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DESCRIPCION
Produccién enzimatica de productos de lecitina hidrolizados
Campo de la invencion

La invencion esta relacionada con procesos para la produccién enzimatica de productos de lecitina hidrolizados en
un disolvente organico aprotico, tal como hexano.
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Las lecitinas y las lecitinas modificadas se emplean mucho en la industria, incluyendo las industrias alimentaria y
farmacéutica, como agentes solubilizantes, agentes emulsivos y otros tipos de aditivos. Las lecitinas se obtienen de
diversas fuentes animales o vegetales, tales como semillas de soja y yema de huevo, y comprenden una mezcla de
fosfolipidos y triglicéridos asi como cantidades menores de compuestos tales como glicolipidos, carbohidratos,
acidos grasos y/o esteroles.

Se ha hallado que la hidrélisis parcial de fosfolipidos en lecitinas mejora las propiedades emulsivas. Esta
modificacion se efectlla lo mas cominmente mediante el tratamiento de la lecitina con fosfolipasas Al y/o A2, que
hidrolizan selectivamente el primer o segundo gliceril-acido graso, respectivamente, de los fosfolipidos, produciendo
lisofosfolipidos.

Se ha hallado también que la adicién de monoglicéridos y diglicéridos a lecitinas o lecitinas parcialmente hidrolizadas
mejora las propiedades de los productos finales, tales como las caracteristicas de coccidon de la harina y las
propiedades antisalpicadura de la margarina, especialmente de aquéllas que tienen un menor contenido de grasa,
por ejemplo, 60% en peso de grasa o menos (véanse, por ejemplo, la Patente Europea EP n°® 253429, la Patente de
EE.UU. n° 3.505.074, y la Publicacién PCT n° WO 02/49444). Otros ejemplos de productos alimenticios y piensos en
gue son Utiles tales composiciones incluyen masa congelada, productos de panaderia, para mejorar las propiedades
anti-enranciamiento, productos de carne emulsionados, helados, aderezos, y otros sistemas para emulsion.

S. W. Pearce et al. describen el uso de una fosfolipasa, Lecitase, para hidrolizar lecitina.

Actualmente, los productos de lecitina que contienen cantidades aumentadas de monoglicéridos y diglicéridos se
preparan afiadiendo estos componentes a lecitinas. Seria (til preparar directamente dichos productos, de una
manera controlada, mediante la hidrélisis enzimatica de la lecitina y composiciones relacionadas.

Descripcion detallada de la invencion
I. Vision de conjunto

En un aspecto, la invencién proporciona un método para producir un producto de lecitina hidrolizado que comprende
fosfolipidos hidrolizados, monoglicéridos y diglicéridos, método que comprende:

(a) poner un material de lecitina, que comprende un componente de fosfolipidos y un componente de triglicéridos, en
contacto con una enzima primera para crear una mezcla de reaccién en un medio disolvente organico que
comprende un disolvente organico aproético y agua suficiente para promover la hidrélisis, en donde la enzima primera
comprende una fosfolipasa o lipasa que hidroliza los fosfolipidos;

(b) poner posteriormente el producto de la operacién (a), en un medio disolvente organico que contiene agua
suficiente para promover la hidrélisis, en contacto con una enzima segunda que comprende una lipasa que hidroliza
los triglicéridos y es diferente de la enzima primera; y

(c) obtener el producto de lecitina hidrolizado.

En realizaciones seleccionadas, la enzima segunda es una lipasa y la enzima primera es una fosfolipasa, por
ejemplo, fosfolipasa Al y/o A2. En una de dichas realizaciones, la enzima primera es fosfolipasa A2.
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En otra realizacién, la enzima primera es fosfolipasa D. Esta realizacion puede comprender ademas, antes de dicha
operacion (b) de puesta en contacto, hacer reaccionar el producto de la operacién (a) con fosfolipasa Al y/o A2. En
aun otra realizacion, la enzima primera es fosfolipasa C.

En este proceso, y en todos los procesos de hidrélisis proporcionados en esta memoria, el material de lecitina de
partida procede preferiblemente de una fuente presente en la naturaleza, tal como yema de huevo o un aceite
vegetal. Preferiblemente, el material de partida procede directamente de la fuente presente en la naturaleza, es
decir, sin la adicion de componentes externos de fosfolipidos, triglicéridos, mono/diglicéridos ni acidos grasos.

El material de partida puede ser un material de lecitina que tenga un contenido de materiales insolubles en acetona
(A.l.; del inglés, acetone insoluble) de al menos 50%, preferiblemente de al menos 60%, en peso. Las proporciones
descritas en esta memoria son porcentajes en peso a menos que se indique otra cosa. Alternativamente, se pueden
utilizar materiales de partida que tengan valores de A.l. mas pequefios, por ejemplo, de 10%-50% en peso.

El producto hidrolizado es preferiblemente un producto de lecitina hidrolizado que tiene al menos un 50%, y mas
preferiblemente al menos un 56%, de materiales insolubles en acetona. El producto hidrolizado tiene preferiblemente
un indice de acidez (AV; del inglés, acid value) inferior a 45 mg de KOH/gramo. En otras realizaciones, el producto
hidrolizado comprende al menos un 60% de materiales insolubles en acetona.

El disolvente organico aprético puede comprender un disolvente hidrocarbonado. El material de partida puede ser un
producto de retencidn de un proceso de desgomado de aceites vegetales mediante membrana. En una realizacion
de este aspecto, las operaciones (a) y (b) se llevan a cabo en presencia de una membrana eficaz para separar los
fosfolipidos hidrolizados, los monoglicéridos y los diglicéridos de los acidos grasos liberados.

Se puede poner el material de partida simultAneamente en contacto con las enzimas primera y segunda o se pueden
emplear las enzimas secuencialmente, en cualquier orden. Es decir, se puede emplear la enzima "primera" antes o
después de, o concurrentemente con, la enzima "segunda”.

Preferiblemente, la enzima primera (es decir, la enzima eficaz para hidrolizar el fosfolipido) es fosfolipasa Al y/o A2.
En una realizacion, la enzima primera es fosfolipasa A2.

El disolvente organico aproético puede ser un disolvente hidrocarbonado, tal como hexano. En una realizacion, el
material de partida de lecitina es un producto de retenciéon de un proceso de desgomado de aceites vegetales
mediante membrana.

En una realizacién, la enzima es una lipasa y el producto hidrolizado comprende fosfolipidos y diglicéridos y, en
algunos casos, monoglicéridos. En otra realizacion, la enzima es fosfolipasa C y el producto hidrolizado comprende
fosfolipidos, triglicéridos y diglicéridos. En este caso, el método puede comprender ademas hacer reaccionar con
fosfolipasa Al y/o A2 el producto hidrolizado.

Cada uno de los procesos descritos en esta memoria comprende preferiblemente las operaciones adicionales de
separar o desactivar la(s) enzima(s) y separar el medio disolvente. Estas operaciones pueden ir ademas seguidas
de la formulacién del producto hidrolizado en un producto alimenticio.

Se describe ademas un producto de lecitina hidrolizado, en donde el producto contiene fosfolipidos hidrolizados,
monoglicéridos y diglicéridos y se produce mediante cualquiera de los procesos anteriormente descritos, donde el
material de partida procede directamente de un aceite vegetal, y el proceso incluye las operaciones de separar o
desactivar la(s) enzima(s) y separar el medio disolvente. El producto de lecitina hidrolizado consiste esencialmente
en componentes del material de partida y sustancias hidrolizadas que se obtienen a partir del material de partida por
reaccion de la(s) enzima(s). Preferiblemente, el producto de lecitina hidrolizado contiene al menos un 50%, y mas
preferiblemente al menos un 56%, de materiales insolubles en acetona y tiene un indice de acidez inferior a 45 mg
de KOH/gramo. Lo mas preferiblemente, el producto contiene al menos un 60% de materiales insolubles en acetona.

Se describen también un producto alimenticio que comprende el producto de lecitina hidrolizado, y un método para
formular un producto alimenticio al combinar un producto de lecitina hidrolizado con ingredientes comestibles
adicionales.

Il. Procesos para la modificacion enzimatica de lecitina o composiciones relacionadas

La invencién proporciona métodos para producir un producto de lecitina hidrolizado que comprende fosfolipidos y/o
fosfolipidos hidrolizados, monoglicéridos y diglicéridos (haciéndose conjuntamente referencia a los dos ultimos
componentes como mono/diglicéridos). Tipicamente, el producto también incluye fosfolipidos no hidrolizados y
triglicéridos. Los fosfolipidos hidrolizados son tipicamente lisofosfolipidos, y pueden también incluir acido fosfatidico
y/o acido lisofosfatidico.

De acuerdo con la invencién, el producto hidrolizado se produce directamente por tratamiento enzimatico de un
4
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material de partida, como se describe mas adelante, sin la adicion separada de ninguno de los anteriores
componentes nombrados. Preferiblemente, el material de lecitina de partida procede directamente de un aceite
vegetal; por ejemplo, es un material obtenido a partir de un procesamiento convencional de un aceite vegetal.

En realizaciones preferidas, el proceso produce un producto de lecitina hidrolizado que comprende al menos un
50%, preferiblemente al menos un 56%, y mas preferiblemente al menos un 60%, de materiales insolubles en
acetona (que consisten esencialmente en fosfolipidos y/o fosfolipidos hidrolizados) y tiene un indice de acidez
inferior a 45 mg de KOH/gramo.

A. Materiales de partida

En los procesos descritos en esta memoria se emplea un material de lecitina de partida que tiene un componente de
fosfolipidos (preferiblemente al menos un 10%, y mas preferiblemente al menos un 25%, y lo mas preferiblemente al
menos un 40%, en peso) y un componente de triglicéridos. Cuando el material de partida comprende un nivel de
materiales insolubles en acetona (que consisten esencialmente en fosfolipidos) que concuerda con las normas
legislativas para "lecitina", al material de partida se puede hacer referencia como material de partida de lecitina. Este
nivel de materiales insolubles en acetona es generalmente al menos un 50% en peso; por ejemplo, 56% o mas en
peso, o 60% o0 mas en peso.

El material de partida procede preferiblemente de una fuente presente en la naturaleza, tal como yema de huevo o
un aceite vegetal, donde un "aceite vegetal" incluye cualquier aceite extraido de las semillas, el fruto o las nueces de
una planta. Los ejemplos comunes incluyen los aceites de girasol, semilla de colza, canola, semilla de algodén y, en
particular, semilla de soja. Preferiblemente, el material de partida procede directamente de la fuente presente en la
naturaleza, es decir, sin la adicién de componentes externos de fosfolipidos, triglicéridos, mono/diglicéridos o acidos
grasos.

Convenientemente, el material de partida puede ser producido por medio de un procesamiento convencional de
materiales presentes en la naturaleza, tipicamente un aceite vegetal, tal como aceite de soja. En realizaciones
preferidas, el material de partida es un material obtenido mediante el desgomado de un aceite vegetal mediante
agua o una membrana.

Por ejemplo, en un procedimiento tipico para el procesamiento de aceite de soja crudo, las semillas de soja son
descascarilladas y son sometidas a extraccién con hexano para producir un liquido de extraccion (miscela) que
incluye hexano y aceite de soja crudo. El aceite de soja crudo contiene, como un componente principal, aceite de
glicéridos, ademas de fosfolipidos, azlcares, esteroles, glucédsidos de esteroles, acidos grasos, y otros componentes
en cantidades menores.

Los fosfolipidos se separan de la mayoria del aceite de glicéridos de la miscela en un proceso conocido como
"desgomado”. En un desgomado convencional mediante agua, esto se realiza generalmente separando el hexano
disolvente, hidratando los fosfolipidos con agua caliente o vapor de agua, y centrifugando. La separacién de parte
de, o toda, el agua proporciona un material de lecitina crudo que tipicamente contiene aproximadamente 60-65% de
materiales insolubles en acetona, siendo el resto principalmente triglicéridos y cantidades menores de otros
componentes, tales como azUcares, glucésidos de esteroles y/o acidos grasos. Dicho material se puede emplear
como un material de partida en los procesos descritos en esta memoria.

Mas recientemente, se han desarrollado métodos para el desgomado de aceite de soja mediante una membrana, lo
gue produce generalmente un producto mas puro que el desgomado mediante agua. Véase, por ejemplo, Jirjis et al.,
Patentes de EE.UU. numeros 6.207.209 y 6.833.149. En una realizacion preferida de la presente invencion, el
material de partida se obtiene mediante dicho proceso. En el desgomado mediante membrana, se alimenta una
miscela de aceite vegetal en un disolvente hidrocarbonado, tipicamente hexano, a una membrana, produciéndose
una corriente de filtrado que esta desprovista de fosfolipidos y una corriente de producto de retencién que esta
enriquecida en fosfolipidos con respecto al contenido de fosfolipidos de la miscela.

El producto de retencién, con o sin el hexano disolvente, puede ser utilizado como un material de partida en los
presentes procesos. Se puede variar el contenido de fosfolipidos de dicho producto de retencion al variar las
condiciones de separacion, tales como, por ejemplo, la relacion de producto de retencién-filtrado, el tiempo de
separacion y/o el nimero de fases de separacion (véase, por ejemplo, Jirjis et al., anteriormente citado). El
contenido de fosfolipidos del producto de retencion (excluyendo el disolvente) puede ser, por ejemplo, de entre
aproximadamente 10% y aproximadamente 85%, y es tipicamente de entre aproximadamente 50% vy
aproximadamente 85%.

B. Condiciones de reaccién: En general

La reaccion puede ser llevada a cabo en un medio disolvente organico. Como se emplea en esta memoria, la
expresion "medio disolvente organico” se refiere a un disolvente aproético (es decir, ni un alcohol ni una amina), y
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mas preferiblemente a un disolvente apolar, por lo que el medio de reaccién incluye un contenido de agua suficiente
para que se produzca la hidrdlisis. Preferiblemente, el contenido de agua esta en un nivel eficaz para promover la
hidrélisis y minimizar la transesterificacion. Esta agua se puede afiadir al medio de reaccion, por ejemplo, usando un
disolvente saturado de agua, o puede ser proporcionada por agua atrapada o residual en el material de partida.

En realizaciones seleccionadas, los procesos de hidrolisis como los descritos en esta memoria se llevan a cabo bajo
unas condiciones eficaces para inhibir la transesterificacion de los fosfolipidos hidrolizados con los acidos grasos
liberados. Dichas condiciones pueden incluir la presencia de agua suficiente para inhibir la esterificacion, o la
presencia de sales para secuestrar los acidos grasos liberados. Por ejemplo, se puede afiadir una sal o una base
débil a la mezcla de reaccion para secuestrar los acidos grasos liberados. Dichas al puede ser, por ejemplo, cloruro
célcico en exceso. El cloruro célcico se incluye rutinariamente como un activador iénico en reacciones en que se
emplean fosfolipasas.

Alternativamente o ademas, la reaccion puede ser llevada a cabo en presencia de una membrana que tenga una
composicion y un tamafio de poro eficaces para separar los acidos grasos de la mezcla de reaccion. Esta
caracteristica también sirve para aumentar el contenido de materiales insolubles en acetona (A.l.) del producto
hidrolizado.

Otras condiciones de reaccién que se pueden variar en los procesos descritos en esta memoria incluyen, por
ejemplo, el estado de la enzima (por ejemplo, si esta inmovilizada o no), la temperatura, el pH, la presencia y
concentracion de otros aditivos, y la concentracion del sustrato. Mas adelante se describen condiciones ejemplares.

C. Procesos de hidrélisis con dos enzimas

El material de partida es hidrolizado en un proceso con dos enzimas usando dos enzimas diferentes.
Especificamente, se utiliza una enzima primera, tipicamente una fosfolipasa (o una lipasa reactiva con fosfolipidos,
como se discute mas adelante), para hidrolizar los fosfolipidos del material de partida hasta lisofosfolipidos y/o
acidos fosfatidicos, y se utiliza una enzima segunda, una lipasa (o, en algunos casos, una fosfolipasa que tiene
actividad lipasa), para hidrolizar los triglicéridos hasta mono/diglicéridos. Preferiblemente, la enzima primera es una
fosfolipasa, tal como fosfolipasa A2, para la hidrdlisis de los fosfolipidos, y la enzima segunda es una lipasa, para la
hidrélisis de los triglicéridos. Adviértase que, en este caso, el uso de "primera" y "segunda” no indica necesariamente
el orden cronolégico de la reaccion.

El uso de dos enzimas diferentes puede proporcionar mayor flexibilidad en las variedades de composiciones de
producto obtenidas, con respecto a las cantidades relativas de los diferentes componentes hidrolizados presentes,
gue un proceso con una sola enzima. Las dos enzimas pueden ser empleadas simultdnea o secuencialmente, en
cualquier orden, como se describe adicionalmente mas adelante.

Mas generalmente, cada una de las dos enzimas diferentes es una fosfolipasa o una lipasa, donde se proporciona
una enzima para hidrolizar los fosfolipidos del material de partida, por ejemplo, hasta lisofosfolipidos, y se
proporciona la otra para hidrolizar los triglicéridos del material de partida hasta mono/diglicéridos. Tipicamente, una
enzima es una fosfolipasa que hidroliza selectivamente fosfolipidos, y la otra es una lipasa que hidroliza
selectivamente triglicéridos. "Selectiva", como se emplea en esta memoria, indica que la enzima hidroliza en mayor
grado un sustrato particular, tal como un fosfolipido, que un sustrato diferente, tal como un triglicérido, bajo
condiciones equivalentes. El "grado” de hidrdlisis se refiere al porcentaje de sustrato hidrolizado en moles. El grado
de hidrolisis de un sustrato con respecto a otro por una enzima selectiva puede diferir en un factor de dos o mas, en
un factor de aproximadamente 5 0 mas, o en un factor de aproximadamente 25 o aproximadamente 50 o mas.

Como se discute mas adelante, algunas lipasas son conocidas por hidrolizar fosfolipidos, en algunos casos en un
grado mayor que el de la hidrdlisis de triglicéridos. Por el contrario, aunque menos cominmente, algunas
fosfolipasas son conocidas por hidrolizar triglicéridos, en algunos casos en un grado mayor que el de la hidrélisis de
fosfolipidos. En general, la actividad y la selectividad de dichas enzimas dependen de las condiciones de reaccion.

En consecuencia, la seleccion de las dos enzimas puede incluir diferentes combinaciones de lipasa(s) y
fosfolipasa(s) con tal de que una tenga una actividad lipasa significativa y/o selectiva y la otra tenga una actividad
fosfolipasa significativa y/o selectiva, bajo las condiciones de reaccion. Actividad "significativa”, como se emplea en
esta memoria, indica que una enzima hidroliza al menos el 1% en moles, preferiblemente al menos el 5%, y mas
preferiblemente al menos el 10% o al menos el 25% en moles de un sustrato particular bajo un conjunto dado de
condiciones de reaccion.

Como se describe adicionalmente mas adelante, en la reaccion con dos enzimas, cuando se lleva a cabo en un
disolvente acuoso, se emplea ventajosamente una enzima fosfolipasa (o0 selectiva para fosfolipidos) en una primera
fase y una enzima lipasa (o selectiva para triglicéridos) en una fase posterior. En la reaccién en disolvente organico
se pueden emplear las dos enzimas secuencialmente, en cualquier orden, o simultaneamente. La reacciéon segunda
se lleva preferiblemente a cabo sobre un producto de retencién de un proceso de desgomado mediante membrana.
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C. Reaccion con dos enzimas en disolvente organico

El proceso con dos enzimas se lleva a cabo en un medio disolvente organico aprético que contiene agua suficiente
para que tenga lugar la hidrélisis y, preferiblemente, agua suficiente para promover la hidrélisis e inhibir la
transesterificacion. El material de partida se proporciona preferiblemente en el disolvente organico. En una
realizacién, el proceso se lleva a cabo sobre un producto de retencién obtenido en el desgomado de un aceite
vegetal, tipicamente aceite de soja, mediante membrana. Un producto de retencion tipico, como se describe en, por
ejemplo, las Patentes de EE.UU. nimeros 6.207.209 y 6.833.149, contiene la mayoria de los fosfolipidos presentes
en el aceite preprocesado ya que estos compuestos forman en el disolvente hidrocarbonado grandes agregados que
no penetran en los poros de la membrana. Sin embargo, como se indicé anteriormente, se pueden obtener
productos de retencién que tengan niveles variables de fosfolipidos al variar las condiciones empleadas durante la
separacion por membrana, por ejemplo, variando la relacion de producto de retencion-filtrado. El producto de
retencion también contiene generalmente una fraccion significativa de triglicéridos.

El disolvente organico aprético puede ser cualquier disolvente que sea inerte bajo las condiciones de reaccion,
incluyendo, por ejemplo, ésteres y cetonas de bajo peso molecular, hidrocarburos halogenados y, preferiblemente,
hidrocarburos. Los disolventes hidrocarbonados preferidos incluyen alcanos, cicloalcanos e hidrocarburos
aromaticos simples tales como, por ejemplo, benceno y sus compuestos homologos que contienen sustituyentes
alquilicos que tienen hasta cuatro atomos de carbono. Los hidrocarburos ejemplares incluyen benceno, tolueno,
xilenos, cicloalcanos Cs3-Cs, alcanos Cs-Cg, mezclas de los mismos, por ejemplo, éter de petréleo, y alquenos Cs-Cs.

Cuando el proceso con dos enzimas se lleva a cabo en un medio disolvente organico, las dos enzimas se pueden
emplear simultdneamente. Mas adelante, en las Secciones V y VI, se proporcionan ejemplos de reacciones.

El proceso puede ser llevado a cabo en presencia de una membrana eficaz para separar los componentes del
producto hidrolizado, por ejemplo, fosfolipidos, fosfolipidos hidrolizados, triglicéridos, monoglicéridos y/o diglicéridos,
de los acidos grasos liberados. Se pueden seleccionar una composiciéon de la membrana, un tamafio de poro y una
presion operativa adecuados, de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, para permitir que los acidos grasos
libres atraviesen selectivamente la membrana. Esta caracteristica puede ser eficaz para aumentar el contenido de
materiales insolubles en acetona (A.l.) del producto hidrolizado.

Como se discute adicionalmente méas adelante, las enzimas pueden estar inmovilizadas, lo que facilita su separacion
de la mezcla de reaccion. Las enzimas no inmovilizadas son desactivadas después de la complecién de la reaccion,
tipicamente por calentamiento.

D. Procesos con una sola enzima

En otra realizacion de la invencion, se emplea un producto de retencion de un proceso de desgomado de aceite
vegetal por membrana, como se describié anteriormente, como material de partida en un proceso de hidrélisis con
una sola enzima, donde la enzima es una fosfolipasa o, preferiblemente, una lipasa. Como se describio
anteriormente y se describe adicionalmente mas adelante en la Seccion Ill, muchas lipasas tienen una actividad
fosfolipasa significativa y son eficaces para hidrolizar tanto triglicéridos (hasta mono/diglicéridos) como fosfolipidos
(hasta lisofosfolipidos). La relacién de estas actividades en una preparacion enzimatica varia a menudo con las
condiciones de reaccion, particularmente con el disolvente y el pH. Preferiblemente, la lipasa es selectiva para
triglicéridos, como se define en esta memoria.

Cuando la enzima es una lipasa, el producto hidrolizado, que puede ser un producto de lecitina hidrolizado que
tenga un 50% o mas de A.l., contiene tipicamente mono/diglicéridos, triglicéridos y fosfolipidos y también puede
contener fosfolipidos hidrolizados, por ejemplo, lisofosfolipidos. Mas adelante, en las Secciones V y VI, se
proporcionan ejemplos de dichas reacciones.

También se contemplan reacciones de una sola enzima donde la enzima es una fosfolipasa C. De nuevo, el material
de partida puede proceder del procesamiento de un aceite vegetal, especialmente aceite de soja, y preferiblemente
procede directamente de dicha fuente. Se espera que la reacciéon produzca un producto que contenga fosfolipidos,
triglicéridos y diglicéridos, sin cantidad significativa alguna de monoglicéridos ni lisofosfolipidos. Este producto podria
ser hecho reaccionar adicionalmente, si se deseara, con una fosfolipasa A para producir un producto que contuviera
ademas lisofosfolipidos.

Ill. Enzimas adecuadas para uso en los procesos de la invencién
A. Fosfolipasas

Como se describié anteriormente, en los métodos de la invencién se puede emplear una fosfolipasa para hidrolizar
fosfolipidos (y, en algunos casos, triglicéridos) en el material de partida. Las enzimas fosfolipasas son facilmente
asequibles en el comercio. Las fosfolipasas comunes se clasifican en A1, A2, C y D basandose en qué enlace de un
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fosfolipido es hidrolizado por la enzima, como se indica mas adelante [la familia de enzimas fosfolipasa B comparte
actividades fosfolipasa, lisofosfolipasa y lisofosfolipasa-transacilasa (Shen et al., 2004) y es generalmente menos
preferida a causa de su menor selectividad].

En los presentes procesos con dos enzimas se emplea tipicamente fosfolipasa A1 (EC 3.1.1.32) y/o A2 (EC 3.1.1.4),
gue produce lisofosfolipidos por eliminaciéon de una cadena lateral acilica. En otras realizaciones, se puede utilizar
una fosfolipasa D (EC 3.1.4.4), sola o en combinacién con fosfolipasa A1 o A2, para obtener acidos fosfatidicos y/o
acidos lisofosfatidicos.

Al
0!
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En otra realizacion, se puede hacer reaccionar fosfolipasa C con el material de partida de fosfolipidos/triglicéridos
para producir un producto que contiene fosfolipidos, triglicéridos y diglicéridos, sin cantidad significativa alguna de
monoglicéridos ni lisofosfolipidos. Este producto podria ser hecho reaccionar ademas, si se deseara, con una
fosfolipasa A para producir un producto que contuviese ademas lisofosfolipidos.

En realizaciones seleccionadas, se emplea fosfolipasa D, sola o en combinaciéon con fosfolipasa A1 o A2, para
producir productos de lecitina hidrolizados que tienen un componente de acido fosfatidico o acido lisofosfatidico.
También se puede utilizar en combinacioén con un alcohol seleccionado de entre etanolamina, serina e inositol para
aumentar, respectivamente, el contenido de PE, PS o PI del producto de lecitina hidrolizado.

La hidrdlisis de lecitinas con fosfolipasa A1 o A2 sola es conocida en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente GB
n® 1215868 (1970), que describe un proceso convencional en el que se hace reaccionar lecitina con fosfolipasa A2
en una emulsién acuosa, en presencia de iones de calcio, para obtener lisolecitina. La purificacion incluye una
extraccién con acetona, que separa materiales solubles en acetona tales como acidos grasos y glicéridos. Hirai et al.
(Patente de EE.UU. n° 5.955.327) describen la reaccién de lecitina hidratada con fosfolipasa A1 o A2 en un medio
acuoso, lo que va seguido de una operacién de reparto con acetona para aislar el producto de lisolecitina. Yesair
(Patente de EE.UU. n° 5.716.814) describe un proceso en el que se hace reaccionar una mezcla de fosfatidilcolina y
un monoglicérido con fosfolipasa A2 para producir una composicion de lisofosfolipido-monoglicérido-acido graso.

En algunos casos, como se discutié anteriormente, una fosfolipasa puede presentar una actividad lipasa significativa
ylo selectiva. Por ejemplo, Mustranta et al., 1995, citado anteriormente, comunicaron que una preparacion de
fosfolipasa Al (A. niger) tenia una relacion de actividades lipasa/fosfolipasa de 2:1 en medio acuoso. Dicha
fosfolipasa puede ser utilizada para hidrolizar triglicéridos en los procesos descritos en esta memoria. Sin embargo,
mas tipicamente, se utiliza una lipasa, tal como se describe mas adelante, para hidrolizar triglicéridos.

B. Lipasas

Se conocen muchas lipasas diferentes (a las que también se hace referencia como triacilglicerol hidrolasas; EC
3.1.1.3) obtenidas de fuentes animales, vegetales o microbianas y/o se dispone comercialmente de ellas, a menudo
en forma inmovilizada. Estas enzimas pueden variar mucho en cuanto a actividad y selectividad; es decir, en los
grados de actividad lipasa, actividad fosfolipasa y/o actividad esterasa presentados por una preparacion enzimatica
particular.

El fabricante proporcionara a menudo informacion relativa a la actividad y selectividad de una preparacion comercial
de lipasa. La actividad y la selectividad de una enzima varian a menudo con las condiciones de reaccion, tales
como, por ejemplo, si la reaccion se realiza en un medio organico u acuoso, si la enzima esta inmovilizada, etcétera,
y con la pureza de la preparacién particular. Otros parametros que pueden afectar a la reactividad y selectividad de
una enzima incluyen el pH, la concentracion de sustrato y la polaridad del disolvente (véase, por ejemplo, Haas et
al., 1995, 1994; citados anteriormente).

La actividad de una preparacion enzimatica particular con respecto a diferentes sustratos, tales como fosfolipidos y

triglicéridos, puede ser empiricamente evaluada para un conjunto dado de condiciones de reaccion, si se desea,

usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, A. Mustranta et al. (anteriormente citado) determinaron el
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grado de hidrdlisis de fosfatidilcolina de soja (es decir, la actividad fosfolipasa) para cada una de diversas lipasas y
fosfolipasas, en una emulsién acuosa, mediante la titulacion de los acidos grasos liberados producidos por una
reaccion de 30 minutos. Se empled una reaccién similar con aceite de oliva para determinar la actividad lipasa. En
este informe, tanto una lipasa de A. niger como una lipasa de P. cyclopium mostraron actividad fosfolipasa, aunque
la actividad lipasa fue mayor, particularmente para la lipasa de A. niger. En el informe también se indicd que las
preparaciones de fosfolipasa A2 eran mucho mas selectivas de fosfolipasa que las preparaciones de fosfolipasa Al.

M. Haas et al. (1995, anteriormente citado) determinaron el grado de hidrdlisis de fosfolipidos y triglicéridos por cada
una de tres lipasas y una fosfolipasa, cada una comercialmente asequible en forma inmovilizada. Se trataron
separadamente los componentes con las enzimas en agua; se trataron mezclas de los componentes en hexano
saturado de agua. Se determiné el grado de hidrdlisis por titulacion de los acidos grasos liberados y por analisis de
las mezclas lipidicas de producto mediante HPLC. Se hallé que el medio disolvente ejercia un gran efecto sobre la
reactividad y la selectividad en este informe. Por ejemplo, las lipasas de R. miehei y C. rugosa eran mucho mas
reactivas hacia triglicéridos que hacia fosfolipidos en ambos medios disolventes, y una tercera lipasa, de C.
antarctica, mostré una selectividad similar a la de R. miehei en agua pero no resultdé reactiva en hexano. La
fosfolipasa (fosfolipasa B de Amano) sélo hidroliz6 los fosfolipidos en hexano y no resulté reactiva en agua.

En otro andlisis, F. Hara et al. (anteriormente citado) determinaron el grado de hidrélisis de fosfatidilcolina por
diversas lipasas en un sistema micelar inverso durante 24 horas y durante 48 horas. El grado de hidrdlisis,
determinado mediante un analisis cromatografico, varié de 0 a 100% para las lipasas examinadas. Por ejemplo, bajo
las condiciones de reaccion descritas, las lipasas procedentes de M. javanicus (Lipase M10, Amano
Pharmaceuticals), M. miehei (Lipozyme IM20, Novo Nordisk) y pancreas de cerdo (Pancreatin F, Amano)
proporcionaron una hidrélisis de fosfatidilcolina del 100%; las lipasas procedentes de Rhizopus sp. (Lipase F,
Amano) y R. delemar (Newlase F, Amano) proporcionaron una hidrélisis de aproximadamente 35-45%; y las lipasas
procedentes de A. niger (Lipase A6, Amano) y C. cylindrica (Lipase AY30, Amano) proporcionaron poca 0 hinguna
hidrdlisis.

Como se muestra en los articulos anteriormente citados y en otros de este campo, las lipasas presentan a menudo
una actividad fosfolipasa significativa. Dichas enzimas, a las que se puede hacer referencia en esta memoria como
lipasas "reactivas con fosfolipidos", pueden ser utilizadas como enzima primera en los procesos con dos enzimas
descritos en esta memoria. Una lipasa que es "reactiva con fosfolipidos" puede ser definida como una que, bajo
unas condiciones de reaccion adecuadas tales como las expuestas en las reacciones ejemplares posteriores, es
eficaz para hidrolizar al menos el 1% en moles, preferiblemente al menos el 5%, y mas preferiblemente al menos el
10% o al menos el 25% en moles de los fosfolipidos presentes en la mezcla de reaccién. Dichas condiciones de
reaccion pueden incluir la reaccion en un medio acuoso, empleandose la enzima en una concentracién de 0,001 a
0,2% basandose en un 60% de Al (materiales insolubles en acetona), a aproximadamente 40-60 °C durante un
periodo de 4 a 24 horas, o la reaccidon en un disolvente organico, empleandose el mismo nivel de enzima, a
aproximadamente 20-60 °C durante un periodo de 1 a 24 horas.

Mas tipicamente, la enzima primera de la reaccién con dos enzimas es una fosfolipasa, y se emplean lipasas como
enzima segunda en los procesos con dos enzimas descritos en esta memoria 0 como enzima Unica en procesos que
se dirigen a la hidrdlisis selectiva del componente de triglicéridos del material de partida. Para estos fines, las lipasas
preferidas pueden ser definidas como aquéllas que, bajo las condiciones de reaccién dadas, son selectivas para
actividad lipasa; es decir, el grado de hidrdélisis de acil-gliceroles por la lipasa es mayor, preferiblemente en un factor
de dos 0 mas, que el grado de hidrélisis de acil-fosfolipidos por la lipasa, bajo las condiciones de reaccién [como se
indicé anteriormente, las condiciones de reaccion incluyen, por ejemplo, el disolvente, el estado de la enzima (por
ejemplo, si esta inmovilizada o no), la temperatura, el pH, la presencia y concentracién de aditivos iénicos, y la
concentracion de sustrato]. El "grado de hidrdlisis" puede ser definido como el porcentaje de sustrato hidrolizado en
moles; es decir, el porcentaje de triglicéridos convertidos en mono/diglicéridos o el porcentaje de fosfolipidos
convertidos en lisofosfolipidos. Mas preferiblemente, el grado es aproximadamente 5 veces mayor, lo mas
preferiblemente aproximadamente 25 o aproximadamente 50 veces mayor. A estas enzimas también se hace
referencia en esta memoria como lipasas "selectivas para triglicéridos" o lipasas eficaces para hidrolizar
selectivamente triglicéridos.

C. Inmovilizacién de enzimas

Las enzimas utilizadas en los procesos descritos en esta memoria pueden ser inmovilizadas, para lo cual se
conocen diversos materiales y métodos en la técnica; mas adelante se describen procedimientos ejemplares. La
inmovilizaciéon de las enzimas, en general, prolonga la vida util de las enzimas, simplifica la purificacion de los
productos y a menudo potencia la actividad catalitica de la enzima. Los materiales sobre los que se han inmovilizado
enzimas incluyen silice, vidrio poroso, Celite®, diatomita, resinas para intercambio i6nico, y otros diversos sustratos
polimeros que incluyen poliamidas, polipropileno, polietilenglicol, polisacaridos tales como celulosa, agarosa y
agarosa alquilicamente modificada, y quitina o quitosano. Se pueden proporcionar sustratos polimeros, por ejemplo,
en forma de membranas, fibras huecas o glébulos. En una realizacion, para la inmovilizacién de enzimas también se
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podria utilizar una membrana empleada para la separacion de acidos grasos de la mezcla de reaccién. La
inmovilizacién se lleva frecuentemente a cabo por adsorcion simple, pero puede incluir la fijacién covalente a, por
ejemplo, silice modificada con amino o aldehido.

En la bibliografia se dispone de extensas descripciones de la inmovilizacién de enzimas, incluyendo una descripcion
particular de la inmovilizacion de lipasas y fosfolipasas. Una muestra de referencias incluye K. Mosbach, redactor,
1988; F. X. Malcata et al., 1990, 1992; V. M. Balcao et al., 1995; A. E. Ivanov et al., 1997; G. F. Bickerstaff, redactor,
1997; Bastida et al., 1998; R. Fernandez-Lafuente et al., 1998; W. Cho et al., 1999; U. T. Bornscheuer et al., 2002;
M. V. Ramachandra et al., 2002; y D. Adlercreutz et al.,, 2002; todas anteriormente citadas bajo "Referencias".
Frecuentemente, las enzimas se proporcionan comercialmente en forma inmovilizada.

IV. Producto hidrolizado

Se describe ademas un producto hidrolizado, obtenido por medio de una reaccion de hidrolisis enzimatica descrita
en esta memoria, que contiene fosfolipidos y/o fosfolipidos hidrolizados, monoglicéridos y diglicéridos, y que
contiene tipicamente fosfolipidos y triglicéridos. Los fosfolipidos hidrolizados pueden incluir lisofosfolipidos, acido
fosfatidico y/o acido lisofosfatidico. Los fosfolipidos hidrolizados son tipicamente lisofosfolipidos, tales como los que
se producen por reaccion de la fosfolipasa A1 o A2.

El producto hidrolizado contiene al menos 0,5%, al menos 1%, al menos 2,5%, al menos 5%, al menos 7,5%, al
menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos 40% o al menos
45% en peso de mono/diglicéridos. El porcentaje en moles de triglicéridos convertidos en mono/diglicéridos es
preferiblemente al menos 25%, mas preferiblemente al menos 50%, hasta 75% o0 mas.

Los productos de los procesos descritos en esta memoria son denominados "lecitina hidrolizada" o "productos de
lecitina hidrolizados" si su composicion estd de acuerdo con las normas de etiquetado para lecitinas, las cuales
pueden variar con los paises. Por ejemplo, de acuerdo con la norma de etiquetado E322 en Europa, las "lecitinas" se
definen como "mezclas de fracciones de fosfolipidos que se obtienen de productos alimenticios animales o vegetales
mediante procesos fisicos"; también pueden incluir "sustancias hidrolizadas que se obtienen mediante el uso de
enzimas inocuas y adecuadas". De acuerdo con esta norma de etiquetado, una "lecitina" incluye al menos 60% de
sustancias insolubles en acetona y tiene un indice de acidez inferior a 35 mg de KOH/gramo, y una "lecitina
hidrolizada" incluye al menos 56% de sustancias insolubles en acetona y tiene un indice de acidez inferior a 45 mg
de KOH/gramo.

El producto de lecitina hidrolizado puede proceder de un material de partida de lecitina que contenga mezclas de
fosfolipidos obtenidos de productos alimenticios animales o vegetales mediante procesos fisicos. El material de
partida de lecitina puede ser obtenido, por ejemplo, a partir del desgomado de aceite de soja crudo mediante agua o
mediante membrana.

El producto hidrolizado consiste esencialmente en componentes del material de partida, que procede directamente
de un aceite vegetal, y sustancias hidrolizadas que se obtienen del material de partida mediante el uso de enzimas
inocuas y adecuadas, especificamente una lipasa y, en la mayoria de los casos, una fosfolipasa, como se describe
en esta memoria. El material de partida es preferiblemente un material de lecitina, obtenido mediante el desgomado
de un aceite vegetal, tal como aceite de soja. Por "consiste esencialmente en" se quiere significar que el producto
hidrolizado puede contener, por ejemplo, agua pero no contiene componentes lipidicos distintos de los componentes
del material de partida y de las sustancias hidrolizadas derivadas de estos, como se especificd anteriormente. No
contiene actividad enzimatica residual alguna.

V. Procedimientos de reacciones ejemplares

Las reacciones siguientes son solo ejemplares y con ellas no se pretende limitar la invencion. Estos procedimientos
se refieren tipicamente a un material de partida de "lecitina"; sin embargo, como se indic6é anteriormente, se pueden
emplear materiales de partida que contengan cantidades variables de fosfolipidos y triglicéridos. Por ejemplo, un
producto de retencién de un proceso de desgomado mediante membrana puede incluir de aproximadamente 10% a
aproximadamente 85% de fosfolipidos, dependiendo de las condiciones de la separacion, como se indico
anteriormente.

A. Hidrdlisis en disolvente organico aprético: Adicion secuencial de dos enzimas

Una lecitina fluida obtenida como el producto de retencidn de un proceso de desgomado mediante membrana, como
se describe, por ejemplo, en la Patente de EE.UU. n° 6.207.209, que tiene un nivel de materiales insolubles en
acetona (Al) de 55%-80%, es combinada con fosfolipasa A2, que puede estar inmovilizada, preferiblemente en una
cantidad de 0,001 a 0,2%, basandose en un 60% de Al. Si es necesario, se ajusta el pH a un nivel favorable para la
enzima y se afiade CaCl, para activar la enzima. El CaCl, en exceso puede ser utilizado para secuestrar
eficazmente acidos grasos liberados. La reaccién se lleva a cabo a aproximadamente 20-60 °C durante un periodo
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de 1 a 24 horas. Se recupera la enzima inmovilizada, y un secado proporciona un producto que contiene lisolecitina,
en una cantidad determinada por el tiempo y la temperatura de reaccion y por la concentracién de enzima.

A este producto se afiade una lipasa, que puede estar inmovilizada, preferiblemente en una cantidad de 0,001 a
0,2%, basandose en un 60% de Al. Si es necesario, se ajusta el pH a un nivel favorable para la enzima y se afiade
CaCl,. La reaccion se lleva a cabo a aproximadamente 20-60 °C durante un periodo de 1 a 24 horas. Se recupera la
enzima inmovilizada, y un secado proporciona un producto de lecitina que contiene lisolecitina y que también
contiene mono/diglicéridos, en una cantidad determinada por el tiempo y la temperatura de reaccién y por la
concentracion de enzima.

En una realizacion preferida, la reaccién se lleva a cabo en presencia de una membrana que tiene una composicion
y un tamafio de poro eficaces para separar selectivamente acidos grasos de la mezcla de reaccién.

Preferiblemente, la concentracion de lipasa y los demas parametros son eficaces para producir un producto de
lecitina hidrolizado que contiene al menos 0,5%, al menos 1%, al menos 2,5%, al menos 5%, al menos 7,5%, al
menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos 40% o al menos
45% en peso de mono/diglicéridos. El porcentaje en moles de triglicéridos convertidos en mono/diglicéridos es
preferiblemente al menos 25%, mas preferiblemente al menos 50%, hasta 75% o mas.

B. Hidrdlisis en disolvente organico aprético: Adicion simultanea de dos enzimas

Una lecitina fluida obtenida como el producto de retencidon de un proceso de desgomado mediante membrana, como
se describe, por ejemplo, en la Patente de EE.UU. n° 6.207.209, que tiene un nivel de materiales insolubles en
acetona (Al) de 55%-80%, es combinada con fosfolipasa A2 y una lipasa selectiva para triglicéridos, cada una de las
cuales puede estar inmovilizada, cada una preferiblemente en una cantidad de 0,001 a 0,2%, basandose en un 60%
de Al. Si es necesario, se ajusta el pH a un nivel favorable para las enzimas y se afiade CaCl,. La reaccion se lleva a
cabo a aproximadamente 20-60 °C durante un periodo de 1 a 24 horas. En una realizacion preferida, la reaccién se
lleva a cabo en presencia de una membrana que tiene una composicién y un tamafio de poro eficaces para separar
selectivamente acidos grasos de la mezcla de reaccion.

Se recupera la enzima inmovilizada, y un secado proporciona un producto de lecitina que contiene lisolecitina y
mono/diglicéridos, cada uno en una cantidad determinada por el tiempo y la temperatura de reaccion y por las
respectivas concentraciones de enzima. Preferiblemente, la concentracién de lipasa y los demas parametros son
eficaces para producir un producto de lecitina hidrolizado que contiene al menos 0,5%, al menos 1%, al menos
2,5%, al menos 5%, al menos 7,5%, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al
menos 35%, al menos 40% o al menos 45% en peso de mono/diglicéridos. El porcentaje en moles de triglicéridos
convertidos en mono/diglicéridos es preferiblemente al menos 25%, mas preferiblemente al menos 50%, hasta 75%
0 mas.

C. Hidrdlisis en disolvente organico aproético: Una sola enzima

Una lecitina fluida obtenida como el producto de retencidn de un proceso de desgomado mediante membrana, como
se describe, por ejemplo, en la Patente de EE.UU. n° 6.207.209, que tiene un nivel de materiales insolubles en
acetona (Al) de 20%-80%, es combinada con una lipasa selectiva para triglicéridos, que puede estar inmovilizada,
en una cantidad de aproximadamente 0,1 a 0,2% basada en un 60% de Al. Si es necesario, se ajusta el pH a un
nivel favorable para la enzima y se afiade CaCl,. EI CaCl, en exceso puede ser utilizado para secuestrar
eficazmente acidos grasos liberados. La reaccién se lleva a cabo a aproximadamente 20-60 °C durante un periodo
de 1 a 24 horas. En una realizacién preferida, la reaccién se lleva a cabo en presencia de una membrana que tiene
una composicion y un tamafio de poro eficaces para separar selectivamente acidos grasos de la mezcla de reaccion.

Se recupera la enzima inmovilizada, y un secado proporciona un producto de lecitina que contiene
mono/diglicéridos, en una cantidad determinada por el tiempo y la temperatura de reaccion y por la concentracion de
enzima. Preferiblemente, la concentracion de lipasa y los deméas parametros son eficaces para producir un producto
de lecitina hidrolizado que contiene al menos 0,5%, al menos 1%, al menos 2,5%, al menos 5%, al menos 7,5%, al
menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos 40% o al menos
45% en peso de mono/diglicéridos. El porcentaje en moles de triglicéridos convertidos en mono/diglicéridos es
preferiblemente al menos 25%, mas preferiblemente al menos 50%, hasta 75% o mas.

VI. Ejemplos practicos
Los ejemplos siguientes se destinan a ilustrar la invencién y no a limitarla.
Inmovilizaciéon de enzimas

La inmovilizaciéon de enzimas puede ser llevada a cabo del modo descrito, por ejemplo, por D. Adlercreutz et al.,
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2002. En los Ejemplos siguientes se emplearon dos productos de conjugacion, preparados del modo descrito a
continuacion.

Producto de conjugacion I: Se inmovilizé Lecitase® Ultra sobre MP1000 (Membrana, Accurel Systems, Obernburg,
Alemania) del modo siguiente. Se humecté MP1000 (3 g) usando 25 ml de etanol (95%) y se afiadieron 2,5 ml de
Lecitase® Ultra (una fosfolipasa A) en 350 ml de tampdn de fosfato 20 mM (pH de 7). Después de 1 hora de
agitacion a 0 °C, la enzima inmovilizada fue aislada por filtracion y fue secada bajo presion reducida.

Producto de conjugacion Il: Mediante un procedimiento similar, se humecté MP1000 (15 g) usando 100 ml de etanol
(95%) y se afadieron 7,5 ml de Lecitase® Ultra en 350 ml de tampon de fosfato 20 mM (pH de 7). Después de 1 hora
de agitacion a 0 °C, la enzima inmovilizada fue aislada por filtracion y fue secada bajo presion reducida.

Ejemplo I: Hidrdlisis de lecitina con fosfolipasa A

Se recre6 un producto de retencion de lecitina fluida procedente de un proceso de desgomado mediante membrana,
como se describe, por ejemplo, en la Patente n° 6.207.209, que tenia un nivel de materiales insolubles en acetona
(Al) de 55%-80%, disolviendo 106,4 g de lecitina (Al: 65,13; AV: 17,89 mg de KOH/g), obtenida por secado de dicho
producto de retencioén, y 14,08 g de agua en 564,5 g de hexano.

Se combiné esta disoluciéon (60 ml) con 200 mg de Lecitase® Ultra inmovilizada (producto de conjugacion |,
preparado del modo anteriormente descrito). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiental durante 20 horas,
y la enzima inmovilizada fue recuperada por filtracién. Un secado proporcioné un producto que tenia un indice de
acidez de 35,1 mg de KOH/g y la composicién siguiente (por indice de acidez, P-NMR y GC): 17,8% de acidos
grasos, 0,1% de monoglicéridos, 0,6% de diglicéridos, 26,2% de triglicéridos, 42,0% de fosfolipidos y 2,5% de
lisofosfolipidos.

Ejemplo II: Reacciones secuenciales de dos enzimas

Se recre6 un producto de retencion de lecitina fluida procedente de un proceso de desgomado mediante membrana,
como se describe, por ejemplo, en la Patente n° 6.207.209, que tenia un nivel de materiales insolubles en acetona
(Al) de 55%-80%, disolviendo 106,4 g de lecitina (Al: 65,13; AV: 17,89 mg de KOH/g), obtenida por secado de dicho
producto de retencién, y 14,08 g de agua en 564,5 g de hexano.

Se combind esta disolucion (60 ml) con 200 mg de Lecitase® Ultra inmovilizada (producto de conjugacion |,
preparado del modo anteriormente descrito). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiental durante 20 horas,
y la enzima inmovilizada fue recuperada por filtracion.

Se afiadieron 20 mg de Lipozyme a este filtrado. La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiental durante 4
horas, y la enzima inmovilizada fue recuperada por filtracién. Un secado proporcioné un producto que tenia un indice
de acidez de 62,5 mg de KOH/g y la composicién siguiente (por indice de acidez, P-NMR y GC): 31,5% de acidos
grasos, 2,3% de monoglicéridos, 5,7% de diglicéridos, 9,4% de triglicéridos, 30,8% de fosfolipidos y 8,4% de
lisofosfolipidos.

Ejemplo Ill: Reacciones simultaneas de dos enzimas

Se recre6 un producto de retencion de lecitina fluida procedente de un proceso de desgomado mediante membrana,
como se describe, por ejemplo, en la Patente n° 6.207.209, que tenia un nivel de materiales insolubles en acetona
(Al) de 55%-80%, disolviendo 106,4 g de lecitina (Al: 65,13; AV: 17,89 mg de KOH/g), obtenida por secado de dicho
producto de retencioén, y 14,08 g de agua en 564,5 g de hexano.

Se combind esta disolucion (60 ml) con 200 mg de Lecitase® Ultra inmovilizada (producto de conjugacion I,
preparado del modo anteriormente descrito) y 10 mg de Lipozyme. La reaccion se llevd a cabo a temperatura
ambiental durante 8 horas, y la enzima inmovilizada fue recuperada por filtracion. Un secado proporcion6 un
producto que tenia un indice de acidez de 54,3 mg de KOH/g y la composicion siguiente (por indice de acidez, P-
NMR y GC): 27,3% de acidos grasos, 3,8% de monoglicéridos, 5,4% de diglicéridos, 3,1% de triglicéridos, 44,6% de
fosfolipidos y 1,9% de lisofosfolipidos.

Ejemplo IV: Reacciones simultaneas de dos enzimas

Se repitié el procedimiento del Ejemplo Il usando 100 mg de producto de conjugacion Il en lugar de 200 mg. El
secado proporcioné un producto que tenia la composicion siguiente (por indice de acidez, P-NMR y GC): 26% de
acidos grasos, 3,6% de monoglicéridos, 5,2% de diglicéridos, 3,1% de triglicéridos, 46% de fosfolipidos y 1,1% de
lisofosfolipidos.

Ejemplo V: Reacciones simultaneas de dos enzimas
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Se repitié el procedimiento del Ejemplo Il usando 400 mg de producto de conjugacion Il en lugar de 200 mg. El
secado proporcion6 un producto que tenia la composicién siguiente (por indice de acidez, P-NMR y GC): 30,8% de
acidos grasos, 3,9% de monoglicéridos, 4,3% de diglicéridos, 2,4% de triglicéridos, 43,6% de fosfolipidos y 2,6% de
lisofosfolipidos.

Ejemplo VI: Hidrdlisis de lecitina con una lipasa

Se recre6 un producto de retencion de lecitina fluida procedente de un proceso de desgomado mediante membrana,
como se describe, por ejemplo, en la Patente n° 6.207.209, que tenia un nivel de materiales insolubles en acetona
(Al) de 55%-80%, disolviendo 106,4 g de lecitina (Al: 65,13; AV: 17,89 mg de KOH/g), obtenida por secado de dicho
producto de retencioén, y 14,08 g de agua en 564,5 g de hexano.

Se combiné esta disolucion (60 ml) con 10 mg de Lipozyme. La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiental
durante 20 horas, y la enzima inmovilizada fue recuperada por filtracion. Un secado proporcioné un producto que
tenia un indice de acidez de 52,1 mg de KOH/g y la composicion siguiente (por indice de acidez, P-NMR y GC):
26,2% de acidos grasos, 4,0% de monoglicéridos, 5,3% de diglicéridos, 3,8% de triglicéridos, 47,4% de fosfolipidos y
0,8% de lisofosfolipidos.

En las Tablas | y Il siguientes se resumen los resultados de las reacciones anteriormente descritas (FL =
fosfolipidos; LFL = lisofosfolipidos; TG = triglicéridos; DG = diglicéridos; MG = monoglicéridos; AG = acidos grasos).
En la Tabla | se muestra la distribucién de componentes en el producto hidrolizado, en porcentaje en peso. En la
Tabla Il se muestra la relacion molar aproximada de triglicéridos, diglicéridos y monoglicéridos (basada en el peso
molecular de un estearoil-glicérido) en el producto hidrolizado, con respecto a la suma de estos tres componentes.
Como se puede ver, el porcentaje molar de triglicéridos convertidos en mono/diglicéridos, en todos los Ejemplos
salvo el |, es aproximadamente 60% o mas, hasta aproximadamente 85%.

Tabla |
Ejemplo Enzima(s) indice de acidez Componentes del producto, % en peso
del producto
FL LFL TG DG MG AG
| 200 mg de prep. de Lecitase 35,1 42,0 2,5 26,2 0,6 0,1 17,8
1l 200 mg de prep. de Lecitase 62,5 30,8 8,4 9,4 57 2,3 31,5
seguidos de 20 mg de Lipozyme

VI 10 mg de Lipozyme 52,1 47,4 0,8 3,8 53 4,0 26,2
\Y 100 mg de prep. de Lecitase + n.d. 46,0 1,1 3,1 5,2 3,6 26,0

10 mg de Lipozyme
1l 200 mg de prep. de Lecitase + 54,3 44,6 1,9 3,1 54 3,8 27,3

10 mg de Lipozyme
\Y 400 mg de prep. de Lecitase + n.d. 43,6 2,6 2,4 4,3 3,9 30,8

10 mg de Lipozyme
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Tabla Il
Ejemplo Enzima(s) Relacion molar de TG/DG/MG
% aprox. de % aprox. de | % aprox. de
TG en moles | DG en moles | MG en moles
| 200 mg de prep. de Lecitase 96% 3% 1%
1] 200 mg de prep. de Lecitase
seguidos de 20 mg de Lipozyme
40% 35% 25%
VI 10 mg de Lipozyme 18% 36% 46%
v 100 mg de prep. de Lecitase +
10 mg de Lipozyme
16% 38% 46%
[} 200 mg de prep. de Lecitase +
10 mg de Lipozyme
15% 38% 47%
\% 400 mg de prep. de Lecitase +
10 mg de Lipozyme
13% 34% 53%

VII. Aplicaciones

Los productos de lecitina hidrolizados, preparados de acuerdo con la presente invencién, pueden ser empleados en
cualquier aplicacion en que se haya utilizado lecitina, lecitina hidrolizada, lecitina enriquecida con mono/diglicéridos,
o productos relacionados. Los productos hidrolizados de la invencion pueden ser formulados en tales productos de
acuerdo con métodos conocidos en la técnica para la formulacién de lecitina o lecitina hidrolizada.

El producto hidrolizado puede ser utilizado, por ejemplo, como un agente emulsivo, un agente tensioactivo, un
estabilizante, un agente desmoldeador, un agente humectante, un agente dispersivo, un lubricante, un agente para
el control de la viscosidad, un agente de cristalizacion, un agente suavizante, un emoliente, un agente anti-formacién
de polvo, o un ingrediente de alto valor nutritivo.

Las diversas aplicaciones en que se puede utilizar el producto hidrolizado incluyen aplicaciones alimenticias, para
piensos, técnicas, cosméticas y farmacéuticas/nutracéuticas. Las aplicaciones alimenticias ejemplares incluyen
chocolate, derivados de chocolate, bolleria, golosinas, glaseados, productos lacteos, productos de queso, productos
de pasta, margarina, manteca, mezclas de grasas, emulsiones, aceites para pulverizacion, aderezos, reconstitucion
de cacao, leche, polvos proteicos no lacteos, agentes desmoldeadores, sopas, salsas, mayonesas, alifios, carnes,
jugos de carne, carnes enlatadas, compuestos analogos a carne, agentes mejoradores del pan, bebidas, bebidas
energéticas, tentempiés, postres (tales como helados y barritas dulces), agentes mejoradores de la harina, agentes
mejoradores de la panificacion, chicles, colorantes, mezclas de agentes saboreadores, mezclas de agentes
emulsivos, alimento para nifios, y antioxidantes.

En una realizacién particular, los productos de lecitina hidrolizados preparados de acuerdo con la invencion, que
contienen mono/diglicéridos, son Utiles para mejorar las propiedades antisalpicadura de productos para coccion tales
como la margarina y la manteca. Como se proporciona en esta memoria, dichos productos se forman
preferiblemente por hidrélisis de un material de partida de lecitina con una lipasa, sola o en combinacion con una
fosfolipasa.

Las aplicaciones ejemplares para piensos incluyen agentes emulsivos y fuentes de elevado valor nutritivo en el
pienso para, por ejemplo, pescados, gambas, terneras (como sustituto de la leche), cerdos, cerdas, lechones,
visones, aves de corral y mascotas. Las aplicaciones técnicas ejemplares incluyen el uso como un agente dispersivo
en, por ejemplo, pinturas, tintas, revestimientos, cintas magnéticas y discos, como un agente suavizante en, por
ejemplo, cuero y tejidos, como un agente emulsivo en, por ejemplo, productos agroquimicos y la proteccién de
cultivos, y en lubricantes, aceites, adhesivos, agentes adsorbentes, agentes floculantes, inhibidores de la corrosion,
ceramica, vidrio, detergentes, procesamiento de metales, productos de papel, productos del petréleo, fotocopia,
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fotografia, polimeros, cauchos vy tejidos. Las aplicaciones cosméticas ejemplares incluyen el uso como un agente
dispersivo en lapices labiales y esmaltes de ufias y como un agente emulsivo/estabilizante en champus, cremas y
lociones. Las aplicaciones farmacéuticas/nutracéuticas ejemplares incluyen el uso como una fuente natural de
fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina y vitamina E.

Se describen ademas métodos para formular un producto de lecitina hidrolizado, segin se prepara mediante
cualquiera de los métodos de la invencion descritos en esta memoria, en un producto como el anteriormente descrito
y, particularmente, en un producto alimenticio. También se describe un producto, especialmente un producto
alimenticio, que contiene un producto de lecitina hidrolizado, segun se prepara mediante cualquiera de los métodos
de la invencion descritos en esta memoria.
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REIVINDICACIONES

Un método para producir un producto de lecitina hidrolizado, que comprende fosfolipidos hidrolizados,
monoglicéridos y diglicéridos, método que comprende

(&) poner un material de lecitina, que comprende un componente de fosfolipidos y un componente de
triglicéridos, en contacto con una enzima primera para crear una mezcla de reaccion en un medio disolvente
organico que comprende un disolvente organico aprotico y agua suficiente para promover la hidrélisis, en donde
la enzima primera comprende una fosfolipasa o lipasa que hidroliza los fosfolipidos;

(b) poner posteriormente el producto de la operacion (a), en un medio disolvente organico que contiene agua
suficiente para promover la hidrélisis, en contacto con una enzima segunda que comprende una lipasa que
hidroliza los triglicéridos y es diferente de la enzima primera; y

(c) obtener el producto de lecitina hidrolizado.

El método de la Reivindicacion 1, en donde el disolvente organico aproético comprende un disolvente
hidrocarbonado.

El método de la Reivindicacion 2, en donde el disolvente organico aproético es hexano.

El método de la Reivindicaciéon 1, en donde las operaciones (a) y (b) se llevan a cabo en presencia de una
membrana que separa los fosfolipidos hidrolizados, los monoglicéridos y los diglicéridos de los acidos grasos
liberados.

El método de la Reivindicacién 1, en donde el material de lecitina esta compuesto de al menos un 40% del
componente de fosfolipidos.

El método de la Reivindicacion 1, en donde el material de lecitina comprende al menos un 60% de material
insoluble en acetona.

El método de la Reivindicacion 1, en donde el material de lecitina comprende un producto de retencion de un
proceso de desgomado de un aceite vegetal mediante membrana.

El método de la Reivindicacion 1, en donde el producto de lecitina hidrolizado comprende al menos un 56% de
materiales insolubles en acetona y tiene un indice de acidez inferior a 45 mg de KOH/gramo.

El método de la Reivindicacion 1, en donde el producto de lecitina hidrolizado comprende al menos un 60% de
materiales insolubles en acetona.

El método de la Reivindicacién 1, en donde la enzima primera es fosfolipasa Al, fosfolipasa A2 o una
combinacion de las mismas.

El método de la Reivindicacion 1, en donde la enzima primera es fosfolipasa A2.
El método de la Reivindicacion 1, en donde la enzima primera es fosfolipasa C.
El método de la Reivindicacion 1, en donde la enzima primera es fosfolipasa D.

El método de la Reivindicacion 5, que comprende ademas, antes de la operacion (b) de puesta en contacto,
hacer reaccionar el producto de la operacion (a) con fosfolipasa Al, fosfolipasa A2 o una combinacién de las
mismas.

El método de la Reivindicacion 1, en donde la enzima segunda hidroliza selectivamente los triglicéridos.
El método de la Reivindicacion 1, en donde la enzima segunda es una lipasa.
El método de la Reivindicacion 1, en donde la enzima segunda es Lipozyme.

Un método para producir un producto de lecitina hidrolizado que comprende fosfolipidos hidrolizados,
monoglicéridos y diglicéridos, método que comprende:

poner un material de lecitina, que comprende un componente de fosfolipidos y un componente de triglicéridos,
en contacto con unas enzimas primera y segunda en una mezcla de reaccion que contiene un disolvente
organico aprético y agua suficiente para promover la hidrélisis; en donde la enzima primera comprende una
fosfolipasa o lipasa que hidroliza los fosfolipidos, y la enzima segunda comprende una lipasa que hidroliza los
triglicéridos y es diferente de la enzima primera; y
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obtener de la mezcla de reaccién el producto de lecitina hidrolizado.

El método de la Reivindicacién 18, en donde la operacién de puesta en contacto se lleva a cabo en presencia de
una membrana que separa los fosfolipidos hidrolizados, los monoglicéridos y los diglicéridos de los acidos
grasos liberados.

El método de la Reivindicacion 18, en donde el disolvente organico aprético comprende un disolvente
hidrocarbonado.

El método de la Reivindicacién 18, en donde el disolvente organico aprotico es hexano.

El método de la Reivindicaciéon 18, en donde el material de lecitina esta compuesto de al menos un 40% del
componente de fosfolipidos.

El método de la Reivindicacion 18, en donde el material de lecitina comprende al menos un 60% de material
insoluble en acetona.

El método de la Reivindicacion 18, en donde el material de lecitina comprende un producto de retencion de un
proceso de desgomado de un aceite vegetal mediante membrana.

El método de la Reivindicacion 18, en donde el producto de lecitina hidrolizado comprende al menos un 56% de
materiales insolubles en acetona y tiene un indice de acidez inferior a 45 mg de KOH/gramo.

El método de la Reivindicacién 18, en donde el producto de lecitina hidrolizado comprende al menos un 60% de
materiales insolubles en acetona.

El método de la Reivindicacién 18, en donde la enzima primera es fosfolipasa Al, fosfolipasa A2 o una
combinacidn de las mismas.

El método de la Reivindicacion 18, en donde la enzima primera es fosfolipasa A2.

El método de la Reivindicacion 18, en donde la enzima primera es fosfolipasa C.

El método de la Reivindicacion 18, en donde la enzima primera es fosfolipasa D.

El método de la Reivindicacion 18, en donde la enzima segunda hidroliza selectivamente los triglicéridos.
El método de la Reivindicacién 18, en donde la enzima segunda es una lipasa.

El método de la Reivindicacion 18, en donde la enzima segunda es Lipozyme.

El método de la Reivindicacion 18, en donde el material de lecitina se pone concurrentemente en contacto con
las enzimas primera y segunda.

Un método para producir mediante hidrélisis enzimatica un producto que comprende fosfolipidos,
monoglicéridos y diglicéridos, método que comprende:

poner un material de lecitina, que comprende un componente de fosfolipidos y un componente de triglicéridos,
en contacto con una lipasa en ausencia de una fosfolipasa para crear una mezcla de reaccién en un medio
disolvente organico que comprende un disolvente organico aprotico y agua suficiente para promover la hidrélisis,
para hidrolizar selectivamente los triglicéridos; y

obtener de la mezcla de reaccion el producto de lecitina hidrolizado, en donde el material de lecitina es un
producto de retenciéon de un proceso de desgomado de un aceite vegetal mediante membrana.

El método de la Reivindicacion 35, en donde el material de lecitina esta compuesto de al menos un 40% del
componente de fosfolipidos.

El método de la Reivindicacion 35, en donde el material de lecitina comprende al menos un 60% de material
insoluble en acetona.

El método de la Reivindicacién 35, en donde el producto de lecitina hidrolizado comprende al menos un 56% de
materiales insolubles en acetona y tiene un indice de acidez inferior a 45 mg de KOH/gramo.

El método de la Reivindicacién 35, en donde el producto de lecitina hidrolizado comprende al menos un 60% de
materiales insolubles en acetona.

El método de la Reivindicacion 35, en donde la lipasa es Lipozyme.
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Un método para producir mediante hidrélisis enzimatica un producto que comprende fosfolipidos,
monoglicéridos y diglicéridos, método que comprende:

poner un material de lecitina, que comprende un componente de fosfolipidos y un componente de triglicéridos,
en contacto con una lipasa en ausencia de una fosfolipasa para crear una mezcla de reaccién en un medio
disolvente organico que comprende un disolvente organico aprético y agua suficiente para promover la hidrolisis,
en donde la lipasa hidroliza selectivamente los triglicéridos; y

obtener de la mezcla de reaccién el producto de lecitina hidrolizado, en donde la operacion de puesta en
contacto se lleva a cabo en presencia de una membrana eficaz para separar los fosfolipidos, los monoglicéridos
y los diglicéridos de los acidos grasos liberados.

El método de la Reivindicacién 41, en donde el material de lecitina esta compuesto de al menos un 40% del
componente de fosfolipidos.

El método de la Reivindicacion 41, en donde el material de lecitina comprende al menos un 60% de material
insoluble en acetona.

El método de la Reivindicacion 41, en donde el producto de lecitina hidrolizado comprende al menos un 56% de
materiales insolubles en acetona y tiene un indice de acidez inferior a 45 mg de KOH/gramo.

El método de la Reivindicacién 41, en donde el producto de lecitina hidrolizado comprende al menos un 60% de
materiales insolubles en acetona.

El método de la Reivindicacion 41, en donde la lipasa es Lipozyme.

El método de la Reivindicacion 7, en donde el componente de fosfolipidos compone del 50% al 85% del
producto de retencion.

El método de la Reivindicacién 24, en donde el componente de fosfolipidos compone del 50% al 85% del
producto de retencion.

El método de la Reivindicacién 35, en donde el componente de fosfolipidos compone del 50% al 85% del
producto de retencion.
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