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DESCRIPCION
Generacion de triacilgliceroles a partir de gomas.

Esta solicitud reivindica prioridad de la solicitud de EE.UU. de ndmero de orden 11/970,270, presentada el 7 de
enero de 2088, titulada "GENERATION OF TRIACYLGLYCEROLS FROM GUMS", de Christopher L.G. Dayton.

Antecedentes de la invencion

Esta invencién se refiere a un método para generar triacilgliceroles a partir de gomas que se recuperan de un
procedimiento de refino de aceite. Mas en particular, esta invencion se refiere a un procedimiento enzimatico para
tratar diversos fosfolipidos y lecitinas (conocidos colectivamente como "gomas") procedentes de aceites vegetales,
con el fin de producir o "generar" triacilgliceroles (triglicéridos o aceites). La invencion descrita en la presente
memoria es un trabajo adicional basado en las invenciones descritas en la solicitud de patente de EE.UU. de numero
de orden 11/668,921 presentada el 30 de enero 2007 y la solicitud de patente de EE.UU. de numero de orden
11/853,339 presentada el 11 de septiembre de 2007, las cuales estan ambas cedidas al cesionario comun y se
incorporan en la presente memoria por referencia.

Los aceites vegetales brutos, obtenidos tanto por métodos de prensado como por métodos de extraccion con
disolventes, son una mezcla compleja de triacilgliceroles, fosfolipidos, esteroles, tocoferoles, acidos grasos libres,
metales traza y otros compuestos menores. Es deseable eliminar los fosfolipidos, acidos grasos libres y metales
traza con el fin de producir un aceite para ensaladas de calidad con un sabor suave, color claro, y una larga vida util.
Dicha eliminacion de fosfolipidos, conocidos como "gomas", se ha conseguido en la técnica anterior por diversos
métodos que incluyen el desgomado acuoso, el desgomado acido, el desgomado caustico, y el desgomado
enzimatico. La mayoria de estos métodos de desgomado implican una pérdida significativa de aceite junto con las
gomas separadas.

Las solicitudes de patente antes mencionadas describen métodos para eliminar fosfolipidos de composiciones de
aceite mediante el tratamiento de las composiciones de aceite con enzimas PLA y también enzimas PLC. El
tratamiento con las dos enzimas puede ser secuencial o simultaneo. Se ha encontrado que, sorprendentemente, la
cinética de las reacciones enzimaticas discurre mucho mas rapidamente de lo esperado cuando las dos enzimas se
utilizan juntas que cuando se utiliza cualquiera de ellas por separado. Ademas, se ha encontrado que cuando se
utilizan juntas las dos enzimas las reacciones discurren mas rapidamente de lo esperado, incluso aunque las
condiciones de reaccién no estén optimizadas para al menos una de las enzimas. También se ha encontrado que
cuando se utilizan juntas las dos enzimas la reaccion puede discurrir en menos de aproximadamente una hora, y
puede discurrir en un tiempo tan corto como unos treinta minutos.

Se espera que las reacciones de enzimas PLA y PLC con las composiciones de aceite produzcan algunos
subproductos de reaccion que deben ser eliminados del aceite tratado. Estos subproductos incluyen restos
portadores de fosfato escindidos de fosfolipidos por la accién de enzimas PLC, acidos grasos libres escindidos de
fosfolipidos por la accidon de enzimas PLA, y liso-fosfolipidos resultantes de la escisién del acido graso libre del
fosfolipido. Los liso-fosfolipidos y cualesquiera subproductos portadores de fosfato deben ser eliminados de la
composicion de aceite tratado, y se espera que los otros subproductos de reacciéon antes mencionados sean
retirados junto con los liso-fosfolipidos en una fraccién pesada conocida como "gomas".

La patente de EE.UU. numero 5,061,498 se refiere a un método para reformar grasas y aceites que comprende
tratar las grasas y aceites que contienen glicéridos parciales con dos o mas tipos diferentes de lipasas que son
diferentes en especificidad frente a acidos grasos y/o en especificidad de posicion, en presencia de una pequefia
cantidad de agua, para obtener grasas y aceites que contienen glicéridos parciales en un bajo contenido. En la
realizacion descrita, se utiliza lipasa P porque reaccionara en cualquiera de las tres posiciones del esqueleto de
glicerol. Se puede afiadir a una composicion que contiene glicéridos parciales un acido graso deseado tal como el
acido oleico, y se utiliza una lipasa especifica para este acido graso deseado tal como la lipasa F. La presencia de
lipasa F favorece la reaccion del acido graso preferido sobre otros acidos grasos que puedan estar presentes, y la
presencia de lipasa P favorece la esterificacion del acido graso preferido en cualquier lugar de los glicéridos
parciales. La concentracion de agua es preferentemente inferior a 1500 ppm, en particular de 10 a 200 ppm.

El documento EP 1624047 se refiere a un método para generar un aceite de triglicérido a partir de gomas de aceite
huimedas, que comprende el tratamiento de las gomas con fosfolipasa PLA1 y la recuperacién del aceite asi
producido.

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un método para tratar gomas separadas, con el fin de obtener
productos de aceite utilizables que de lo contrario se perderian.

Sumario de la invencién

Como desarrollo del trabajo descrito en las dos solicitudes de patente antes mencionadas, se realizaron analisis de
gomas que habian sido separadas de aceites tratados con PLA/PLC. Se esperaba que las gomas contuviesen
acidos grasos libres y diacilgliceroles presentes en una cantidad proporcional a la cantidad de fosfolipidos presentes
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en la composicion de aceite original que habia sido hecha reaccionar con las enzimas. En lugar de ello, se encontro
que, sorprendentemente, habia sustancialmente menos acidos grasos libres y diacilgliceroles de lo esperado de
acuerdo con la teoria. A partir de este sorprendente resultado se concluyd que los acidos grasos libres y los
diacilgliceroles que eran los subproductos de las reacciones de los fosfolipidos con PLA y PLC, respectivamente,
habian reaccionado entre si en presencia de las enzimas PLA y PLC para formar triacilgliceroles utiles, generando
asi en realidad nuevas moléculas de aceite que no habian existido antes de que hubiera comenzado el proceso de
tratamiento con PLA/PLC. Con ello se descubrié que se podria utilizar la combinacion de enzimas PLA y PLC para
tratar fosfolipidos separados, independientemente del método utilizado para separar dichos fosfolipidos, con el fin de
generar nuevas moléculas de triacilglicerol.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a un método para generar triacilgliceroles a partir de gomas de
aceite, en donde el método comprende (a) proporcionar una composicion de aceite que contiene una cantidad de
gomas de aceite, en donde dichas gomas comprenden fosfolipidos, (b) separar dichas gomas de aceite de dicha
composicion de aceite para proporcionar una primera fraccion sustancialmente libre de gomas de aceite y una
segunda fraccion que contiene dichas gomas de aceite separadas, (c) tratar dicha segunda fraccién con una o mas
enzimas que tienen actividad de PLA para generar 4cidos grasos libres, y (d) tratar dicha segunda fraccién con una o
mas enzimas que tienen actividad de PLC para generar diacilgliceroles, de manera tal que dichos acidos grasos y
dichos diacilgliceroles reaccionan entre si en presencia de al menos una de dichas enzimas para formar
triacilgliceroles.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 es un dibujo que ilustra la configuracion de fosfolipidos y triacilgliceroles.
La Figura 2 es un dibujo que ilustra los tres lugares estereospecificos de un fosfolipido.

La Figura 3 es un dibujo que ilustra las estructuras de cuatro grupos funcionales comunes que pueden estar
conectados al resto de fosfato de un fosfolipido.

La Figura 4 es un dibujo que ilustra cuatro sitios diferentes de ataque enzimatico a una molécula de fosfolipido.

La Figura 5 es un dibujo que ilustra la reaccion de un fosfolipido en presencia de una enzima PLA y agua para
producir un liso-fosfolipido y un acido graso.

La Figura 6 es un dibujo que ilustra la reaccion de un fosfolipido en presencia de una enzima PLC y agua para
producir un diacilglicerol y un fosfato.

La Figura 7 es un dibujo que ilustra la estructura de fosfatidilcolina.
La Figura 8 es un dibujo que ilustra la estructura de fosfo-colina.

Descripcion detallada de la invencion

La eliminacion de fosfolipidos origina casi la totalidad de las pérdidas asociadas con el refino de aceites vegetales.
Tal como se ilustra en la Figura 1, los fosfolipidos contienen un grupo fosfato en uno de los dos extremos del
esqueleto de glicerol, mientras que un triacilglicerol contiene tres acidos grasos. Para distinguir los derivados se
emplea el sistema de numeracion estereoespecifica ("Sn", por sus siglas en inglés). La Figura 2 muestra los tres
lugares estereospecificos de un fosfolipido.

El grupo fosfato del fosfolipido es "hidrdéfilo", lo que significa que tanto el propio fosfato como el grupo funcional X
son atraidos hacia el agua. Las cadenas de acido graso R1 y R2 del fosfolipido son "lipéfilas”, lo que significa que
son atraidas hacia los lipidos. Puesto que la molécula de fosfolipido posee a la vez un grupo funcional hidréfilo y
cadenas de &cido graso lipdfilas, es un emulsionante natural excelente. Las propiedades de emulsionamiento de los
fosfolipidos provocaran que, cuando se eliminen los fosfolipidos de aceites vegetales, se pierdan dos moléculas de
fosfolipido y una molécula de triacilglicerol.

El grupo funcional que contiene fosfato del fosfolipido, indicado en la Figura 1 como "X", determina el grado de su
naturaleza hidrdfila. El grupo funcional X de la Figura 1 puede ser cualquiera de una variedad de tipos conocidos,
algunos de los cuales estan ilustrados en la Figura 3.

Los fosfolipidos que contienen los grupos funcionales colina y etanolamina tienen la maxima afinidad por el agua,
mientras que los &cidos, sales de acido (por ejemplo sales de calcio, de magnesio y de hierro) e inositol tienen
afinidades hacia el agua mucho mas reducidas. El acido fosfatidico y las sales de acido fosfatidico son conocidas
comunmente como "fosfolipidos no hidratables" o NHPs. Habitualmente, los fosfolipidos se miden en el aceite como
"contenido de fésforo" en partes por millén. La Tabla 1 indica las cantidades tipicas de fosfolipidos presentes en los
principales cultivos de semillas oleaginosas, y la distribucién de los diversos grupos funcionales como porcentaje del
total de fosfolipidos presentes en los aceites. La Tabla 2 expone la distribucion tipica de los fosfolipidos presentes en
la lecitina (gomas de semillas de soja). En la Tabla 2, "tal cual" significa la composicion tipica del fosfolipido extraido
del aceite vegetal, con el aceite arrastrado (2 moléculas de fosfolipido y 1 molécula de aceite), que da un contenido
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de porcion insoluble en acetona de 67%. "Normalizada" significa la composicion fosfolipidica sin ningin aceite
presente, que da un contenido de porcion insoluble en acetona de 100%. La Tabla 3 muestra los pesos moleculares
de los principales tipos de fosfolipidos, liso-fosfolipidos, y los correspondientes fosfo-compuestos no lipidicos. Tal
como se utiliza en la Tabla 3 y a lo largo de la presente memoria, el término liso-fosfolipido significa un fosfolipido en
el cual uno de sus grupos de acido graso ha sido escindido por una lipasa. El peso molecular del &cido oleico es
282,48, y el peso molecular del diacilglicerol en el cual los acidos grasos estan presentes como acido oleico (C18:1)
es 620,99.

Tabla 1

Cantidades y distribuciones tipicas de fosfolipidos en aceites de semillas oleaginosas comunes

Aceite de soja Aceite de canola Aceite de girasol

P (ppm) 400 - 1200 200 - 900 300 - 700
PC (-colina) 12% - 46% 25% - 40% 29% - 52%
PE (-etanolamina) 8% - 34% 15% - 25% 17% - 26%
PA (-acido) 2% - 21% 10% - 20% 15% - 30%
PI (-inositol) 2% - 15% 2% - 25% 1% - 22%
TABLA 2
Cantidades y distribuciones tipicas de fosfolipidos en gomas de soja
Porcentaje "tal cual" Porcentaje "normalizado”
Fosfatidilcolina 33,9 47,2
Fosfatidiletanolamina 14,3 19,9
Fosfatidilserina 0,4 0,6
Acido fosfatidico 6,4 8,9
Fosfatidilinositol 16,8 23,4
Total 71,8 100,0
Tabla 3
Pesos moleculares de fosfolipidos y compuestos tipicos
Peso molecular del Peso molecular del Peso molecular del
fosfolipido liso-fosfolipido fosfo-compuesto
Colina - C18:1 786,15 521,67 183
Etanolamina - C18:1 744,00 479,52 141
Serina - C18:1 787,03 522,55 184
Acido - C18:1 721,90 457,42 98
Inositol - C18:1 863,98 599,50 260

Se pueden eliminar parcial o totalmente fosfolipidos de los aceites vegetales a través de distintos procedimientos,
siendo los mas comunes el desgomado acuoso, el desgomado acido, el refino caustico, y el desgomado enzimatico.
La presente invencion para generar aceites a partir de gomas puede ser utilizada en gomas derivadas de cualquiera
de estos procesos, aunque, con fines de ilustracion, se explicara con mas detalle el desgomado enzimatico.

El desgomado enzimatico, también conocido como "refino enzimatico", se utiliza cuando el objetivo es la eliminacion
total de los fosfolipidos del aceite. En general, los tratamientos de desgomado enzimatico de la técnica anterior se
han llevado a cabo en aceites que habian sido previamente desgomados por uno de los otros métodos, tipicamente
mediante desgomado acuoso. Para aplicaciones en alimentos, el aceite desgomado enzimaticamente puede ser
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sometido secuencialmente a decoloracion y desodorizacién, un proceso conocido en la industria como "refino fisico."
El desgomado enzimatico proporciona un rendimiento en aceite mejor que el desgomado acuoso, el desgomado
acido o el desgomado caustico, con resultados econdmicos mejorados.

La reaccion enzimatica cambia la naturaleza del fosfolipido, escindiendo diferentes grupos funcionales de la
molécula. En general, se puede hacer referencia a los grupos funcionales y a los productos de degradacién como a
"materiales grasos" y "material que contiene fésforo". La reaccién enzimatica reduce las propiedades emulsionantes
de los fosfolipidos resultantes, de manera que se pierde menos aceite cuando se separan las gomas del aceite, con
el consiguiente ahorro de aceite. Las enzimas que presentan actividad frente a los fosfolipidos se denominan
comunmente "fosfolipasas". Las fosfolipasas se clasifican en funcion de la posicion de la molécula de fosfolipido
sobre la cual actua la enzima, y se denominan PLA1, PLA2, PLC y PLD. En la Figura 4 se ilustran las posiciones de
la molécula de fosfolipido sobre las que actuan los diferentes tipos de fosfolipasas. La fosfolipasa B es una enzima
adicional conocida en la técnica. Elimina el acido graso final, ya esté presente en la posicion Sn-1 o en la posicion
Sn-2 (Figura 2), de un liso-fosfolipido. En la Tabla 4 se expone un resumen de las diversas fosfolipasas y sus
productos de reaccion.

Tabla 4
Material graso Material que contiene fésforo
Fosfolipasa A1 acido graso liso-fosfolipido
Fosfolipasa A2 acido graso 2 liso-fosfolipido
Fosfolipasa B acido graso glicerofosfolipido
Fosfolipasa C diacilglicerol grupo de cabeza que contiene fosfato
Fosfolipasa D alcohol acido fosfatidico

Cada tipo de fosfolipasa tiene su propia velocidad de reaccion y sus propias condiciones de reaccion éptimas en
términos de pH, concentracién de agua y temperatura. Cuando se utiliza sola, la PLA requiere generalmente un
tiempo de reaccién de al menos aproximadamente 4 horas, mientras que la PLC, cuando se utiliza sola, requiere
generalmente un tiempo de reaccion de aproximadamente una hora. Se sabe que el tratamiento enzimatico debe
producirse a un pH menor que o igual que 8, con el fin de minimizar la indeseable saponificaciéon de aceite, pero la
PLA tiene un pH de reaccién 6ptimo de 4,5, mientras que la PLC tiene un pH de reaccion éptimo de 7,0. Cada
enzima tiene también diferentes tolerancias térmicas. Las enzimas PLA se desnaturalizan a aproximadamente 50°C
mientras que las enzimas PLC se desnaturalizan a aproximadamente 65°C.

Estan ampliamente descritas en la bibliografia, y descritas en patentes, secuencias de aminoacidos con actividad de
fosfolipasa, y de algunas de ellas se ha publicado que poseen actividad sobre fosfolipidos presentes en aceites
vegetales. Todo esto es conocido en la técnica.

Un producto de enzima PLA1 comercial con actividad de fosfolipasa es la fosfolipasa A1 Lecitase® Ultra de
Novozymes. Tal como se describe en las indicaciones de uso de Novozymes denominadas Oils & Fats #
2002-185255-01 y 2002-05894-03, se puede mezclar este producto con aceite desgomado con 1-1,5% de tampdn
de &cido citrico-NaOH a 4,5<pH<7,0 y 40°C<T<55°C. En estas condiciones, la PLA1 hidroliza selectivamente el
acido graso opuesto al grupo funcional fosfato en el esqueleto de glicerol para proporcionar liso-fosfolipidos polares
y acidos grasos polares. Tal como se ilustra en la Figura 4, la molécula de fosfolipido pierde un grupo funcional
hidréfobo, es decir, el acido graso, dejando el liso-fosfolipido, que ahora tiene un grupo fosfato hidréfilo y un grupo
alcohol hidréfilo. Entonces, con dos sitios hidréfilos, la molécula de liso-fosfolipido es soluble en agua, y ha perdido
sus propiedades emulsionantes. Por tanto, cuando se separa la fase acuosa de la fase oleosa, el liso-fosfolipido es
eliminado en la fase acuosa, y no arrastra consigo nada de aceite, mientras que la molécula de acido graso
escindida del fosfolipido permanece en el aceite. En los procedimientos de la técnica anterior, esta molécula de
acido graso seria eliminada en un proceso de desodorizacién posterior. Asi, el proceso de desgomado con PLA1
reduce las pérdidas por refino al no eliminar ningun aceite neutro junto con los liso-fosfolipidos en la fase acuosa, de
manera tal que el unico material eliminado es el indeseado liso-fosfolipido derivado de la molécula de fosfolipido
original.

La cantidad tedrica de acidos grasos que se pueden generar por reaccion de las gomas con una enzima de tipo PLA
se puede calcular determinando la cantidad total de fosfolipidos de las gomas, la cantidad de cada tipo de fosfolipido
y, finalmente, el cambio en el peso molecular que se produce para cada tipo de fosfolipido presente tras la
conversion de un fosfolipido en un liso-fosfolipido. El contenido porcentual de fosfolipidos puede calcularse
multiplicando por 31 (peso molecular del fésforo, 30,97) el nivel de fésforo elemental medido en partes por millon, y
dividiendo por 10000. Se pueden calcular las cantidades de cada tipo de fosfolipido multiplicando la cantidad total de
gomas por la distribucion usual de tipos de fosfolipido que es conocida para ese tipo particular de aceite. Finalmente,
se puede determinar la cantidad de acido graso liberado a partir de cada tipo de fosfolipido.
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Por ejemplo, para el aceite de soja bruto que contiene 800 ppm de fésforo con una distribucion "normalizada" de
fosfolipidos (Tabla 2), suponiendo que los acidos grasos unidos a los fosfolipidos son acido oleico (C18:1), se
pueden calcular los acidos grasos que se espera sean liberados, de la manera siguiente:

En primer lugar se calcula el porcentaje de fosfolipidos totales presentes.
Fosfolipidos totales = (800 ppm / 1.000.000) x 31 x 100 = 2,48 por ciento.

Después se calcula la cantidad de cada tipo de fosfolipido presente.

Fosfatidilcolina = (2,48 x 47,21) / 100 = 1,17 por ciento

Fosfatidiletanolamina = (2,48 x 19,92) / 100 = 0,49 por ciento

Fosfatidilserina = (2,48 x 0,56) / 100 = 0,01 por ciento

Fosfatidilinositol = (2,48 x 23,40) / 100 = 0,58 por ciento

Acido fosfatidico = (2,48 x 8,91) / 100 = 0,22 por ciento

Finalmente, se determina la cantidad de acidos grasos liberados por la reaccion de PLA con cada tipo de fosfolipido
de las gomas multiplicando la cantidad de cada tipo de fosfolipido por el porcentaje de acido graso libre (FFA, por
sus siglas en inglés) liberado, en donde el porcentaje de acido graso se calcula como lo que queda después de
restar la cantidad de liso-fosfolipido (véase la Tabla 3), de la manera siguiente:

FFA procedente de PC = 1,17 x (1 - (521,67 / 786,15)) = 0,39 por ciento
FFA procedente de PE = 0,49 x (1 - (479,52 / 744,00)) = 0,18 por ciento
FFA procedente de PS = 0,01 x (1 - (522,56 / 787,03)) = 0,00 por ciento
FFA procedente de Pl = 0,58 x (1 - (599,50 / 863,98)) = 0,18 por ciento
FFA procedente de PA = (0,22 x (1 - (457,22 / 721,90) = 0,08 por ciento
Total de acidos grasos libres que se espera sean generados = 0,83 por ciento

Aunque el desgomado enzimatico ofrece ventajas significativas para los elaboradores de aceite, también presenta
ciertos inconvenientes. Un inconveniente reside en que la reaccion de la enzima con los fosfolipidos puede ser lenta
y requerir mucho tiempo. En particular, la reacciéon de enzimas de fosfolipasa A con fosfolipidos puede requerir
muchas horas, dependiendo de variables de reaccion tales como el pH, la temperatura, las concentraciones relativas
y las condiciones de mezclado. Estos prolongados tiempos de reaccion puede tener un significativo impacto negativo
sobre el valor econémico global de los procedimientos de desgomado enzimatico. Debido a la lentitud de la reaccion
de la PLA, el desgomado enzimatico se lleva a cabo tipicamente en composiciones de aceite que han sido
sometidas primero a desgomado acuoso. Asi, se puede someter a desgomado dos veces el aceite para obtener un
producto que tenga un nivel de fosforo lo suficientemente bajo para los fines a los que se pretende destinar.

Es conocido en la técnica que las enzimas de PLC reaccionan con un fosfolipido hidrolizando selectivamente el
grupo funcional fosfato, tal como se muestra en la Figura 6. La reaccion proporciona un diacilglicerol ("DAG") y un
grupo fosfatidico. La molécula de diacilglicerol ya no tiene el grupo funcional fosfato y no es necesario eliminarla del
aceite. Por ejemplo, la reaccion de fosfatidilcolina (PC), Figura 7, con una PLC proporcionara un DAG y el grupo
funcional fosfato ilustrado en la Figura 8, mas conocido como fosfo-colina o "C". El proceso de desgomado con PLC
reduce la pérdida por refino al conservar el DAG soluble en aceite, mientras que se elimina solo el grupo funcional
fosfato soluble en agua. No se pierde aceite neutro cuando se elimina la fase acuosa, ya que el fosfolipido ha sido
destruido. Sin embargo, la enzima PLC no reacciona con todos los fosfolipidos presentes en el aceite.
Generalmente, la PLC no reacciona ni con acido fosfatidico (PA) ni con fosfatidilinositol (Pl), ilustrado en la Figura 3,
aunque se conoce una PLC especifica para PI, identificada como PI-PLC. Sin embargo, tanto el PA como el Pl son
fosfolipidos no hidratables que permanecen en el aceite después del desgomado acuoso. Asi, el aceite que ha sido
tratado con PLC como unica enzima debe ser tratado adicionalmente con agentes causticos u otras enzimas para
eliminar las gomas residuales.

La cantidad tedrica de diacilgliceroles generados por la reaccion de gomas con una enzima de tipo PLC se puede
calcular determinando el porcentaje de fosfolipidos presentes en el aceite, la cantidad de cada tipo de fosfolipido en
ese tipo de aceite, y finalmente el cambio en el peso molecular que se produce para cada tipo de fosfolipido
presente en el aceite crudo tras la conversién de un fosfolipido en un DAG. El contenido porcentual de fosfolipido en
el aceite se puede calcular multiplicando por 31 (peso molecular del fésforo, 30,97) el nivel de fosforo elemental
medido en partes por millon, y dividiendo por 10000. Los fosfolipidos individuales se pueden calcular multiplicando la
cantidad total de gomas por la distribucion normal de cada tipo de fosfolipido. Finalmente, la cantidad de
diacilglicerol se puede determinar porque es el producto de reacciéon de cada uno de los tipos de fosfolipido.
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Por ejemplo, para el aceite de soja bruto que contiene 800 ppm de fésforo con una distribucion "normalizada" de
fosfolipidos (Tabla 2), suponiendo que los acidos grasos unidos a los fosfolipidos son acido oleico (C18:1), los
diacilgliceroles que se espera sean liberados se pueden calcular de la manera siguiente:

En primer lugar se calcula el porcentaje de cada tipo de fosfolipido, tal como se ha descrito mas arriba.

A continuacion, se puede determinar el porcentaje de cada tipo de diacilglicerol (DAG) liberado por la reaccion de
PLC con las gomas multiplicando la cantidad de cada tipo de fosfolipido por el porcentaje de diacilgliceroles (Tabla
3), siendo la cantidad de DAG lo que queda después de restar la cantidad de grupo fosfato, de la manera siguiente:

DAG procedente de PC = 1,17 x (1 - (165,10 / 786,15)) = 0,93 por ciento

DAG procedente de PE = (0,49 x (1 - (123,10 / 744,00) = 0,41 por ciento

DAG procedente de PS = (0,01 x (1 - (166,08 / 787,03) = 0,01 por ciento

DAG procedente de Pl = (0,58 x (1 - (243,00 / 863,98) = 0,42 por ciento

DAG procedente de PA = (0,22 x (1 - (100,92 / 721,90) = 0,19 por ciento
Total de diacilgliceroles generados = 1,96 por ciento

La presente invencién se refiere a un tratamiento enzimatico de fosfolipidos y composiciones de aceite que
contienen fésforo para generar nuevas moléculas de triacilglicerol. El inventor ha encontrado que,
sorprendentemente, el empleo de una combinacion de fosfolipasas que tienen actividad de PLA y actividad de PLC
no solo escinde los "grupos" especificos, sino que también recombina un acido graso (FA, por sus siglas en inglés)
escindido, procedente de una reaccién con PLA, y diacilglicerol (DAG) procedente de una reaccion de PLC, para
producir un triacilglicerol, o aceite. En particular, una fosfolipasa A (PLA) reacciona con una molécula de fosfolipido
proporcionando un FA y liso-lecitina, mientras que una fosfolipasa C (PLC) reacciona con una molécula de
fosfolipido diferente para producir un DAG y una fosfo-lecitina. EI FA procedente de la reacciéon con PLA y el DAG
procedente de la reaccién con PLC se combinan luego por esterificacion en presencia de una o mas de las enzimas,
para producir una nueva molécula de triacilglicerol (TAG).

La presente invencion es particularmente util cuando se utiliza para el tratamiento ulterior de gomas que han sido
separadas de un aceite crudo por métodos tales como el refino acuoso, refino acido o refino caustico, o mediante un
refino enzimatico distinto de una combinacion de enzimas PLA y PLC. Se cree que seria beneficioso para las gomas
que hayan sido separadas por refino caustico que se ajustase a un valor de aproximadamente 8 o inferior el pH de
dichas gomas, antes de proceder con los pasos de generacién de aceite de la presente invencion.

Los aceites que pueden ser tratados de acuerdo con la presente invencion pueden incluir, pero sin quedar limitados
a éstos, los siguientes: aceite de canola, aceite de ricino, aceite de coco, aceite de cilantro, aceite de maiz, aceite de
semilla de algodén, aceite de avellana, aceite de cafiamo, aceite de linaza, aceite de semilla de mango, aceite de
hierba de la pradera (limnanthes alba), aceite de pata de buey, aceite de oliva, aceite de palma, aceite de palmiste,
oleina de palma, aceite de cacahuete, aceite de colza, aceite de salvado de arroz, aceite de cartamo, aceite de
sasanqua, aceite de soja, aceite de girasol, aceite de resina, aceite de tsubaki (aceite de camelia), y aceite vegetal, y
cualquier combinacién de los anteriores.

La enzima fosfolipasa A utilizada en el método de la presente invencion puede ser una enzima fosfolipasa A1 o una
enzima fosfolipasa A2. La enzima fosfolipasa C utilizada en la presente invencién puede ser una fosfolipasa C y/o
una fosfolipasa C especifica para inositol. Estan disponibles comercialmente muchas variedades de enzimas de las
familias de fosfolipasa A y fosfolipasa C, y se contempla que tales enzimas y sus equivalentes seran adecuadas
para el uso en la presente invencion.

En el método de la invencion, las diferentes fosfolipasas utilizadas juntas en un procedimiento de desgomado
enzimatico de la presente invencién se pueden mezclar antes de ser afadidas al aceite a tratar. Como alternativa, se
pueden anadir al aceite por separado, ya sea de manera secuencial o simultanea.

El procedimiento de desgomado de la presente invencién se lleva a cabo a un pH por debajo de aproximadamente
8, con preferencia entre aproximadamente 3-7, y muy preferiblemente entre aproximadamente 4-5. El pH del
proceso de desgomado enzimético se puede conseguir mediante la adicién de tampones conocidos. Es bien
conocido que el acido citrico y el hidroxido de sodio son adecuados para este propésito. En caso necesario, se
pueden utilizar otros agentes tamponadores para ajustar el pH en condiciones de reaccién especificas.

La temperatura del procedimiento de desgomado enzimatico de la presente invencién puede situarse en el intervalo
de aproximadamente 40-80°C, con preferencia en el intervalo de aproximadamente 40-60°C, y mas preferiblemente
en el intervalo de aproximadamente 45-55°C. Se ha encontrado que, sorprendentemente, con los métodos de la
presente invencion el desgomado con PLA puede discurrir a una temperatura por encima de su propio 6ptimo de
45°C, y cercana a la temperatura éptima de funcionamiento de la PLC, sin que se produzca una excesiva
desnaturalizacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2383 129 T3

Después de que se ha completado el proceso de generacion de aceite en las gomas, y se ha separado de las
gomas el aceite recién generado, se puede someter a este aceite recién generado a etapas de elaboracion
adicionales conocidas en la técnica, tales como decoloraciéon o desodorizacion, segun sea necesario o deseable en
funcion del uso final al cual se pretende destinar el producto de aceite recién generado.

En los ejemplos que siguen se exponen diversas realizaciones preferidas de la invencion, junto con ejemplos testigo
en los que se emplean las condiciones de la técnica anterior. En cada uno de los ejemplos que siguen, la
mezcladora de accionamiento superior era una mezcladora Heidolph modelo Elector KG con una paleta de hoja
plana; hecha funcionar a 90 r.p.m. para una agitacion normal y a 350 r.p.m. para una agitacion vigorosa. La
centrifuga era una De Laval Gyro-Tester equipada con la unidad de tazéon ("The Bowl Unit") para conseguir una
separacion continua. El tazén de la centrifuga se cerré con los tornillos de tapdn colocados. La mezcla con
cizallamiento se llevé a cabo con un homogeneizador Ultra-Turrax SD-45 con un estator-rotor G450 a 10.000 r.p.m.
La enzima PLA1 era Lecitase® Ultra (nimero de lote LYN05007) comercializada por Novozymes A/S de Dinamarca.
La enzima PLC era Purifine® (PLC numero de lote 90BUO02A1 6 90BUOO4A1) comercializada por Verenium
Corporation de San Diego, California. La cantidad de fosfolipidos que quedaron en el aceite tratado se midié como
ppm de P de acuerdo con el método oficial de la American Oil Chemists' Society Ca 20-99, "Analysis of Phosphorus
in Oil by Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy" (Andlisis de fésforo en aceite mediante
espectroscopia de emision éptica por plasma de acoplamiento inductivo). Los acidos grasos libres (FFA) se midieron
utilizando el método oficial de la American Oil Chemists' Society Ca 5a-40. La humedad se midié utilizando el
método oficial de la American Oil Chemists' Society Ca 2c-25. El aceite neutro se midié utilizando el método que se
expone en el Apéndice a continuacién. La materia Insoluble en acetona, que incluye los fosfolipidos, se midié
utilizando el método oficial de la American Oil Chemists' Society Ja 4-46. El indice de acido se midio utilizando el
método oficial de la American Oil Chemists' Society Ja 6-55. Los procedimientos de NMR (siglas inglesas de
Resonancia Magnética Nuclear) de P-31 y las medidas de diacilglicerol (DAG) por cromatografia liquida de altas
prestaciones con detector de dispersiéon luminosa evaporativo (HPLC-ELSD, por sus siglas en inglés), se llevaron a
cabo utilizando los procedimientos descritos por Verenium Corporation (entonces denominada Diversa Corporation),
"Analytical Profiling of Small Scale Reactions of phospholipase-C mediated Vegetable Oil Degumming"
(Determinacion del perfil analitico de reacciones a pequefia escala del desgomado de aceite vegetal por medio de
fosfolipasa C), en la reunion de la American Qil Chemist's Society correspondiente al afio 2007.

De los siguientes Ejemplos, los Ejemplos 1-10 corresponden directamente a los Ejemplos 13, 14, 18, 23, 24, 27, 29,
31, 33 y 36 de la antes mencionada solicitud de patente de EE.UU. de nimero de orden 11/853,339, presentada el
11 de septiembre de 2007, excepto en que los valores de acidos grasos libres (FFA) y diacilgliceroles presentes en
el aceite desgomado enzimaticamente han sido medidos por los métodos que se han expuesto en lo que antecede y
que quedan incluidos en el presente documento.

Ejemplo 1

Se calentaron a 75-80°C, con agitacion normal utilizando una mezcladora de accionamiento superior, 1999,1 gramos
de aceite de soja bruto que contenia 769,5 ppm de fosforo. Se afadieron 2,0 gramos de disolucion al 50%
peso/peso de acido citrico y se mezcld con cizallamiento durante 1 minuto. Se sometié a agitacion normal el aceite
durante 1 hora utilizando una mezcladora de accionamiento superior. Se dejé enfriar el aceite, agitando a velocidad
normal, hasta que la temperatura del aceite fue de 40°C, y después se anadieron 2,4 mililitros de disolucién 4 molar
de hidroxido sédico, y se mezclé con cizallamiento la mezcla durante 10 segundos. El acido citrico y el agente
caustico formaron un tampon débil con un pH de 5,0. Mientras se mantenia la temperatura en 40°C, se afiadieron
1,5008 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BUOO2A1), seguidos de 30 gramos de
agua desionizada, y se mezcl6 con cizallamiento toda la mezcla durante 120 segundos. Se agit6 la mezcla oleosa a
velocidad normal durante 60 minutos. Mientras se mantenia la temperatura en 40°C, se afiadieron 0,2132 gramos de
Lecitase® Ultra de Novozymes (lipasa PLA1, niumero de lote LYNO5007) y se mezclé con cizallamiento toda la
mezcla durante 120 segundos. Se agitdé la mezcla oleosa a velocidad normal durante 60 minutos a una temperatura
de 40°C. Después se centrifugd el aceite tratado con enzimas, y se recogieron el aceite separado y las gomas
himedas. El contenido de fosforo residual en el aceite desgomado secuencialmente con PLC y después PLA1 era
6,5 ppm, el contenido de FFA era 0,56% y el de DAG 0,69%.

Ejemplo 2

Se enfriaron a 60°C, con agitaciéon normal utilizando una mezcladora de accionamiento superior, 2010,5 gramos de
aceite de soja bruto que contenia 785,1 ppm de fésforo. Mientras se mantenia la temperatura en 60°C, se afiadieron
1,5316 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BU002A1) y 0.2073 gramos de Lecitase®
Ultra de Novozymes (lipasa PLA1, numero de lote LYN05007), seguidos de 30 gramos de agua desionizada, y se
mezcld con cizallamiento toda la mezcla durante 45 segundos. Se agit6 la mezcla oleosa a velocidad normal durante
60 minutos a una temperatura de 60°C. Después se centrifugd el aceite tratado con enzimas, y se recogieron el
aceite separado y las gomas humedas. El tratamiento enzimatico combinado, con la mezcla de PLC y PLA1 a pH
neutro, produjo un aceite desgomado con un contenido residual de fosforo de 109,6 ppm. El contenido de FFA era
0,61% y el de DAG 0,74%.
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Ejemplo 3

Se calentaron a 75-80°C, con agitacion normal utilizando una mezcladora de accionamiento superior, 2005,3 gramos
de aceite de soja bruto que contenia 742,9 ppm de fosforo. Se afadieron 2,0 gramos de disolucion al 50%
peso/peso de acido citrico y se mezcld con cizallamiento durante 1 minuto. Se sometié a agitacion normal el aceite
durante 1 hora utilizando una mezcladora de accionamiento superior. Se dejo enfriar el aceite, agitando a velocidad
normal, hasta que la temperatura del aceite fue de 60°C, y después se anadieron 2,4 mililitros de disolucién 4 molar
de hidroxido sdodico, y se mezcldé con cizallamiento la mezcla durante 10 segundos. El acido citrico y el agente
caustico formaron un tampon débil con un pH de 5,0. Mientras se mantenia la temperatura en 60°C, se afiadieron
0,7491 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BUOO2A1), seguidos de 60 gramos de
agua desionizada, y se mezcld con cizallamiento toda la mezcla durante 45 segundos. Se agit6é la mezcla oleosa a
velocidad normal durante 60 minutos. Mientras se mantenia la temperatura en 60°C, se afiadieron 0,1220 gramos de
Lecitase® Ultra de Novozymes (lipasa PLA1, niumero de lote LYNO5007) y se mezclé con cizallamiento toda la
mezcla durante 45 segundos. Se agité la mezcla oleosa a velocidad normal durante 60 minutos a una temperatura
de 60°C. Después se centrifugd el aceite tratado con enzimas, y se recogieron el aceite separado y las gomas
humedas. El contenido de fosforo residual en el aceite desgomado secuencialmente con PLC y después PLA1 era
de 2,2 ppm. Se encontré un contenido de FFA de 0,58% y de DAG de 0,42%.

Ejemplo 4

Se calentaron a 75-80°C, con agitacion normal utilizando una mezcladora de accionamiento superior, 2002,0 gramos
de aceite de soja bruto que contenia 747,3 ppm de fosforo. Se afadieron 2,0 gramos de disolucion al 50%
peso/peso de acido citrico y se mezcld con cizallamiento durante 1 minuto. Se sometié a agitacion normal el aceite
durante 1 hora utilizando una mezcladora de accionamiento superior. Se dejé enfriar el aceite, agitando a velocidad
normal, hasta que la temperatura del aceite fue de 60°C, y después se afadieron 1,8 mililitros de disolucién 4 molar
de hidroxido sdédico, y se mezcldé con cizallamiento la mezcla durante 10 segundos. El acido citrico y el agente
caustico formaron un tampon débil con un pH de 4,5. Mientras se mantenia la temperatura en 60°C, se afiadieron
2,2194 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BUOO2A1), seguidos de 60 gramos de
agua desionizada, y se mezcl6é con cizallamiento toda la mezcla durante 120 segundos. Se agit6 la mezcla oleosa a
velocidad normal durante 15 minutos. Mientras se mantenia la temperatura en 60°C, se afiadieron 0,2198 gramos de
Lecitase® Ultra de Novozymes (lipasa PLA1, niumero de lote LYNO5007) y se mezclé con cizallamiento toda la
mezcla durante 120 segundos. Se agité la mezcla oleosa a velocidad normal durante 15 minutos a una temperatura
de 60°C. Después se centrifugd el aceite tratado con enzimas, y se recogieron el aceite separado y las gomas
himedas. El contenido de fésforo residual en el aceite desgomado que habia sido tratado secuencialmente con PLC
y PLA1 era 4,6 ppm. El contenido de FFA era 0,37% y el de DAG era 0,42%.

Ejemplo 5

Se calentaron a 75-80°C, con agitacion normal utilizando una mezcladora de accionamiento superior, 2000,8 gramos
de aceite de soja bruto que contenia 747,3 ppm de fosforo. Se afadieron 2,0 gramos de disolucion al 50%
peso/peso de acido citrico y se mezcld con cizallamiento durante 1 minuto. Se sometié a agitacion normal el aceite
durante 1 hora utilizando una mezcladora de accionamiento superior. Se dejo enfriar el aceite, agitando a velocidad
normal, hasta que la temperatura del aceite fue de 50°C, y después se anadieron 1,8 mililitros de disolucién 4 molar
de hidroxido sédico, y se mezcldé con cizallamiento la mezcla durante 10 segundos. El &cido citrico y el agente
caustico formaron un tampon débil con un pH de 4,5. Mientras se mantenia la temperatura en 50°C, se afiadieron
2,2500 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BU002A1) y 0,2216 gramos de Lecitase®
Ultra de Novozymes (lipasa PLA1, niumero de lote LYN05007), seguidos de 90 gramos de agua desionizada, y se
mezcld con cizallamiento toda la mezcla durante 45 segundos. Se agitd la mezcla oleosa a velocidad normal durante
120 minutos a una temperatura de 50°C. Después se centrifugd el aceite tratado con enzimas, y se recogieron el
aceite separado y las gomas humedas. El tratamiento enzimatico combinado, con la mezcla de PLC y PLA1, produjo
un aceite desgomado con un contenido residual de fosforo de 1,8 ppm. El contenido de FFA era 0,67% y el de DAG
era 0,40%.

Ejemplo 6

Se enfriaron a 50°C, con agitaciéon normal utilizando una mezcladora de accionamiento superior, 2010,0 gramos de
aceite de soja bruto que contenia 810,8 ppm de fésforo. Mientras se mantenia la temperatura en 50°C, se afiadieron
2,2608 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BUO02A1), seguidos de 30 gramos de
agua desionizada, y se mezclé con cizallamiento toda la mezcla durante 60 segundos. Se agit6 la mezcla oleosa a
velocidad normal durante 60 minutos. Mientras se mantenia la temperatura en 50°C, se afiadieron 0,1172 gramos de
Lecitase® Ultra de Novozymes (lipasa PLA1, niumero de lote LYN05007) y se mezcld con cizallamiento toda la
mezcla durante 60 segundos. Se agité la mezcla oleosa a velocidad normal durante 60 minutos a una temperatura
de 50°C. Después se centrifugd el aceite tratado con enzimas, y se recogieron el aceite separado y las gomas
humedas. El aceite desgomado por tratamiento secuencial con PLC y PLA1 a pH neutro tenia un contenido de
fésforo residual de 72,6 ppm. El contenido de FFA era 0,53% y el de DAG era 1,03%.
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Ejemplo 7

Se calentaron a 75-80°C, con agitacion normal utilizando una mezcladora de accionamiento superior, 2006,3 gramos
de aceite de soja bruto que contenia 795,3 ppm de fosforo. Se afadieron 2,0 gramos de disolucion al 50%
peso/peso de acido citrico y se mezcld con cizallamiento durante 1 minuto. Se sometié a agitacion normal el aceite
durante 1 hora utilizando una mezcladora de accionamiento superior. Se dejo enfriar el aceite, agitando a velocidad
normal, hasta que la temperatura del aceite fue de 50°C, y después se anadieron 2,4 mililitros de disolucién 4 molar
de hidroxido soédico, y se mezcldé con cizallamiento la mezcla durante 10 segundos. El acido citrico y el agente
caustico formaron un tampon débil con un pH de 5,0. Mientras se mantenia la temperatura en 50°C, se afiadieron
1,5373 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BU002A1) y 0,1168 gramos de Lecitase®
Ultra de Novozymes (lipasa PLA1, niumero de lote LYN05007), seguidos de 90 gramos de agua desionizada, y se
mezclé con cizallamiento toda la mezcla durante 120 segundos. Se agitdé la mezcla oleosa a velocidad normal
durante 30 minutos a una temperatura de 50°C. Después se centrifugdé el aceite tratado con enzimas, y se
recogieron el aceite separado y las gomas humedas. El tratamiento enzimatico combinado, con la mezcla de PLC y
PLA1 a un pH de 5,0, produjo un aceite desgomado con un contenido residual de fésforo de 1,9 ppm. El contenido
de FFA era 0,17% y el de DAG era 0,42%.

Ejemplo 8

Se calentaron a 75-80°C, con agitacion normal utilizando una mezcladora de accionamiento superior, 2003,6 gramos
de aceite de soja bruto que contenia 784,8 ppm de fosforo. Se afadieron 2,0 gramos de disolucion al 50%
peso/peso de acido citrico y se mezcld con cizallamiento durante 1 minuto. Se sometié a agitacion normal el aceite
durante 1 hora utilizando una mezcladora de accionamiento superior. Se dejo enfriar el aceite, agitando a velocidad
normal, hasta que la temperatura del aceite fue de 40°C, y después se afiadieron 1,8 mililitros de disolucién 4 molar
de hidroxido sédico, y se mezclé con cizallamiento la mezcla durante 10 segundos. El acido citrico y el agente
caustico formaron un tampon débil con un pH de 4,5. Mientras se mantenia la temperatura en 40°C, se afiadieron
1,4603 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BU002A1) y 0,1021 gramos de Lecitase®
Ultra de Novozymes (lipasa PLA1, numero de lote LYN05007), seguidos de 40 gramos de agua desionizada, y se
mezclé con cizallamiento toda la mezcla durante 120 segundos. Se agitdé la mezcla oleosa a velocidad normal
durante 120 minutos a una temperatura de 40°C. Después se centrifugd el aceite tratado con enzimas, y se
recogieron el aceite separado y las gomas humedas. El tratamiento enzimatico combinado, con la mezcla de PLC y
PLA1 a un pH de 4,5, produjo un aceite desgomado con un contenido residual de fésforo de 10,7 ppm. Se encontrd
que el contenido de FFA era 0,48% y el de DAG era 0,83%.

Ejemplo 9

Se calentaron a 75-80°C, con agitacion normal utilizando una mezcladora de accionamiento superior, 2000,4 gramos
de aceite de soja bruto que contenia 697,7 ppm de fésforo. Se afiadieron 2,0 gramos de disolucion al 50%
peso/peso de acido citrico y se mezcld con cizallamiento durante 1 minuto. Se sometié a agitacion normal el aceite
durante 1 hora utilizando una mezcladora de accionamiento superior. Se dejo enfriar el aceite, agitando a velocidad
normal, hasta que la temperatura del aceite fue de 40°C, y después se afiadieron 1,8 mililitros de disoluciéon 4 molar
de hidroxido sdédico, y se mezcld con cizallamiento la mezcla durante 10 segundos. El &cido citrico y el agente
caustico formaron un tamPc')n débil con un pH de 4,5. Mientras se mantenia la temperatura en 40°C, se afadieron
1,508 gramos de Purifine M de Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BU002A1) y 0,1022 gramos de Lecitase®
Ultra de Novozymes (lipasa PLA1, numero de lote LYN05007), seguidos de 90 gramos de agua desionizada, y se
mezclé con cizallamiento toda la mezcla durante 120 segundos. Se agité la mezcla oleosa a velocidad normal
durante 30 minutos a una temperatura de 40°C. Después se centrifugdé el aceite tratado con enzimas, y se
recogieron el aceite separado y las gomas humedas. El tratamiento enzimatico combinado, con la mezcla de PLC y
PLA1 a un pH de 4,5, produjo un aceite desgomado con un contenido residual de fésforo de 2,2 ppm. El contenido
de FFA era 0,20% y el de DAG era 0,41%.

Ejemplo 10

Se calentaron a 75-80°C, con agitacion normal utilizando una mezcladora de accionamiento superior, 1999 gramos
de aceite de soja bruto que contenia 695,1 ppm de fésforo. Se afiadieron 2,0 gramos de disolucion al 50%
peso/peso de acido citrico y se mezcld con cizallamiento durante 1 minuto. Se sometié a agitacion normal el aceite
durante 1 hora utilizando una mezcladora de accionamiento superior. Se dejo enfriar el aceite, agitando a velocidad
normal, hasta que la temperatura del aceite fue de 60°C, y después se anadieron 1,8 mililitros de disolucién 4 molar
de hidroxido sédico, y se mezcld con cizallamiento la mezcla durante 10 segundos. El &cido citrico y el agente
caustico formaron un tampén débil con un pH de 4,5. Mientras se mantenia la temperatura en 60°C, se afiadieron
1,5296 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BU002A1) y 0,1241 gramos de Lecitase®
Ultra de Novozymes (lipasa PLA1, numero de lote LYN05007), seguidos de 90 gramos de agua desionizada, y se
mezclé con cizallamiento toda la mezcla durante 120 segundos. Se agité la mezcla oleosa a velocidad normal
durante 30 minutos a una temperatura de 60°C. Después se centrifugdé el aceite tratado con enzimas, y se
recogieron el aceite separado y las gomas humedas. El tratamiento enzimatico combinado, con la mezcla de PLC y
PLA1 a un pH de 4,5, produjo un aceite desgomado con un contenido residual de fésforo de 5,2 ppm. Se encontrd
que el contenido de FFA era 0,36% y el de DAG era 0,44%.
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El objetivo de las invenciones de las solicitudes de patente antes citadas era desarrollar un procedimiento de
desgomado enzimatico que tuviera condiciones de reaccion que dieran como resultado los valores de fésforo
residual mas bajos posibles con la menor cantidad de coadyuvantes de elaboracién, equipo, y tiempo. Cuando se
terminaron los experimentos y se completaron todas las pruebas analiticas posteriores, fue sorprendente descubrir
que la cantidad de acidos grasos y diacilgliceroles generados en los aceites no se correspondian con los niveles
tedricos que deberian haber sido producidos. Suponiendo que toda la PC y la PE hubieran reaccionado con la PLC,
se esperaria que el contenido de DAG se incrementase en aproximadamente 1,16 a 1,35 por ciento, dependiendo
del contenido de fosfolipidos de partida. Después, suponiendo que la enzima PLA1 reaccionase con todos los
fosfolipidos, se esperaria que el contenido de FFA se incrementase en aproximadamente 0,77 a 0,83 por ciento, de
nuevo dependiendo del contenido de fosfolipidos de partida. Ademas, si la PLC reaccionase con toda la PC y PE,
entonces el aumento de FFA esperado, debido a los fosfolipidos restantes que reaccionan con la PLA, seria de
aproximadamente 0,53 a 0,59 por ciento para los ejemplos anteriores. EI mayor incremento de DAG fue de 0,63 por
ciento, con un incremento de acido graso de 0,12 (Ejemplo 6), ambos muy por debajo de los niveles esperados.

Se llevaron a cabo andlisis de la fase pesada separada o "gomas" de los Ejemplos 1-10 precedentes para
determinar si las gomas estaban hidratadas y se habian eliminado fisicamente; para determinar el avance de cada
una de las reacciones enzimaticas, y para determinar si una enzima habia reaccionado predominantemente respecto
a la otra enzima. La Tabla 5 es un compendio de los analisis de composicion/distribucion de fosfolipidos realizados
en la fase pesada separada, por medio de NMR de P-31, que indica la cantidad de fosfolipido sin reaccionar, la
cantidad de liso-fosfolipidos, y la cantidad de fosfatos libres, estando todas las cantidades indicadas en términos de
porcentaje en peso de la muestra. (Nota: no hay datos de fosfolipidos para el Ejemplo 6 debido al deterioro
microbiano de la muestra)

Tabla 5

Ej. | PC PE Pl PA I-PC I-PE I-PI I-PA "c" "E" "l "A"

1 0,00 0,00 1,73 0,00 1,81 0,22 5,71 7,01 3,82 2,75 0,00 0,81
2 0,00 0,00 0,19 0,00 1,43 2,27 6,11 4,22 4,56 3,40 0,00 0,82
3 1,02 0,00 2,77 0,00 9,55 0,21 8,30 13,25 | 2,47 1,34 0,00 0,50
4 0,99 0,00 4,76 0,95 5,28 0,32 5,93 10,81 | 3,73 1,81 0,00 0,49
5 1,62 0,00 3,35 0,78 12,29 | 0,21 8,28 11,91 | 1,49 0,89 0,00 0,46
6 - - - - - - - - - - - -
7 0,00 0,16 1,10 0,00 1,32 0,38 5,35 1,24 3,56 2,95 0,00 0,93
8 0,00 0,15 1,08 0,00 1,60 0,67 6,37 1,98 4,37 3,57 0,00 1,33
9 0,08 0,00 3,03 0,00 1,93 0,08 5,07 10,80 | 3,85 2,58 0,00 0,84
10 | 2,09 0,00 4,26 0,00 7,22 0,24 6,90 12,81 | 2,06 1,14 0,00 0,49

El Ejemplo 1 fue una adicién secuencial de enzimas a un pH de 5, permitiendo a la PC y la PE reaccionar
primeramente con la enzima PLC, y permitiendo después que el Pl y el PA, y cualquiera PC y PE remanentes
reaccionasen con la enzima PLA1. La enzima PLC estuvo en contacto con el aceite durante 60 minutos a 40°C
antes de que se afiadiera la enzima PLA, permitiendo asi que la enzima reaccionase con toda la PC y PE presentes
en el aceite sin competencia con la enzima PLA. Después de la reaccion inicial con PLC, se afiadioé la PLA, de
manera que la PLA pudiese hidrolizar los fosfolipidos restantes presentes en el aceite. El fésforo residual, tal como
se ha sefialado mas arriba, se redujo con éxito a 6,5 ppm. El aceite de partida tenia un contenido de DAG de 0,40
por ciento y un contenido de FFA de 0,41 por ciento en comparacion con el aceite final que contenia 0,69 por ciento
de DAG y 0,56 por ciento de FFA. Si las dos enzimas hubieran reaccionado con los fosfolipidos especificos,
entonces los DAG deberian haber aumentado en 1,29 por ciento hasta llegar a 1,69 por ciento y los FFA deberian
haber aumentado en 0,55 por ciento hasta llegar a 0,96 por ciento. Se encontré que los DAG reales sélo habian
aumentado en 0,29 por ciento y los FA sélo habian aumenté en 0,15 por ciento. El analisis de las gomas por NMR
de P-31 demostré6 que se habian hidrolizado todos los fosfolipidos originales excepto el PIl. Estaban presentes
cantidades significativas de liso-Pl y liso-PA, con cantidades menores de liso-PC vy liso-PE. Las especies "fosfo" de
"C"y "E" también estaban presentes en las gomas recuperados, asi como la especie fosfo "A", lo cual constituy6 una
sorpresa porque se habia publicado que la PLC no reacciona con PA. Ademas, no se detectd fosfo-inositol. Al
comparar la distribuciéon encontrada en las gomas con el aceite original, jhabian desaparecido 1,0 por ciento de DAG
y 0,40 por ciento de FA!

El Ejemplo 2 fue una adicion simultanea de enzimas, a un pH de 7, con 1,5 por ciento de agua, y una mezcladura
por cizallamiento de 45 segundos. Ambas enzimas estuvieron en contacto con el aceite durante 60 minutos a 60°C,
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por lo que las enzimas estuvieron compitiendo entre si. El aceite centrifugado tenia un contenido de fésforo residual
de 109,6 ppm; los DAG habian aumentado 0,34 por ciento, y los FFA habian aumentado 0,20 por ciento. El analisis
por NMR de P31 de las gomas recogidas detectd sélo una pequefia cantidad de Pl presente, y nada de PC, PE ni
PA. Por tanto, todos los fosfolipidos originales habian reaccionado. En las gomas se detectaron cantidades
significativas de las especies liso y fosfo, salvo en el caso de "I". Resultd sorprendente descubrir que los DAG
habian aumentado sélo ligeramente en comparacién con el Ejemplo 1, pero las cantidades de "C" y "E" eran
mayores que las encontradas en el Ejemplo 1.

El Ejemplo 3 fue una adicion secuencial de enzimas, a un pH de 5, con 3 por ciento de agua, y una mezcladura por
cizallamiento aplicada durante 45 segundos después de la adicién de cada enzima a 60°C. La enzima PLC estuvo
en contacto con el aceite durante 60 minutos antes de que se afadiese la enzima PLA y se dejaron reaccionar
ambas enzimas durante 60 minutos adicionales. El aceite centrifugado contenia 2,2 ppm de fésforo, el contenido de
DAG no habia aumentado esencialmente (de 0,40 a 0,42 por ciento) y el contenido de FFA habia aumentado sdlo en
un 0,17 por ciento. Comparando las gomas recogidas en el Ejemplo 3 con el Ejemplo 2, existia un gran incremento
en las especies liso, mientras que todas las especies fosfo habian disminuido. Estos resultados indican que, en
estas condiciones, la reaccidon con PLA dominaba sobre la reaccién con PLC, aunque la PLC se habia afadido
primero. jLa cantidad de DAG y FFA deberia haber sido mucho mayor que la existente en el aceite final, basandose
en la desaparicion de los fosfolipidos de partida y en la aparicion de los productos de reaccion!

El Ejemplo 4 fue una adicién enzimatica secuencial, a un pH de 4,5, con 3 por ciento de agua, y mezcladura por
cizallamiento durante 120 segundos después de la adicién de cada enzima a 60°C. La enzima PLC estuvo en
contacto con el aceite durante 15 minutos antes de que se afnadiera la enzima PLA, y se dejé que ambas enzimas
reaccionasen durante 15 minutos mas. El aceite centrifugado contenia solo 4,6 ppm de fésforo, los DAG aumentaron
s6lo en 0,02 por ciento, mientras que los FFA se redujeron en 0,04 por ciento. La evaluacion de las gomas obtenidas
mostré que algo de PC, PA y Pl no se habian hidrolizado. El contenido de especies liso y fosfo no era tan alto como
el encontrado en el Ejemplo 3, pero era aun elevado teniendo en cuenta el contacto limitado con las enzimas.

El Ejemplo 5 fue una adicion simultanea de enzimas, a un pH de 4,5, con 4,5 por ciento de agua, y una mezcladura
por cizallamiento durante 45 segundos. Las dos enzimas estuvieron en contacto con el aceite durante 120 minutos a
50°C, por lo que las enzimas estuvieron compitiendo entre si durante toda la reaccién. El aceite centrifugado tenia
un contenido de fésforo residual de 1,8 ppm; los DAG no aumentaron en absoluto, y los FFA aumentaron en 0,26 por
ciento. Las gomas analizadas presentaron un gran aumento en la cantidad de especies liso y una disminucion de
especies fosfo en comparacion con las cuatro ejemplos anteriores, lo que indica que la PLA domina sobre la PLC en
la mezcla de reaccion.

El Ejemplo 6 fue una adicidon secuencial de enzimas a un pH de 7. La enzima PLC estuvo en contacto con el aceite
durante 60 minutos a 50°C antes de que se afadiera la enzima PLA, permitiendo asi que la enzima reaccionase con
toda la PC y PE presentes en el aceite sin competencia con la enzima PLA. Después de la reaccion inicial con PLC,
se afiadié la PLA de manera tal que la PLA pudo hidrolizar los fosfolipidos restantes presentes en el aceite. El
contenido de fosforo residual, tal como se ha indicado anteriormente, sélo se redujo a 72,6 ppm. El aceite de partida
tenia un contenido de DAG de 0,40 por ciento y un contenido de FFA de 0,41 por ciento, mientras que el aceite final
contenia 1,03 por ciento DAG y 0,53 por ciento de FFA. Si ambas enzimas hubieran reaccionado con los fosfolipidos
especificos, los DAG deberian haber aumentado en 1,36 por ciento, hasta llegar a 1,76 por ciento, y los FFA
deberian haber aumentado en 0,57 por ciento, hasta un total de 0,98. Se hall6 que el contenido real de DAG habia
aumentado en 0,63 por ciento y el de FFA solo habia aumenté en 0,12 por ciento. No se dispone de analisis RMN de
P-31 de las gomas a causa del deterioro microbiano de la muestra.

El Ejemplo 7 fue una adiciéon simultanea de enzimas. Las enzimas estuvieron en contacto con la muestra de aceite
durante un total de sdlo 30 minutos a un pH 5, con 4,5 por ciento de agua, y a una temperatura de 50°C. El
contenido residual de fésforo en el aceite era sélo 1,9 ppm. Todas las especies liso habian disminuido, en especial la
liso-PC. Todas las especies fosfo presentaban un contenido doble del encontrado en el analisis de las gomas del
Ejemplo 5, lo que indica que en estas condiciones la PLC domina a la PLA. Sin embargo, el contenido de DAG no
habia aumentado sustancialmente (de 0,40 a 0,41 por ciento) en comparacion con el aceite de partida, y los FFA no
habian aumentado hasta el total esperado de 0,98 por ciento, jsino que en realidad habian disminuido en 0,24 por
ciento hasta un total de FFA de 0,17 por ciento!

El Ejemplo 8 fue una adicién simultanea de enzimas, a un pH de 4,5, con 2 por ciento de agua, y una mezcladura
por cizallamiento de 120 segundos. Ambas enzimas estuvieron en contacto con el aceite durante 120 minutos a
40°C, por lo que las enzimas estuvieron compitiendo entre si durante toda la reaccion. El aceite centrifugado tenia
un contenido de fésforo residual de 13,3 ppm; los DAG habian aumentado en 0,43 por ciento, y los FFA habian
aumentado en 0,07 por ciento. Todas las especies liso habian disminuido, mientras que el contenido de las especies
fosfo era aun mayor que en el Ejemplo 7.

El Ejemplo 9 fue similar a la reaccion del Ejemplo 8, pero en lugar de 2 por ciento de agua, se afadié 4,5 por ciento
de agua a la reaccién enzimatica simultanea, y el tiempo de contacto con las enzimas fue de 30 minutos en lugar de
120 minutos. El contenido de fésforo residual en el aceite fue 2,2 ppm. La cantidad de DAG presentes en el aceite se
mantuvo esencialmente igual que el aceite de partida, mientras que los FFA disminuyeron con respecto al aceite
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inicial en 0,21 por ciento. El bajo nivel de fésforo residual y las cantidades elevadas de todas las especies liso, en
especial el liso-PA, indicaban una elevada actividad de la enzima PLA. De ello se esperaba que se hubiera generado
una cantidad muy grande de FFA en el curso de la reaccion. Las especies fosfo habian disminuido ligeramente en
comparacion con el Ejemplo 8, pero el contenido de DAG deberia haber sido significativamente mayor, conforme a
las cantidades de especies fosfo presentes en las gomas.

El Ejemplo 10 se llevd a cabo con una adicién simultanea de enzimas, a un pH de 4,5, con 4,5 por ciento de agua, y
una mezcladura con cizallamiento de 120 segundos. Las enzimas estuvieron en contacto con el aceite durante 30
minutos a 60°C. El contenido de fosforo residual en el aceite fue 5,2 ppm. La cantidad de DAG presente en el aceite
esencial se mantuvo igual a la del aceite de partida (0,40 frente a 0,44) mientras que los FFA disminuyeron con
respecto al aceite inicial en 0,05 por ciento; al mismo tiempo, se mantuvo aproximadamente la misma cantidad de
subproductos en las gomas que en el Ejemplo 3. Las condiciones de reaccién de los Ejemplos 3 y 10 eran
diferentes, y sin embargo los resultados en términos de especies fosfo, DAG y FFA resultantes fueron
aproximadamente los mismos, lo que indica que la reaccion es muy robusta en la formacion de TAG.

La Tabla 6 siguiente es un resumen de los contenidos iniciales de fésforo, DAG y FFA de los aceites de partida en
cada uno de los Ejemplos 1-10 precedentes, la cantidad tedérica de DAG y FFA que habria estado presente en el
aceite tratado si todos los fosfolipidos del aceite de partida hubiesen reaccionado con las enzimas, y las cantidades
de fésforo, DAG y AGL medidas en el aceite tratado.

Tabla 6
Aceite de partida Cantidades tedricas Cantidades medidas en el aceite
en el aceite tratado tratado
Ejemplo Fosforo DAG FFA DAG* FFA** Fosforo DAG FFA
(ppm) (%) (%) (%) (%) (ppm) (%) (%)
1 769.5 0.40 0.41 1.69 0.96 6.5 0.69 0.56
2 785.1 0.40 0.41 1.71 0.97 109.6 0.74 0.61
3 7429 0.40 0.41 1.64 0.94 22 0.42 0.58
4 747.3 0.40 0.41 1.65 0.94 4.6 0.42 0.37
5 747.3 0.40 0.41 1.65 0.94 1.8 0.40 0.67
6 810.8 0.40 0.41 1.76 0.98 72.6 1.03 0.53
7 795.3 0.40 0.41 1.73 0.98 1.9 0.42 0.17
8 783.9 0.40 0.41 1.71 0.97 13.3 0.83 0.48
9 697.7 0.40 0.41 1.57 0.91 22 0.41 0.20
10 695.1 0.40 0.41 1.56 0.90 5.2 0.44 0.36
* El contenido tedrico de DAG sélo incluye la generacion desde fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina.
** El contenido tedrico de FFA sdlo incluye la generacion desde fosfatidilserina, fosfatidilinositol, y acido
fosfatidico.

El andlisis de las gomas mediante NMR de P-31 confirmé que las gomas no estaban siendo hidratadas y separadas
fisicamente del aceite como ocurre en los procedimientos "normales" de desgomado acuoso y/o &cido, sino que
fueron hidrolizadas por las enzimas PLC y PLA. El analisis confirmé la formacion de la especies fosfo escindidas y la
creacion de liso-lecitinas (Tabla 5). Sin embargo, no explicé porqué los niveles de DAG y FFA habian disminuido en
los aceites tratados. No se pudo encontrar informacion en la técnica anterior que describiese por qué parecian estar
ausentes cantidades significativas de DAG y FFA.

La solicitud de patente de EE.UU. de numero de orden 11/668,921, y la solicitud de patente de EE.UU. de niumero
de orden 11/853,339, de Dayton et al., divulgan un método enzimatico para eliminar diversos fosfolipidos de aceites
vegetales a fin de producir un aceite desgomado con una combinacién de enzimas, en el cual el periodo de reaccién
puede ser de una hora o menos. Los inventores revelan un efecto sinérgico entre las enzimas PLC y las enzimas
PLA, que mejora la cinética de la reaccion desde una duracién de dos a seis horas cuando las enzimas se utilizan
solas, hasta una hora o incluso menos cuando se utilizan juntas las dos enzimas.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2383 129 T3

La presente invencidon se basa en los niveles inesperadamente bajos de DAG y FFA encontrados en los analisis
posteriores de estos aceites tratados. Basandose en estos resultados, la invencion de la presente memoria reside en
el descubrimiento de que aparentemente la PLA y la PLC interactian sinérgicamente en una matriz lipidica que
contiene fosfolipidos y sus subproductos de hidrdlisis por PLA/PLC, para producir triacilgliceroles. Sin desear quedar
atados por la teoria, se cree que los subproductos de diacilglicerol escindidos procedentes de la hidrdlisis por PLC y
los acidos grasos escindidos procedentes de la hidrdlisis por PLA se combinan en las condiciones del procedimiento
de desgomado enzimatico para crear nuevos triacilgliceroles. Se teoriza que la proximidad o la orientacion de las dos
enzimas, o ambas cosas, permiten la formacion de los triacilgliceroles durante la liberacidon conjunta de los
diacilgliceroles y los acidos grasos en la fase acuosa de la reaccion.

Se llevd a cabo una serie adicional de ejemplos en gomas producidas a partir de aceite de soja crudo utilizando el
procedimiento tradicional de desgomado acuoso tal como se ha descrito con anterioridad en la técnica anterior. Las
gomas humedas fueron obtenidas directamente de un procedimiento de desgomado acuoso industrial. Se utilizaron
las gomas humedas como materia prima para eliminar la mayoria de los triacilgliceroles presentes en el aceite,
mientras se mantenian todos los demas componentes menores que pueden estar presentes en la matriz de
desgomado "tipica". El andlisis de las gomas mediante NMR de P-31 detecté sdlo las especies fosfatidilicas y
ninguna de las especies liso o fosfo. Los datos de composiciéon de fosfolipidos se enumeran a continuacion en la
Tabla 7. El contenido de diacilglicerol de las gomas obtenidas del procedimiento de desgomado acuoso industrial era
1,5 por ciento.

Se llevaron a cabo dos ejemplos testigo en cada una de las condiciones de reaccion 6ptimas de la enzima a fin de
determinar el hecho de base, para analizar posteriormente los experimentos. El primer testigo se llevd a cabo a un
pH neutro para la enzima fosfolipasa C, y el segundo experimento se llevé a cabo a un pH de 4,5, el 6ptimo para la
enzima fosfolipasa A.

Ejemplo 11

Testigo: Fosfolipasa C (PLC) a pH neutro - Se afiadieron 50 gramos de gomas de soja hiumedas a un matraz de
fondo redondo de 500 ml. Se afiadieron 10 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote
90BUO04A1). Se mezcld el material con una mezcladora de paletas de accionamiento superior equipada con una
paleta de acero inoxidable redondeada para adaptarse a la curvatura del matraz, a una velocidad de
aproximadamente 150 r.p.m. Se cubrié el matraz con Parafiim® para evitar la evaporacion del agua. Se calentaron a
45°C las gomas humedas y la enzima, con agitacién continua. Se mantuvo el sistema durante ocho horas. Después
se desmontd el aparato, y se recogieron las gomas hidrolizadas. Se colocaron las gomas en un tubo de centrifuga y
se centrifugaron durante 15 minutos a 5000 r.p.m. para separar la fase ligera ("aceite") de la fase pesada ("gomas").

Se determin6 que el contenido de DAG del aceite recuperado era 32,6 por ciento, en comparacion con un contenido
de DAG de partida de 1,5 por ciento, es decir, una diferencia de 31,1 por ciento. El gran aumento en el contenido de
DAG es consistente con una reaccion de PLC, en la cual el DAG ya no continla reaccionando. El perfil de
fosfolipidos, obtenido por analisis mediante NMR de P31 de la fase pesada, confirmé que los grupos fosfatidilo
habian sido hidrolizados a grupos fosfo. Inesperadamente, se detectd una pequefia cantidad de "I", asi como
pequefias cantidades de todos los grupos liso. Por tanto, la PLC posee cierta actividad de PLA en las condiciones de
reaccion de este ejemplo.

Ejemplo 12

Testigo: Fosfolipasa A (PLA) a pH 4.5 - Se afiadieron 50 gramos de gomas de soja humedas a un matraz de fondo
redondo de 500 ml. Se afiadieron 2,0 gramos de disolucion al 50% peso/peso de acido citrico y se mezclé durante 5
minutos. Después se afiadieron 1,8 mililitros de disolucion 4 molar de hidroxido soédico, y se mezcld la mezcla
durante 5 minutos mas. El acido citrico y el agente caustico formaron un tampén débil con un pH de 4,5.
Se afiadieron 2 gramos de Lecitase® de Novozymes (lipasa PLA1, numero de lote LYN05007). Se mezclé el
material con una mezcladora de paletas de accionamiento superior equipada con una paleta de acero inoxidable
redondeada para adaptarse a la curvatura del matraz, a una velocidad de aproximadamente 150 r.p.m. Se cubrié el
matraz con Parafilm® para evitar la evaporacion del agua. Se calentaron a 45°C las gomas humedas y la enzima,
con agitacién continua. Se mantuvo el sistema durante ocho horas. Después se desmont6é el aparato, y se
recogieron las gomas hidrolizadas. Se colocaron las gomas en un tubo de centrifuga y se centrifugaron durante 15
minutos a 5000 r.p.m. para separar la fase ligera ("aceite") de la fase pesada ("gomas").

Se determind que el aceite recuperado contenia 3,8% de DAG, un incremento de 2,3 por ciento. El perfil de
fosfolipidos, obtenido por analisis mediante NMR de P31 de la fase pesada, confirmé la hidrélisis de los grupos
fosfatidilo a los correspondientes grupos liso, lo cual es consistente con una reaccion de PLA. Se detectaron
cantidades muy pequefias de "C" y "E", asi como de "A". La PLA no posee ninguna actividad de PLC significativa.

Ejemplo 13

PLA a pH neutro - Se afadieron 50 gramos de gomas de soja humedas, obtenidas de una centrifuga desgomadora
industrial, a un matraz de fondo redondo de 500 ml. Se afadieron 2 gramos de Lecitase® de Novozymes (lipasa
PLA1, numero de lote LYN05007). Se mezclé el material con una mezcladora de paletas de accionamiento superior
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equipada con una paleta de acero inoxidable redondeado para adaptarse a la curvatura del matraz, con una
velocidad de aproximadamente 150 r.p.m. Se cubrié el matraz con Parafilm® para evitar la evaporacion del agua. Se
calentaron a 45°C las gomas humedas y la enzima, con agitaciéon continua. Se mantuvo el sistema durante ocho
horas. Después se desmonté el aparato, y se recogieron las gomas hidrolizadas. Se colocaron las gomas en un tubo
de centrifuga y se centrifugaron durante 15 minutos a 5000 r.p.m. para separar la fase ligera ("aceite") de la fase
pesada ("gomas"). Se determind que el contenido de DAG del aceite recuperado era 2,6 por ciento, que representa
un incremento de DAG de sélo 1,1 por ciento. El perfil de fosfolipidos mostré que todas las gomas "originales" se
habian hidrolizado, pero se encontré una cantidad disminuida de derivados liso y fosfo en comparacion con las
condiciones testigo del Ejemplo 12. Esto sugiere que, en las condiciones de reacciéon de este ejemplo, la enzima
PLA no genera DAG, aceite ni especies fosfo, pero genera especies liso y acidos grasos.

Ejemplo 14

PLC y PLA a pH neutro - Se afiadieron 50 gramos de gomas de soja humedas, obtenidas de una centrifuga
desgomadora industrial, a un matraz de fondo redondo de 500 ml. Se afiadieron 10 gramos de Purifine® de
Verenium (lipasa PLC, numero de lote 90BUO04A1) y 2 gramos de Lecitase® de Novozymes (lipasa PLA1, nimero
de lote LYN05007). Se mezclé el material con una mezcladora de paletas de accionamiento superior equipada con
una paleta de acero inoxidable redondeada para adaptarse a la curvatura del matraz, a una velocidad de
aproximadamente 150 r.p.m. Se cubri6 el matraz con Parafilm® para evitar la evaporacion del agua. Se calentaron a
45°C las gomas humedas y las enzimas, con agitacién continua. Se mantuvo el sistema durante ocho horas.
Después se desmonté el aparato, y se recogieron las gomas hidrolizadas. Se colocaron las gomas en un tubo de
centrifuga y se centrifugaron durante 15 minutos a 5000 r.p.m. para separar la fase ligera ("aceite") de la fase
pesada ("gomas").

Se determind que el contenido de DAG del aceite recuperado era solo el 7,8 por ciento, en comparaciéon con el
32,6% de contenido de DAG obtenido cuando se utilizo sola la PLC. El perfil de fosfolipidos confirmé que todos los
grupos fosfatidilo habian sido hidrolizados a grupos fosfo y liso. Se detectaron los grupos fosfo de "C", "E" y "A" mas
0 menos en la misma cantidad que se habian detectado en el Ejemplo 11, salvo la cantidad de "I", que era
ligeramente mas baja. La /-PE estaba ligeramente disminuida, mientras que los contenidos de /-PC y de /-PA eran
aproximadamente el doble de la cantidad encontrada en el Ejemplo 11, pero no habian experimentado un gran
aumento. La cantidad de /-PI y I-PA eran significativamente mas altas de las encontradas en el Ejemplo 11, ya que
también estaba presente PLA en la matriz de reaccion, y convirtié el Pl y el PA a sus formas liso.

El andlisis mediante NMR de P-31 no sdélo confirmé la conversion por la PLC de aproximadamente la misma
cantidad de fosfolipidos a sus grupos fosfo, como en el Ejemplo testigo 11, sino que también confirmé que los
grupos fosfatidilo restantes se habian convertido en sus formas liso, lo que indica la conversion por PLA. Esto
constituye un resultado sorprendente, ya que las condiciones de pH no eran las 6ptimas para la conversion por PLA.
La cantidad de DAG presente en el aceite deberia haber sido aproximadamente 33 por ciento y no, como se
determind mediante analisis por HPLC, 7,8 por ciento!

Ejemplo 15

PLC y PLA a pH 4.5 - Se afadieron 50 gramos de gomas de soja humedas, obtenidas de una centrifuga
desgomadora industrial, a un matraz de fondo redondo de 500 ml. Se afiadieron 2,0 gramos de disolucion al 50%
peso/peso de acido citrico y se mezclé la mezcla durante 5 minutos. Después se afiadieron 1,8 mililitros de
disolucion 4 molar de hidréxido sédico, y se mezcld la mezcla durante 5 minutos mas. El acido citrico y el agente
caustico formaron un tampén débil con un pH de 4,5. Se afiadieron 10 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa
PLC, nimero de lote 90BUOO4A1) y 2 gramos de Lecitase® de Novozymes (lipasa PLA1, nimero de lote
LYNO05007). Se mezclé el material con una mezcladora de paletas de accionamiento superior equipada con una
paleta de acero inoxidable redondeada para adaptarse a la curvatura del matraz, a una velocidad de
aproximadamente 150 r.p.m. Se cubrié el matraz con Parafiim® para evitar la evaporacion del agua. Se calentaron a
45°C las gomas humedas y la enzima, con agitacion continua. Se mantuvo el sistema durante ocho horas. Después
se desmonto el aparato, y se recogieron las gomas hidrolizadas. Se colocaron las gomas en un tubo de centrifuga y
se centrifugaron durante 15 minutos a 5000 r.p.m. para separar la fase ligera ("aceite") de la fase pesada ("gomas").

El contenido de DAG del aceite recuperado fue el mismo que en el Ejemplo 14, 7,8 por ciento. El perfil de
fosfolipidos confirmé que todos los grupos fosfatidilo habian sido completamente hidrolizados a los grupos fosfo y
liso, como en los Ejemplos 12 a 14. Se detectaron los grupos fosfo de "C", "E", "I" y "A" mas o menos en la misma
cantidad que se habian detectado en el Ejemplo 11. Los contenidos de /-PC y de /-PE eran significativamente
superiores a los encontrados en el Ejemplo 11, ya que también estaba presente PLA en la matriz de reaccion, y
convirtié el Pl y el PA a sus formas liso. Al igual que en los Ejemplos de desgomado 1 al 10, la cantidad de DAG
realmente encontrada era menor de la esperada en base al analisis por NMR de P-31, lo que sugiere que los DAG y
FFA que se habian generado fueron consumidos en la posterior generacion de TAG.

El analisis por NMR de P-31 no soélo confirmé la conversion por la PLC de aproximadamente la misma cantidad de
fosfolipidos a sus grupos fosfo, como en el Ejemplo Testigo 11, sino que también confirmé que los restantes grupos
fosfatidilo habian sido convertidos a sus formas liso por la PLA. La cantidad de DAG presente en el aceite deberia
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haber sido aproximadamente 33 por ciento, ciento y no, como se determind mediante analisis por HPLC, 7,8 por
ciento!

La Tabla 7 resume los perfiles fosfolipidicos obtenidos mediante NMR de P-31, en donde todos los valores estan
indicados como porcentaje en peso de las fases pesadas separadas de las mezclas de reaccién de los Ejemplos
11-15, y muestra los restos fosfatidilo sin reaccionar, los grupos liso generados por la conversion mediante PLA, y
los grupos fosfo generados por la conversion mediante PLC.

Tabla 7

Ejemplo PC PE PI PA I-PC I-PE I-PI -PA | "C" | "E" " "A"
Material de 9,36 | 9,32 | 550 | 4,86 | 0,62 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
partida

11 0,00 | 0,00 | 545 | 0,54 | 0,59 0,30 1,58 1,65 | 4,27 | 3,20 | 0,40 | 1,36
12 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 19,91 | 19,01 | 13,19 | 10,80 | 0,05 | 0,05 | 0,00 | 0,39
13 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 7,59 717 5,07 3,97 | 0,12 | 0,05 | 0,00 | 0,17
14 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,23 0,23 7,39 3,70 | 4,40 | 3,40 | 0,22 | 1,47
15 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,09 2,71 8,29 4,86 | 4,25 | 3,00 | 050 | 1,37

La Tabla 8 siguiente es un resumen del contenido inicial de DAG y el indice de acidez (AV, por sus siglas en inglés)
de las gomas de partida de cada uno de los Ejemplos 11-15, la cantidad tedrica de DAG y FFA que estarian
presentes en el aceite final si todos los fosfolipidos del aceite de partida hubiesen reaccionado con las enzimas, y el
contenido real de DAG presente en el aceite final. No se midié el contenido final de FFA porque el procedimiento de
medida de FFA requeria mas aceite del que estaba disponible a partir de estos experimentos. En cada uno de estos
ejemplos, se encontré en el aceite recuperado menos DAG de lo esperado, lo que da un apoyo adicional a la
conclusion de que los DAG fueron consumidos en la generacion de TAG por la reaccion de DAG con FFA.

Tabla 8
Lecitina de partida Enzima Total tedrico Aceite recuperado
Ejemplo DAG AV** Tipo DAG* FFA** DAG FFEA****
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
11 1,5 21 PLC 40,2 0,0 32,6 -
12 1,5 21 PLA 1,5 241 3,8 -
13 1,5 21 PLA 1,5 241 2,6 -
14 1,5 21 PLC/PLA 40,2 7,6 7.8 -
15 1,5 21 PLC/PLA 40,2 7,6 7,8 -

* El contenido tedrico de DAG sdlo incluye la generacion desde fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina.

** El contenido tedrico de FFA solo incluye la generacién desde todos los fosfolipidos cuando se hace reaccionar
PLA. Cuando se hacen reaccionar juntas PLC y PLA, sélo se calculan los FFA procedentes de fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, y acido fosfatidico.

*** El indice de acido (AV) es el numero de miligramos de hidroxido potasico necesarios para neutralizar los
acidos de un gramo de muestra (1). El AV es una representacion de la acidez valorable aportada tanto por los
fosfolipidos como por los acidos grasos libres (2).

**** No se midio el contenido de FFA debido a la gran cantidad de muestra necesaria para llevar a cabo la
valoracion.

El siguiente Ejemplo 16 es idéntico en términos de los pasos del proceso al Ejemplo 15, excepto que se duplicé en
escala. El proposito de este Ejemplo fue el de realizar un balance de masa en toda la muestra antes y después de la
reaccion enzimatica con PLA/PLC para verificar la generacion de triacilgliceroles desde los subproductos de reaccion
de la hidrdlisis por PLA/PLC de los fosfolipidos.
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Ejemplo 16

PLC y PLA a pH 4,5 - Se afadieron 100 gramos de gomas de soja humedas, obtenidas de una centrifuga
desgomadora industrial, a un matraz de fondo redondo de 500 ml. Se afiadieron 4,0 gramos de disolucion al 50%
peso/peso de acido citrico y se mezclé durante 5 minutos. Después se afiadieron 3,6 mililitros de disolucion 4 molar
de hidréxido sédico, y se mezclé la mezcla durante 5 minutos mas. El acido citrico y el agente caustico formaron un
tampon débil con un pH de 4,5. Se anadieron 20 gramos de Purifine™ de Verenium (lipasa PLC, numero de lote
90BUOO4A1) y 4 gramos de Lecitase® de Novozymes (lipasa PLA1, niumero de lote LYNO5007). Se mezclo el
material con una mezcladora de paletas de accionamiento superior equipada con una paleta de acero inoxidable
redondeada para adaptarse a la curvatura del matraz, a una velocidad de aproximadamente 150 r.p.m. Se cubrid el
matraz con Parafilm® para evitar la evaporacion del agua. Se calentaron a 45°C las gomas humedas y las enzimas,
con agitaciéon continua. Se mantuvo el sistema durante ocho horas. Se analizaron muestras "tal cual", tanto de las
gomas de partida como de la mezcla tratada enzimaticamente, en cuanto a humedad, porcentaje de gomas y
contenido de aceite neutro. El contenido de aceite neutro se midié mediante el método expuesto en el Apéndice a
continuacién. Después se analiz6 el aceite neutro separado en cuanto a contenido de diacilglicerol. En la Tabla 9 se
muestran los resultados.

Tabla 9
Gomas de partida Gomas tratadas con enzimas
Humedad (%) 24,0 32,7
porcentaje de gomas ("tal cual") 55,8 27,3
porcentaje de gomas ("seco") 73,4 41,4
porcentaje de aceite neutro ("tal cual") 20,2 38,7
porcentaje de aceite neutro ("seco") 26,5 58,6
DAG (%) 1,5 13,2

El andlisis de las gomas humedas de partida es tipico de gomas humedas obtenidas de una operacion industrial de
desgomado acuoso de aceite de soja. Del material no acuoso de la muestra, las gomas constituian
aproximadamente el 73 por ciento y el aceite neutro aproximadamente el 27 por ciento. El analisis de las "gomas
tratadas con enzimas" del Ejemplo 16 demuestra que una porcidn sustancial de los fosfolipidos presentes habian
sido hidrolizados por las enzimas PLA/PLC para dar fosfolipidos, como se demuestra por la disminucién de las
gomas del 73 al 41 por ciento, mientras que la cantidad de triacilgliceroles mostré un aumento del 26,5% al 58,6%.
Tedricamente, la cantidad de diacilgliceroles que se esperaba fueran generados por el procedimiento era el 40,2%,
pero se encontré que resultd ser sélo el 13,2%. Se concluye que la combinacion de enzimas PLA y PLC utilizadas
para el desgomado de aceite, la purificacion o modificacion de lecitinas, genera triacilgliceroles, o aceite.

Se ha descrito un método para generar triacilgliceroles desde gomas de aceite que contienen fosfatidilo, por
tratamiento de las gomas con una combinacién de enzimas PLA y PLC, con lo que el subproducto de DAG de la
reaccion con PLC y el subproducto de FFA de la reaccion con PLA se combinan entre si en presencia de las
enzimas, para formar nuevas moléculas de TAG. Se pueden hacer reaccionar las dos enzimas diferentes con las
gomas, tanto de manera simultanea como de manera secuencial; cuando se utiliza un procedimiento secuencial las
enzimas se pueden afiadir en cualquier orden. El tiempo de reaccién de las enzimas con las gomas puede ser del
orden de alrededor de cuatro horas o menos, y puede ser tan corto como aproximadamente treinta minutos. Las
enzimas que tienen actividad de PLA se pueden seleccionar del grupo consistente en una enzima fosfolipasa A1y
una enzima fosfolipasa A2. La enzima PLA puede estar presente en la mezcla de reaccion en una concentracion de
aproximadamente 2 ppm de enzima activa 0 menos; o bien 1 ppm de enzima activa 0 menos; o una concentracion
tan baja como 0,5 ppm de enzima activa o0 menos. Las enzimas que tienen actividad de PLC se pueden seleccionar
del grupo consistente en una enzima fosfolipasa C y una enzima fosfolipasa C especifica para fosfatidil-inositol. La
enzima PLC puede estar presente en la mezcla de reacciéon en una concentraciéon de aproximadamente 30 ppm de
enzima activa o menos; o bien 20 ppm de enzima activa o menos; o una concentracion tan baja como 10 ppm de
enzima activa o menos.

Las reacciones enzimaticas se pueden llevar a cabo a una temperatura dentro del intervalo de aproximadamente
40-80°C, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 40-60°C. El pH se puede situar en el intervalo de
aproximadamente 3-7. La reaccidn enzimatica puede ser faciltada por mezcladura con cizallamiento,
preferiblemente durante unos cuarenta y cinco segundos 0 mas cuando se realiza a escala de laboratorio. Se espera
que el tiempo asignado para la mezcla con cizallamiento aumente a medida que el proceso sea escalado a niveles
industriales, como es sabido por los expertos en la técnica. Ademas, la precipitacion con acetona del material de que
contiene fosforo permitiria la recuperaciéon del aceite generado; tal procedimiento es conocido en la técnica en la
produccién de lecitinas desprovistas de aceite.
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Aunque en la presente memoria se han expuesto realizaciones preferidas de la invencion tal como son conocidas en
el momento de esta solicitud, seran facilmente evidentes para los expertos en la técnica otras realizaciones que
abarquen el método de la invencion, y se pretende que todas estas realizaciones y sus equivalentes estén cubiertas
por la presente solicitud abarcada por las reivindicaciones de la misma.

Apéndice
Para determinar el aceite neutro de los ejemplos de esta solicitud se utilizé el método siguiente.
Definicion

Este método permite determinar el aceite neutro total de que se encuentra en gomas humedas, liso-gomas o
material de jabon de aceite crudo.

Alcance
Aplicable a gomas, liso-gomas y material de jabon.
Referencia
Método A.O.C.S. G 5-40
Método A.O.C.S. Ca 2¢-55
Método A.O.C.S. Ja 4-46
Aparatos
1. Probeta graduada - 100 ml
. Probeta graduada - 50 ml
. Probeta graduada - 25 ml
. Tubos de centrifuga desechables - 50 ml (polipropileno)

. Embudo de decantacion - 500 ml

2
3
4
5
6. Vaso de precipitados - 500 ml
7. Vaso de precipitados - 400 ml
8. Vaso de precipitados - 250 ml
9. Varillas agitadoras de vidrio
10. Centrifuga
11. Desecador
12. Bafo de vapor
13. Horno - 105 ° C.
Reactivos
1. Hidréxido potasico acuoso (KOH) - al 14% en peso.

2. Cloruro sédico (NaCl) - calidad reactivo.

3. Alcohol etilico - se permiten las Formulas SDA 30 y 3A, 50% en volumen. Mezclar 10 volumenes de alcohol
del 95% con 9 volumenes de agua destilada.

4. Alcohol etilico - se permiten las Férmulas SDA 30 y 3A, 10% en volumen. Mezclar 2 volimenes de alcohol al
95% con 17 volumenes de agua destilada.

5. Eter de petréleo - calidad ACS.
6. Acetona - calidad ACS.

7. Agua desionizada o destilada.
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8. Nitrégeno - limpio y seco.

Procedimiento

1. Determinar el porcentaje de humedad de la muestra inmediatamente después de que se haya tomado la
muestra. Nota: AOCS 2c-55, la temperatura se baja a 105°C debido a la formacion de espuma en las muestras
de jabon a 130°C. El tiempo se aumenta a 4 horas.

2. Mezclar a fondo la muestra y pesar inmediatamente.

3. Pesar 5 gramos (con una precision de 0,0001 g) de muestra en un tubo de centrifuga de 50 ml desechable
previamente tarado (Nota: incluir el tapén y el vaso (para sostener el tubo en la balanza)).

4. ARdadir 35 ml de acetona fria (mantenida en un bafio de hielo) a la muestra y mezclar muy bien con una varilla
agitadora de vidrio. Romper el precipitado de lecitina con la varilla de vidrio. Nota: La acetona se tornara de color
amarillo brillante.

5. Tapar el tubo de centrifuga.

6. Centrifugar la acetona durante 5 minutos para separar las gomas de la acetona.
7. Verter la acetona en un vaso de precipitados de 250 ml.

8. Repetir cuatro veces los pasos 4 a 7.

a. Después de la ultima extracciéon, separar las gomas y colocarlas en una capsula de secado
desechable, previamente pesada. Dejar que se evapore el exceso de acetona.

b. Colocar la muestra en un horno de conveccién a 105°C durante una noche.

c. Enfriar hasta la temperatura ambiente en un desecador y pesar el contenido de la capsula de secado y
de la muestra.

d. Calcular el porcentaje de gomas en la muestra original y sobre base seca.
9. Verter la capa de acetona en un embudo de decantacion de 500 ml ("A").
10. Ahadir 50 ml de agua al embudo de decantacién. Mezclar.
11. Ahadir 50 ml de éter de petréleo (PE, por sus siglas en inglés). Mezclar.
12. Ahadir una pizca de NaCl (~1/4 de cucharada de sal de mesa) al embudo de separacion. Mezclar.

13. Dejar que se separen las dos capas. Retirar la capa inferior (acetona/agua), incluyendo la emulsion, y
transferirla a un nuevo embudo de decantacion ("B-1"). NO DESECHAR LA CAPA DE PE.

14. Afadir 50 ml de éter de petréleo (PE) a la acetona/agua del paso 13. Mezclar.

15. Dejar que se separen las dos capas. Retirar la capa inferior (acetona/agua), incluyendo cualquier emulsion,
transfiriéndola a un embudo de decantacion nuevo ("B-2").

16. Ahadir la capa de éter de petroleo al extracto en PE original del paso 13, en el embudo de separacion "A".

17. Repetir dos veces los pasos 14 a 16. La capa de acetona/agua se puede transferir a un embudo "B-1" usado
en pasos anteriores. Una vez que se haya completado la ultima extraccion, se podra descartar la capa de
acetona/agua.

18. Afiadir 100 ml de etanol al 50% al embudo de decantacion que contiene el PE. Mezclar.
19. Adadir 10 ml de KOH al 14%. Mezclar suavemente.
20. Anadir 50 ml de etanol al 50% al embudo de decantacion. Mezclar.

21. Dejar que las capas se separen por completo. No dejar que la capa de PE permanezca en contacto con la
capa de alcohol/KOH mas de 30 minutos. NO DESECHAR LA CAPA DE PE.

22. Retirar la capa de alcohol/KOH y transferirla a un embudo de decantacion nuevo.

23. Adadir 50 ml de PE al embudo de decantacion que contiene la capa de alcohol/KOH. Mezclar.
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24. Dejar que las capas se separen. Recoger la capa de alcohol/ KOH en un embudo de decantacién nuevo.
Afadir la capa de PE al PE del paso 21.

25. Repetir los pasos 23 y 24.

26. En el embudo de decantacion que contiene las capas de PE, afiadir 25 ml de alcohol al 10%, agitar
enérgicamente. Dejar que las capas se separen. Retirar la capa de alcohol. Desechar la capa de alcohol.

27. Repetir dos veces el paso 26. Al tercer "lavado" (la capa de alcohol), agregar dos gotas de fenolftaleina para
saber si la capa es neutra. Si la capa se vuelve rosa, repetir el paso 26.

28. Transferir la capa de PE a un vaso de precipitados tarado que ha sido previamente secado y enfriado en un
desecador. Evaporar el PE en un bafo de vapor bajo una ligera corriente de nitrégeno.

29. Una vez que se ha eliminado el PE, colocar el vaso de precipitados en un horno a 105°C durante 30 minutos.
30. Enfriar en un desecador hasta la temperatura ambiente y pesar.

31. Repetir hasta que se alcance un peso constante (se alcanza un peso constante cuando la pérdida (o
ganancia) de peso no sea superior a 0,1% en periodos de secado sucesivos de 30 minutos).

Calculos
Aceite neutro, en % (tal cual) = masa de aceite neutro / masa de la muestra x 100
Aceite neutro, en % (base seca) =
{Masa de aceite neutro / masa de la muestra} / {100 - porcentaje de humedad} x 100
Gomas, en % (tal cual) = Masa de gomas secas / masa de la muestra x 100

Gomas, en % (base seca) = {Masa de gomas secas / masa de la muestra} / {100 - porcentaje de humedad} x 100
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REIVINDICACIONES
1.-  Un método para generar triacilgliceroles a partir de gomas de aceite, en donde el método comprende

(a) proporcionar una composicion de aceite que contiene una cantidad de gomas de aceite, en donde dichas
gomas comprenden fosfolipidos,

(b) separar dichas gomas de aceite de dicha composicion de aceite para proporcionar una primera fraccién en
donde dichas gomas de aceite han sido eliminadas y una segunda fracciéon que contiene dichas gomas de
aceite separadas,

(c) tratar dicha segunda fraccion con una o mas enzimas que tienen actividad de PLA para generar acidos
grasos libres,

(d) tratar dicha segunda fraccion con una o mas enzimas que tienen actividad de PLC para generar
diacilgliceroles, de manera que dichos acidos grasos y dichos diacilgliceroles reaccionan entre si en presencia
de al menos una de dichas enzimas para formar triacilgliceroles.

2.- El método segun la reivindicacién 1, en donde los pasos (c) y (d) se producen de forma sustancialmente
simultanea, o en donde el paso (c) se produce antes del paso (d), o en donde el paso (d) se produce antes del paso

(c).

3.- El método segun la reivindicacion 1 6 2, en donde la duracion de la reaccién de las enzimas con la segunda
fraccion no es superior a aproximadamente cuatro horas, o en donde la duracion de la reaccién de las enzimas con
la segunda fraccion es aproximadamente treinta minutos.

4.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde dichas una o mas enzimas que tienen
actividad de PLA estan seleccionadas del grupo consistente en una enzima fosfolipasa A1 y una enzima fosfolipasa
A2, o en donde dichas una o mas enzimas que tienen actividad de PLC estan seleccionadas del grupo consistente
en una enzima fosfolipasa C y una enzima fosfolipasa C especifica para fosfatidil-inositol.

5.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde dicha reaccién de las enzimas con la
segunda fraccion se produce a un pH de aproximadamente 8 o inferior, o en donde dicha reaccion de las enzimas
con la segunda fraccion se produce a un pH de aproximadamente 3-7.

6.- EI método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde dicha reaccién de las enzimas con la
segunda fraccién se produce a una temperatura de aproximadamente 40-80°C, o en donde dicha reaccién de las
enzimas con la segunda fraccion se produce a una temperatura de aproximadamente 40-60°C.

7.- ElI método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde dicha composicién de aceite comprende un
aceite bruto.

8.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicho paso de separar dichas gomas de
dicha composicion de aceite se lleva a cabo mediante un método seleccionado del grupo consistente en desgomado
acuoso, desgomado acido, refino caustico, y desgomado enzimatico distinto de desgomado con una combinacién de
PLAyPLC.

9.- El método segun la reivindicacién 8, en donde dicho paso de separar dicha gomas de dicho aceite se lleva a
cabo mediante refino caustico, y las gomas separadas son llevadas a un pH de aproximadamente 8 o inferior antes
de ser tratadas con dichas enzimas.

10.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde dicha enzima PLC esta presente en una
cantidad de aproximadamente 30 ppm de enzima activa o0 menos, o en donde dicha enzima PLC esta presente en
una cantidad de aproximadamente 20 ppm de enzima activa o menos, o en donde dicha enzima PLC esta presente
en una cantidad de aproximadamente 10 ppm de enzima activa o menos.

11.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde dicha enzima PLA esta presente en una
cantidad de aproximadamente 2 ppm de enzima activa o menos, o en donde dicha enzima PLA esta presente en
una cantidad de aproximadamente 1 ppm de enzima activa o0 menos, o en donde dicha enzima PLA esta presente
en una cantidad de aproximadamente 0,5 ppm de enzima activa o menos.

12.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde la mezcla de la segunda fraccion y las
enzimas se mezcla inicialmente con cizallamiento.

13.- El método segun la reivindicacion 12, en donde dicha mezcladura con cizallamiento prosigue durante una
duracion de al menos aproximadamente 45 segundos.

14.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13, que incluye el paso de anadir una cantidad de agua.
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15.- El método segun la reivindicacion 14, en donde dicha cantidad de agua es al menos aproximadamente 1,5% en
peso de la mezcla total, o en donde dicha cantidad de agua es al menos aproximadamente 3,0% en peso de la
mezcla total, o en donde dicha cantidad de agua es al menos aproximadamente 4,5% en peso de la mezcla total.
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