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DESCRIPCION
Método para producir un concentrado de ésteres de los acidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico.
Campo de la invencién.

Esta invencidn se refiere a un precedimiente para obtener un concentrade de ésteres de los acidos
eicosapentaenoico y docosahexaenocico a partir de aceites marinos crudos o refinados.

Antecedentes de la invencién.

Se conoce bien la importancia de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga de tipo ©-3, ios 4cidos (todo
cis)-5, 8, 11, 14, 17-sicosapentaenoico, a continuacién en el presente documento EPA, y (todo cis)-4, 7, 10, 13, 16,
19-docosahexaencico, a continuacion en ef presente documento DHA, para ingredientes de productos alimenticios o
farmacéuticos y esta documentada debido a su utilidad, entre otros, para prevenir la arteriosclerosis y enfermedades
cardiovasculares, aliviar estados inflamatorios y retrasar el crecimiento de tumnores. Como consecuencia, los
expertos recomiendan una ingesta diaria de dichos 4cidos grasos que oscila entre 0,5y 10 g.

Una de {as fuentes mas ricas de EPA y DHA son los aceites de pescado de diferente origen tal como sardinas, jurel,
anchoa, salmén, bacalao y otros. Normalmente, el contenido combinado de EPA y DHA en dichos aceites es de
aproximadamente el 10 al 35% en peso. Por consiguiente, los primeros intentos para proporcionar complementos
alimenticios y productos farmacéuticos ricos en EPA y DHA se basaron en aceites de pescado refinados para
eliminar su olor y sabor desagradables caracteristicos, para su utifizacién como ingredientes para un producto
alimenticic o farmacéutico adecuado para consumo humano. Estos procedimientos de refinado recurrian
principaimente a los procedimientos clasicos para el refinado de aceites vegetales y adaptaciones especificas de
dichos procedimientos a la materia prima en cuestién {Lindsay, documento USP 4.915.876; Chang, documento USP
4.874.629; Marschner, documento USP 4.804.555; Stage, documento USP 4.599.143; Merck, documento USP
4.838.997).

No obstante, los intentos actuales para proporcionar EPA y DHA a partir de aceites marinos refinados adscuados
como ingrediente para un producto alimenticio o farmacéutico, no han tenido éxito en la provisién de un producto
cuyas propiedades organolépticas fuesen aceptables y estuvieran libres de los efectos secundarios tipicos tales
como reflujo géstrico, irritacién del estémago y la piel y meteorismo, entre otros. Estos efectos se acentGan cuando
se consumen EPA y DHA en cantidades superiores a 1 g, es decir, dosis equivalentes a aproximadamente 5 g de
aceite de pescado, que producen los efectos secundarios mencionades en el consumidor.

Por consiguiente, los esfuerzos para proporcionar EPA y DHA se han dirigido a la produccién de concentrados de
estos acidos a partir de aceites marinos. Estos concentrados pueden contener entre el 40 v el 95% de EPA y DHA
en peso, o bien en forma de 4cidos libres, o bien en forma de ésteres, normalmente ésteres etilicos o bien mono, di
o triglicéridos. El objetive de estos procedimientes es proporcionar concentrados de EPA y DHA que tienen mejores
propiedades organolépticas de sabor, olor y color, que pueden usarse directamente en productos para use
terapéutico en seres humanos, como principio active farmacéutico o como ingredientes alimenticios en general. No
obstante, el estado de ia técnica no proporciona procedimientos que puedan proporcionar productos que cumplan
con las caracteristicas de tener buenas propiedades sensoriales, almacenamientc a largo plazo y estabilidad
oxidativa para mantener sus propiedades organoiépticas deseables a lo largo del tiempo, es decir, productes en los
que no se produzca su reversion en el tiempo a un olor y sabor a pescado y que carezcan de los efectos
secundarios tipicos de los aceites marinos y derivadas, tales como reflujo gastrico, flatulencia, alergia entre otros.

Los concentrados de EPA y DHA disponibles comercialmente en ila actualidad no se usan directamente como
ingrediente alimenticio, sinc gue en su lugar se utilizan en forma de jarabes en los que se ha camuflade el sabor o
en forma de pastillas recubiertas con azicar o microencapsuladas, todo esto con el fin de ocultar o minimizar el
sabor y olor no deseados que se desarrollan en el tiempo en dichos productos. Adicionalmente, estos concentrados
no son adecuados tampoco para usos terapéuticas que normalmente requieren dosis relativamente altas de EPA o
DHA, de varios gramos al dia, porque a estas dosis los efectos secundarios no deseados de los concentrados
incluso se acentian mas.

Otro enfoque para proporcionar EPA o DHA para consuma humano derivades de aceites marinos ha sido el
desarrollo de procedimientos para obtener EPA o DHA puros, tal como se da a conocer en la patente
estadounidense 6.846.942. No obstante, la obtencion de EPA o DHA puros significa hacerlos pasar en primer lugar
a través de una etapa en la que se obtiene una mezcla de EPA y DHA; comercialmente no parece haber una ventaja
en este enfoque, y tal como puede observarse en los documentos de la tabla 1, la mayoria de los procedimientos
dados a conocer tratan sobre la preparacién de concentrados que contienen EPA y DHA o bien en forma de acidos
libres o bien en forma de ésteres.

En la tabla 1, se muestran numerosos procedimientos dados a conocer en la técnica, dirigidos a la obtencion de
concentrados de acidos grasos w-3 a partir de aceite.

La patente europea n.° ¢ 409 903 da a conocer un procedimiento para preparar mezclas que contienen EPA y DHA
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a partir de aceites animales o vegetales. El procedimiento comprende las etapas de saponificar la materia prima, el
aceite animal o vegetal, acidificar la mezcla saponificada inmediatamente vy luego extraer los acidos formados con
eter de petrdleo hasta agotamiento. Entonces se lavan los extractos con agua, se elimina el disolvente y se somete
el residuo a una o més etapas de destilacién molecular a una presion de 0,133 Pa y una temperatura de entre 110 -
120°C. Se obtiene un destilado que contiene entre el 35 y el 30% de EPA y DHA,

Tabla 1: Patentes y solicitudes de patente para métodos o procedimientos para la produccion de DHA y EPA

Documento Titulo

20030027865 Método para aislar dcidos grasos altamente purificados usando cristalizacion

20040022923 Aceites marinos con niveles reducidos de contaminantes

20040236128 Método para preparar EPA puro y DHA puro

20050201997 Promotor para {a eliminacién de dioxinas

20050256326 Procedimiento para disminuir los contaminantes ambientales en un aceite o una
grasa, un fluido para disminuir los contaminantes ambientales voldtiles, un
complemento alimenticio

20080268117 Método para purificar aceites que cortienen EPA y DHA

3682993 Purificacién de aceites

4554107 Aceites de pescado refinados y el procedimiento para producir [os rnismos

4599143 Procedimiento para la desodorizacién fisica y/o el refinado de aceites, grasas,
ésteres organicos comestibles con un alto punto de ebullicion

4623488 Aceites de pescado refinados y el procedimiento para producir los mismos

4675132 Acidos grasos poliinsaturados de aceites de pescado

4692280 Purificacion de aceites de pescado

4792418 Método para la extraccion y purificacion de Acidos grasos poliinsaturados que se
originan a partir de fuentes naturales

4838997 Procedimiento para a desodorizacion de aceites de trigiicéridos

4855154 Procedimiento para la descdorizacion de aceites marinos

4874629 Purificacién de aceite de pescado

4915876 Procedimiento para la desodorizacién y estabilizacién de aceites poliinsaturados

4966734 Desodorizacién de mezclas de ésteres grasos

5006281 Procedimiento para la produccién de aceites animales

5023100 Aceite de pescado

5130061 Procedimiento para la extraccion de ésteres de dacidos grasos poliinsaturados a
partir de aceites de pescado

5679809 Concentrado de ésteres etilicos de acidos grasos poliinsaturados

5693835 Aceite de pescado ¢on menos aroma a pescado y un método para su preparacion

5945318 Refinado de composiciones de aceite

6190715 Procedimiento para producir aceite de pescado comestible refinado a partir de
arengue y otros peces similares que contienen acidos grasos omega-3 de cadena
larga

6204401 Purificacién de giicéridos de acidos grasos poliinsaturados

6214396 Método v planta para la extraccién de aceite de pescado y productos resultantes

6261608 Método para la preparacién de aceite de pescado refinado

6528669 Recuperacién de édcidos grasos poliinsaturados partiendo de aductos de urea

6537787 Métodos enzimdticos para el enriquecimiento con acidos grasos poliinsaturados

6664405 Método para aislar 4cido graso insaturado altamente purificado usando
cristalizacién

6846942 Método para preparar EPA puro y DHA puro

EP0409903B1 Procedimiento para preparar acidos grasos poliinsaturados

EP0749468B1 Refinado de composiciones de aceite

EP0968264B1 Purificacién de glicéridos de acidos grasos poliinsaturados

EP1153114B1 Esterificacion de aceite marine catalizada por lipasa

EP1178103A1 Purificacion de aceite crudo con dcidos grasos paliinsaturados

EP1202950B1 Recuperacién de acidas grasos poliinsaturados partiendo de aductos de urea

EP1996686A1 Omega-3

JP2007138181 Procedimiento para preparar material con un alto contenido de 4cidos grasos
polinsaturados de cadena larga)

La patente estadounidense 5.130.061 da a conocer un procedimiento para la preparacién de una mezcla de ésteres
etilicos de EPA y DHA altamente concentrados a partir de aceite de pescado. El procedimiento dado a conocer
incluye las etapas de transesterificacion de aceite de pescado con alcohol etilico, seguido de la extraccién del
producto transesterificado con hexano y la purificacién del extracto mediante cromatografia en gel de silice.
Entonces, se somete el producto purificade a una o mds etapas de destilacion molecular a una presién de
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aproximadamente 0,001 mmHg vy una temperatura de entre 65 y 70°C. Opcionalmente, antes de la destilacion,
puede cristalizarse el producto resultante de la cromatografia en acetona a -40°C y luego someterse a destilacién.

Muchos de los procedimientos dados a conocer pueden proporcionar productos con propiedades organolépticas
aceptables pero en todos ellos, se producen los efectos secundarios descritos anteriormente vy la reversion al olor y
sabor a pescado se produce con el tiempo, a diferencia de en el producto obtenido por medio de! procedimiento de
la presente invencion que mantiene sus propiedades organolépticas neutras en condiciones de almacenamiento a
temperatura ambiente durante un periodo de al menos tres meses v sin provocar efectos secundarios significativos
en el consumidor. Por caracteristicas organolépticas neutras, se quiere decir un producto que tiene propiedades
organolépticas aceptables en ausencia de aditivos para enmascarar el sabor o el olor, mientras que se entiende que
caracteristicas organolépticas aceptables son un producto evatuade por un panel sensorial cualificade compuesto
por al menos 8 miembros que evalian propiedades de! producto tales como aspecto, aroma y sabor con una
calificacién de cada parametro igual a o mayor que el 60% del valor maximo de dicho parametro, y la propiedad de
rancidez, con una calificacion igual a o mayor que el 80% de! valor maximo de dicho parametro.

Ademas del requisito de estabilidad y propiedades organolépticas aceptables, los concentrados de EPA y DHA
también deben cumplir con una serie de normas reguladoras con respecto a su contenido de compuestos organicos
contaminantes conocidos como contaminantes orgdnicos persistentes (COP) que son sustancias quimicas que
persisten en el medio ambiente, se acumulan en la cadena alimentaria e implican un riesgo de provocar efectos
adversos a la salud humana y el medio ambiente. Entre estos contaminantes, que incluyen actualmente 17
sustancias reconocidas durante la Tercera Conferencia de las Partes del Convenio de Estocolmo de mayo de 2007,
estan derivados de dioxinas, furanos, bifenilos policlorados, hidrocarburos aromaticos policiclicos, etc., cuya
concentracién en los aceites de pescado ha ido aumentando con el tiempo, de modo que estan realizdndose
esfuerzos para desarrollar procedimientos que puedan eliminar estos contaminantes de los aceites de pescado.
Entre las Partes del Convenio de Estocolmo existen actualmente normas estrictas con respecto a los limites
méximos admisibles de los COP en productos para consumo humano, entre los que se inciuyen aceite de pescado y
productos derivados de los aceites de pescado. Se encuentran procedimientos dirigidos especificamente a la
eiiminacion de los COP, entre otros, en los procedimientos dados a conocer en las solicitudes de patente US
2005/0256326 y US 2004/0022923 y la solicitud internacional WO 02/06430. Otro grupo de contaminantes regulados
son los metales pesados tales como arsénico, mercurie, cadmio y plomo, entre otros.

Los procedimientos para la produccién de concentrados de EFA y DHA descritos en la patente europea n.® 0 409
903 y en la patente estadounidense US 5.130.061 no se refieren al problema de la presencia de COP. Por tanto,
para comparar la eficacia para la eliminacion de contaminantes de los procedimientos dados a conocer con la
eficacia del procedimiento de esta invencién para el mismo objeto, se reprodujeron los procedimientos mencionados
con materias primas que tenian una concentracién conocida de COP y se compararon con los productos obtenidos
mediante el procedimiento del presente documento. Se muestran los resultados en los ejemplos comparativos 1y 2,

En la patente estadounidense 6.846.946, se hace mencion al problema de los bifenilos policlorados (PCB) pero no
se da a conocer ninguna solucion referente a su eliminaciér.

Se ha encontrado que, de manera sorprendente, el procedimiento de esta invencién, a diferencia de los
procedimientos de la técnica anterior, puede proporcionar un producto con propiedades organolépticas aceptables,
sin producir una reversién al olor y sabor a pescado durante un tiempo de almacenamiento en condiciones
ambientales de al menos tres meses y también a diferencia de los procedimientos de la técnica anterior, también
puede reducir o eliminar eficazmente los COP y metales pesados. Adicionalmente, el procedimiento dado a conocer
no provoca la isomerizacion cis-trans no deseada de los isémeros de EPA y DHA de propiedades metabdlicas
desconocidas, sino que al contrario y de manera bastante sorprendente, reducen el contenido en isémeros trans
cuando se encuentran en las materias primas.

Pronova BioPharma (www.pronova.com) da a conocer un procedimiento para la produccién de concentrados de
ésteres etilicos de EPA y DHA para su uso como principio activo farmacéutico. En dicho procedimiento, en primer
lugar se desacidifica aceite de pescado crudo para obtener aceite de pescado refinado y este aceite de pescado
refinado se somete a un procedimiento de separacién dirigido especificamente a la sliminacién de contaminantes
por medio del procedimiente dado a conccer en la solicitud estadounidense 2005/0256326. E! aceite de pescado
refinado obtenido se transesterifica posteriormente con alcoho! etilico. El producto transesterificado se somete a
varias etapas de destilacién molecular. Se trata el destilado con urea, luego se blanquea y vuelve a someterse a
destilacién molecular, obteniéndose un producto final con hasta el 90% de 4cidos grasos »-3 de cadena larga entre
EPA y DHA. Una desventaja del procedimiento es la posibilidad de transisomerizacion durante la etapa de
separacion. Adicionalmente, el producto comercial revierte al olor y sabor a pescado y pueden obsservarse todos los
efectos secundarios mencionados previamente tras la ingestién del producto.

El procedimiento desarrollade por Napro Pharma (www.napro-pharma.no/production) para la produccién de un
concentrado de ésteres etilicos de EPA y DHA es similar al procedimiento de Pronova BioPharma, pero sin la etapa
de separacion y la etapa de tratamiento con urea, pero el producto también revierte al olor y sabor a pescado y
pueden observarse todos los efectos secundarios mencionados previamente tras la ingestion del producto.
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En comparacion con los concentrados de EPA y DHA obtenidos mediante el procedimiento del estado de ta técnica,
los concentrados obtenidos mediante el procedimiento de la invencidn tienen ventajas sorprendentes e inesperadas
con respecto a la técnica anterior tal como resultara evidente a partir de la descripcién detallada de la invencion.
Estas ventajas incluyen la caracteristica de un producto estable y crganclépticamente neutro, que carece de efectos
secundarios y niveles de contaminantes organicos persistentes que cumplen con las normas reguladoras
internacionales. Ademés, tal como se menciond anteriormente el procedimiento no séle impide la formacién de
isbmeros cis-trans, sino que al contrario, de manera sorprendente e inesperada, reduce la concentracion de
isomeros trans cuando estdn presentes en la materia prima. Como resultado de todas estas caracteristicas
combinadas, el producto obtenido mediante el procedimiento de esta invencién es especialmente adecuado para su
uso en terapias que requieren altas dosis de EPA y DHA y como ingrediente alimenticio.

El documento WO-A-02/06430 se refiere a aceites marinos que contienen dcidos grasos poliinsaturados, tales como
DHA y EPA v niveles reducidos de contaminantes.

El documento US-A-2006/0011012 se refiere a composiciones de 4cldos grasos que comprenden EPA y DHA.
El documento WO-A-2009/009040 se refiere a una composicién de cidos grasos que comprende EPA y DHA.

El documento WO-A-2007/091070 se refiere a un procedimiento para preparar sales de acidos grasos insaturados
sclubles en agua, por ejemplo de EPA y DHA.

Sumario de la invencién.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento novedosc para la preparacién de un
concentrado de ésteres de EPA y DHA a partir de aceites marinos que tiene propiedades organolépticas neutras,
estabilidad y un contenido de contaminantes organicos persistentes por debajo de los limites permitidos y, por
consiguiente, adecuado para consumoc humanc o bien como producto farmacéutico o bien como ingrediente
alimenticio.

Dicho objetivo se logra mediante un concentrado que comprende ésteres etilicos de EFA y DHA obtenidos por
medio de un procedimiento que comprende las siguientes etapas:

a) poner en contacto aceite marino crudo o refinade con une ¢ mas alcalis y agua a una temperatura no superior a
100°C hasta que se obtiene una mezcla, comprendiendo la mezcla aceite marine saponificado;

b) poner en contacto la mezcla saponificada con uno o mas disolventes organicos para formar una fase refinada,
que comprende las sales alcalinas de acidos grasos y una fase de extracto;

c) separar la fage de extracto de la fase refinada;

d) mezclar la fase refinada con una disolucién acuosa de un acido para formar una fase acuosa y una fase no
acuosa que comprende Acidos grasos;

e) separar la fase acuosa de la fase no acuosa;,

f) mezclar la fase no acuosa separada con un alcohol y un catalizador de esterificacion a una temperatura de no mas
de 150°C hasta que se obtiene una mezcla esterificada que comprende ésteres de acidos grasos;

g) reftirar el catalizador de la mezcla esterificada para obtener una mezcla esterificada libre de catalizador;
h) eliminar el disclvente de la mezcla esterificada libre de catalizador para obtener ésteres de 4cidos grasos, e

i) destilar los ésteres en una columna de destilacién de recorrido corte a una temperatura como maximo de 180°C y
a una presion inferior a 1 mbar para obtener un concentrado que comprende ésteres de EPA y DHA.

Las etapas del procedimiento convergen de manera sinérgica hacia el objetivo de la invencién de manera
coordinada.

Descripcion detallada de la invencién.
Materia prima.

Para llevar a cabo la invencion, puede usarse cualquier materia prima que contenga EPA o DHA, preferiblemente
aceites de pescado. Materias primas adecuadas para la invencidn, tales como aceites de sardina, anchoa, jurel,
caballa del Pacifico, atln, bacalao, salmdn, krill y moluscos y mezclas de dichos aceites, aceites de los
subproductos del procesamiento de animales marinos tales como las visceras de los animales marinos, y también
aceites de microalgas tal como, por ejemple, Nannochloropsis sp y plancton. En la presente invencién, el término
aceite también incluye grasas o ceras que contienen EPA o DHA y sus subproductos, tales como glicéridos y &cidos
grasoes.
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Aunque se prefiere el uso de una materia prima con un indice Totox menor que 30, el procedimiento de la presente
invencidn también puede llevarse a cabo con materias primas que tienen un mayor indice Totox tal como se muestra
en los ejemplos.

Para llevar a cabo el procedimiento de la presente invencién, se saponifica aceite marino crudo o refinado usando un
alcali para hidrolizar los glicéridos u otros ésteres de acidos grasos presentes en el aceite marino crudo o refinado
para obtener una mezcla saponificada que comprende las sales alcalinas de los compuestos saponificables del
aceite marino crudo o refinade y la materia no saponificable. Para ello, se pone en contacto aceite marino crudo o
refinado con agua y uno o mas alcalis apropiados, y opcionalmente, uno o mas disolventes tales como alcoholes e
hidrocarburos © con uno 0 més antioxidantes apropiados. Los alcalis apropiados para el proceso de saponificacién
incluyen hidréxidos de sodio, potasio, litio, magnesio y mezcias de dichos hidréxidos. La cantidad de alcali oscila
entre 5 y 40 gramos de alcali por cada 100 g de aceite marino crudo o refinado, aunque la razén preferida de alcali
con respecto a aceite marine crudo o refinado es de aproximadamente 15 gramos de dlcali por 100 g de aceite
marino crudo o refinado. La cantidad de agua usada oscila entre 10 y 500 g de agua por 100 g de aceite marino
crudo o refinado, aunque la razdn preferida de agua con respecto a aceite marino crudo o refinado oscila entre 50 y
200 g de agua por 100 g de aceite marino crudo o refinado. Cuando se usan alcoholes tales como etanol, la cantidad
de alcohol oscila entre 10 y 500 g de alcohol por 100 g de aceite marino crudo o refinado, aunque la razén preferida
de alcohol con respecto a aceite marino crudo o refinado oscila entre 50 y 200 g de alcoho! por 100 g de acsite
marino ¢rudo o refinado. Cuando se usan hidrocarburos tales como hexano, la cantidad de disolvente oscila entre 10
y 500 g de disolvente por 100 g de aceite marino crudo o refinado, preferiblemente oscila entre 50 y 200 g de
disolvente por 100 g de aceite marino crudo o refinado. Cuando se usan los antioxidantes apropiados, tales como,
por ejemplo, BHT, tocoferoles o &cido ascérbico y sus derivados, 1a cantidad de antioxidante usada es
preferiblemente no mayor que 1 g por 100 g de aceite marino crudo o refinado. El contacto entre el aceite marino
crudo o refinado, agua, uno 0 mas élcalis y opcionalmente uno o mas disolventes, puede llevarse a cabo o bien de
manera continua o bien de manera discontinua en un recipiente con agitacién a una temperatura de entre 10 y
100°C, preferiblemente a temperaturas de entre 40 y 85°C y a presiones de entre 0,1 y 5 bar, preferiblemente a
presién atmosférica. El tiempo para completar la saponificacion del aceite marino crudo o refinado en el caso de la
operacion de manera discontinua o, el tiempo de residencia en el caso de ura operacién continua oscila entre 10 y
400 minutos, preferiblemente entre 30 y 120 minutos.

La mezcla que comprende aceite marino saponificado se pone en contacto con uno o més disolventes organicos
hasta que se forman una fase de extracto y una fase refinada inmiscible con la fase de extracto, comprendiendo la
fase de extracto disolvente organico y material disuelto y comprendiendo la fase refinada las sales alcalinas de los
acidos grasos. Se separan dichas fases o bien mediante sedimentacion o bien mediante centrifugacién. La puesta
en contacto entre la mezcia que comprende aceite marine crude o refinado saponificado y los disolventes organicos
puede llevarse a cabo ¢ bien de manera discontinua o bien de manera continua a temperaturas de entre 10 y 100°C,
preferiblemente de entre 20 y 80°C, y a presiones de entre 0,1 y 5 bar, preferiblemente a presion atmosférica. Los
disolventes o mezclas de disolventes organicos apropiados para la extraccién pueden elegirse del grupo que
consiste en éter de petrdleo, pentano, hexano, heptanos, octano, ciclohexano, metil-ciclohexano, acetona, tolueno,
xileno, metil-xileno, etil-benceno, diclorometano, cloroformo, tetracloruro de carbono, dicloruro de etileno, tricloruro
de etileno, percioruro de etileno, dimetilsulidxido y tetrahidrofurano. No obstante, los disolventes preferidos
comprenden hidrocarburos alifaticos tales como éter de petréleo, pentanc, hexano, heptano, octano o mezcla de
estos disolventes. La razén del disolvente o disolventes en relacién con la mezcla saponificada oscila entre 50 y
1000 g por 100 g de mezcla, preferiblemente entre 100 y 500 g por 100 g de mezcla. Una vez que se separa la fase
refinada de la fase de extracto, si se desea, puede ponerse de nuevo en contacto con uno o méas disolventes en las
condiciones dadas a conocer para formar una segunda fase de extracto y una segunda fase refinada, y puede
llevarse a cabo el procedimiento de extraccién adicional de las fases refinadas, si se desea.

En la etapa de acidulacién, se pone en contacto la fase refinada con una disolucién de un &cido tal como acido
sulfarico, acido clorhidrico, Acido fosférico, acido acético, acido tricloroacético o carbénico, hasta que se formar una
fase acuosa y una fase no acuosa que comprende acidos grasos. La cantidad de Acido usado en la etapa de
acidulacién puede ser de hasta 1,5 veces la cantidad estequiométrica de alcali usada en la etapa de saponificacién,
preferiblemente 1,05 veces la cantidad estequiométrica de alcali requerida para la neutralizacion total de la fase
refinada. La cantidad de acido requerida para acidificar |a fase refinada puede determinarse midiendo la alcalinidad
total de la fase refinada La puesta en contacto de la fase refinada y el 4cido para formar una mezcla de acidificacién
puede llevarse a cabo o bien de manera discontinua o bien de manera continua en un recipiente con agitacién a
temperaturas de entre 10 y 100°C, preferiblemente de entre 20 y 60°C, y presiones de entre 0,1 y 5 bar,
preferiblemente a presién atmosférica y con un tiempo de residencia, en el caso de la operacién continua, que oscila
entre 1 y 120 minutos, preferiblemente entre 5 y 60 minutos. Opcionalmente, la mezcla también puede incluir un
antioxidante o una mezcla de antioxidantes tales como, BHT, tocoferoles o 4cido ascérbico y sus derivados. Tras
es0, se separa la fase no acuosa de |a fase acuosa mediante sedimentacion o centrifugacién. La fase no acuosa
separada se lava con una mezcla de lavado que comprende agua, un alcohol monohidroxilado, acetoria o una
disolucién acuosa de sulfato de sodio o cloruro de sodio, a temperaturas de entre 10 y 100°C, preferiblemente de
entre 20 y 60°C y a presiones de entre 0,1 y 5 bar, preferiblemente a presién atmosférica. La fase no acuosa lavada
puede filtrarse opcionalmente para eliminar los sdlidos insolubles. El término fase no acuosa usado a continuacién
designa tanto la fase no acuosa lavada asi como la fase no acuosa lavada v filtrada, obtenida tras la etapa de
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acidulacién tal como se describié anteriormente.

Opcionaimente, puede eliminarse el disolvente de cualquiera de las fases no acuosas parcial o compietamente
mediante evaporacion del disolvente, preferiblemente a presién reducida y a temperaturas inferiores a 150°C
obteniéndose lo que se denomina una fase no acuosa con disolvente eliminado parcial o totalmente,

Opcionalmente, puede someterse cualquiera de las fases no acuosas o de las fases no acuosas con disolvente
eliminado parcial o totaimente a una etapa de cristalizacidn, Para ello, se mezcla la fase con un disolvente o mezcia
de disoiventes seleccionado del grupo que consiste en éter de petréleo, pentano, hexano, heptano, octano,
ciclohexano, metil-ciclohexano, tolueno, xileno, metil-xiieno, etii-benceno, diclorometano, cioroformo, tetracloruro de
carbono, dicloruro de etileno, tricloruro de efileno, percloruro de etileno, dimetilsulféxido, dimetil-formamida y
tetrahidrofurano, metanol, etanol, acetona y metil etil cetona. Disolventes preferidos son hexano, etanol, acetona o
mezclas de éstos. La cantidad de disolvente que va a usarse en esta etapa puede variar entre 50 y 1000 g por 100 g
de la fase que se cristaliza, preferiblemente entre 100 y 500 g por 100 g de la fase que se cristaliza. La mezcla
formada se enfria posteriormente hasta una temperatura que oscila entre 0 y -50°C, preferiblemente entre -20 y
-40°C hasta la formacion de una fase cristalizada sélida en una fase liquida. La operacién de cristalizacion puede
llevarse a cabo de manera discontinua o de manera continua y preferiblemente a presion atmosférica. La fase solida
cristalizada y la fase liquida se separan posteriormente mediante filtracion o centrifugacién, preferiblemente a la
misma temperatura final de la cristalizacion. Entonces, los disolventes de la fase liquida se eliminan, parcial o
totalmente, mediante evaporacién del disolvente para obtener lo que se denomina entonces primera fase con
disolvente eliminado parcial o totaimente producida en la etapa de cristalizacion que comprende EPA y DHA en
mayor concentracion que la del aceite marino crude o refinado utilizado.

Opcionalmente, puede tratarse cualquiera de las fases no acuosas o cualquiera de las fases no acuosas con
disolvente eliminado parcial o totalmente o la primera fase con disolvente eliminado parcial o totalmente producida
en la etapa de cristalizacién, con urea u otro compueste que forma complejos o aductos con acidos grasos o sus
derivados. Para ello, se forma una disclucién a una temperatura de entre 50 y 100°C, consistiendo la disolucion en
entre 5 y 40 g de la fase que se somete al tratamiento con urea por cada 100 g de una disolucién del compuesto que
forma complejos o aductos en un disolvente organico, preferiblemente urea en etanol, que contiene
aproximadamente 30 g de urea por 100 g de etanol. Entonces, la disolucion se enfria hasta temperatura ambiente o
menos, formando una fase solida que comprende complejos o aductos y una fase liquida libre de sélidos. Los
complejos o aductos y la fase liquida libre de sdlidos se separan o bien mediante filtracién o bien mediante
centrifugacion, y la fase liquida libre de sélidos se lava con agua o una disolucién acida hasta que se ha extraido el
compuesto restante que forma complejos o aductos que estd disuelto en esa fase. Entonces, los disolventes de la
fase liquida libre de sdlidos se eliminan, o bien total o bien parcialmente, para obtener lo que se denomina segunda
fase con disolvente eliminado parcial o totaimente producida en la etapa de formacion de complejos, y que
comprende EPA y DHA en una concentracion mayor que la que hay en la materia prima.

Entonces, se somete cuaiquiera de las fases no acucsas o cualquiera de !as fases no acuosas con disolvente
eliminado parcial o totalmente o la primera fase con disolvente eliminado parcial o totalmente producida en la etapa
de cristalizacion o la segunda fase con disolvente eliminado parcial o totalmente producida en la formacién de
complejos a una etapa de esterificacién. Para ello, la fase se mezcla con un alcohol monohidroxilado tal como
metanol 0 etanal o con un alcohol paolihidroxilado tal como glicerol en una razdn que oscila entre 500 g de alcohal por
cada 100 g de la fase, y 20 g de alcohol por cada 100 g de fase, preferiblemente entre 20 y 200 g, ¥ con un
catalizador tal como acido sulfirico, p-toluenosulfénico, metanosulfénico, etanosulfdnico o con una resina tal como
Amberiite, en una razén de 0,05 a 10 g de catalizador por cada 100 g de fase. La etapa de esterificacién puede
llevarse a cabo o bien de manera discontinua o bien de manera continua en un reactor con agitacién, a una
temperatura de entre 10 y 150°C, preferiblemente de entre 30 y 80°C y a una presién de entre 0,1 y 5 bar,
preferiblemente a presién atmosférica. El tiempo de esterificacién en el caso de la operacion discontinua o el tiempo
de residencia en &l caso de la operacion continua oscilan entre 30 y 600 minutos, preferiblemente entre 60 y 240
minutos. Al final de la etapa de esterificacion, se obtiene una mezcla esterificada que comprende ésteres de &cidos
grasos. Entonces, el catalizador se retira de la mezcla esterificada mediante filtraciéon en el caso de catalizador
solido o mediante neutralizacién y lavado con disoluciones acucsas en el caso de catalizador liquido, para formar
una mezcla esterificada libre de catalizador. Se elimina el disolvente de la mezcla esterificada libre de catalizador
mediante evaporacidn, preferibiemente a presion reducida y temperaturas menores que 150°C, para obtener una
mezcia con disolvente eliminado que comprende ésteres de acidos grasos.

Posteriormente, la mezcla de ésteres de acidos grasos con disolvente eliminade se destila en una columna de
destilacion de recorrido corto para obtener un destilado y un residuo.

E! destilado o el residuo puede destilarse de nuevo en las condiciones anteriores, obtenerse un segundo destilado y
un segundo residuo. El procedimiento puede repetirse hasta que se obtiene un destilado o un residuo que contiene
la concentracion deseada de ésteres de EPA y DHA o un concentrado de EPA y DHA. Las destilaciones pueden
llevarse a cabo a una temperatura menor que 180°C, preferiblemente menor que 150°C y una presién menor que
1 mbar, preferiblemente menor que 0,1 mbar. Los concentrados resultantes pueden comprender hasta el 95% en
peso de ésteres de EPA y DHA.
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La fraccion que contiene EPA y DHA o cualquier éster puede someterse adicionalmente a una o mds etapas de
purificacién adicionales tales como, fraccionamiento por medio de enfriamiento a una temperatura menor que -5°C y
separacién de los sdlidos mediante filtracidn o centrifugacion; desodorizacion en columnas rellenas o columnas de
platos a presién reducida, y temperatura inferior a 200°C, preferiblemente mencr que 150°C usando o bien nitrégeno
o bien vapor de agua para la desodorizacion; adsorcién por medic del uso de tierra de infusorios, carbono activo,
zeolitas y tamiz molecular, entre otros. Asimismo, opcionalmente, los concentrados de EPA y DHA pueden
transesterificarse con glicerina para formar glicéridos de EPA y DHA concentrados.

Pueden ahadirse uno o mads antioxidantes apropiados al concentrado de EPA y DHA, tales como tocoferol, ésteres
de tocoferol, acido ascérbico y sus derivados, extracto de romero, extracto de boldo, entre otros. Preferiblemente, la
cantidad de antioxidante en los concentrados es inferior al 1% en peso, preferiblemente inferior al 0,5% del
concentrado.

Los concentrados de EPA y DHA obtenidos estén libres de los efectos secundatios no deseados asociados con el
consumo de derivados de aceite de pescado, tal como reflujo gdstrico, irritacién del estomago vy la piel y meteorismo,
entre otros. Adicionalmente, y de manera sorprendente, los concentrados de EPA y DHA no presentan reversién al
olor o sabor a pescado, permitiendo su utilizacion como ingredientes de productos alimenticios o farmacéuticos, sin
necesidad de recurrir a enmascaradores del sabor y et olor, encapsulaciones y microencapsulacion. Ademas, el
procedimiento dado a conocer reduce significativamente el contenido de contaminantes organicos persistentes y
metales pesados que podrian estar presentes en el aceite de pescado, por debajo de los niveles maximos
permitidos a nivel internacional. Ademas, el procedimiento no genera 4cidos grasos trans y ademds, pero de manera
sorprendente e inesperada, también puede reducir el contenido de acidos grasos trans cuando estdn presentes en la
materia prima.

Descripcién de la figura.

Con referencia a la figura 1, se alimenta aceite de pescado crudo a través det conducto (1) a un reactor de
saponificacion (4), un recipiente con agitacién al que también se alimenta una corriente de disolucién de hidroxido de
sodio a través del conducto {2) en una razdn igual al indice de saponificacion del aceite o en exceso hasta el 20% y
a través del conducto (3) se alimenta una corriente de etanol acuoso al 50% al reactor, El reactor (4) funciona a una
temperatura de entre 40 y 85°C a una presion entre 1 y 2 bar y con un tiempo de residencia de 45 minutos para
generar la mezcla saponificada. Dicha mezcla saponificada se alimenta a través del conducto (7) a una columna de
extraccion a contracorriente (8) que opera a una presién de entre 2 y 5 bar, y a una temperatura de entre 20 y 60°C.
Se alimenta la columna de extraccién (8) con una mezcla de hidrocarburos alifaticos a través del conducto (9) cuyo
punto de ebullicion oscila entre 60 y 80°C para recuperar a través del conducto {10) una fase de extracto que
comprende una mezcla de hidrocarburos alifdticos y material extraido en dicha fase y para recuperar a través del
conducto {11) una fase refinada que comprende sales alcalinas de Acidos grasos. La fase refinada se alimenta a
través del conducto (11) a un reactor de acidulacién {12) al que se alimenta una corriente de acido clorhidrico
también a través del conducto {13) a una razén igual a la alcalinidad total de la fase refinada o en un exceso hasta
del 10%. El reactor {12) funciona a una temperatura de entre 20 y 70°C con agitacion, una presion de 1 a 2 bar y un
tiempo de residencia de hasta 30 minutos para generar una mezcla acidulada. La mezcla acidulada se alimenta al
sedimentador {15) a través del conducto (14) para separar la fase no acuosa de la fase acuosa de la acidulacion. El
sedimentador {15) funciona a una temperatura de entre 20 y 70°C, a una presidn entre 1 y 2 bar y un tiempo de
residencia de entre 5 y 60 minutos. La fase acuosa se retira a través del conducto (16) para su posterior tratamiento,
para recuperar disolventes y glicerina. A través del conducto {17) la fase no acuosa separada en el sedimentador
{15) se alimenta a un reactor de lavado {18) en el que se pone en contacto con agitacion con la corriente (19) que
comprende una disclucion de etanol al 50% en agua, para producir una mezcla de lavado. Ei reactor (18) funciona a
una temperatura de entre 20 y 70°C, una presion de 1 y 2 bar y un iempo de residencia de entre 1 y 30 minutos. La
mezcla de lavado del reactor (18) se alimenta a un decantador (21) a través del conducto (20) para separar la fase
ligera de la fase pesada de la mezcla de lavado. El decantador {21) funciona a una temperatura de entre 20 y 70°C,
a una presion entre 1 y 2 bar y un tiempo de residencia de entre 5 y 60 minutos. La fase pesada se retira a través del
conducto {22) para su posterior tratamiento, para recuperar disolventes o para recircular la misma o pane de la
misma al reactor de lavado {18). A través del conducto (23), la fase ligera separada en el sedimentador (21) se
alimenta a un reactor de esterificacion (24) que también se alimenta a través del conducto (25) con una corriente de
una disolucién de dcido p-toluenosulfénico disuelto en etanol. El reactor {24) funciona a una temperatura de entre 40
y 85°C con agitacién, a una presidn entre 0,5 y 2 bar y con un tiempo de residencia de 180 minutos para producir
una mezcia esterificada. La mezcla esterficada se alimenta a través de! conducto (26) al reactor de lavado y
neutralizacion (27) en el que se pone en contacto con agitacion, a una temperatura de entre 20 y 70°C, a una
presién de 1 y 2 bar y con un tiempo de residencia de entre 1 y 30 minutos, con la corriente (28) que comprende una
disolucion de carbonato de sodio al 5% en agua, para generar una mezcla de lavado neutralizada. La mezcla de
lavado neutralizada del reactor de lavado (27) se alimenta a un sedimentador (31) a través det conducto (30) para
separar una mezcla de ésteres de 4cidos grasos y una fase acuosa. El decantador (31) funciona a una temperatura
de entre 20 y 70°C, a una presion entre 1 y 2 bar y un tiempo de residencia de entre 6 y 60 minutos. La fase acuosa
se retira a través del conducto (32) para su posterior tratamiento para recuperar disclventes. A través dei conducto
(33) la mezcla de ésteres de Acidos grasos separada en el sedimentador (31) se alimenta a un evaporador de
pelicula descendente (34) que funciona a una temperatura de entre 50 y 180°C, a una presion entre 1 y 100 mbar y
un tiempo de residencia no mayor que 30 minutos, para obtener un destilado y un residuo con disolvente eliminado
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que comprende ésteres de Acidos grascs. A través del conducto (35) e! destilado se alimenta a un tangue de
almacenamiento no mostrado. Los ésteres de acidos grasos con disolvente sliminado se alimentan a través del
conducto (36) a un evaporador de recarride corto (37) gque opera a una temperatura de entre 50 y 180°C, a una
presién entre 0,001 y 1 mbar. A través del conducto (38) el destilado se retira del evaporador de recorrido corto (37)
y a través de! conducto (39) el residuo de la destilacién del evaporador de recorrido corto (37) se retira y se alimenta
al evaporador de recorrido corto (40). El evaporador de recortido corto (40) funciona a una temperatura de entre 50 y
180°C, a una presion entre 0,001 y 1 mbar. A través del conducto (41) se retira el residuo de la destilacién del
evaporador de recorrido corto (40) y a través del conducto (42), se retira el destilado del evaporador de recorrido
corto (40), que comprende una mezcla concentrada de ésteres de EPA y DHA.

Ejemplos.

Los ejemplos 1 a 11 ilustran maneras en que puede llevarse a cabo esta invencién asi como las excepcionales
propiedades organolépticas y estabilidad oxidativa de los concentrados obtenidos.

Ejemplo comparativo 1 (EP 0 409 903).

Preparacién de un concentrado de éster etilico de EPA y DHA a partir de aceite de salmén segan el procedimiento
dado a conocer por EP ¢ 409 903.

Se pusieron 300 g de aceite de salmén (muestra M1) cuyas caracteristicas se muestran en la tabla 2, 150 g de
etanol y 150 g de una disolucion de hidroxido de sodio en agua destilada al 28% en un matraz Erlenmeysr de
2000 ml. Se puso la mezcla a reflujo y se purgd con nitrégeno durante una hora, dando como resultado la
sapoenificacion completa del aceite de salmén, después de eso se afadieron 160 g de una disolucién acuosa de
acido clorhidrico al 26% y se agit6é la mezcla vigorosamente durante 5 minutos. Entonces, se afiadieron 450 m! de
eter de petréleo y se agité una vez mas. Se puse la muestra en un embudo de decantacién de 2000 mi y se permitié
que sedimentase para la separacién en una fase superior y una inferior. Se retiré la fase superior y se extrajo la fase
acuosa inferior dos veces mds con 450 ml de éter de petréleo. Se recogieron los extractes de éter de petréleo en un
embudo de 2000 m! y se lavaron con agua hasta neutralidad. Se evapord e! extracto lavado en un evaporador
rotatorio que operaba a 10 mbar y 60°C. Posteriormente, se eliminaron trazas de éter de petréleo alimentando et
residuo de la evaporacién del evaporador rotatorio a una columna de destilacién de recorrido corto KDLS UIC, a una
velocidad de flujo de 1250 mi/h, temperatura de camisa de 90°C, temperatura de condensador a -4°C, velocidad de
rodillo de 350 rpm y una presion de 4 mbar. Se obtuvo una mezcla de Acidos grasos de aceite de salmén con el
30,1% de 4cidos grasos ©-3 de cadena larga (muestra M2).

Se alimento la mezcla de acidos grasos de salmén a una columna de destilacién de recorrido corto KDLS U!IC, a una
velocidad de flujo de 100 mi/h, temperatura de camisa de 65°C, temperatura de condensador a 4°C, velocidad de los
rodillos de 350 rpm, presion de 0,005 mbar y se obtuvieron un primer destilado y un primer residuo. Se sometié el
primer residuo a una segunda etapa de destilacién de recorrido corto, a una temperatura de 85°C obteniéndose un
segundo destilado y un segundo residuc. El segundo destilado contenia el 52,2% de acidos grasos w-3 de cadena
larga (muestra M3).

Se muestra el andlisis de las muestras de! ejemplo comparativo 1 en la tabla 2.

Tabla 2: Andlisis de muestras del ejemplo comparativo 1

Aceite de salmon Primer destilado Segundo destilado
Muestra M1 Muestra M2 Muestra M3

EPA, % p/p 10,3 11,4 16,6
DHA, % p/p 15,1 16,8 30,7
®-3 total, % p/p 28,2 30,1 52,2
PCB, ppb 148,86 133,2 96,7
PCEB como dioxinas, ppt 4.6 45 4.1
Dioxina+furanos, ppt 2,7 2.4 2.1
Peréxidos, meg/kg 7.2 1,3 ,
Anisidina 8,1 2,4 1,9
Totox 20,3 8,7 41
Metales pesados
Arsénico, ppb 1200 538 359

Ejemplo comparativo 2 (US 5.130.061).

Preparacion de un concentrado de éster etilico de EPA y DHA a partir de aceite de salmén segtin e! procedimiento
dado a conocer por US 5.130.061.



10

15

20

25

30

35

40

ES2411958 T3

Se mezclaron 300 g del aceite de salmdn usado en el ejemplo comparativa 1 y 200 g de una disolucion de acido
sulfurico al 5% en etanol absoluto en un matraz Erlenmeyer de 2000 m!. Se puso la mezcla a reflujo y se purgd con
nitrégeno durante 8 horas. Se elimind el etanol en exceso mediante destilacion a presion reducida mientras que se
enfriaba la mezcla de reaccidn hasta temperatura ambiente. Se diluyé el residuo de la destilacidén con 400 ml de
hexano y se lavo con 500 ml de agua. Se agité la mezcla heterogénea vigorosamente. Se separé la fase acuosa de
la fase de hexano en un embudo de decantacién y se lavé la fase de hexano con agua repetidamente hasta que el
pH de la fase acuosa fue neutro. Se purificd el extracto hexanico lavado haciéndolo pasar a través de una columna
de gel de silice. Posteriormente, se evapord el extracto de hexano purificado en un evaporador rotatorio hasta 10
mbar y 60°C. Se eliminaron trazas de disolvente alimentando el residuc de la evaporacién a una columna de
destilacién de recorrido corto KDL5 UIC, a una velocidad de flujo de 1250 mi/h, temperatura de camisa de 90°C,
temperatura de condensador a -4°C, velocidad de rodillo de 350 rpm y presion de 4 mbar. Se obtuvo una mezcla de
ésteres etilicos que contenia el 27,9% de acidos grasos -3 de cadena larga (esterificados) (muestra M4).

Se alimentd la mezcla de ésteres etilicos a una columna de destilacion de recorrido corto KDL5 UIC, a una velocidad
de fiujo de 100 mlh, temperatura de camisa 65°C, temperatura de condensador de 4°C, velocidad de rodillo de
350 rpm, presion de 0,005 mbar y se obtuvieron un primer destilado y un primer residuo. Se sometié el primer
residuo a una segunda etapa de destilacion de recorrido corto, a una temperatura de 85°C obteniéndose un segundo
destilado y un segundo residuo. El segundo destilado contenfa el 51,6% de &cidos grasos de cadena larga
(esterificados) (muestra M5).

Se muestra el analisis de las muestras del ejemplo comparativo 2 en la tabla 3.

Tabla 3: Andlisis de muestras de! ejempio comparativo 2

Aceite de salmon Primer destilado Segundo destitado
Muestra M1 Muestra M4 Muestra M5

EPA, % p/p 10,3 9.9 17,1
DHA, % p/p 15,1 14,8 29,7
-3 total, % p/p 28,2 279 51,6
PCB, ppb 148,68 136,4 103,7
PCB como dioxinas, ppt 4,6 45 3,9
Dioxina + furanos, ppt 27 25 23
Perdxidos, meg/kg 7.2 7.5 3,9
Anisidina 6,1 6,0 2.4
Totox 20,3 21.0 10,2
Metales pesados

Arsénico, ppb 1200 945 450

Ejemplo 1.
Preparacion de un concentrado de ésteres elilicos de EPA y DHA de aceite de salman.

Se pusieron 300 g del aceite de salmdn usado en el ejemplo comparativo 1, 150 g de etanol y 150 g de disolucién de
hidrdxido de sodio en agua destilada al 28% en un matraz Erlenmeyer de 2000 ml. Se puso la mezcla a reflujo y se
purgd con nitrégeno durante una hara, dando como resultado la saponificacion completa del aceite de salmén.

Se puso la mezcla saponificada en un embudo de decantacion de 3000 ml y se afiadieron 150 g de etanol, 150 g de
agua destilada y 900 g de hexano al embudo. Se agitd la mezcla resultante vigorosamente y se dejo gque
sedimentase. Se separd la fase hexdnica superior y se extrajo la fase acuosa inferior tres veces méas con 700 ml de
hexano. Se elimind el disolvente de los extractos hexadnicos en un evaporador rotatorio a presion reducida.

Se aciduld la fase acuosa afiadiendo 200 g de una disolucién acuosa de acido clorhidrico al 20%. Se lavo la fase
organica resultante con porciones de una disoiucién acuosa de etano! al 50% hasta pH 4-5 y entonces se evapord
en un evaporador rotatorio a 10 mbar y 60°C. Se obtuvo una mezcla de Acidos grasos que contenia el 29,6% de
acidos grasos w-3 de cadena larga (muestra M6).

Se mezcld la mezcla de dcidos grasos con 100 g de una disolucién de 4cido sulfarico al 1,0% en etanal absoiuto y
se puso a reflujo durante 2 horas. Se consideré que la reaceion habia finalizado tras alcanzar ia mezcla un indice de
acidez constante. Se neutralizo la mezcla que habia reaccionado con 40 g de una disolucion de carbonato de sodio
al 10% en agua destilada seguido por lavados con porciones de 40 g de agua destilada. Posteriormente, se evaporé
la mezcla en un evaporador rotatorio a 10 mbar y 60°C. Se eliminaron trazas de disolvente alimentando el residuo de
la evaporacion a una columna de destilacién de recorrido corto KDL5S UIC, a una velocidad de flujo de 1250 mi/h,
temperatura de camisa de 90°C, temperatura de condensador a -4°C, velocidad de rodillo de 350 rpm y presion de
4 mbar. Se obtuvo una mezcla de ésteres etilicos que contenia e! 30,9% de acidos grasos -3 de cadena larga
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{muestra M7).

Se alimenté la mezcla de ésteres etilicos a una columna de destilacién de recorrido corto KDL5 UIC, a una velocidad
de flujo de 100 mV/h, temperatura de camisa de 65°C, temperatura de condensador 4°C, velocidad de rodillo de
350 rpm, una presién de 0,005 mbar obteniéndose un primer destitado y un primer residuo. Se destild de nuevo el
5 primer residuo en la columna de destitacién de recorrido corto a una temperatura de 85°C obteniéndose un segundo
destilado y un segundo residuo. E! segundo destilado contenia el 52,3% de 4cidos grasos o-3 de cadena larga

Aceite de salmén Acidos grasos Esteres etilicos | Segundo destilado
Muestra M1 Muestra M6 Muestra M7 Muestra M8
EPA, % p/p 10,3 10,1 10,3 20,4
DHA, % p/p 15,1 17,2 17,4 29.8
-3 total, % p/p 28,2 29,6 30,9 52,3
PCB, ppb 148,6 46,3 44,9 26,7
PCB como dioxinas, ppt 46 0,8 1,0 1,2
Dioxina + furanos, ppt 2,7 0,6 0,6 0,8
Perdxidos, meg/kg 7.2 1,1 1,2 0,1
Anisidina 6,1 0,9 1,1 0,3
Totox 20,3 3,1 3,5 0.5
Metales pesados
Arsénico, ppb 1200 200 205 < 100
10  Ejemplo 2.
Preparacién de un concentrado de ésteres etilicos de EPA y DHA a partir de aceite de sardina.
Se duplico ! ejemplo 1 usando aceite de sardina, con un indice Totox de 45. Se muestra el analisis de las muestras
en la tabla 5:
Tabla 5: Andlisis de muestras Ejemplo 2
Aceite de sardina Acidos grasos Esteres etilicos | Segundo destilado
EPA 16,1 16,3 16 30,1
DHA 6,2 6,1 6,2 15,4
®-3 total 241 24,2 23,4 48,2
PCB, ppb 104,6 41,6 441 18,5
PCB como dioxinas, 3.2 0,3 04 0,6
ppt
Dioxina + furanos, ppt 2.1 0.3 0,3 0.4
Peréxidos, meg/kg 10,7 3,5 3,6 0.1
Anisidina 23,6 1,9 1,8 0,1
Totox 45 8.9 9,0 0,2
Metales pesados
Arsénico, ppb 980 345 330 <100
15 Ejemplo3d.

{muestra M8).

Se muestra el andlisis de las muestras del ejemplo 1 en la tabla 4.

Tabla 4; Analisis de muestras del ejemplo 1

Preparacidn de un concentrado de ésteres etilicos de EPA y DHA a partir de aceite de caballa.

Se duplicéd el ejemplo 1 usando aceite de jurel que tenia un indice Totox de 33. Se muestran los resultados del

ejemplo en la tabla 6:

Tabla 6: Analisis de muestras del ejemplo 3

i Aceite de jurel

Acidos grasos

| Esteres etilicos | Segundo destilado |
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EPA 5,4 5.4 5,1 15,7
DHA 16,8 16,9 16,3 322
w-3 total 24,4 246 22,6 50,1
PCB, ppb 91 26 27 18
PCB come dioxinas, ppt 3,7 09 1,0 1,1
Dioxina + furancs, ppt 3,1 0,5 0,5 04
Peréxidos, meg/kg 9.2 4.1 3,8 0,3
Anisidina 14,6 1,1 1,1 0,2
Totox 33 9,3 8,7 0.8
Metales pesados

Arsénico, ppb 890 210 196 < 100

Eiemplo 4.

Preparacion de un concentrado de ésteres etilicos de EPA y DHA a partir de aceite de sardina en un reactor de 200
litros.

Se cargd un reactor de acero inoxidable, agitado por turbina, con camisa y deflector, de 200 litros con 15 kg de
etanol, 15 kg de una disolucion acuosa de hidroxide de sodio al 18,7% y 15 kg de aceite de sardina (muestra M10)
cuyas caracteristicas se muestran en la tabla 7. Se calenté la mezcia hasta 55°C durante una hora y entonces se
enfrid hasta 45°C. Entonces, se afiadieron 45 kg de hexano y se agité durante 10 minutos. Se dejé que sedimentase
la muestra durante 15 minutos y se separd la fase organica de la fase acuosa. Se extrajo la fase acuosa dos veces
usando el mismo procedimiento. Se recogieron los extractos hexanicos y se eliminé e! disclvente de los mismos a
presién reducida. Se aciduld la fase acuosa o refinada a una temperatura de 25°C con 28 kg de una disolucién de
Acido clorhidrico al 10% y 5 agitando !a mezcia durante 5 minutos. Se dejé que sedimentase la mezcla acidulada
durante 15 minutos, para separar las fases acuosa y organica. Una vez que se retird, se lavo la fase orgénica con
10 kg de una disclucién acuosa de etanol al 50% hasta pH 5. Se fiitré la fase organica iavada para separar los
sdlidos en suspension. Se diluyd 'a fase organica, lavada y filttrada, con hexano hasta el 20% en peso y se transfirié
a un segundo reactor de 150 litros, dotado de un agitador de tipo ancla y camisa de refrigeracion, y se enfrio hasta
-25°C. Se filtr6 la mezcla enfriada a -25°C en una bolsa filtrada a través de malla de poliéster de 10 micrometros. Se
cargé el filtrado obtenido en el reactor de 200 litros y se calentd a 55°C a una presién de 200 mbar. Se puso la
mezcla de 4cidos grasos con disolvente eliminado en contacto con una disolucion de 20 kg de urea disueita en 55 kg
de etanol a 80°C. Se agitd ia mezcia para formar el complejo con urea y entonces se enfrié hasta 15°C. Se
separaron por filtracién los sdlidos precipitados y se obtuvo un filtradoe libre de sdlidos. Se enfri¢ e! filtrado libre de
sdlidos hasta 1°C y se filtré para obtener un segunde filtrado libre de sdlidos. Se mezceld el segundo filtrado libre de
sdlidos con 3 kg de Aacido ciorhidrico disuelto en 50 kg de agua y 20 kg de hexano, se agité y se dejé que
sedimentase. Se separd la fase acucsa 4cida y se lavé ia fase organica con 5 kg de agua hasta que el pH fue
neutro. Se eliminé el disclvente de la fase organica a 80°C y 50 mbar. Se chtuvieron 2,3 kg de una mezcla de acidos
grasos que contenia el 77,2 % de acidos grasos w-3 (muestra M-11).

Entonces, se cargaron 40 g de &cido suffirico disuelto en 10 kg de etanol en el reactor y se calentd a 80°C.
Posteriormente, se enfrié el reactor hasta 40°C y se afadieron 10 kg de hexano junto con 70 g de carbonato de
sodio disuelto en 5 kg de agua. Se agitd la mezcia durante 5 minutos entonces tras sedimentar se separ¢ la fase
acuosa de la fase organica. Se lavd ia fase organica con 5 kg de agua y se eliminé el disolvente a 80°C y 50 mbar.
Se obtuvieron 2,5 kg de una mezcla de ésteres etilicos de 4cides grasos que contenia el 70,9 % de acidos grasos ®-
3 (muestra M-12).

Se eliminaron trazas de disolvente de los ésteres etilicos alimentando la mezcla a una columna de destilacion de
recorrido corto KDLS UIC, a una velocidad de flujo de 1250 mi/h, temperatura de camisa de 80°C, temperatura de
condensador a -5°C, velocidad de rodillo de 350 rpm v presion de 4 mbar. Se alimentsd la mezcla de ésteres etilicos
destilados a una columna de destilacion de recorrido corto KDLS UIC, a una velocidad de flujo de 90 mi/h,
temperatura de camisa de 85°C, temperatura de condensador a 4°C, velocidad de rodilio de 350 rpm, presion de
0,005 mbar obteniéndose un primer destilado y un primer residuo.

Se mezcld el primer residuo con el 1% de Tonsil a 70°C y a presién reducida durante 30 minutos y se filtré
obteniéndose un filtrado purificado que se sometid a una segunda etapa de destilacién de recorrido corte, a una
temperatura de 98°C cbteniéndose un segundo destilado y un segundo residuo. El segundo destilado contenia el
86,2% de acidos grasos -3 de cadena larga. Se enfrié el segundo destilado hasta -25°C durante 12 horas y
entonces se filtrd. Se alimento el filtrado resultante a una columna de desodorizacion, a una temperatura de 100°C
usando nitrdgeno a 130°C y una presién de 15 mbar durante la desodorizacién. Se obtuvo un concentrado
desodorizado de ésteres etilicos de acidos grasos w-3 de cadena larga (muestra M13) al que se afadié una mezcla
de ésteres de tocoferol, palmitato de ascorbilo y extracto de romero a una concentracién de 2550 ppm.
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Se muestra el andlisis de las muestras del ejemplo 4 en la tabla 7.

Tabla 7: Andlisis de muestras dei ejempio 4

Aceite de sardina Acidos grasos Esteres etilicos Segundo destilado
Muestra M10 Muestra M11 Muestra M12 Muestra M13

EPA 10,3 29,8 27,1 291
DHA 15,1 44,3 40,5 56,2

®-3 total 26,1 77,2 70,9 86,3
PCB, ppb 98 44 46 7

PCB como dioxinas, ppt 3,8 1,8 1,7 1,2
Dioxinas+furanos, ppt 4,1 0.4 0,5 0,3
Perdxidos, meg/kg 5.1 0.9 1,3 0,1
Anisidina 8,9 0,8 0,8 0,1
Totox 19,1 2,6 3,4 0,3
Metales pesados

Arsénico, ppb 1090 304 321 <100

Ejempio 5.

Preparacion de un concentrado de ésteres etilicos de EPA y DHA a partir de aceite de cabalia en reactor de 200
litros.

Se cargd un reactor de acero inoxidable, agitado por turbina, con camisa y deflector, de 200 litros con 15 kg de
etanol, 15 kg de una disolucidn acuosa de hidréxido de sodio al 17,4% y 15 kg de aceite de jurel del ejemplo 3 y
cuyas caracteristicas se muestran en la tabla 8. Se calenté la mezela a 75°C durante una hora y entonces se enfrié
hasta 45°C. A continuacion, se afadieron 45 kg de hexano y se agité durante diez minutos. Se dejd que
sedimentase la mezcla durante 15 minutos y se separd la fase organica de la fase acuosa. Se extrajo la fase acuosa
dos veces mediante el mismo procedimiento. Se acidulé la fase acuosa o refinada a una temperatura de 25°C con
26 kg de una disolucidn de &cido clorhidrico al 10% y se agité durante 5 minutos. Se dejé que sedimentase la
mezcla acidulada durante 15 minutos, y entonces se separd la fase acuosa de la fase orgdnica. Se lavéd la fase
organica con 10 kg de disolucidn acuosa al 50% hasta pH 5. Se mezclé la fase organica lavada con 100 g de acido
sulfirico disueltc en 10 kg de etanocl y se calentd destilando una mezcla de disclventes hasta que se alcanzé la
temperatura de BO°C. Posteriormente, se enfrid el reactor hasta 40°C, se afadieron 350 g de carbonato de sodio
disuelto en 5 kg de agua y se aqité durante 10 minutos. Se separd la fase acuosa. Se lavé la fase orgdnica con 5 kg
de agua y se elimind el disolvente a 80°C y 50 mbar. Se obtuvieron 14,6 kg de una mezcla de ésteres etilicos de
dcidos grasos que contenfa el 24,7% de acidos grasos -3. {muestra M-14).

Se eliminaron trazas de disolvente de los ésteras etilicos alimentando la mezcla a una columna de destilacion de
recorrido corto KDLS UIC, a una velocidad de fiujo de 1250 mifh, temperatura de camisa de 80°C, temperatura de
condensador a -5°C, velocidad de rodillo de 350 rpm y presién de 4 mbar. Se alimentaron los ésteres etilicos
destilados a una columna de destilacidon de recorrido corto KDL5 UIC, a una velocidad de flujo de 90 mlh,
temperatura de camisa de 85°C, temperatura de condensador a 4°C, velocidad de rodillo de 350 rpm, una presién de
0,005 mbar, obteniéndose un primer destilado y un primer residuo.

Postericrmente, se sometid el primer residuo a una segunda destilacién de recorrido corto, a una temperatura de
96°C y se obtuvieron un segundo destilado y un segundo residuo. El segundo destilado contenia el 51,2% de acidos
grasos -3 de cadena larga {muestra M15). Finalmente, se mezclaron 2000 ppm de acetato de tocofero! {Grindox
Toco 70, Danisco) con el segundo destilado.

Se muestra el analisis de las muestras del sjemplo 5 en la tabla 8.

Tabla 8: Andlisis de muestras del ejemplo 5

Aceite de jurel Esteres stilicos Segundo destilado
Muestra M14 Muestra M15

EPA 54 58 12,9
DHA 16,8 16,1 35,7
©-3 total 24,4 24,7 51,2
PCB, ppb 91 31 15

PCB como dioxinas, ppt 3,7 1,4 1,0
Dioxina + furanos, ppt 3.1 0,7 0,4
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Peroxidos, meg/kg 9.2 3.4 0,1

Anisidina 14,6 0,9 0,3

Totox 33 7.7 0,5

Metales pesados

Arsénico, ppb 890 269 <100
Eiemplo 6.

Isémeros cis/trans de EPA en los concentrados de los ejemplos 2 y 3.

Se saponificé un gramo del segundo destilado del ejemplo 2 con una disolucion de hidréxido de potasio en metanal
acuosc a 10°C durante 24 horas. Entonces, se aciduld la mezcla saponificada con acido clorhidrico al 1%, a 10°C.
Se extrajo la mezcla acidulada con éter de petrdleo tres veces. Se recogieron los extractos de éter de petréleo, se
lavaron con una disolucion acuosa de metanol al 20% y se eliminé el disolvente del exiracto lavado en un
vaporizador rotatorio a 20°C y 5 mbar. Se metilé el residuo usando triflucruro de boro. Se obtuvieron 870 mg de
ésteres metilicos de acidos grasos w-3 de cadena larga. Se preparé una muestra de ésteres metilicos de acidos
grasos o-3 de cadena larga del segundo destilado del ejemplo 3 de manera similar.

De manera similar, se prepararon ésteres metilicos de 4dcidos grasos de aceite de sardina del ejemplo 2 y aceite de
jurel dei ejemplo 3 usando la técnica descrita.

Se inyectd un patrén de éster metilico de 4cido todo-cis(5, 8, 11, 14, 17)-eicosapentaencico en un cromatégrafo de
gases, serie 7890A dotado de detector selectivo de masas de 5975Cinert, de Agilent Technologies, usando una
columna SP 2560 de 100 metros, que tenia un didgmetro intemo de 0,25 mm y un groser de pelicula de 0,20
micrémetros. El programa cromatogréfico era: temperatura inicial de 140°C durante 5 minutos; temperatura creciente
a la velocidad de 2°C/min hasta 240°C y se mantuvo a 240°C durante 30 minutos. La temperatura del inyector y el
detector era de 250°C. Se usé helio extrapuro como portador. Se almacenaron los espectros de masas del patron en
la biblioteca de datos.

Posteriormente, se inyectaron las muestras de los ésteres metilicos preparados a partir de las muestras del segundo
destilado de los ejemplos 2 y 3 y de los ésteres metilicos obtenidos a partir de los aceites originales de los ejemplos
2 y 3 en el cromatdgrafo. Se usd el software Chemstation para obtener una “calidad de coincidencia” del 99% para
cada una de las muestras metiladas. Adicionalmente, se compararon los cromatogramas y espectrogramas de todos
los ésteres metilicos cromategrafiados y no se detectaron nuevos picos asociados con |a isomerizacion de EPA.

Adicionalmente, se determiné el contenido de isdmeros trans de los dcidos grasos de desde 16 hasta 22 atomos de
carbono, segin la metodologia de AOCS Ce 1h-05. Se muestran los resultados en la tabla 9. Tal como puede
observarse, en las pruebas de los ejemplos 2 y 3, no se generaron isémeros trans y hubo de forma inesperada una
disminucion de dichos isémeros en el producto final.

Tabla 9: Andlisis de acidos grasos trans en concentrados de los ejemplos 2 y 3.

% pp de acidos Aceite de sardina Segundc destilado Aceite de jurel Segundo destilade
grasos trans de Ejemplo 2 Ejemplo 2 Ejemplo 3 Ejemplo 3
ésteres metilicos
Ci61 T 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
c181T 2,02% 1,18% 0,37% 0,28%
Ci182T 0,22% 0,05% 0,15% 0,13%
Ci83T 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
c201 T 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
c221T 0,00% 0,00% 0.00% 0,00%
Ejemplo 7.

Evaluacion sensorial y determinacion de la establlidad de muestras de ésteres stilicos de acidos grasos de los
ejemplos 2y 3.

Se evaluaron las propiedades organolépticas y la estabilidad por un panel cualificado de 12 panelistas. Se
proporcionaron a cada panelista las muestras que debfan evaluar en pequefios vasos codificados con 3 digitos
aleatorios y que contenian 15 mi de las muestras. Se llevd a cabo la evaluacion en un laboratorio de evaluacion
sensorial aproximadamente a las 11:00 de la mariana.

Para valorar las caracteristicas sensoriales de los productos, se consideraron los siguientes parametros; aspecto,

arcma, sabor, rancidez y presencia de sabores y olores extrafios. La escala de medicién para dichos parametros
oscild entre 1 y 9 puntos, en la que 9 mepresenta, en el caso de sabor “excelente, tipico, excepcionalmente
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agradabie” y 1 “raro, desagradable, asquercso”. En el caso de la rancidez, el criterio tenia un intervalo de 5 puntos
en el que 5 significa “sin rancidez” y 1 “extremadamente rancio”.

La tabla 10 presenta los resultados promedio obtenidos en la valoracidon organoléptica de las muestras de ésteres
etilicos de Acidos grasos M15 de muestras recientes, el ejemplo 5 (A) vy las mismas muestras tras 29 semanas de
almacenamiento a temperatura ambiente. No se afiadieron agentes de enmascaramiento del sabor, olor 0 aspecto a
las muestras.

Tabla 10: Resultados de la evaluacidn organoléptica y estabilidad Ejemplo7

Muestra Aspecto Aroma Sabor Rancidez
M15 Ejemplo 5 (A) 7,5 7.6 7.1 4,7
M15 Ejemplo 5 (B) 7.9 7.4 7,2 4,6

Aspecto: puntuacién de 7.5, lo que significa que el aspecto es “bueno”.

Aroma: la puntuacién obtenida fue de 7,6, que lo califica como “bueno”.

Sabor: con respecto al sabor, la muestra puntud 7,1 lo que significa “bueno”.

Rancidez: las muestras puntuaron 4,6 lo que significa “de baja rancidez”.

Tal como puede observarse, todas las muestras tenian propiedades organoiépticas y estabilidad aceptables.
Ejemplo 8.

Efectos secundarios de muestras ingeridas.

Para comparar los efectos secundarios provocados por diferentes concentrados de EPA y DHA obtenidos a partir de
aceite de pescado, se dividieron 10 voluntarios en dos grupos, A y B, de 5 individuos cada uno.

Se mezclaron 900 g de yogur con 100 gramos de preparacion comercial de ésteres etilicos de 4cidos grasos que
contenia 33 g de EPA y 22 g de DHA (musestra 1). De forma paralela, se mezclaron 100 g de ésteres etilicos del
ejemplo 5, muestra M15 también con 900 g de yogur (muestra 2).

Cada miembro del grupo A ingirid 150 g de mezcla de yogur de la muestra 1, y cada miembro de! grupo B ingirié
150 g de mezcla de yogur de la muestra 2. Tres horas tras la ingestion, 4 miembros dei grupo A y 1 miembro del
grupo B nofificaron que estaban experimentando reflujo gdstrico.

Una semana mads tarde, se repitié la prueba con los mismos individuos de los grupos Ay B usando la muestra 1 y la
muestra 2 recién preparadas tal como se describid anteriomrmente pero esta vez se les administré a los miembros del
grupo A la muestra 2 y se les administré a los miembros del grupo B la muestra 1. Tres horas tras la ingestién,
ninguno de los miembros del grupo A experimenté reflujo gdstrico mientras que los 5 miembros del grupo notificaron
que estaban experimentando reflujo gastrico.

Puede conciuirse que los concentrados de EPA y DHA preparados segin el procedimiento dado a conocer en el
presente documento no presentan los efectos secundarios caracteristicos asociados comunmente con la ingestién
de derivados de aceite de pescado.

Eiemplo 9.

Evaluacidn sensorial de una muestra mantenida en condiciones oxidativas.

Se mantuvo una placa Petri de 15 ¢cm de didmetro con 20 g de muestra M15 del ejemplo 5 en un homo de
conveccion forzada a 45°C durante 6 horas. Posteriormente, se retird la muestra del horno y se permitié que se
enfriase.

Se evalud la muestra por un panel de 5 personas. No se detectd olor a pescado.

Se repitid la prueba con la muestra M3 del ejemplo comparativo 1. Se percibié un olor a pescado rancio por el panel.

Se repitid la prueba con la muestra M5 del ejemplo comparativo 2. De nuevo, se percibié un olor a pescado rancio
por el panel.

Se repitid la prueba con la muestra de ésteres etflicos de acidos grasos 33/22 EPA/DHA usada en el ejemplo 8. De
nuevo, se percibid un olor a pescado rancio por el panel.

Ejemplo 10.

Determinacion de la estabilidad oxidativa de la muestra M15.
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Se midi6 la estabilidad a la oxidacion de una parte de la muestra M15 del ejemplo 5 por medio del método de prueba
Rancimat. El tiempo de induccidn a 80°C fue de 28,11 = 0,97 horas. En paralelo, se llevaron a cabo pruehas
Rancimat con la muestra de ésteres etilicos 33/22 usada en el ejemplo 8. El tiempo de induccidn a 80°C fue de 1,67
+ 90,10 horas.

Ejemplo 11.
Espectro de masas de una muestra.

Se determind una muestra del residuo hexanico del ejemple 4 mediante CG-EM en un cromatdégrafo HP7890
acoplado a un aparato 5975Cinen dotado de un detector de masas. El informe cromatografico indicd la presencia en
la muestra de mas de 50 compuestos en una concentracién mayor que 1000 ppm tal como puede observarse en la
tabla 11.

Tabla 11: Andlisis de CG-EM del residuo hexanico del ejemplo 4

N.° Nombre de! compuesto Coincidencia, % N.° CAS
1 beta-Pineno 93 000127-91-3
2 Monoéster (2-etithexilico) de acido 1,2-bencenodicarboxilico 50 004376-20-9
3 N-(3-Aminopropil)-1,4-butanodiamina 47 000124-20-9
4 3,7-Dimetil-1,6-octadien-3-ol 30 000078-70-6
5 1-Anilingisogquinglina 41 013797-20-1
6 1-Nonadeceno 94 018435-45-5
7 1R-alfa-Pineno 96 007785-70-8
8 3,4,4a,5,6,7-Hexahidro-4a-[(metilamino)metil]-2(1H)-naftalenona 43 1000197-08-7
9 2,3-Dihidro-4-metil-8-nitro-1H-1,5-benzodiazepin-2-ona 52 037546-88-6
10 | 2-Decanona 55 000693-54-9
11 3,5-di-terc-Butil-4-hidroxibenzaldehido 64 001620-98-0
12 | Alcohol 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibencilico 93 000088-26-6
13 | 3-Careno a5 013466-78-9
14 | 4-Metil-1-(1-metiletil}-3-ciclohexen-1-ol 93 000562-74-3
15 | 3-Fluoro-2,2,3,4,4,5,5,6,6,7,7-undecametil- 49 1000311-73-1
[1,2,3,4,5,6,7loxahexasilepano
16 4,4'-Etilenbis(2,6-di-terc-butilfenol) 94 001516-94-5
17 | Ester metilico (todo-Z) del acido 4,7,10,13,16,19- 38 002566-90-7
docosahexaenoico
18 | 4-4-Metilamino-1-metilbutilamino]-7-cloroguinolina 27 031510-563-9
19 | 5-(2-Aminopropil)-2-metilfenct 38 021618-99-5
20 | Ester metilico (todo-Z) del dcido 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico 86 002734-47
21 5-Androsten-17-alfa-etinil-3-beta, 17-beta-diol 70 1000126-90-5
22 2,2,2-Tricloroacetamida 53 000594-65-0
23 | 1-Metil-2-(1-metiletil)-benceno 97 000527-84-4
24 [ 2,4-Dimetil-benzalh]quinolina 46 000605-67-4
25 Ester metilico del acido 3,5-bis(1,1-dimetiletil)-4-hidroxi-benzaico 60 002511-22-0
26 | Alcohol alfa-(1-amincetil)-m-hidroxibencilico 25 000054-49-9
27 | 3-Metii-butanamida 38 000541-46-8
28 Hidroxitolueno butiiado 89 000128-37-0
29 (3-beta)-Colest-5-en-3-0f 99 000057-88-5
30 Isobutirato de citronelilo 64 000097-89-2
<1 1,2.4-Trietenil-ciclohexano 45 002855-27-8
32 2-Metil-2-(4-metil-3-pentenil)-ciciopropanometano! 38 000541-05-9
33 | 4,4,5,7,8-Pentametil-dihidrocumarina 46 039170-97-3
34 | dl-Alanil-1-fenilalanina 43 108740-86-9
35 Dodecano 58 000112-40-3
36 | 4-metil-dodecano 58 006117-97-1
37 Eucaliptol 98 000470-82-6
38 N-fenil-heptanamida 38 056051-98-0
39 Hexadecano g5 000544-76-3
40 Ester etilico de! dcido hexadecanoico 98 000628-97-7
41 {Z2)-5,11,14,17-Eicosatetraenoato de metilo 50 059149-01-8
42 Pentadecano 96 000629-62-9
43 | 2,6,10,14-tetrametil-pentadecanc H 001921-70-6
44 p-alfa-dimetil-fenetilamina 43 000064-11-9
45 | 2,6-bis(1,1-Dimetiletil-etiletil}fenol 50 004130-421
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46 [ 3-(1,1-Dimetiletil)-4-metoxi-fenol 60 000088-32-4
47 | Ester butilhexilico del &cido ftalico 59 1000308-99-5
48 | Acido pterin-6-carboxilico 22 000848-60-7
49 Escualeno 99 007683-64-9
50 | Tetradecano 92 000629-59-4
51 Ester 5-alfa-colestan-3-beta-ilico del acido tiocianico 38 020997-50-6
52 Ester 5-alfa-colestan-3-beta-ilico del dcido tiocianico 52 020997-50-6
53 | 2,5-Dibutil-tiofeno 59 006911-45-1

54 | Tridecano 92 000629-50-5

55 Ester etilico del acido undecanoico 70 000627-80-7

Tal como puede concluirse a partir de los datos mostrados en |a tabla 11, el procedimiento dado a conocer puede
eliminar una gran familia de compuestos en aceites marinos, incluyendo tanto compuestos que se producen de
manera natural diferentes a acidos grasos -3 y contaminantes, que podrian ser responsables de los efectos
secundarios y reversiones no deseadas del sabor y et olor de muchos concentrados de aceite de pescado.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para obtener un concentrado de ésteres de EPA y DHA a partir de aceites marinos crudos o
refinados, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a}). pener en contacto aceite marino crudo o refinado con uno ¢ mas alcalis y agua a una temperatura como
maximo de 100°C hasta gue se obtiene una mezcla que comprende aceite marinoc saponificado;

b). poner en contacto 'a mezcla saponificada con uno o mas disclventes organicos para formar una fase
refinada que comprende sales alcalinas de 4cidos grasos y una fase extraida;

c). separar la fase extraida de la fase refinada;

d}). mezclar {a fase refinada con una disolucién acucsa de un acido para formar una fase no acuosa que
comprende acidos grasos y una fase acuosa;

e). separar la fase acuosa de la fase no acuosa;

f). mezclar fa fase no acuosa separada con un alcoho! y un catalizador de esterificacion a una temperatura
como maximo de 150°C hasta que se obtiene una mezcla esterificada que comprende ésteres de acidos
grasos;

). retirar el catalizador de la mezcla esterificada para obtener la mezcla esterificada libre de catalizador;

h). eliminar e! disolvente de la mezcla esterificada fibre de catalizador para obtener ésteres de los acidos
grasos, e

i). destilar los ésteres de acidos grasos en una columna de destilacién de recorrido corto a una temperatura
de al mengs 180°C y una presién inferior a 1 mbar para obtener un concentrado que comprende ésteres de
EPA y DHA,

Procedimiento segln la reivindicacion 1, caracterizado porque el alcali en la etapa (a) se elige del grupo
que consiste en hidroxido de scdio, hidréxido de potasio, hidréxide de litio, hidroxido de magnesio y sus
mezclas, y la razon en peso de alcali con respecto a aceite crudo o refinado es de aproximadamente 0,15:1
y la razon en peso de agua con respecto a aceite crudo o refinado es de entre 0,5:1 y 2:1.

Procedimientc segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la mezcla de la etapa (a) comprende etanol y
ia razdn en peso de etanol con respecto a aceite crudo o refinado es de entre 0,5:1 y 2:1.

Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque ia mezcia de la etapa (a) comprende hexano
y la razdn en peso del hexano con respecto al aceite crudo o refinado es de entre 0,5:1 y 2:1.

Procedimiento segun ia reivindicacién 1, caracterizado porque la mezcia de la etapa (a) comprende uno o
mas antioxidantes y la razdn en peso del antioxidante con respecto at aceite crudo o refinado es inferior a
1:100.

Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la mezcla de la etapa (a) se mantiene a una
presién de aproximadamente 1 bar y a una temperatura de no mas de 100°C durante un periodo de tiempo
de entre 30 y 120 minutos para obtener aceite maring sapeonificado.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque en la etapa (b) la temperatura es de entre 20
y 60°C, la presion es de aproximadamente 1 bar, el disclvente usado se elige del grupo que consiste en
petrdleo, pentano, hexano, heptanos y octano y la razén en peso del disolvente que va a hacerse
reaccionar es de entre 1:1 y 5:1.

Procedimiento segln la reivindicacion 1, caracterizado porgue en la etapa (d) el acido se elige det grupo
que consiste en acido sulftirico, dcido fosférico, Acido acético, dcido fdrmico, Acido tricloroacético y acido
carbonico, la temperatura es de entre 20 y 70°C, la presion es de aproximadamente 1 bar y porque la razén
estequiométrica de! Acido con respecto al Alcali de la etapa (a) es de aproximadamente 1,05:1.

Procedimiento segin la reivindicacion 1, caracterizado porque el alcohol de la etapa (f) se elige del grupo
que consiste en metanol, etano! y glicerol, la temperatura es de entre 30 y 80°C, la presion de
aproximadamente 1 bar y fa mezcla de esterificacién se mantiene a una temperatura de entre 30 y 80°C
durante un tiempo de entre 60 y 240 minutos para formar la mezcla esterificada.

Procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque los ésteres de
acidos grasos se destilan a una presion menor que 0,1 mbar y una temperatura menor que 150°C.

Concentrado de ésteres de EPA y DHA obtenido segun el procedimientc de fa reivindicacion 10,
caractetizado porque el contenido total de ésteres de EPA y DHA es de al menos el 40% en peso del
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concentrado, el contenido de isémeros trans de dichos concentrados es igual a o menor gue el contenido
de isomeros trans del aceite marino crudo o refinado, teniendo los concentrados propiedades
organolépticas neutras y estabilidad oxidativa, siendo su contenido de PCB menor que 90 ng/g v siendo su
contenido de dioxinas y furanos como mucho de 2 pg/g de concentrado.
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Figura 1
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