatica emitida por el laser alcance a cubrir toda la cara del fruto como se describe
en la etapa |l de la descripcién de la invencién. Posteriormente, se incuba entre 20y 22°Cy
humedad del 85% durante 3 a 6 dias hasta alcanzar un color rojo, adecuado para su

comercializacion en fresco.
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REIVINDICACIONES

MoV Ging
Habiendo descrito y ejemplificado suficientemente la invencion como anteeéde, se ad
. 1strind

considera de nuestra exclusiva propiedad o contenido en las siguientes

reivindicaciones:;
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1.

Un metodo para incrementar la acumulacion de licopeno en tomate por la

irradiacion con laser rojo, en donde no se estimula el ablandamiento del fruto

caracterizado porque se compone de las siguientes etapas:

d.

C.

etapa |.- seleccionar la materia prima: tomar un tomate en un estado de
madurez verde;

etapa ll.- irradiar con laser. someter el material vegetal seleccionado a
irradiacion con laser rojo de entre 600 y 690 nm de longitud de onda,
preferentemente de 632 nm y 30 mW de potencia, considerando que la
salida del laser es un haz de luz y que el fruto debe estimularse en toda su
superficie, utilizar un objetivo de microscopio 40X, utilizar una base
giratoria con velocidad baja (1.§ rom) y colocar ahi los frutos a una
distancia de 1.5m del sistema laser, la fluencia (nimero de fotones

incidentes a una unidad de area) que llega a la parte externa del fruto es

de 7.6 umol/ m?, a la parte media de 4.28 / m°y a la parte interna de 1.79

umol/ m?, dejando expuestos los frutos a la irradiacion laser por 6 horas a

temperatura ambiente;
etapa lll.- incubar el fruto: una vez aplicada la irradiacion laser; con
temperatura de 20 a 22°C y humedad del 85% por un lapso de 3 a 6 dias

hasta que alcance un color rojo.

2. Método de conformidad con la reivindicacion 1, en donde el tomate es L.

esculentum.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion se refiere al método para incrementar el contenido de carotenoides en frufastituto

y verduras por medio de irradiacion con laser rojo con la finalidad de increfmat_#. O)’gc?gg

’ . . q-”u #-i
efectos benéficos para la salud que les confieren los carotenoides.

La estimulacion es de 6 horas con un laser He-Ne de 633 nn con 30mW de potencia el
cual se hace pasar por un objetivo 40X para amplificar el area de iluminacion del laser. El
fruto se mantiene en incubacion entre 20 y 22°C por 3-4 dias hasta alcanzar el color rojo
requerido para su distribucion en fresco. El contenido de licopeno y otros carotenoides es
superior tanto en la parte externa como interna del fruto respecto a los frutos de L.

asculentum no tratados.



