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DESCRIPCION
Procedimiento de trituracién reactiva de semillas de ricino.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de trituracion reactiva de semillas de ricino que permite,
partiendo de semillas de ricino especificamente acondicionadas y en presencia de alcohol ligero y de catalizador
basico, efectuar una sola etapa la trituracion y la reaccion de transesterificacion de los triglicéridos presentes en el
aceite de ricino, para obtener de manera simultanea un turtd, glicerol y ésteres de acidos grasos, particularmente de
acido ricinoleico. Estos ultimos se utilizan principalmente en la fabricacion del acido 11-amino undecanoico,
mondémero constitutivo de Rilsan® 11, que es una poliamida con propiedades fisicas excepcionales, desarrollado por
la solicitante. Ademas, el procedimiento segun la invencién permite obtener un turté completamente desintoxicado y
desalergenizado en el que la toxina y el alérgeno se han inactivado. Los turtds obtenidos por el procedimiento de
tratamiento de semillas de ricino segun la invencidon mantienen un interés nutricional y pueden utilizarse
directamente en alimentacién animal, sin constituir un peligro para la salud de las personas que los manipulan.

Se sabe preparar, a partir de semillas de plantas oleaginosas, ésteres de acidos grados, en dos etapas, es decir una
etapa de extraccion de aceite en presencia de disolvente y una etapa de transesterificacion de este aceite en
presencia de alcohol y catalizador, para obtener una fase éster y una fase glicerol.

Los documentos US 7 112 229 y US 2005/0011112 de Petrobas describen un procedimiento de obtencién de
ésteres de acidos grasos para una aplicacion biodiesel. El procedimiento descrito se realiza Unicamente en modo
discontinuo (reaccion en lecho agitado). El procedimiento se realiza a partir de semillas de plantas oleaginosas ricas
en aceites (que tienen un contenido de triglicéridos que varia del 15 al 70 % en peso). Este procedimiento
comprende una etapa previa de acondicionamiento de las semillas, durante la cual:

- las semillas se descascarillan y después se limpian con un tamiz vibrador,
- las semillas limpias se secan para reducir su contenido de humedad a menos del 0,5 % en peso.

Las semillas secas se introducen en un reactor con alcohol anhidro; esta mezcla heterogénea se transforma en una
suspension homogénea mediante un agitador. Es entonces cuando un catalizador basico se introduce en el reactor.
A continuacién esta mezcla de reaccién se calienta durante 30 a 90 minutos a una temperatura de 30 a 78 °C, lo que
conduce a la transesterificacion de los triglicéridos en ésteres con un indice de conversién elevado, comprendido
entre el 98 y 100 %.

Sin embargo, este procedimiento presenta los siguientes inconvenientes:

- sobrecoste de produccion vinculado al uso de un equipo de descascarillado;

- generacion de productos secundarios sélidos de escaso valor afiadido (cascaras);

- mala estabilidad mecanica del turto;

- formacion de restos responsables de la obstruccion de los filtros;

- en el caso de semillas de ricino, peligro toxico y alergénico debido a la tendencia de los restos secos a disiparse
en el aire del ambiente.

En efecto, la semilla de ricino contiene, ademas de una poderosa toxina (el ricino), alcaloides téxicos tales como
ricinina y ricidinina, asi como una proteina muy alergénica (CB-1A) que, activa a concentraciones del orden de ppm
(cuando su concentracion en peso es del 6,1 al 9 % en la semilla descascarillada desgrasada y del 0,09 al 4,2 % en
los turtds comerciales desgrasados, segin Anandan et al. Animal Feed Science & Technology, 120 (2005) 159-168)
puede provocar reacciones cutaneas severas e irritaciones graves del sistema respiratorio en seres humanos. El
calor destruye el ricino y por tanto puede inactivarse calentando el turté. En lo que respecta a la ricinina y a la
ricidinina, estas estan presentes en muy pocas cantidades y no plantean problemas de toxicidad en la medida en
que en el turté de ricino solo intervienen en cantidades limitadas en la formulacién de alimentos para el ganado.

Como consecuencia, el unico punto critico durante la valoracion del turtd de ricino es la proteina alergénica CB-1A,
que puede resistir la desnaturalizacion térmica. Con esta finalidad, se han efectuado numerosos estudios para
desarrollar un método de desnaturalizacion de esta proteina; dando lugar la mayoria de ellos a tratamientos
eficaces, aunque las proteinas restantes presentes en el turté también se degradan y el turté pierde entonces su
interés nutritivo.

A partir del documento US 3.101.266 se sabe como realizar la desalergenizacion y desintoxicacion de turtds de
ricino mediante un tratamiento a base de una mezcla de agua y Ca(OH). para obtener un pH de 9,5 a 12,5 en el
turté después de calentarlo durante 1 h a 100-120 °C. Para que este tratamiento sea eficaz, la concentracion de
Ca(OH), debe ser al menos del 8 % en peso con respecto al peso del turtd para una temperatura de calentamiento
minima de 100 °C y al menos del 2 % para una temperatura de 120 °C. A pesar de que este procedimiento requiera
una etapa complementaria larga y costosa, la adicion de calcio contribuye a estabilizar los fitatos, compuestos
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antinutricionales de los turtés segun un proceso de formacion de complejos en el que interviene el calcio y el acido
fitico y que conduce a la formacion de sales estables, insolubles, no digeribles por el animal (ver la publicacion de
Mikic A. et al., « Anti-nutritional Factors in Some Grain Legumes », Biotechnol. Anim. Husbandry 25(5-6), 1181-1188,
2009). Esto lo confirma la publicacion de Ekop A.S. et al, E - J. Chem. 5(4), 736-741,

Por tanto es deseable disponer de un procedimiento de tratamiento de semillas de ricino que permita inactivar, de
manera sencilla, rapida y asequible, ademas del ricino, el potente alérgeno CB-1A, lo que posibilitaria por un lado, la
manipulacion sin peligro para el hombre, y por otro lado, el uso del turté de ricino en alimentacion animal. Esto es
particularmente significativo para la economia de paises que son grandes productores de aceite de ricino (India,
China, Brasil), ya que aunque el aceite de ricino tiene multiples usos industriales, los turtés de ricino aun no
encuentran uso a escala industrial, particularmente debido a los problemas de alergias citados anteriormente.

La presente invencion propone ofrecer un procedimiento de tratamiento de las semillas de ricino que limite el nimero
de etapas del tratamiento de las semillas y la manipulacion de turtd, con miras a una aplicacion industrial en modo
continuo para producir ésteres de acido ricinoleico, y que permita destruir « en origen » la toxina y el alérgeno
presentes en la semillas de ricino, conservando si fuese posible un valor nutritivo del turté. Otra ventaja del
procedimiento frente los procedimientos convencionales reside en la poca cantidad de agua que se requiere utilizar.
Las operaciones de refinado del aceite bruto, por ejemplo, requieren mucha agua. Esta reduccién de agua es una
ventaja principal en el ambito del desarrollo de esta tecnologia en los paises en vias de desarrollo y en menor
medida en los paises ricos ya que el agua tiende a ser una comodidad cada vez mas costosa.

Para ello, la invencién tiene por objeto un procedimiento de tratamiento de semillas de ricino, teniendo dichas
semillas un indice de acidez inferior a 2 mg de KOH/g, comprendiendo dicho procedimiento las siguientes etapas:

i) una etapa de acondicionamiento de semillas;

ii) una etapa de puesta en contacto de las semillas acondicionadas con un alcohol ligero anhidro y un catalizador
alcalino en condiciones de temperatura y tiempo suficientes para permitir la extraccién y la transesterificacion
simultaneas del aceite vegetal y conduciendo a la obtencién de una mezcla que comprende ésteres de acidos
grasos y glicerol, y un turté.

El procedimiento segun la invencion, permite hacer reaccionar « en la planta » el alcohol ligero con el aceite
contenido en el nucleo de la semilla. En este procedimiento, el alcohol desempefia, de manera simultanea, la funcién
de disolvente y de reactivo.

De manera caracteristica, las semillas se acondicionan mediante una serie de operaciones que comprenden una
etapa de aplanamiento y una etapa de secado de las mismas.

Segun las condiciones empleadas, el procedimiento segun la invencion puede conducir directamente a la obtencion
de un turtd desintoxicado. En una variante de realizacion, el turtdé se somete a una etapa de secado complementaria,
en condiciones de temperatura y tiempo suficientes para inactivar el ricino y el alérgeno CB-1A. En otras variantes
de realizacion, el turté se mezcla, en estado humedo, con turtés de sal (Shorea robusta), donde esta embebido con
soluciones de taninos y/o de polifenoles, durante un tiempo suficiente para inactivar el ricino y el alérgeno CB-1A.

Ventajosamente, el turté tratado de esta manera pierde su caracter nocivo y puede manipularse sin peligro para el
hombre para su uso en la alimentacién animal.

En el ambito de la presente invencion por « semillas de ricino » se entiende que se refiere a semillas de plantas de
ricino, solas o mezcladas con semillas que provienen de al menos otra planta oleaginosa, oleoproteaginosa o
proteaginosa, comprendidas las semillas de sal, las semillas o la mezcla de semillas que producen un aceite que
contiene al menos el 10 % en peso de acido ricinoleico. No se saldra del ambito de la invencidon cuando las semillas
aplicadas en el procedimiento segun la invencidon provengan total o parcialmente de plantas modificadas
genéticamente que producen el &cido ricinoleico, solas o mezcladas con plantas oleaginosas eventualmente
modificadas genéticamente.

Las plantas oleaginosas se cultivan especificamente por sus semillas o sus frutos oleaginosos ricos en materias
grasas de los que se extrae el aceite para su uso alimentario, energético o industrial. Las plantas proteaginosas
pertenecen al grupo botanico de las leguminosas cuyas semillas son ricas en proteinas. Las plantas
oleoproteaginosas son leguminosas cuyas semillas también contienen aceite.

Por « turté de ricino desintoxicado » segun la invencion se entiende un turté de ricino que presenta al mismo tiempo:

- un indice de desintoxicacion de ricino de al menos 90 % y preferentemente de al menos 95 %, en actividad,
cuando ese indice se mide mediante un ensayo cuantitativo, tal como mediante un ensayo ELISA, o del 100 %
cuando ese indice se mide mediante un ensayo cualitativo.
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-y un indice de inactivacion del alérgeno CB-1A de al menos 50 % y preferentemente de al menos 75 %, en
actividad, cuando ese indice se mide mediante un ensayo cuantitativo, o del 100 % cuando ese indice se mide
mediante un ensayo cualitativo.

Por « indice de desintoxicacion » de ricino se entiende el porcentaje de toxina inactivada en el turto.
Por « indice de inactivacion » de alérgeno CB-1A se entiende el porcentaje de alérgeno inactivado en el turto.

Ventajosamente, el turté de ricino segun la invencion se obtiene directamente al aplicar el procedimiento segun la
invencién, su desintoxicacion y su desalergenizacion no requieren etapas y/o reactivos complementarios. El turtd
segun la invencién posee un nivel de iones Ca® que es inferior al 1,6 % en peso, preferentemente al 1 % en peso,
con respecto al peso del turtd. Este indice difiere del descrito en el documento US 3.101.266 en que es superior al
1,6 % en peso con respecto al peso del turtdé. En efecto, el nivel de iones Ca®* medido en un turtd de ricino no
tratado es del 0,6 % en peso, mientras que la adicion de iones Ca”" mediante una mezcla de Ca(OH); /agua por el
procedimiento descrito en el documento citado anteriormente es de al menos el 1 % en peso.

Otras caracteristicas y ventajas surgiran a partir de la descripciéon detallada del procedimiento de tratamiento de
semillas de ricino segun la invencién indicado a continuacion.

La invencién tiene por objeto un procedimiento de tratamiento de semillas de ricino, solas o mezcladas con semillas
que provienen de al menos otra planta oleaginosa, oleoproteaginosa o proteaginosa, teniendo dichas semillas un
indice de acidez inferior a 2 mg de KOH/g, comprendiendo dicho procedimiento las siguientes etapas:

i) una etapa de acondicionamiento de las semillas sin descascarillado previo;

ii) una etapa de puesta en contacto de las semillas acondicionadas con un alcohol ligero anhidro y un catalizador
alcalino en condiciones de temperatura y tiempo suficientes para permitir la extracciéon y la transesterificacion
simultaneas del aceite vegetal y conduciendo a la obtencion de una mezcla que comprende ésteres de acidos
grasos y glicerol, y un turto;

caracterizado porque las semillas se acondicionan mediante una serie de operaciones que comprenden una etapa
de aplanamiento y una etapa de secado de las mismas.

El aceite de ricino comprende, como componente principal, tricinoleato de glicerol. El &cido ricinoleico es un acido
graso hidroxilado. Ningun otro aceite natural conocido contiene una proporciéon tan elevada de &cidos grasos
hidroxilados. Es esta composicion caracteristica de glicéridos lo que diferencia al aceite de ricino de cualquier otra
grasa y aceites vegetales y la que le otorga sus propiedades fisicas y quimicas notables. El aceite de ricino, no
secante, posee de este modo el indice de viscosidad y la densidad mas elevados entre todos los aceites naturales.
Estas propiedades se deben principalmente a los enlaces de hidrogeno formados entre los grupos hidroxilos. Por
otro lado, el metanol es mucho mas soluble en el aceite de ricino, pero desgraciadamente el glicerol también. Son
estas propiedades las que imponen al aceite de ricino un comportamiento muy particular durante las reacciones
quimicas y que hacen que los procedimientos de transesterificacion de los aceites vegetales « ordinarios »
conocidos no puedan trasladarse sin mas al aceite de ricino (Nota: por « aceite ordinario » se entiende los aceites no
hidroxilados extraidos de plantas oleaginosas tales como girasol, colza, soja, cacahuete, olivo, sésamo, cartamo,
coco, palma).

Otra particularidad de las semillas de ricino esta relacionada con su fuerte toxicidad, debido principalmente a la
presencia del ricino y del alérgeno CB-1A (como se ha indicado anteriormente). Después de la extraccion del aceite,
estos compuestos toxicos se concentran en los turtds, haciendo que su manipulacién sea problematica, o peligrosa,
para el hombre.

El procedimiento segun la invencidon permite resolver los numerosos problemas relacionados con la
transesterificacion del aceite de ricino. Este procedimiento permite producir ventajosamente, de manera simultanea,
ésteres de acidos grasos y glicerol y sin extraccién previa del aceite, asi como un turté desintoxicado (no
alergenizante y no conteniendo ricino activo).

El procedimiento segun la invencion permite pasar directamente de la semilla a los ésteres de acidos grasos, en
particular de acido ricinoleico, evitando las etapas de trituracion, refinado, purificacion y la producciéon de productos
secundarios. Los ésteres de acido ricinoleico obtenidos por el procedimiento segun la invenciéon convienen
particularmente para la preparacion del acido 11-amino undecanoico, como se ha mencionado anteriormente. Estos
ésteres también convienen para la fabricacion de biocarburantes. Por otro lado, el procedimiento conduce a la
obtencion de turtés desintoxicados, que pueden manipularse sin peligro para el hombre y que pueden utilizarse en la
alimentacién animal sin peligro de envenenamiento para los animales.
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Etapa de acondicionamiento de las semillas

La primera etapa del procedimiento segun la invencion consiste en acondicionar las semillas de ricino, utilizadas
solas o mezcladas con ofras semillas de plantas oleaginosas, oleoproteaginosas o proteaginosas. Este
acondicionamiento se efectua en las semillas enteras y comprende una primera operacion de aplanamiento de las
semillas, seguido de una operacion de secado de las semillas aplanadas.

El objetivo del acondicionamiento de la semilla es hacer que el aceite sea lo mas accesible posible al alcohol, sin
alterar demasiado su resistencia mecanica. Esto impide la formacién de una pasta y de restos, respectivamente
perjudiciales al realizar un procedimiento continuo y la purificacion final de los ésteres producidos. Por otro lado, la
semilla acondicionada debe permitir un paso facil del fluido de reaccién (mezcla alcohol-catalizador basico) de
acuerdo con un simple fendmeno de percolacion.

Segun una variante de realizacion, las semillas frescas se aplanan en un aplanador mecanico de rodillos lisos o
acanalados. Preferentemente, los rodillos utilizados son acanalados.

Las semillas asi aplanadas se secan, por ejemplo en un horno con ventilacion termorregulada o en un secador de
banda continua o rotativo con aire caliente. El tiempo de secado y la temperatura se seleccionan para obtener una
disminucion de la humedad de las semillas a valores inferiores o iguales al 2 % en peso. Preferentemente, el secado
se realiza rapidamente después del aplanamiento, en menos de una hora, preferentemente después de 5 a 10
minutos, a una temperatura suficiente para reducir el contenido de humedad de las semillas al 2 % en peso o menor.

La humedad residual de la semilla se determina por termogravimetria. La semilla se muele previamente, después la
molienda obtenida se seca a 105 °C en una termobalanza hasta la estabilizaciéon del peso. El contenido acuoso se
expresa en porcentaje de materia bruta.

En una variante de realizacion preferida, la etapa i) de acondicionado de las semillas comprende adicionalmente una
operacion de precalentamiento de las semillas, efectuada antes de la operacion de aplanamiento. Esta operacion de
precalentamiento confiere a la semilla una plasticidad ain mayor y por tanto una compresién mas eficaz durante el
aplanamiento (aumento a nivel de la superficie de contacto, de la velocidad de percolacion del alcohol y por tanto de
su capacidad extractiva). Se realiza preferentemente a una temperatura inferior o igual a 100 °C.

Etapa de extraccion y de transesterificacion

Las semillas acondicionadas como se ha descrito anteriormente se ponen en contacto con un alcohol ligero anhidro
y un catalizador alcalino en condiciones de temperatura y tiempo suficientes para permitir la extracciéon y la
transesterificacion del aceite vegetal y produciendo una mezcla que comprende ésteres de acidos grasos y glicerol,
y un turté.

El alcohol ligero utilizado en la etapa ii) es un alcohol alifatico inferior tal como metanol, etanol, isopropanol y n-
propanol, y preferentemente es metanol.

El catalizador basico aplicado en el procedimiento se selecciona del grupo: sosa, sosa alcohdlica, sosa solida,
potasio, potasio alcohdlico, potasio sélido, metilato de sodio o de potasio, etilato de sodio o de potasio, propilato de
sodio y de potasio, isopropilato de sodio y de potasio.

La reaccion tiene lugar en un reactor de lecho fijo. Segun un modo de realizacion, el reactor de lecho fijo es una
columna de percolacion termorregulada dotada de una rejilla. Una bomba permite suministrar a la columna una
mezcla de alcohol-catalizador basica. El alcohol y el catalizador se afiaden por tanto simultdneamente en el reactor,
que se mantiene a una temperatura que varia de 30 a 75 °C, preferentemente a aproximadamente 50 °C. La
proporcion en masa del catalizador/alcohol/semillas esta preferentemente comprendida en el intervalo de 0,001 a
0,01/0,1 a 5/1.

La alimentacién se realiza en el cabezal del lecho; el liquido de reaccién percola entonces a través del lecho y
después se recupera en un tanque situado aguas abajo, debajo del lecho. Mediante bombeo, el liquido se reenvia al
cabezal del lecho para difundirse de nuevo en el lecho. La duracion del ciclo de recirculacion de la mezcla
alcohol/catalizador es de 15 a 60 minutos, preferentemente de 20 a 40 minutos. Al final del ciclo, la alimentacion en
liquido se detiene. Una parte del liquido aun presente en las semillas embebidas se recupera entonces por simple
escurrimiento.

A continuacién se realiza la extracciéon y el lavado de las semillas. Para ello, se suministra alcohol anhidro a la
columna, que se difunde de nuevo por percolacion sin recirculacién ulterior del alcohol. La cantidad de disolvente se
inyecta durante un periodo de tiempo determinado (del orden de 4 a 10 minutos), escurriéndose el liquido después
durante un tiempo de 10 a 20 minutos. El liquido recuperado puede someterse a una etapa de neutralizaciéon por
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adicion de acido, y después a una etapa de evaporacion del alcohol, para conducir a una mezcla de fases que
consisten en una fase mas ligera rica en ésteres y una fase mas densa rica en glicerol. Ninguna de estas fases
contiene ricino o alérgeno.

La mezcla de fases se somete a una etapa de decantacién (que consiste, por ejemplo, en una decantacion estatica
en uno o mas decantadores en paralelo o en serie, decantacién centrifuga, combinacion de decantacion estatica o
centrifuga), que permite obtener una fase superior compuesta principalmente de ésteres grasos de acido ricinoleico
(fase éster) y una fase inferior compuesta principalmente de glicerina y agua (fase glicerina).

La fase éster se somete después a una secuencia que tiene como fin la recuperacion de ésteres grasos de acido
ricinoleico, que comprende de manera conocida una etapa de lavado con agua seguido de una etapa de secado al
vacio.

De acuerdo con otro modo de realizacion, la mezcla de fases liquidas recogidas se somete a una etapa
complementaria de esterificacion neutralizante, que consiste en:

- volver a afiadir al conjunto de fases liquidas una cantidad de acido fuerte, tal como acido sulfurico;
- calentar la fase liquida acidificada asi obtenida, y
- purificar la fase éster como se describe anteriormente.

El éster del acido ricinoleico obtenido de este modo se destina particularmente en la preparacion de acido 11-amino
undecanoico, siguiendo el encadenamiento de reacciones indicado a continuacion:

- pirolisis o craqueo del éster, particularmente metilico, del acido ricinoleico, para obtener heptanal y undecilenato
de metilo;

- hidrolizar el undecilenato de metilo para obtener acido undecilénico;

- hidrobromuracioén del acido undecilénico para obtener acido 11-bromoundecanoico, y

- amidacion del acido 11-bromoundecanoico para obtener acido 11-amino undecanoico.

En una variante de la realizacion, el éster del acido ricinoleico obtenido del procedimiento segun la invencion puede
utilizarse directamente de manera ventajosa en la sintesis del acido 11-amino undecanoico. Cuando el éster del
acido ricinoleico no es suficientemente puro, puede ser necesaria una etapa de purificacion complementaria, antes
de someterlo a la reaccion de pirolisis.

El acido 11-amino undecanoico asi obtenido esta destinado principalmente a la sintesis por condensaciéon de la
poliamida 11 o Rilsan® 11.

Otro producto obtenido directamente del procedimiento segun la invencion es el turté de ricino.

De acuerdo con una variante de realizacion, el turtd magro embebido de alcohol se seca en un horno con ventilacion
durante 4 horas a una temperatura inferior o igual a 200 °C, preferentemente inferior o igual a 150 °C e incluso mas
preferentemente inferior o igual a 120 °C. Esta etapa de secado tiene por objeto destruir el ricino y el alérgeno CB-
1A que quedan en el turtd. En paralelo, esta etapa de secado permite eliminar del turté el disolvente (alcohol)
utilizado durante la extraccion.

De acuerdo con otra variante de realizacién, el procedimiento segun la invencién no comprende etapa de secado del
turtd a alta temperatura (temperatura superior a 120 °C); segun las condiciones de realizacion, el ricino y el alérgeno
CB-1A pueden estar inactivados gracias a los tratamientos fisicos y/o quimicos aplicados a las semillas de ricino
durante las etapas de acondicionamiento y de extraccidn/transesterificacion descritas anteriormente, de tal manera
que la operacién de secado del turté a temperaturas elevadas no es util. En este caso, el procedimiento solo
comprende una etapa de secado del turté a temperaturas inferiores a 120 °C, para eliminar el disolvente (alcohol)
utilizado durante la extraccion, para permitir el uso de dicho turté en la alimentacién animal.

Por tanto, determinadas semillas ricas en taninos (derivados del acido galico y de otros acidos polifendlicos)
permiten, gracias a una interaccidon quimica de estas moléculas con las proteinas de ricino, desintoxicar y
desalergenizar el turté de ricino. La publicacion de Gandhi et al (JAOCS, vol. 71, n° 8, 1994, paginas 827-831)
describe un procedimiento para desintoxicar los turtés de ricino mezclandolos en estado hiumedo con turtés de sal
(Shorea robusta). Estos ultimos contienen taninos adecuados para formar complejos con las proteinas solubles en
agua, conduciendo asi a la inactivacion del ricino y del alérgeno CB-1A. En una variante de realizacion, el
procedimiento segun la invencion también puede comprender una etapa complementaria de mezclado de turtés de
ricino en estado humedo con turtés de sal (Shorea robusta) en una proporcién en peso que variade 2 :1a 1 :5.

Como alternativa también puede afiadirse directamente taninos o polifenoles en forma de soluciones destinadas a
embeber los turtds obtenidos por el procedimiento segun la invencién durante un tiempo suficiente para inactivar el
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ricino y el alérgeno CB-1A.
Los turtés obtenidos de esta manera se someten a dosificaciones del ricino y del alérgeno CB-1A.

Se ha constatado que, en estas condiciones, el turtdé de ricino estd desintoxicado, es decir, presenta
simultaneamente una tasa de desintoxicacién en ricino de al menos 90 % y preferentemente de al menos 95 % en
actividad, cuando esta tasa se mide mediante un ensayo cuantitativo, o del 100 % cuando esta tasa se mide
mediante un ensayo cualitativo y sin poder sensibilizante debido al alérgeno CB-1A como se evalla mediante un
ensayo cualitativo tal como el ensayo LLNA.

El ensayo cualitativo de deteccion de ricino se utiliza para determinar el caracter activo o intacto del ricino en los
turtdés asi como en las fases liquidas recuperadas después de la etapa extraccion/transesterificacion. Un ensayo de
este tipo puede realizarse de acuerdo con la técnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), como por
ejemplo el desarrollado por la sociedad EUROFINS con el cédigo de analisis T/JJWTF. El limite de deteccidn de este
método es de 10 ng de ricino/ml.

Pueden utilizarse métodos conocidos de dosificacion cuantitativa del ricino. A modo de ejemplo se cita el método
descrito en la publicacién: Becher F. et al. : « Detection of Functional Ricin by Immunoaffinity and Liquid
Chromatography - Tandem Mass Spectrometry » Anal. Chem. 2007, 79, 659-665, que presenta un limite de
deteccioén inferior a 0,1 ng/ml. También se citara el método de tipo ELISA desarrollado por el Comisariado de
Energia Atémica (CEA), que permite cuantificar el ricino utilizando un kit de dosificacién especifico desarrollado para
dosificar este toxico.

Por otro lado, el alérgeno CB-1A puede dosificarse mediante un ensayo con precipitina, descrito, por ejemplo, en la
publicacion: J.R. Spies et al. : « The Chemistry of Allergens. Inactivation of the Castor Bean Allergens and Ricin by
Heating with Aqueous Calcium Hydroxyde », Agric. Food Chem. 10 (2), 1962, 140-145. El poder sensiblizante
cutaneo del turtd puede medirse ventajosamente mediante el método cualitativo del ensayo del ganglio linfatico local
(Local Lymph Node Assay, LLNA), método validado y recomendado por la Directiva CE n°® 440/2008 (reglamento
REACH) en el campo de la evaluacion de la toxicidad de sustancias quimicas.

El procedimiento segun la invencién puede realizarse sin dificultad en modo continuo a escala industrial, por ejemplo
mediante: un reactor-extractor de banda madvil que funciona en modo continuo (tipo de extractor De Smet); un filtro
rotativo o una centrifugadora. Preferentemente la trituracion reactiva se realiza con el metanol a contracorriente del
turtd, en varias fases consecutivas.

El procedimiento de trituracidon reactiva segun la invencién esta particularmente bien adaptado a mezclas de
semillas, tales como las semillas de soja, jatrofa, cartamo, colza, sal, ya que las propiedades disolventes del éster
metilico del acido ricinoleico confieren al medio propiedades sinérgicas. Ventajosamente, el turté de ricino que no
puede utilizarse puro sino mezclado con otras proteaginosas, se mezcla entonces directamente con otras fuentes de
proteinas.

Una mezcla de partida constituida por semillas de ricino (ricas en aceite) con semillas oleaginosas (ricas en
proteinas) en una proporcién que varia de 1:1 a 1:10, conduce, mediante el procedimiento segun la invencién, a una
mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos que contienen del 15 al 75 %, preferentemente del 30 al 75 % de éster
metilico del acido ricinoleico, particularmente apropiado para un uso como biocarburante. Por ejemplo, una mezcla
de semillas de ricino con semillas de soja en una proporcion de 1:9 produce una mezcla de ésteres metilicos de
acidos grasos que comprenden el 38 % en peso de ésteres metilicos de acido ricinoleico (ver ejemplo 7).

El procedimiento de trituracion reactiva de semillas segun la invencion presenta multiples ventajas.

Gracias a la etapa de acondicionamiento especifico de las semillas, es posible aumentar la superficie de contacto
para mejorar la percolacion de la mezcla alcohol-catalizador y por tanto mejorar la extraccion de lipidos y su
transformacion constitutiva en ésteres. No se requiere ninguna impregnacion previa de las semillas acondicionadas.
La fraccion éster obtenida a partir de la mezcla que comprende ésteres de acidos grasos y glicerol sirve
particularmente para la fabricacion de acido 11-amino undecanoico, monémero utilizado en la sintesis de poliamida
11.

El hecho de partir de semillas enteras permite:

- por un lado, limitar enormemente la formacion de restos, simplificando las etapas ulteriores de filtracion y
limitando el riesgo alérgico y tdxico ya que los restos secos tienden a disiparse/dispersarse en el aire ambiente;

- por otro lado, obtener una buena estabilidad mecanica del lecho de semillas aplanadas (que formara el turto),
propiedad muy interesante si se desea realizar la reaccion en un modo continuo.
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Los turtds se obtienen directamente a partir de semillas, segun el procedimiento de la invencion. Estos turtds no son
téxicos para el hombre y por lo tanto pueden manipularse sin correr riesgos. Por otra parte, estos turtés conservan
su integridad fisica (cohesién, resistencia mecanica) y presentan un valor nutritivo interesante, lo que les permite su
uso en la alimentacién animal.

La invencién y sus ventajas se comprenderan mejor a partir de la lectura de los siguientes ejemplos proporcionados
a modo puramente ilustrativo.

Ejemplo 1. Trituraciéon reactiva de semillas de ricino con una extraccion de metanol efectuada en 3 fases
(procedimiento realizado en un reactor de lecho fijo)

Se acondicionaron 500 g de semillas frescas de ricino no descascarilladas en un triturador de tipo Henry con
cilindros lisos que presentaban una separacion fija de 0,05 mm.

Las semillas aplanadas presentaban forma de pétalos de 0,2 mm de espesor y un diametro de 0,2 mm
aproximadamente. Las semillas aplanadas se secaron a 60 °C durante 16 h. Su contenido final acuoso era del 1,3 %
en peso.

En una columna de percolacion termorregulada y de lecho fijo, estas semillas aplanadas y secas se pusieron en
contacto con una mezcla de sosa y metanol, que contenia 0,5 % en peso de sosa con respecto a la semilla y que
presentaba una proporcion en peso de alcohol/semilla de 1,15. Las reacciones de extraccion y de transesterificacion
se realizaron a una temperatura de 50 °C durante 30 minutos. El escurrimiento del lecho se efectué durante 15
minutos. A continuacién se realizé una extraccion y un lavado de las semillas con metanol en tres fases y a
contracorriente.

La fase liquida obtenida se sometid a una decantacién para recuperar por un lado una fase mas ligera rica en
ésteres y por otro una fase mas densa rica en glicerol. El rendimiento en ésteres fue del 77,2 %.

El turté obtenido se sometié a un secado en un horno con ventilacion a 120 ° C durante 4 h. Se constat6 que el turtd
magro estaba relativamente bien desgrasado, con un indice de materia grasa residual del 5,4 % (determinado segun
la norma NF ISO 659).

Ensayos efectuados para dosificar el ricino y el alérgeno CB-1A en el turté muestran que el turté esta desintoxicado.

Ejemplo 2. Caracterizacion de la semilla de ricino.

Se evaluaron tres lotes de semillas de ricino en relacién con sus indices de peso de materias volatiles, materia
grasa, sus indices de acidez de materia grasa (expresados en mg de KOH/g) y su contenido en ricino (expresado en
mg de ricino/kg semillas). Los resultados obtenidos figuran en la Tabla 1.

Tabla 1
Caracteristicas Método Lote 1 Lote 1B (2) Lote 3
Materias volatiles, % NF ISO 665 5,2 5,6 5,2
Materia grasa, % MS NF I1SO 659 52,2 54,0 52,2
Acidez de la materia grasa, mg KOH/g | EN 14104 0,6 2,6 0,6
Contenido en ricino, mg/kg Elisa (1) no investigado 18 000 (3) no investigado

(1) Método ELISA CEA (véase mas adelante el ejemplo 5).

(2) El lote 1 B corresponde al lote 1 después de 12 meses de almacenamiento.

(3) Medida efectuada en un pétalo de semilla deslipidada obtenido seguin el modo operativo descrito mas
adelante en el ejemplo 4

Estos resultados muestran que los lotes 1 y 3 son poco acidos (IA < 1 mg KOH/g) mientras que el lote 1B, que
corresponde al lote 1 después de 12 meses de almacenamiento, se vuelve fuertemente acido (IA > 2 mg KOH/g).

Ejemplo 3. Acondicionamiento del copo de la semilla de ricino

La semilla de ricino procedente de erizos de ricino - semilla constituida por una cascara fibrosa que contiene una
almendra cubierta por una piel fina (cuticula) - se aplanada tal cual (semilla entera) utilizando un aplanador de
cilindros acanalados, de acuerdo con un procedimiento de doble aplanamiento descrito en la tabla 2. Esta operacion
se realiza pasando el aplanador dos veces para obtener un pétalo de semilla de ricino. Después del aplanamiento, el
pétalo se seca en un horno con ventilaciéon con una corriente de aire caliente a 100 °C durante 16 horas para
conseguir una humedad residual inferior al 2 %.
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Tabla 2

Equipo 1%" aplanamiento 2° aplanamiento
Ve:gf;cé?gjnde Espacio intercilindros | Velocidad de rotacién | Espacio intercilindros
(vueltas/min) (mm) (vueltas/min) (mm)

Aplanador de 430 0,1 430 0,1

cilindros & 240 mm,

sin acanaladura

1 estria/cm

Grosor medio del 0,4 a0,6 mm 0,3a0,5mm

pétalo (mm)

Longitud (mm) 3a4 mm 2a3 mm

Ejemplo 4. Obtencion del copo deslipidado

La deslipidacion del pétalo de semilla de ricino se realiza en presencia de hexano en un equipo de tipo Soxhlet
segun el método NF ISO 659 convencional. Después, el disolvente del pétalo deslipidado se elimina con una
corriente de aire caliente en un horno con ventilacion, a 60 °C durante 10 horas.

Ejemplo 5. Dosificacion del ricino segun un ensayo Elisa

Se pesan exactamente 250 mg de pétalo de semilla de ricino o de turtd, previamente triturados (granulometria
media: & = 1 mm). A estos 250 mg se afiaden 5 ml de un tampén de extraccion compuesto por 100 mM de fosfato
de potasio (pH 7,4), 0,15 M de cloruro de sodio, 0,1 % de BSA (albumina de suero bovino) y 0,01 % de azida sddica.
La solucion obtenida se incuba después durante 1 hora agitando durante 10 minutos. El sobrenadante se recupera
después por sedimentacion y se centrifuga durante 15 minutos a 15000 vueltas/minuto. Finalmente se recupera el
sobrenadante para una dosificacion de lectinas, usando un kit de dosificacién tal como el desarrollado por el
Comisariado de la Energia Atémica (Centro de Estudios de Saclay Francia), dosificacion realizada de la siguiente
manera:

- diluciones en serie de 10 en 10 de sobrenadantes en un tampdn de dilucidon de composicion idéntica al tampdn
de extraccion;

- primera dilucion 1/100, 6 diluciones por muestra;

- una vez determinada esta concentracion, se realiza una nueva dosificacion con diluciones de 3 en 3, y 8
diluciones por muestra.

Se evalud un lote de pétalos deslipidados de semillas de ricino (lote 1B) tales como los preparados en el ejemplo 4 y
el turtdé obtenido del procedimiento de trituracion reactiva del ensayo 09-E08 previamente calentado en el horno a
120 °C durante 4 horas. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3 siguiente.

Tabla 3
Producto ensayado Ricina (%/materia bruta) | Tasa de reduccion con respecto al
pétalo deslipidado (%)
Pétalo de semilla de ricino deslipidado 1,8 -
Turté del ensayo 09-E08 (ver ejemplo 6.1) 8,6 x 10-4 99,95

Se constata que el ricino inicialmente presente en el pétalo deslipidado tiene un contenido elevado (1,8 %), apenas
presente en el turtd obtenido a partir del procedimiento de trituraciéon reactiva (contenido muy bajo <10° %), 0 mas
de 2000 veces mas bajo que inicialmente.

Ejemplo 6. Ensayos de trituracién reactiva

El copo previamente seco se introduce en una columna de percolaciéon termorregulada dotada de una rejilla de
soporte (lecho con soporte). La temperatura de la columna se regula a 50 °C. Una bomba permite suministrar a la
columna una mezcla de reaccidon metanol-sosa o de metanol anhidro. El suministro se realiza en el cabezal del
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lecho. El liquido de reaccion percola entonces a través del lecho y después se recupera en un tanque situado aguas
abajo, debajo del lecho de copo. Por bombeo, el liquido se reenvia al cabezal del lecho para su difusion de nuevo en
el lecho de copo. La duracion del ciclo de recirculacion de la mezcla es de 30 minutos y se considera que es igual a
la duracion de la reaccion.

Al final del ciclo, el suministro del liquido se detiene. Una parte del liquido aun presente en el copo embebido se
recupera entonces por simple escurrimiento (duracién 15 minutos).

En una segunda etapa, se realiza la extraccion y el lavado del copo. Para esto, se suministra a la columna metanol
anhidro que se difunde de nuevo por percolacion sin recirculacion posterior de metanol. La cantidad necesaria de
disolvente se inyecta durante un tiempo de 5 minutos, a continuacion el liquido gotea durante 15 minutos. De este
modo se realizan 5 ciclos de lavado. El turtd magro embebido de alcohol se seca después en un horno con
ventilacién a 120 °C durante 4 horas.

Las fases liquidas obtenidas bien después de la reaccion o bien después de los lavados del turté por el metanol
anhidro, se juntan para purificarse. Primero se elimina el metanol por destilacion al vacio usando un evaporador
rotativo (90 °C a un vacio final de 4.000 Pa (40 mbar). A continuacién, la fase grasa recuperada se centrifuga (4500
vueltas/min) durante 5 minutos para separar el éster de la glicerina en bruto. El éster se lava finalmente con agua
desmineralizada a una temperatura de 90 °C, hasta neutralidad de las aguas de lavado. El éster se seca finalmente
a una temperatura de 90 °C a un vacio de 4.000 Pa (40 mbar).

Ejemplo 6.1. Influencia de la cantidad de catalizador basico de trituracion reactiva

Se realizaron ensayos de cantidad variable de catalizador empleado en la reaccién de trituracion reactiva (sosa); los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.

Se observa que, para una cantidad de 0,3 % de catalizador, se obtiene un rendimiento maximo de ésteres metilicos
(87,1 %), mientras que con 0,1 % de catalizador, el rendimiento obtenido es mas bajo (57,5 %). Los rendimientos de
glicerina son muy superiores al 100 %, indicando que la glicerina recuperada esta muy cargada de impurezas: agua,
sales, jabones, materia grasa polar, hidratos de carbono.
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Los ésteres purificados obtenidos en los diferentes ensayos se analizaron (tabla 5).

Tabla 5
Criterio ENSAYO 09-E08 | ENSAYO 09-E011 | ENSAYO 09-E12

% de catalizador con respecto a pétalo 0,3 0,2 0,1
indice de acidez (mg KOH/g) 0,46 0,52 0,60
Contenido de MeC16 (%) 0,85 0,75 0,50
Contenido de MeC18 :2 (%) 2,90 3,02 1,92
Contenido de MeC18 :1 (%) 3,46 2,09 1,08
Contenido de Me C18 :0 (%) 0,96 0,71 0,73
Contenido de Ricinoleato de metilo (%) 90,65 73,16 49,80
Contenido de Monoglicérido (%) 1,19 16,14 12,22
Contenido de Diglicérido (%) nd 0,80 4,28
Contenido de Triglicérido (%) nd 0,38 28,77
nd : no detectado

Para cantidades de 0,1y 0,2 % de catalizador, los ésteres producidos presentan cantidades modestas de ricinoleato
de metilo (<75 %) e inversamente elevadas de productos secundarios indeseables, en este caso mono, di y
triglicéridos. A la inversa, en presencia de 0,3 % de catalizador, la cantidad de ricinoleato de metilo es elevada (>90
%) y los glicéridos se han transformado muy correctamente: 1,2 % de monoglicéridos y una ausencia total de di y
triglicéridos. En presencia de 0,3 % de catalizador, los ésteres obtenidos presentan la acidez residual mas baja. Por
ultimo se constata la robustez del procedimiento que permite transesterificar directamente, con un rendimiento
apreciable, aceites de semillas que presentan acidez elevada (>2 mg KOH/) incompatibles con los procedimientos
clasicos.

Ejemplo 6.2. Influencia de la cantidad de alcohol

Se realizaron ensayos con cantidades variables de alcohol (tabla 6).
De estos resultados se obtiene que la cantidad de alcohol empleada no tiene ningun efecto relevante sobre el
rendimiento global de ésteres metilicos.

12
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Los resultados que figuran en la siguiente tabla 7 muestran que la acidez final de los ésteres mejora cuando se
emplea mas alcohol.

Tabla 7
Criterio ENSAYO 09-E25 |ENSAYO 09-E08
Proporcion en peso metanol/pétalo 2,5 2,0
indice de acidez (mg KOH/qg) 0,23 0,46
Contenido de MeC16 (%) 1,01 0,85
Contenido de MeC18:2 (%) 3,98 2,90
Contenido de MeC18:1 (%) 3,14 3,46
Contenido de Me C18 :0 (%) 0,85 0,96
Contenido de Ricinoleato de metilo (%) 89,19 90,65
Contenido de Monoglicérido (%) 1,82 1,19
Contenido de Diglicérido (%) 0,00 nd
Contenido de Triglicérido (%) 0,00 nd
nd : no detectado

Ejemplo 6.3. Influencia de la duracién del ciclo de reaccion

Se realiz6 un ensayo duplicando el tiempo de pase (o tiempo de contacto) de la solucién alcohdlica y catalitica sobre
el lecho de pétalos de semilla, es decir duplicando la duracién de la reaccion. Los resultados obtenidos se muestran
en la siguiente tabla 8.

14
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Estos resultados muestran que el aumento de tiempo del ciclo de reaccion permite aumentar el rendimiento global
de ésteres metilicos. Del mismo modo, el rendimiento de glicerina disminuye inversamente al tiempo de contacto, lo
que parece indicar una presencia menos significativa de impurezas en la glicerina.

Tabla 9
Criterio ESSAI 09-E25 |ESSAI 09-E08
Duracion del ciclo de reaccion (tiempo de contacto, min) 60 30
indice de acidez (mg KOH/g) 0,29 0,46
Contenido de MeC16 (%) 0,71 0,85
Contenido de MeC18 :2 (%) 3,31 2,90
Contenido de MeC18 :1 (%) 2,90 3,46
Contenido de Me C18 :0 (%) 0,86 0,96
Contenido de Ricinoleato de metilo (%) 90,34 90,65
Contenido de Monoglicérido (%) 1,82 1,19
Contenido de Diglicérido (%) 0,05 nd
Contenido de Triglicérido (%) 0,00 nd
nd : no detectado

Desde el punto de vista cualitativo, los resultados de la tabla 9 muestran que el aumento del tiempo del ciclo de
reaccion mejora la acidez residual de los ésteres finales pero no contribuye a mejorar la cantidad de monoglicéridos.

Ejemplo 6.4. Procedimiento de trituracion reactiva de semillas de ricino que incluye una etapa de neutralizacion de
acidos grasos libres por esterificacion

Se ensay6 una variante del procedimiento afiadiendo una etapa de esterificacion neutralizante de las fases liquidas
recogidas. Esta etapa comprende siguientes las operaciones unitarias:

- las fases liquidas del procedimiento se recogen y después se juntan;

- se realiza una medicién de « extracto seco » de estas fases evaporando el metanol presente en una alicuota de
fases liquidas. La masa del producto residual permite calcular la cantidad de « extracto seco » segun la formula
siguiente: «Contenido de « extracto seco » = 100 x [masa residual después de la evaporacion del metanol)/masa
de las fases liquidas antes de la evaporacion

- al conjunto de fases liquidas se afiaden cantidades variables de acido sulfurico 2,5 N;
- después, la fase liquida acidificada se lleva a una temperatura de 50 °C durante 15 minutos;

- a continuacion se efectian las etapas unitarias clasicas de purificacion de ésteres (evaporacion de metanol,
separacion de glicerol, lavado de ésteres y secado) tal y como se describe en el ejemplo 5.

En el campo de estos ensayos, se ha empleado una semilla poco acida (lote 3). A la vista de los resultados de la
tabla 10, parece que en presencia de una semilla poco acida, y sin la etapa de esterificacion neutralizante, el
rendimiento de ésteres es superior al 90 %. En las mismas condiciones, el rendimiento de glicerina disminuye a un
valor de 124 % lo que indica que, como resultado de la saponificacién parcial del catalizador, se forman menos
jabones. Los valores en cursiva presentan una incertidumbre significativa (+20 %) relacionados con la realizacion de
ensayos sobre alicuotas de fase liquida.

Desde el punto de vista cualitativo, los efectos de la etapa de esterificacion neutralizante presentados a continuacion
en la tabla 11 muestran que:

- la acidez residual de ésteres finales tiende a aumentar ligeramente con la cantidad de acido sulfurico utilizada
durante la etapa de esterificacion neutralizante;

- por otro lado, la pureza en ricinooleato (producto diana) tiende a aumentar con la cantidad de acido sulfdrico
utilizada durante la etapa de esterificacion neutralizante. Este resultado es concomitante con la disminucion de
monoglicéridos indeseables;
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- un optimo correspondiente al mejor compromiso entre, por un lado, el rendimiento y la pureza de ricinoleato de
metilo, y por otro lado, la acidez residual de ésteres, se situa en el intervalo que varia del 0,1 % al 0,3 % de acido
sulfurico empleado durante la etapa de esterificacion neutralizante.
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Tabla 11
Criterio ENSAYO 09-E30-1 | ENSAYO 09-E30-2 | ENSAYO 09-E30-4 | ENSAYO 09-E30-3
% de HzSO4 frente a 0.0 01 03 0.4
contenido de extracto seco
indice de acidez (mg KOH/qg) 0,14 0,17 0,49 0,63
Contenido de MeC16 (%) 0,97 0,79 0,84 0,86
Contenido de MeC18 :2 (%) 3,76 3,37 3,52 3,55
Contenido de MeC 18:1 (%) 3,76 3,37 3,52 3,55
Contenido de Me C18 :0 (%) 1,31 1,30 1,20 1,36
Coqtenlgjo de Ricinoleato de 87,65 89,52 90,55 90,32
metilo (%)
(C())/(:?tenldo de Monoglicérido 2.1 1,59 033 0,32
Contenido de Diglicérido (%) 0,44 0,04 0,03 0,03
Contenido de Triglicérido (%) 0,00 0,00 0,00 0,00

Ejemplo 6.5. Evaluacion de la toxicidad aguda y del poder sensibilizante de los pétalos y turtés de semillas de ricino
producidos durante el procedimiento

Evaluacion del poder sensiblizante

El poder sensiblizante de los turtés y de los pétalos deslipidados de las semillas de ricino se evalué de acuerdo con
el ensayo denominado LLNA (Local Lymph Node Assay, ensayo del ganglio linfatico local) conforme con las
directrices de la OECD N° 429, del 24 de abril de 2002 y del Consejo de Regulacion (EC) N° 440/2008, B.42, del 3
de mayo de 2008. Se encontrd una buena correlacion de poder alergenizante entre los umbrales determinados
experimentalmente en ratdn por el método del LLNA y los determinados en el ser humano por el método de ensayo
de estimulacion repetida con parche (Human Repeated Insult Patch Test (HRIPT, J.-P. Lepoittevin. Allergénes de
contacts forts. Revue Frangaise d’Allergologie et d’Immununologie Clinique, 48 (2008), 120-122). EI método del
LLNA se basa en la aplicacion de la sustancia a ensayar en la oreja de un grupo de ratones los dias 0, 1y 2 yen la
inyeccion de timidina tritiada el dia 5. La medicidn de la incorporacion de la radioactividad en los ganglios linfaticos
permite medir la proliferacion celular después de la exposicidon a la sustancia de ensayo. Por comparacion con los
métodos mas antiguos de desalergenizacion de turtés de ricino, el método del LLNA es hoy en dia totalmente
reconocido e incluso recomendado por las autoridades europeas en el marco del Reglamento Comunitario REACH
(Directiva CE).

Los ratones hembra seleccionados para el ensayo del LLNA son de la especie CBA/j convencional. Su edad el
primer dia de tratamiento estd comprendida entre 8 y 12 semanas y su peso entre 18 y 25 g + 20 %. Para cada
dosis, la cohorte esta constituida por 3 ratones que viven en la misma jaula.

El reactivo utilizado para provocar la proliferacion es la [3H] metil-timidina (3H-TdR; GE Healthcare, Les Ulis, Francia).
Al menos 3 dias antes de las inyecciones, la cantidad necesaria de 3"-TdR se diluye en NaCl al 0,9 % (20 uCi de *H-
TdR en 250 ul y NaCl 0,9 % por animal). La solucién obtenida se conserva a +4 °C protegida de la luz.

Se realiza un ensayo preliminar en cada animal para medir al micrémetro el grosor de la oreja después de cada
aplicacion y 72 horas antes de la ultima.

El vehiculo mas adecuado para la evaluacion del poder sensibilizante de los turtdés y pétalos deslipidados de las
semillas de ricino es una supresion homogénea de estos materiales de 10 y 25 % en propilenglicol.

Se evalud un lote de pétalos deslipidados de semillas de ricino tales como los preparados segun el ejemplo 4 vy el
turtd obtenido del procedimiento de trituracion reactiva del ensayo 09-E08 del ejemplo 6.1 previamente calentado en
el horno a 120 °C durante 4 horas. De los resultados mostrados en la tabla 12 resulta que el turtd obtenido a partir
del procedimiento de trituracion reactiva segun la invencién ya no presenta poder sensibilizante contrariamente al
pétalo deslipidado que es fuertemente sensibilizante.
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Tabla 12
Ensayo principal
Producto ensayado . _ . —
Dosis maxima del ensayo (%) Observaciones principales

. . o Hiperproliferacion linfocitaria atribuida a la
Pétalo de semilla de ricino 10(1) hipersensibilidad de contacto
deslipidado C -

conclusion: producto sensibilizante
No se observa ninguna hiperproliferacion
Turté de ensayo 09-E08 10 linfocitaria
conclusion: producto no sensibilizante

(1) dosis definida durante el ensayo preliminar tras la muerte de 2 animales de 3 después de la aplicacion del
producto formulado al 10 y 25 %. Por el contrario, el 3° animal superviviente no ha desarrollado irritacién en las
orejas a la dosis del 10 % (dosis mantenida para el ensayo principal)

Evaluacion de toxicidad aguda

La toxicidad aguda de los turtds y de los pétalos deslipidados de semillas de ricino se evalu6é de acuerdo con las
directrices de la OECD N° 423, del 17 de diciembre de 2001 y del Consejo de Regulacién (EC) N° 440/2008, B.1 tris
del 3 de mayo de 2008. Las ratas hembra seleccionadas para el ensayo de toxicidad aguda eran de la especie
Sprague-Dawley convencional. El vehiculo utilizado en la evaluacion de los turtés y pétalos deslipidados de semillas
de ricino era un polvo de metilcelulosa (0,5 %). La administracion del producto se realizé desde el DO al D8. Las
dosis diarias administradas en los turtds y pétalos deslipidados de semillas de ricino fueron de 50, 300 y 2000 mg/kg
de peso corporal. Para cada dosis, se constituyé un grupo de 3 ratas hembra.

Tabla 13
Producto Dosis diaria (mg/kQg) Observaciones principales DL50
ninguna mortalidad el D8
Peta-:? ddeS|I.pI.dad0 de 50 ningun sintoma clinico DL50>50
semilia de ricino ninguna anomalia histolégica

ningun aumento de peso

ninguna mortalidad el D8
ningun sintoma clinico

300 . L DL50>300

ninguna anomalia histoldgica

ligero aumento de peso

- 5 .
Mortalidad del 100 % el D2 (pilo 300<DL50<2000

2000 . -

ereccion preliminar a la muerte)
Turté del ensayo 09-E08 50 ningun sintoma clinico del D2 al D8 DL50>50
300 ningun sintoma clinico del D2 al D8 DL50>300

ningun sintoma clinico del D2 al D8
2000 DL50>2000

ligero aumento de peso

Estos resultados muestran que la administracion de pétalos deslipidados de semilla de ricino a ratas ocasiona una
mortalidad del 100 % a la dosis de 2000 mg/kg el segundo dia. Por otro lado, la administracion del turté obtenido a
partir del procedimiento de trituracién reactiva no ocasiona ninguna mortalidad de las ratas y ningun sintoma clinico
a la dosis de 2000 mg/kg durante 8 dias. Por consiguiente, el turtd esta bien desintoxicado al final del procedimiento.
Se observa incluso un aumento de peso con la dosificacion mas fuerte.

Ejemplo 7. Trituracion reactiva en presencia de una mezcla de semillas oleaginosas
Se realiz6 un ensayo a partir de mezclas de semillas de ricino (lote 1) y soja.
Primero se analiz6 el lote de habas de soja para caracterizar el haba de soja. Los resultados presentados en la tabla

14 muestran que la semilla de soja aplicada es débilmente acida (IA<2 mg KOH/g) y conforme con la bibliografia en
relacion con su contenido lipidico.
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Tabla 14
Caracteristicas Método haba de soja
Materias volatiles, % NF ISO 665 11,3
Materia grasa, % MS NF ISO 659 20,6
Acidez de la materia grasa, mg KOH/g EN 14104 1,6

A continuacién se realizaron ensayos de trituracion reactiva en el haba de soja aislado y mezclado (tabla 15). Los
resultados presentados muestran que:

- el haba de soja aislado simplemente aplanado de acuerdo con un proceso de doble aplanamiento conduce a un
rendimiento mediocre de ésteres metilicos (39,2 %). El turté obtenido en este ensayo es ademas rico en aceite.

- en presencia de pétalos de semillas de ricino (mezcla 50/50), se constata que el rendimiento de ésteres metilicos
(52,3 %) es superior a la adicion de los rendimientos respectivos obtenidos en presencia de semillas aisladas (44
% teodrico);

- en presencia de mezcla de pétalos de ricino-soja 10/90, el rendimiento de ésteres metilicos (74 %) es
ligeramente superior al de las semillas aisladas (70 % tedrico).

El conjunto de estos resultados muestra que, a partir de una mezcla de pétalos de semillas, técnicamente es posible
obtener un rendimiento apreciable de ésteres.
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Los ésteres obtenidos se analizaron y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 16. Los valores entre

paréntesis representan el porcentaje tedrico de acidos grasos.

Tabla 16
Criterio / Ensayo ENSAYO 09-E14 |ENSAYO 09-E19 | ENSAYO 09-E21
Proporcion en peso pétalo de ricino/pétalo de soja 0,0 50/50 10/90
indice de acidez IA (mg KOH/g) <0,1 0,41 0,11
Contenido de MeC16 (%) 10,22 2,20 (3,3) 6,39 (7,8)
Contenido de MeC18:2 (%) 30,01 4,88 (6,6) 34,64 (14,5)
Contenido de MeC18: (%) 47,11 14,11 (22,0) 16,66 (53,8)
Contenido de Me C18:0 (%) 9,19 1,35 (1,7) 2,57 (3,3)
Contenido de Ricinoleato de metilo (%) nd 75,64 (66,3) 38,88 (20.7)
Contenido de Monoglicérido (%) 3,16 1,50 0,31
Contenido de Diglicérido (%) 0,21 0,1 0,10
Contenido de Triglicérido (%) nd nd nd

Ejemplo comparativo 8. Procedimiento PETROBRAS de obtencion de ésteres de acidos grasos segun el

documento US 2005/0011112.

Las caracteristicas de los reactivos y de la semilla aplicada en el ensayo se presentan en las tablas 17 y 18.

Tabla 17
Reactivos de semilla de ricino Proveedor Pureza (%)
Etanol anhidro CIRON 99,9
Etilato de sodio X 96
Semilla de ricino Arkema -
Tabla 18
Caracteristicas Método Lote 3
Materias volatiles, % NF I1ISO 665 5,2
Materia grasa, % MS NF 1SO 659 52,2
Acidez de la materia grasa, mg KOH/g | EN 14104 0,6

El ensayo se reprodujo tal y como se describe en el documento US 2005/0011112. Como catalizador se utilizo etilato

10 de sodio al 96 %. Asimismo, como no se indica la dosificacion de etilato, se ha considerado que el esquema del
procedimiento ilustrado en la figura 1 de este documento expresaria un valor en equivalente de etilato, es decir 40 g.
Igualmente, el ensayo se ha reproducido en presencia de una semilla seca al 0,5 % de humedad.

Las figuras 1 y 2 adjuntas y la tabla 19 presentan los balances de los materiales obtenidos. La figura 1 presenta el
balance segun el documento US 2005/0011112. La figura 2 presenta el balance segun el ejemplo comparativo 8.

15 Las figuras 1y 2 y la tabla 19 ponen de manifiesto una diferencia muy significativa sobre las masas de los productos
y coproductos circulantes. Como ejemplo: + 250 % de etanol recuperado en el turtd, - 100 % de éster etilico y de
glicerina puesto que ninguno de estos 2 productos diana se recupera, -40 % de extracto seco en la micela. El
extracto seco de la micela es monofasico y licoroso (mas viscoso que un éster etilico). No se obtiene ninguna
decantacion de glicerina.

20

23



ES 2449 868 T3

Tabla 19
Rendimiento Ejemplo segun el Ensayo_ Diferencia entre los 2
documento US 2005/0011112 comparativo ensayos (%)

Turtoé seco, g 520 646 +24 %
Etanol recuperado del turto, g 80 281 + 250%
Extracto seco, g 560 337 - 40%

Ester etilico, g 505 0,0 - 100%
Glicerina, g 55 0,0 - 100%

Se realizé un analisis mas profundo del extracto seco de micela determinando su contenido de éster etilico y de
glicéridos (por CPG) asi como el contenido de cenizas (la tasa de cenizas permite cuantificar la cantidad de sodio
presente en forma de sales, jabones y catalizador no consumido). Se han obtenido los siguientes resultados:

- Esteres etilicos: no detectados
- Triglicéridos: 100 %

- Diglicéridos: no detectados

- Monoglicéridos: no detectados
- Cenizas: 0,4 %.

Desde el punto de vista lipidico, el extracto seco de micela solo esta constituido por triglicéridos no transformados en
ésteres. La cantidad de cenizas indica que el sodio esta débilmente presente en la micela y no en forma de jabones
como podia suponerse. Probablemente el sodio debe estar atrapado en el turtd. Finalmente, el analisis
cromatografico no detectd la presencia de ésteres.

En conclusién, parece ser por tanto que el procedimiento descrito en el documento US 2005/0011112 no produce
éster etilico.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el tratamiento de semillas de ricino, teniendo dichas semillas un indice de acidez inferior a 2
mg de KOH/g y conteniendo ricino y alérgeno CB-1A, comprendiendo dicho procedimiento las siguientes etapas:

i) una etapa de acondicionamiento de semillas;

ii) una etapa de puesta en contacto de las semillas acondicionadas con un alcohol ligero anhidro y un catalizador
alcalino en condiciones de temperatura y tiempo suficientes para permitir la extraccion y la transesterificacion del
aceite vegetal y produciendo una mezcla que comprende ésteres de acidos grasos y glicerol, y un turto.

caracterizado porque la etapa i) comprende operaciones de aplanamiento y de secado de los granos.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la etapa i) también comprende precalentar las semillas a una
temperatura inferior o igual a 100 °C, efectuandose la operacion de precalentamiento antes del aplanamiento.

3. El procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 y 2, en el que la operacién de secado de las semillas
aplanadas de la etapa i) se realiza rapidamente después del aplanamiento, en menos de una hora, preferentemente
después de 5 a 10 minutos, a una temperatura suficiente para reducir el contenido de humedad de las semillas al
2% en peso o0 menor.

4. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa ii) comprende una primera
reaccion efectuada a una temperatura que varia de 30 a 75 °C, preferentemente a aproximadamente 50 °C, durante
15 a 60 minutos, preferentemente de 20 a 40 minutos, seguido de una extraccién con alcohol efectuada en 3 a 9
fases y a contracorriente.

5. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la operaciéon de aplanamiento se
efectia mediante un aplanador mecanico de rodillo.

6. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que las etapas i) y ii) se realizan en
modo continuo.

7. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el alcohol ligero es metanol y el
catalizador alcalino es sosa.

8. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la proporcién en peso
catalizador/alcohol/semillas comprende el intervalo de 0,001 a 0,01/0,1 a 5/1.

9. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la mezcla que comprende ésteres
de acidos grasos y de glicerol se somete a una etapa de decantacion que permite obtener una fase superior
compuesta predominantemente de ésteres grasos de acido ricinoleico y una fase inferior compuesta
predominantemente de glicina y de agua.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que dicha fase superior se somete a una sucesion de
reacciones quimicas que producen acido 11-aminoundecanoico.

11. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1y 10, en el que, cuando las semillas de ricino se
mezclan con semillas oleaginosas en una proporcién que varia de 1:1 a 1:10, se obtiene una mezcla de ésteres
metilicos de acidos grasos que comprende del 15 al 75 %, preferentemente del 30 al 75 % en peso de ésteres
metilicos de acido ricinoleico.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que dicha mezcla de ésteres metilicos se utiliza como
biocarburante.

13. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el turtd obtenido se somete a
una etapa de secado en condiciones de temperatura y tiempo suficientes para inactivar el ricino y el alérgeno CB-1A.

14. El procedimiento segun la reivindicacién 13, en el que el secado del turté se efectia en un horno con ventilacion
durante 4 h a una temperatura inferior o igual a 200 °C, preferentemente inferior o igual a 150 °C e incluso mas
preferentemente inferior o igual a 120 °C.

15. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende mezclar el turté de ricino
en estado humedo con turtés de sal (Shorea robusta).
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16. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende una etapa de adicién de
taninos y/o polifenoles, en forma de soluciones destinadas para sumergir los turtés obtenidos, durante un tiempo
suficiente para inactivar el ricino y el alérgeno CB-1A.

17. Un turté que puede obtenerse mediante el procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 11y 13 a 16, que
presenta:

- un grado de desintoxicacion de ricino de al menos 90 % y preferentemente de al menos 95 %, de actividad, como
se mide por medio de un ensayo ELISA,

- ningun poder sensibilizante debido al alérgeno CB-1A, evaluado mediante el ensayo LLNA,
- y un nivel de iones ca® que es inferior al 1% en peso con respecto al peso del turto.

18. La utilizacion del turtd segun la reivindicacion 17 en la alimentacion animal.
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Etanol anhidro

800g

Etilato de sodio
40g

Turté alcoholizado

6009
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Semilla de ricino seca

1000 g

MEZCLADOR
15min

Agitacion

1h 50°C

|

Filtracion

Micela

12409

A
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80g + 680 g

Destilacion
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Ester etilico

505 g

Glicerina en bruto
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Figura 1
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