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DESCRIPCIÓN

Productos de proteínas de soja que tienen características alteradas

Campo de la invención

Esta invención se refiere a productos de proteínas de soja obtenidos de semillas de soja con alto contenido en ácido 
oleico en donde el(los) producto(s) proteínico(s) tiene(n) blancura mejorada, viscosidad reducida y resistencia de gel 5
reducida.

Antecedentes de la invención

Las semillas de soja tiene el mayor contenido de proteínas de todos los cereales y legumbres. En particular, las 
semillas de soja tienen aproximadamente 40% de proteínas, mientras que otras legumbres tienen 20-30% y los 
cereales tienen aproximadamente 8-15% de proteínas. Las semillas de soja también contienen aproximadamente 10
20% de aceite siendo el resto materia seca, en su mayoría carbohidratos (35%). Sobre una base húmeda (tal cual), 
las semillas de soja contienen aproximadamente 35% de proteínas, 17% de aceite, 31% de carbohidratos y 4,4% de 
cenizas. Cuerpos proteicos y lipídicos de almacenamiento de las semillas de soja están contenidos en la carne 
utilizable de la semilla de soja llamada el cotiledón. Los carbohidratos complejos (o fibras dietéticas) también se 
encuentran en las paredes celulares del cotiledón. La capa externa de las células (llamada el tegumento de la 15
semilla) constituye aproximadamente el 8% del peso total de la semilla de soja. La semilla de soja descascarillada en 
bruto, dependiendo de la variedad, tiene aproximadamente 18% de aceite, 15% de carbohidratos insolubles, 14% de 
humedad y cenizas y 38% de proteínas.

Los materiales de proteínas de plantas se usan como ingredientes alimenticios funcionales y tienen numerosas 
aplicaciones para mejorar las características deseables de los productos alimenticios. Los materiales de proteínas de 20
soja, en particular, han visto ampliado su uso como ingredientes alimenticios funcionales. Los materiales de 
proteínas de soja se utilizan como emulsionantes en carnes para aglutinar la carne y darle una buena textura y una
mordida firme. Otra aplicación común de los materiales de proteínas de soja como ingredientes alimenticios 
funcionales es como agente espesante para proporcionar una viscosidad cremosa al producto alimenticio.

En general, los materiales de proteínas de soja incluyen copos de soja, sémola de soja, harina de soja, harina fina25
de soja, concentrados de proteínas de soja y aislados de proteínas de soja, siendo una diferencia principal entre 
estos materiales el grado de refino con relación a las semillas de soja enteras.

Aparte del contenido de proteínas de soja, el sabor, la resistencia de gel, el índice de blancura y la viscosidad de un 
material de proteínas de soja son también un criterio relevante para la selección de un material de proteínas de soja 
como ingrediente alimenticio funcional. El material de proteínas de soja convencional puede tener una semilla fuerte, 30
sabor amargo y mal olor como consecuencia de la presencia de ciertos compuestos volátiles y/o un aspecto no 
deseado debido a la presencia de otros compuestos de peso molecular relativamente bajo en el material de
proteínas de soja.

La presente descripción se refiere en general a una composición que contiene proteínas de soja que tiene 
resistencia de gel reducida, viscosidad reducida y blancura mejorada.35

La patente de EE.UU. Nº 6.599.556 B2, concedida a Stark et al., el 29 de julio de 2003, describe productos de 
confitería, que incluyen material de semillas oleaginosas modificado con alto contenido en proteínas.

La patente de EE.UU. Nº 6.716.469 B2, concedida a Stark et al., el 6 de abril de 2004, describe productos de postres 
congelados, que incluyen material de semilla oleaginosa modificado con alto contenido en proteínas.

La patente de EE.UU. Nº 6.720.020 B2, concedida a Karleskind et al., el 13 de abril de 2004, describe 40
composiciones de bebidas, que incluyen material de semilla oleaginosa modificado con alto contenido en proteínas.

La patente japonesa Nº 5.168.416 A1, concedida a Takeshi et al., el 2 de julio de 1993, describe la obtención de una
semilla de soja concentrada que tiene mejorado el gusto, sabor y tono de color y es útil como material alimenticio, 
etc., con una simple operación a un bajo costo, sin cambiar la naturaleza de las proteínas lavando las semillas de
soja, etc., con alcohol que contiene agua bajo condiciones débilmente ácidas en presencia de un ácido.45

La patente japonesa Nº 4.207.159 A1, concedida a Hiroko et al., el 29 de julio de 1992, describe la materia prima del 
título que tiene brillo y tono de color blanco y es útil para marinar y manipular líquido dispersado comestible de 
proteínas de semillas de soja precipitadas con ácido con un hidróxido de metal alcalino para controlar el pH.

El documento WO2007/013146 A1 publicado el 1 de febrero de 2007, describe composiciones para alimentos de 
proteínas de soja tratados.50

Lynn Grooms (artículo de Internet, 31 de marzo de 1998,
http://farmindustrynews.com/mag/farming_modified_soybeans_whats/) describe las semillas de soja modificadas y el 
uso de vainas con alto contenido en sacarosa para proporcionar aislados y concentrados proteínicos.
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El documento US2004/028774 A1 se refiere a un método para producir una harina de soja enzimáticamente 
estabilizada que contiene un inhibidor de tripsina de origen natural para producir un producto de soja soluble, de 
sabor agradable que comprende desactivar enzimáticamente los inhibidores de tripsina en la harina de soja sin 
utilizar calor, y el tratamiento de la harina de soja hace más digeribles los carbohidratos y las proteínas.

La patente de EE.UU. 6.803.068 B2 se refiere a proteínas de soja de alto peso molecular. Las proteínas de soja de5
alto peso molecular tienen sabor y propiedades funcionales deseables, tales como altas solubilidad y emulsificación 
en agua y bajas sedimentación y viscosidad. El método de fabricación de las proteínas utiliza harina fina de soja y 
agrupa sus proteínas de bajo peso molecular dando proteínas de alto peso molecular sin utilizar alcohol acuoso para 
modificar la estructura de las proteínas.

Sumario de la invención10

En una primera realización, la invención se refiere a un producto de proteínas de soja obtenido a partir de semillas
de soja con alto contenido en ácido oleico que tiene un contenido de ácido oleico de al menos 60%, en donde dicho 
producto tiene al menos una característica seleccionada del grupo que consiste en blancura mejorada, resistencia de 
gel reducida y viscosidad reducida cuando se compara con un producto de proteínas de soja obtenido de semillas de 
soja comerciales, utilizando el mismo procedimiento que para obtener el producto de proteínas de soja a partir de 15
semillas de soja con alto contenido en ácido oleico.

En una segunda realización, la invención se refiere a un producto de proteínas de soja derivado de semillas de soja 
con alto contenido en ácido oleico que tiene un aumento de al menos 3% en el índice de blancura en comparación 
con un producto de proteínas de soja derivado de semillas de soja comerciales, utilizando el mismo procedimiento 
que para obtener el producto de proteínas de soja a partir de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico.20

En una tercera realización, la invención se refiere a un producto de proteínas de soja no hidrolizado derivado de 
semillas de soja con alto contenido en ácido oleico que tienen una reducción de la viscosidad en al menos 9% en 
comparación con un producto de proteínas de soja obtenido a partir de semillas de soja comerciales, utilizando el 
mismo procedimiento que para obtener el producto de proteínas de soja a partir de semillas de soja con alto 
contenido en ácido oleico.25

En una cuarta realización, la invención se refiere a un producto de proteínas de soja derivado de semillas de soja 
con alto contenido en ácido oleico que tienen una reducción de la resistencia de gel en al menos 25% en 
comparación con un producto de proteínas de soja obtenido a partir de semillas de soja comerciales, utilizando el 
mismo procedimiento que para obtener el producto de proteínas de soja a partir de semillas de soja con alto 
contenido en ácido oleico.30

En una quinta realización, la invención se refiere a productos de proteínas de soja seleccionados del grupo que 
consiste en un aislado de proteínas de soja, un concentrado de proteínas de soja, harina de soja, harina fina con
toda la grasa, harina fina desgrasada, polvo de leche de soja, leche de soja, proteínas texturizadas, harinas 
texturizadas, concentrados texturizados y aislados texturizados.

En una sexta realización, la invención se refiere a un método para mejorar la eficacia de secado de un producto de 35
proteínas de soja, que comprende alimentar al menos un producto de proteínas de soja, obtenido a partir de semillas
de soja con alto contenido en ácido oleico que tienen un contenido de ácido oleico de al menos 60% con mayores 
contenidos de sólidos de alimentación, a un pasteurizador o un secador en comparación con la alimentación de al 
menos un producto de proteínas de soja obtenido a partir de semillas de soja comerciales.

En una séptima realización, la invención se refiere a un método para mejorar la eficacia de secado de un producto 40
de proteínas de soja, que comprende alimentar al menos un producto de proteínas de soja, obtenido a partir de 
semillas de soja con alto contenido en ácido oleico que tiene un contenido de ácido oleico de al menos 60% con no 
menos de 14% de sólidos de alimentación, a un pasteurizador o un secador.

La invención proporciona también un método para mejorar la blancura, reducir la resistencia de gel y/o reducir la 
viscosidad de un producto de proteínas de soja obtenido a partir de semillas de soja comerciales, que comprende 45
preparar un producto de proteínas de soja a partir de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico que tienen
un contenido de ácido oleico de al menos 60%.

Realizaciones adicionales de la invención incluyen productos de proteínas de soja con al menos 40%, 65% o 90% de 
proteínas (N x 6,25) sobre una base libre de humedad.

En otros aspectos, los productos de proteínas de soja de la invención se pueden utilizar en alimentos, bebidas y 50
piensos que contienen el producto de proteínas de soja de la invención.

Breve descripción de los dibujos y listados de secuencias

La invención se puede entender más completamente a partir de la siguiente descripción detallada y de los dibujos 
que se acompañan y del listado de secuencias, que forman una parte de esta solicitud.
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La Fig. 1 representa el plásmido pKS210.

La Fig. 2 representa el plásmido PHP17731.

La Fig. 3 representa el plásmido PHP17064.

La Fig. 4 representa el fragmento PHP19340A.

La Fig. 5 representa el fragmento PHP17752A.5

La Fig. 6 representa el plásmido PHP19340.

La Fig. 7 representa el plásmido PHP17752.

La SEQ ID NO:1 describe la secuencia del fragmento de DNA recombinante PHP21676A.

La SEQ ID NO:2 describe la secuencia del fragmento de polinucleótidos de 1533 nucleótidos (nt) que comprende 
470 nucleótidos del gen de la FAD2-2 de la semilla de soja, 420 nucleótidos del gen de la FAD2-1 de la semilla de 10
soja, 643 nucleótidos del gen de la FAD3 de la semilla de soja. 

La SEQ ID NO:3 describe la secuencia de nucleótidos del cebador oligonucleotídico BM35 usado para amplificar un 
fragmento de aproximadamente 0,9 Kb a partir del fragmento de DNA recombinante KSFAD2-híbrido.

La SEQ ID NO:4 describe la secuencia de nucleótidos del cebador oligonucleptídico BM39 usado para amplificar un 
fragmento de aproximadamente 0,9 kb a partir del fragmento de DNA recombinante KSFAD2-híbrido.15

La SEQ ID NO:5 describe la secuencia de nucleótidos del cebador oligonucleotídico BM40 usado para amplificar un 
fragmento de DNA de aproximadamente 0,65 kb a partir del plásmido XF1.

La SEQ ID NO:6 describe la secuencia de nucleótidos del plásmido oligonucleotídico BM41 usado para amplificar un 
fragmento de DNA de aproximadamente 0,65 kb a partir del plásmido pXF1.

La SEQ ID NO:7 describe la secuencia de nucleótidos del fragmento de DNA recombinante KSFAD2-híbrido que 20
contiene aproximadamente 470 nucleótidos del gen de la FAD2-2 de semilla de soja y 420 nucleótidos del gen de la 
FAD2-1 de semilla de soja. 

La SEQ ID NO:8 describe la secuencia de nucleótidos del cebador oligonucleotídico KS1 usado para amplificar 
aproximadamente 470 nucleótidos a partir del gen de la FAD2-2 de semilla de soja.

La SEQ ID NO:9 describe la secuencia de nucleótidos del cebador oligonucleotídico KS2 usado para amplificar 25
aproximadamente 470 nucleótidos del gen de la FAD2-2 de semilla de soja.

La SEQ ID NO:10 describe la secuencia de nucleótidos del cebador oligonucleotídico KS3 usado para amplificar 
aproximadamente 420 nucleótidos del gen de la FAD2-1 de semilla de soja.

La SEQ ID NO:11 describe la secuencia de nucleótidos del cebador oligonucleotídico KS4 usado para amplificar 
aproximadamente 420 nucleótidos del gen de la FAD2-1 de semilla de soja.30

La SEQ ID NO:12 describe la secuencia de nucleótidos del casete de silenciamiento de la expresión génica
específico de la semilla a partir de pKS133, que comprende los nucleótidos para un promotor KTi3 y el terminador 
que bordea una cadena de nucleótidos que promueve la formación de una estructura de tramo lineal que está
rodeando un único sitio de la endonucleasa de restricción Not I.

La SEQ ID NO:13 describe la secuencia de nucleótidos del plásmido pKS210.35

La SEQ ID NO:14 describe la secuencia de nucleótidos del plásmido PHP17731.

La SEQ ID NO:15 describe la secuencia de nucleótidos del fragmento de DNA recombinante PHP17731A.

La SEQ ID NO:16 describe la secuencia de nucleótidos del fragmento de DNA recombinante marcador seleccionable 
ALS. Este fragmento de DNA recombinante comprende un promotor unido operativamente a un fragmento de 
nucleótidos que codifica una acetolactato-sintasa de semilla de soja a la que se han introducido mutaciones para que 40
sea resistente al tratamiento con herbicidas de sulfonilurea.

La SEQ ID NO:17 describe la secuencia de aminoácidos de ALS resistente a herbicidas de semilla de soja que 
incluye mutaciones en las subsecuencias B y F.

La SEQ ID NO:18 es la secuencia de aminoácidos de tipo natural de la "subsecuencia B" de ALS conservada 
descrita en la patente de EE.UU. Nº 5.013.659.45
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La SEQ ID NO:19 describe la secuencia de aminoácidos de tipo natural de la "subsecuencia F" de ALS conservada
descrita en la patente de EE.UU. Nº 5.013.659.

La SEQ ID NO:20 describe la secuencia de aminoácidos de los cinco aminoácidos adicionales introducidos durante 
la clonación en el extremo amino-terminal de ALS de semilla de soja.

La SEQ ID NO:21 describe la secuencia de nucleótidos del plásmido PHP17064.5

La SEQ ID NO:22 describe la secuencia de nucleótidos del fragmento de DNA recombinante PHP17064A.

La SEQ ID NO:23 describe la secuencia de nucleótidos del fragmento PHP19340A.

La SEQ ID NO:24 describe la secuencia de nucleótidos del fragmento PHP17752A.

La SEQ ID NO:25 describe la secuencia de nucleótidos del plásmido PHP19340.

La SEQ ID NO:26 describe la secuencia de nucleótidos del plásmido PHP17752.10

El listado de secuencias contiene el código de una letra para los caracteres de las secuencias de nucleótidos y los 
códigos de tres letras para los aminoácidos, como se define de acuerdo con las normas de la IUPAC-IUBMB 
descritas en Nucleic Acids Res. 13:3021-3030 (1985) y en Biochemical J. 219 (Nº 2):345-373 (1984). Los símbolos y 
formatos utilizados para los datos de las secuencias de nucleótidos y aminoácidos cumplen con las normas 
establecidas en 37C.F.R. §1.822.15

Descripción detallada de la invención

En el contexto de esta descripción, se utilizará una serie de términos.

Como se usa en la presente memoria, "semilla de soja" se refiere a las especies Glycine max, Glycine soja o 
cualquier especie que sea sexualmente compatible por cruzamiento con Glycine max. Una "línea" es un grupo de 
plantas de origen similar que muestran poca o ninguna variación genética entre los individuos para al menos un 20
rasgo. Dichas líneas pueden ser creadas por una o más generaciones de autopolinización y selección o por 
propagación vegetativa a partir de un solo progenitor, incluyendo las técnicas de cultivo de tejidos o células. Una 
"línea agronómicamente de élite" o "línea élite" se refiere a una línea con un comportamiento agronómico deseable 
que se puede o no usar comercialmente. Una "variedad", "variedad cultivada", "variedad de élite" o "variedad 
cultivada de élite" se refieren a una línea de élite agronómicamente superior que ha sido analizada ampliamente y es 25
o va a ser usada para la producción comercial de semillas de soja. "Mutación" se refiere a un cambio genético 
detectable y heredable (ya sea espontáneo o inducido) no causado por segregación ni recombinación genética. 
"Mutante" se refiere a un individuo, o linaje de individuos, que posee una mutación.

El "índice de blancura" de un producto de proteínas de soja se refiere al color de la composición que contiene 
proteínas de soja. Muchas composiciones para alimentación que contienen proteínas de soja tendrán, en diversos 30
grados, un color amarillento o parduzco. En general, el color de estas composiciones se puede "mejorar", es decir, el 
"índice de blancura" del producto se puede aumentar por el procedimiento de la presente invención. En general, el 
índice de blancura se determina usando un colorímetro que proporcione los valores de color L, a y b de la 
composición a partir de los cuales se puede calcular el índice de blancura utilizando una expresión estándar del 
índice de blancura (abreviadamente WI por la expresión inglesa Whiteness Index), WI = L-3b. El componente L 35
indica generalmente la blancura o "luminosidad", de la muestra; valores de L próximos a 0 indican una muestra 
negra, mientras que valores de L próximos a 100 indican una muestra blanca. El valor b indica los colores amarillo y 
azul presentes en la muestra; valores de b positivos indican la presencia de colores amarillos mientras que valores 
de b negativos indican la presencia de colores azules. El valor de a, que se puede utilizar en otras mediciones de 
colores, indica los colores rojo y verde; los valores positivos indican la presencia de colores rojos mientras que los 40
valores negativos indican la presencia de colores verdes. Para los valores de b y a, el valor absoluto de la medición 
aumenta directamente a medida que aumenta la intensidad del color correspondiente. En general, el colorímetro se
normaliza utilizando una baldosa patrón blanca suministrada con el colorímetro. A continuación se coloca una 
muestra en una cubeta de vidrio que se introduce en el colorímetro. La cubeta con la muestra se cubre con una tapa
opaca para minimizar la posibilidad de que la luz ambiente llegue al detector a través de la muestra y sirve como 45
constante durante la medición de la muestra. Después que se realiza la lectura, la cubeta con la muestra se vacía y 
se vuelve a llenar típicamente a medida que se realiza la medición con múltiples muestras del mismo material y el 
índice de blancura del material se expresa como la media de las mediciones. Los colorímetros adecuados incluyen 
generalmente los fabricados por HunterLab (Reston, VA) que incluyen, por ejemplo, el modelo nº DP-9000 con 
sensor óptico D 25.50

Las mediciones del índice de blancura de una muestra con el 5% en peso de sólidos de la suspensión antes y 
después del tratamiento se determinan utilizando un colorímetro de HunterLab DP-9000 que incluye un sensor óptico 
D-25, ambos fabricados por Hunter Associates Laboratory (HunterLab) (Reston, VA). Para la medición del índice de 
blancura en la plataforma de producción a gran escala, se dispersan muestras de proteínas en una base del 5% p/p: 
(5,25 g) se añaden a agua desionizada (100 mL). Para la medición del índice de blancura en la plataforma de 55
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producción a pequeña escala, se dispersa 1 g de muestra de proteínas en 19 mL de agua desionizada en una base 
p/v. Los resultados obtenidos usando el colorímetro de Hunter se expresan en unidades de L, a y b. El índice de 
blancura se calcula a partir de los valores de la escala L y b utilizando la siguiente fórmula:

Índice de blancura = L – 3b

Además de color mejorado, el producto de proteínas de soja obtenido por los procedimientos de la presente5
descripción puede tener una viscosidad reducida.

La viscosidad, la gelificación y otros indicadores de la formación de la estructura son propiedades importantes de las 
proteínas de semilla de soja puesto que contribuyen a la utilidad global del producto en uso. Las proteínas 
contribuyen a la solidez y elasticidad de los productos por formación de un retículo tridimensional de moléculas de 
proteínas agregadas que atrapan agua. Algunas veces es deseable que tengan estas propiedades, por ejemplo, en 10
el caso de productos similares a la carne, o puede ser deseable que tengan menos funcionalidad, por ejemplo en 
aplicaciones para bebidas. Para aplicaciones para bebidas, puede ser deseable una menor viscosidad para 
propiedades sensoriales, de sensación en boca y de textura de la bebida. Las composiciones que contienen 
proteínas de soja de menor viscosidad pueden ser destinadas para uso en productos líquidos (es decir, bebidas); y 
adicionalmente, en algunas realizaciones, las composiciones que contienen proteínas de soja de viscosidad menor15
pueden ser deseables para uso en productos cárnicos.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "viscosidad" significa la viscosidad aparente de una suspensión o 
solución acuosa medida con un viscosímetro de husillo giratorio que utiliza un gran anillo, donde un viscosímetro de 
husillo giratorio particularmente preferido es un viscosímetro Brookfield. En otra realización, la viscosidad aparente 
se puede medir usando un analizador rápido de la viscosidad (abreviadamente RVA, por sus siglas en inglés Rapid 20
Visco Analyzer) o un reómetro AR-1000.

En general, el término viscosidad se refiere a la viscosidad aparente de una suspensión o una solución medida con 
un viscosímetro de husillo giratorio que utiliza un gran anillo, donde un viscosímetro de husillo giratorio 
particularmente preferido es un viscosímetro Brookfield. La viscosidad aparente de un material de proteínas de soja 
se puede medir, por ejemplo, pesando una muestra del material de soja y agua para obtener una relación conocida 25
entre el material de soja y el agua (preferiblemente 1 parte de material de soja por 9 partes de agua, en peso), 
combinando y mezclando el material de soja y el agua en un batidor o mezclador para formar una suspensión 
homogénea del material de soja y el agua a temperatura ambiente y pH neutro, y midiendo la viscosidad aparente de 
la suspensión con el viscosímetro de husillo giratorio utilizando un gran anillo, que funciona a aproximadamente 60 
revoluciones por minuto y con un par de fuerzas de 30 a 70%.30

Otra característica funcional importante es la propiedad de formación de gel de una proteína. La gelificación de
proteínas es importante para obtener estructuras sensoriales y de textura deseables en los alimentos.

La formación de un gel de proteínas es un proceso en dos etapas que se inicia por desnaturalización parcial de las 
moléculas de las proteínas. A medida que se desnaturalizan las proteínas, aumenta la viscosidad de la suspensión 
como resultado de un aumento en los cambios moleculares asociados a las proteínas desplegantes. Durante la 35
segunda parte del proceso se produce un gran aumento de la viscosidad resultante de la asociación de las proteínas 
y el desarrollo del retículo molecular.

El fenómeno de gelificación requiere una fuerza impulsora para desplegar la estructura de las proteínas naturales, 
seguida de una agregación que retenga un cierto grado de orden en la matriz formada por la asociación entre las 
cadenas de las proteínas. La gelificación de las proteínas se ha conseguido tradicionalmente por calentamiento, pero 40
algunos procesos físicos y químicos forman geles de proteínas de manera análoga a la inducción por calor. Un 
medio físico, además de calor, es alta presión. Los medios químicos son acidificación, reticulación enzimática y uso
de sales y urea, que provocan modificaciones en las interacciones proteína-proteína y proteína-medio. Las 
características de cada gel son diferentes y dependen de factores como la concentración de las proteínas, el grado 
de desnaturalización causado por el pH, la temperatura, la fuerza iónica y/o la presión.45

El término "resistencia de gel" se refiere a la capacidad o medida de una proteína para formar gel.

El término "ácidos grasos" se refiere a ácidos alifáticos de cadena larga (ácidos alcanoicos) de longitud de cadena 
variable, desde aproximadamente C12 a C22 (aunque se conocen ácidos de longitud de cadena tanto más larga como
más corta). Las longitudes de cadena predominantes están entre C16 y C22. La estructura de un ácido graso está 
representada por un sistema de anotación sencillo de "X:Y", donde X es el número total de átomos de C en el ácido 50
graso particular e Y es el número de dobles enlaces.

En general, los ácidos grasos se clasifican en saturados o insaturados. El término "ácidos grasos saturados" se 
refiere a los ácidos grasos que no tienen “dobles enlaces” en su cadena principal de carbonos. Por el contrario, los
"ácidos grasos insaturados" tienen "dobles enlaces" en su cadena principal de carbonos (que más comúnmente 
están en la configuración cis). Los "ácidos grasos monoinsaturados" sólo tienen un "doble enlace" en su cadena 55
principal de carbonos (por ejemplo, generalmente entre el 9º y el 10º átomo de carbono, como en el ácido 
palmitoleico (16:1) y el ácido oleico (18:1)), mientras que los "ácidos grasos poliinsaturados" (o "PUFA" por el 
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nombre en inglés Polyunsaturated Fatty Acids) tienen al menos dos dobles enlaces en la cadena principal de 
carbonos (por ejemplo, entre el 9º y el 10º y el 12º y el 13º átomos de carbono para el ácido linoleico (18:2); y entre 
el 9º y el 10º, el 12º y el 13º y el 15º y el 16º para el ácido α-linolénico (18:3)).

La expresión "contenido total en ácidos grasos" se refiere a la suma de los cinco componentes principales de ácidos 
grasos encontrados en semillas de soja, es decir, C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 y C18:3. El término "contenido total en5
ácidos grasos poliinsaturados" se refiere al contenido total de C18:2 más C18:3.

Para los fines de la presente descripción, se usará el sistema de referencia omega para indicar el número de 
carbonos, el número de dobles enlaces y la posición del doble enlace más próximo al carbono omega, contando 
desde el carbono omega (que es el carbono terminal de la cadena alifática y se numera 1 para este fin). Esta 
nomenclatura se muestra a continuación en la Tabla 1, en la columna titulada "Notación abreviada"10

Tabla 1

Nomenclatura de ácidos grasos poliinsaturados

Nombre común Abreviatura Nombre químico Notación abreviada

Ácido linoleico LA Ácido cis-9,12-octadecadienoico 18:2 ω-6

Ácido alfa-linolénico αLIN Ácido cis-9,12,15-octadecatrienoico 18:3 ω-3

El término "desaturasa" se refiere a un polipéptido que se puede desaturar, es decir, introducir un doble enlace, en 
uno o más ácidos grasos para producir un ácido graso mono- o poli-insaturado o un precursor del mismo que sea de 
interés. A pesar de usar el sistema de referencia omega en toda la memoria con referencia a los ácidos grasos 
específicos, es más conveniente indicar la actividad de una desaturasa contando desde el extremo carboxilo del 15
sustrato usando el sistema ∆.

Los términos "FAD" y desaturasa de ácidos grasos se utilizan indistintamente y se refieren a oleoil- y linoleoil-
fosfatidilcolina-desaturasas microsómicas unidas a membrana que convierten el ácido oleico en ácido linoleico y el 
ácido linoleico en ácido linolénico, respectivamente, en reacciones que reducen el oxígeno molecular a agua y 
requieren la presencia de NADH.20

El término "semillas de soja con alto contenido en ácido oleico" se refiere a semillas de soja que tienen un contenido 
de ácido oleico de al menos 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86% , 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94% y 
95% de la semilla en peso. Los materiales preferidos que proceden del aceite de semillas de soja con alto contenido 
en ácido oleico están descritos en la Publicación de patente mundial WO94/11516.25

El término "actividad" enzimática se refiere a la capacidad de una enzima para convertir un sustrato en un producto.

Los términos "polinucleótido", "secuencia polinucleotídica", "secuencia de ácidos nucleicos", "fragmento de ácidos
nucleicos" y "fragmento aislado de ácidos nucleicos" se usan indistintamente en la presente memoria. Estos términos 
abarcan secuencias de nucleótidos y similares. Un polinucleótido puede ser un polímero de RNA o DNA que es 
mono o bicatenario, que contiene opcionalmente bases de nucleótidos sintéticas, no naturales o alteradas. Un 30
polinucleótido en forma de un polímero de DNA puede estar compuesto de uno o más segmentos de cDNA, DNA
genómico, DNA sintético o sus mezclas. Los nucleótidos (normalmente encontrados en su forma 5'-monofosfato) se 
denominan por una designación de una sola letra de la siguiente manera: "A" para adenilato o desoxiadenilato (para 
RNA o DNA, respectivamente), "C" para citidilato o desoxicitidilato, "G" para guanilato o desoxiguanilato, "U" para 
uridilato, "T" para desoxitimidilato, "R" para purinas (A o G), "Y" para pirimidinas (C o T), "K" para G o T, "H" para A o 35
C o T, "I" para inosina y "N" para cualquier nucleótido.

Los términos "subfragmento que es funcionalmente equivalente" y "subfragmento funcionalmente equivalente" se 
usan indistintamente en la presente memoria. Estos términos se refieren a una porción o subsecuencia de un 
fragmento aislado de ácidos nucleicos en el que la capacidad para alterar la expresión génica o producir un cierto 
fenotipo es retenida tanto si el fragmento o subfragmento codifica o no una enzima activa. Por ejemplo, el fragmento 40
o subfragmento se puede utilizar en el diseño de genes quiméricos para producir el fenotipo deseado en una planta 
transformada.

Los genes quiméricos pueden ser diseñados para usar en la supresión uniendo uno de sus fragmentos o 
subfragmentos de ácidos nucleicos, tanto si codifica o no una enzima activa, en la orientación sentido o antisentido 
con relación a una secuencia promotora de una planta.45

Los términos "homología", "homólogo", "sustancialmente similar" y "sustancialmente correspondiente" se usan 
indistintamente en la presente memoria. Se refieren a fragmentos de ácidos nucleicos en donde los cambios en una 
o más bases nucleotídicas no afectan a la capacidad del fragmento de ácidos nucleicos para mediar la expresión 
génica o producir un cierto fenotipo. Estos términos se refieren también a modificaciones de los fragmentos de 
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ácidos nucleicos, tales como deleción o inserción, de uno o más nucleótidos que no alteran sustancialmente las 
propiedades funcionales del fragmento de ácidos nucleicos resultante con relación al fragmento inicial, no 
modificado. Por tanto se entiende, como apreciarán los expertos en la técnica, que se describen más secuencias 
que las ilustrativas específicas.

"Gen" se refiere a un fragmento de ácidos nucleicos que expresa una proteína específica, que incluye secuencias 5
reguladoras anteriores (secuencias no codificadoras en 5’) y posteriores (secuencias no codificadoras en 3') a la 
secuencia codificadora. "Gen natural" se refiere a un gen como se encuentra en la naturaleza con sus propias 
secuencias reguladoras. "Gen quimérico" se refiere a cualquier gen que no es un gen natural, que comprende 
secuencias reguladoras y codificadoras que no se encuentran juntas en la naturaleza. Por consiguiente, un gen 
quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificadoras que proceden de diferentes 10
fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificadoras que proceden de la misma fuente, pero dispuestas de 
manera diferente a la encontrada en la naturaleza. Un gen "extraño" se refiere a un gen no encontrado normalmente 
en el organismo hospedante, pero que es introducido en el organismo hospedante por transferencia de genes. Los 
genes extraños pueden comprender genes naturales insertados en un organismo no natural o genes quiméricos. Un 
"transgén" es un gen que ha sido introducido en el genoma por un procedimiento de transformación. Un "alelo" es 15
una de las diversas formas alternativas de un gen que ocupa un locus dado en un cromosoma. Cuando todos los 
alelos presentes en un locus dado en un cromosoma son iguales, la planta es homocigótica en ese locus. Si los 
alelos presentes en un locus dado en un cromosoma difieren, la planta es heterocigótica en ese locus. Un "gen con
codones optimizados" es un gen que tiene su frecuencia de uso de codones diseñada para imitar la frecuencia del
uso de codones preferida de la célula hospedante.20

"Secuencia codificadora" se refiere a una secuencia de DNA que codifica una secuencia de aminoácidos específica. 
"Secuencias reguladoras" se refieren a secuencias de nucleótidos localizadas aguas arriba (secuencias no 
codificadoras en 5’), dentro o aguas abajo (secuencias no codificadoras en 3') de una secuencia codificadora, y que 
influyen en la transcripción, procesamiento o estabilidad del RNA o traducción de la secuencia codificadora
asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir, aunque sin limitación, promotores, secuencias delanteras de la 25
traducción, intrones y secuencias de reconocimiento de la poliadenilación.

"Promotor" se refiere a una región de DNA capaz de controlar la expresión de una secuencia codificadora o el RNA
funcional. La secuencia promotora consiste en elementos aguas arriba próximos y más distantes. Estos elementos 
aguas arriba se denominan con frecuencia potenciadores. Por consiguiente, un "potenciador" es una secuencia de 
DNA que puede estimular la actividad del promotor y puede ser un elemento innato del promotor o un elemento 30
heterólogo insertado para potenciar el nivel o especificidad tisular de un promotor. Los promotores pueden proceder
en su totalidad de un gen natural o estar compuestos de diferentes elementos procedentes de diferentes promotores 
encontrados en la naturaleza, o incluso comprender segmentos sintéticos de DNA. Los expertos en la técnica 
entenderán que diferentes promotores pueden dirigir la expresión de un gen en tejidos o tipos de células diferentes, 
o en etapas de desarrollo diferentes o en respuesta a diferentes condiciones ambientales. Se reconoce además que 35
puesto que en la mayoría de los casos los límites exactos de las secuencias reguladoras no han sido completamente 
definidos, fragmentos de DNA con alguna variación pueden tener una actividad del promotor idéntica. Los 
promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoría de tipos de células se denominan la mayoría de veces 
comúnmente "promotores constitutivos". Nuevos promotores de diversos tipos útiles en células vegetales se están 
descubriendo constantemente; se pueden encontrar numerosos ejemplos en la compilación de Okamuro and40
Goldberg (1989) Biochemistry of Plants 15:1-82.

Se puede utilizar cualquier promotor específico de semillas. Por tanto, el origen del promotor elegido para dirigir la 
expresión del fragmento de DNA recombinante no es crítico siempre que sea capaz de realizar los métodos 
descritos por la transcripción de suficiente RNA desde el o los fragmentos de ácidos nucleicos deseados en la 
semilla.45

Una gran cantidad de promotores está descrita en el documento WO 00/18963, publicado el 6 de abril de 2000. 
Ejemplos de promotores específicos de semillas incluyen, aunque sin limitación, el promotor para el inhibidor de 
tripsina de Kunitz (Kti3, Jofuku and Goldberg (1989) Plant Cell 1:1079-1093), β-conglicinina (Chen et al., (1989) Dev. 
Genet. 10:112-122), el promotor de napina y el promotor de faseolina de semillas de soja.

Ejemplos específicos de promotores que pueden ser útiles para expresar los fragmentos de ácidos nucleicos50
incluyen, aunque sin limitación, el promotor de SAM-sintetasa (publicación PCT WO00/37662, publicada el 29 de 
junio de 2000), el CaMV 35S (Odell et al., (1985) Nature 313:810-812) y el promotor descrito en la publicación PCT 
WO02/099063 publicada el 12 de diciembre de 2002.

La "secuencia delantera de la traducción" se refiere a una secuencia polinucleotídica localizada entre la secuencia 
promotora de un gen y la secuencia codificadora. La secuencia delantera de la traducción está presente en el mRNA55
completamente procesado aguas arriba de la secuencia de inicio de la traducción. La secuencia delantera de la 
traducción puede afectar al procesamiento del transcrito primario a mRNA, a la estabilidad del mRNA o a la eficacia 
de la traducción. Se han descrito ejemplos de secuencias delanteras de la traducción (Turner and Foster (1995) Mol. 
Biotechnol. 3:225-236).
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Las "secuencias no codificadoras en 3’" o las "secuencias terminadoras/de terminación de la transcripción" se 
refieren a secuencias de DNA localizadas aguas abajo de una secuencia codificadora e incluyen secuencias de 
reconocimiento de la poliadenilación y otras secuencias que codifican las señales reguladoras capaces de afectar al 
procesamiento del mRNA o a la expresión génica. La señal de poliadenilación se caracteriza normalmente por 
afectar a la adición de tramos de ácido poliadenílico al extremo 3’ del precursor de mRNA. El uso de diferentes 5
secuencias no codificadoras en 3’ es ilustrado por Ingelbrecht et al., (1989) Plant Cell 1:671-680.

Un "intrón" es una secuencia intermedia en un gen que no codifica una porción de la secuencia de la proteína. Por 
tanto, dichas secuencias se transcriben en RNA pero después se escinden y no son traducidas. El término también 
se utiliza para las secuencias de RNA escindidas. Un "exón" es una porción de la secuencia de un gen que es
transcrito y se encuentra en el RNA mensajero maduro procedente del gen, pero no es necesariamente una parte de 10
la secuencia que codifica el producto génico final. 

El "transcrito de RNA" se refiere al producto que resulta de la transcripción catalizada por RNA-polimerasa de una 
secuencia de DNA. Cuando el transcrito de RNA es una copia complementaria perfecta de la secuencia de DNA, se 
denomina transcrito primario. Un transcrito de RNA se denomina RNA maduro cuando se trata de una secuencia de 
RNA derivada del proceso post-transcripcional del transcrito primario. "RNA mensajero (mRNA)" se refiere al RNA15
que está sin intrones y que puede ser traducido en proteína por la célula. "cDNA" se refiere a un DNA que es 
complementario de un molde de mRNA y ha sido sintetizado a partir de dicho molde utilizando la enzima 
transcriptasa inversa. El cDNA puede ser monocatenario o ser convertido en forma bicatenaria utilizando el 
fragmento de Klenow de la DNA-polimerasa I. "RNA sentido" se refiere al transcrito de RNA que incluye el mRNA y 
puede ser traducido en proteína dentro de una célula o in vitro. "RNA antisentido" se refiere a un transcrito de RNA20
que es complementario a todo o parte de un transcrito primario diana o mRNA, y que bloquea la expresión de un gen 
diana (patente de EE.UU. Nº 5.107.065). La complementariedad de un RNA antisentido puede ser con cualquier 
parte del transcrito del gen específico, es decir, en la secuencia no codificadora en 5’, la secuencia no codificadora
en 3’, los intrones o la secuencia codificadora. "RNA funcional" se refiere a RNA antisentido, RNA ribozimas u otro 
RNA que no pueda ser traducido pero todavía tenga un efecto sobre los procesos celulares. Los términos 25
"complemento" y "complemento inverso" se usan indistintamente en la presente memoria con respecto a transcritos 
de mRNA y se entiende que definen el RNA antisentido del mensaje.

El término "unido operativamente" se refiere a la asociación de secuencias de ácidos nucleicos en un solo fragmento 
de ácidos nucleicos, de modo que la función de uno es regulada por el otro. Por ejemplo, un promotor está unido 
operativamente a una secuencia codificadora cuando es capaz de regular la expresión de dicha secuencia 30
codificadora (es decir, que la secuencia codificadora está bajo el control transcripcional del promotor). Las 
secuencias codificadoras pueden estar unidas operativamente a secuencias reguladoras en una orientación sentido 
o antisentido. En otro ejemplo, las regiones de RNA complementarias pueden estar unidas operativamente, ya sea 
directa o indirectamente, en 5’ al mRNA diana o en 3' al mRNA diana o dentro del mRNA diana, o una primera región 
complementaria está en 5’ y su complemento está en 3’ respecto al mRNA diana.35

El término "RNA endógeno" se refiere a cualquier RNA que esté codificado por cualquier secuencia de ácidos
nucleicos presente en el genoma del hospedante antes de la transformación con la construcción recombinante 
descrita en la presente memoria, ya sea de origen natural o de origen no natural, es decir, introducida por medios
recombinantes, mutagénesis, etc.

El término "de origen no natural" significa artificial, no coherente con el que se encuentra normalmente en la 40
naturaleza.

Las técnicas estándares de DNA recombinante y de clonación molecular utilizadas en la presente memoria son bien 
conocidas en la técnica y están descritas más completamente en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, 1989. Los métodos de transformación son bien 
conocidos por los expertos en la técnica y se describen a continuación.45

La "PCR" o "reacción en cadena de la polimerasa" es una técnica para la síntesis de grandes cantidades de 
segmentos de DNA específicos, y consiste en una serie de ciclos repetitivos (Perkin Elmer Cetus Instruments, 
Norwalk, CT). Típicamente, el DNA bicatenario se desnaturaliza con calor, los dos cebadores complementarios a los 
límites en 3’ del segmento diana se reasocian a baja temperatura y después se extienden a una temperatura 
intermedia. Un conjunto de estas tres etapas consecutivas se denomina un ciclo.50

El término "recombinante" se refiere a una combinación artificial de dos segmentos de secuencia que de otro modo
estarían separados, por ejemplo, por síntesis química o por la manipulación de segmentos aislados de ácidos 
nucleicos por técnicas de ingeniería genética.

Los términos "plásmido", "vector" y "casete" se refieren a un elemento extracromosómico que a menudo lleva genes 
que no son parte del metabolismo central de la célula, y por lo general en forma de fragmentos circulares de DNA55
bicatenario. Dichos elementos pueden ser secuencias que se replican autónomamente, secuencias integrantes del 
genoma, secuencias de fagos o nucleótidos, lineales o circulares, de un DNA o RNA monocatenario o bicatenario, 
derivadas de cualquier fuente, en las que se han unido o recombinado varias secuencias de nucleótidos en una 
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construcción única que es capaz de introducir en una célula un fragmento promotor y una secuencia de DNA para un 
producto génico seleccionado junto con una secuencia no traducida en 3’ apropiada. "Casete de transformación" se 
refiere a un vector específico que contiene un gen extraño y que tiene elementos además del gen extraño que 
facilitan la transformación de una célula hospedante particular. "Casete de expresión" se refiere a un vector 
específico que contiene un gen extraño y que tiene elementos además del gen extraño que permiten la expresión5
mejorada de dicho gen en un hospedante extraño.

Los términos "construcción recombinante", "construcción de expresión", "construcción quimérica", "construcción" y 
"construcción de DNA recombinante" se usan indistintamente en la presente memoria. Una construcción
recombinante comprende una combinación artificial de fragmentos de ácidos nucleicos, por ejemplo, secuencias 
reguladoras y codificadoras que no se encuentran juntas en la naturaleza. Por ejemplo, una construcción quimérica10
puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificadoras que proceden de diferentes fuentes, o 
secuencias reguladoras y secuencias codificadoras que proceden de la misma fuente, pero dispuestas de una 
manera diferente de la encontrada en la naturaleza. Dicha construcción se puede usar tal cual o se puede usar junto
con un vector. Si se usa un vector, entonces la elección del vector depende del método que se utilice para 
transformar las células hospedantes, como saben los expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar un vector 15
plasmídico. Los expertos en la técnica saben qué tipo de elementos genéticos deben estar presentes en el vector 
para transformar, seleccionar y propagar con éxito las células hospedantes que comprenden cualquiera de los 
fragmentos de ácidos nucleicos aislados descritos en la presente memoria. El experto en la técnica reconocerá 
también que diferentes episodios de transformación independientes darán como resultado diferentes niveles y 
patrones de expresión (Jones et al., (1985) EMBO J. 4:2411-2418; De Almeida et al., (1989) Mol. Gen. Genetics20
218:78-86), y por tanto que deben seleccionarse múltiples episodios con el fin de obtener líneas que muestren el 
nivel y patrón de expresión deseados. Dicha selección puede ser realizada por análisis de Southern del DNA, 
análisis de Northern de la expresión de mRNA, análisis de inmunotransferencia de la expresión de proteínas o 
análisis fenotípico, entre otros.

El término "expresión", como se usa en la presente memoria, se refiere a la obtención de un producto final funcional, 25
por ejemplo, un mRNA o una proteína (precursora o madura).

El término "casete de expresión", como se usa en la presente memoria, se refiere a un fragmento específico de 
ácidos nucleicos en el que se puede mover una secuencia o fragmento de ácidos nucleicos.

Proteína "madura" se refiere a un polipéptido procesado después de la traducción; es decir, uno del que se han 
eliminado cualesquiera pre- o pro-péptidos presentes en el producto de traducción primario. Proteína "precursora" se 30
refiere al producto primario de traducción del mRNA; es decir, con pre- y pro-péptidos todavía presentes. Los pre- y 
pro-péptidos pueden ser, aunque sin limitación, señales de localización intracelular.

"Cosupresión" se refiere a la producción de transcritos de RNA sentido capaces de suprimir la expresión de genes 
naturales idénticos o sustancialmente similares (Patente de EE.UU. Nº 5.231.020, expedida a Jorgensen et al., el 27 
de julio de 1999). Las construcciones de cosupresión en plantas han sido diseñadas previamente centrándose en la 35
sobreexpresión de una secuencia de ácidos nucleicos que tiene homología con un mRNA natural, en la orientación 
sentido, lo que da como resultado la reducción de todo el RNA que tiene homología con la secuencia sobre-
expresada (véanse Vaucheret et al., (1998) Plant J. 16:651-659; y Gura (2000), Nature 404:804-808). "Inhibición 
antisentido" se refiere a la producción de transcritos de RNA antisentido capaces de suprimir la expresión de la 
proteína diana. Se pueden utilizar secuencias virales de plantas para dirigir la supresión de secuencias que codifican 40
el mRNA próximo (Publicación PCT WO 98/36083 publicada el 20 de agosto de 1998). Se han descrito estructuras
en forma de "horquilla" que incorporan toda, o parte, de una secuencia que codifica mRNA en una orientación 
complementaria dando como resultado una estructura potencial "de tramo lineal-bucle" para el RNA expresado 
(Publicación PCT WO 99/53050 publicada el 21 de octubre de 1999). En este caso, el tramo lineal está formado por 
polinucleótidos correspondientes al gen de interés insertado, ya sea en orientación sentido o antisentido con 45
respecto al promotor y el bucle está formado por algunos polinucleótidos del gen de interés, que no tienen un 
complemento en la construcción. Esto aumenta la frecuencia de cosupresión o silenciamiento en las plantas 
transgénicas recuperadas. Para revisión de la supresión de la horquilla véase Wesley et al., (2003) Methods in 
Molecular Biology, Plant Functional Genomics: Methods and Protocols 236:273-286. Una construcción en la que el 
tramo lineal está formado por al menos 30 nucleótidos de un gen que se ha de suprimir y el bucle está formado por 50
una secuencia aleatoria de nucleótidos ha sido también utilizado eficazmente para la supresión (documento WO 
99/61632 publicado el 2 de diciembre de 1999). También está descrito el uso de secuencias de poli-T y poli-A para 
generar el tramo lineal en la estructura tramo lineal-bucle (documento WO 02/00894 publicado el 3 de enero de 
2002). Incluso otra variación incluye el uso de repeticiones sintéticas para promover la formación de un tramo lineal
en la estructura tramo lineal-bucle. Los organismos transgénicos preparados con dicho fragmento de DNA55
recombinante muestran niveles reducidos de la proteína codificada por el polinucleótido del que procede el 
fragmento de nucleótidos que forma el bucle como se ha descrito en la publicación PCT WO 02/00904, publicada el 
3 de enero de 2002. También se ha descrito el uso de construcciones que dan como resultado dsRNA. En estas 
construcciones, promotores convergentes dirigen la transcripción de los RNA sentido y antisentido específicos de 
genes que inducen la supresión génica (véase, por ejemplo Shi et al., (2000) RNA 6:1069-1076; Bastin et al., (2000) 60
J. Cell Sci. 113:3321-3328; Giordano et al., (2002) Genetics 160:637-648; LaCount and Donelson. Solicitud de 
patenta de EE.UU. Nº 20020182223, publicada el 5 de diciembre de 2002; Tran et al., (2003) BMC Biotechnol. 3:21; 
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y la solicitud provisional de patente de EE.UU. de la firma solicitante Nº 60/578.404, presentada el 9 de junio de
2004).

Otros métodos para suprimir una enzima incluyen, aunque sin limitación, el uso de polinucleótidos que puedan 
formar un RNA catalítico o puedan tener actividad de ribozima (Patente de EE.UU. Nº 4.987.071 concedida el 22 de 
enero de 1991), y la interferencia por micro RNA (también llamado miRNA) (Javier et al., (2003) Nature 425:257-5
263).

Los microRNA (miRNA) son pequeños RNA reguladores que controlan la expresión génica. Los miRNA se unen a 
regiones de los RNA diana e inhiben su traducción y, por tanto, interfieren con la producción del polipéptido 
codificado por el RNA diana. Los miRNA pueden ser diseñados para ser complementarios con cualquier región del 
RNA de la secuencia diana incluyendo la región en 3’ no traducida, la región codificadora, etc. Los miRNA se 10
procesan a partir de precursores de RNA altamente estructurados que son procesados por la acción de una 
ribonucleasa III denominada DICER. Aunque el mecanismo exacto de acción de los miRNA es desconocido, parece 
que actúan para regular la expresión del gen diana. Véase, por ejemplo, la publicación de patente de EE.UU. Nº
2004/0268441 A1 que fue publicada el 30 de diciembre de 2004.

El término "expresión", como se usa en la presente memoria, se refiere a la obtención de un producto final funcional, 15
ya sea mRNA o la traducción del mRNA en un polipéptido.

"Inhibición antisentido" se refiere a la producción de transcritos de RNA antisentido capaces de suprimir la expresión 
de la proteína diana. "Cosupresión" se refiere a la producción de transcritos de RNA sentido capaces de suprimir la 
expresión de genes extraños o endógenos idénticos o sustancialmente similares (Patente de EE.UU. Nº 5.231.020).

"Sobreexpresión" se refiere a la producción de un producto final funcional en organismos transgénicos que supera 20
los niveles de producción cuando se compara con la expresión de ese producto final funcional en un organismo 
normal, de tipo natural o no transformado.

"Transformación estable" se refiere a la transferencia de un fragmento de ácidos nucleicos en un genoma de un 
organismo hospedante, incluyendo tanto genomas nucleares como organulares, dando como resultado una herencia 
genéticamente estable. Por el contrario, "transformación transitoria" se refiere a la transferencia de un fragmento de 25
ácidos nucleicos en el núcleo, u orgánulo que contiene DNA, de un organismo hospedante dando como resultado la 
expresión génica sin integración ni herencia estable. Los organismos hospedantes que contienen los fragmentos de 
ácidos nucleicos transformados se denominan organismos "transgénicos”.

Las técnicas estándares de DNA recombinante y de clonación molecular utilizadas en la presente memoria son bien 
conocidas y han sido descritas por Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring30
Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY (1989); por Silhavy et al., Experiments with Gene Fusions, Cold Spring 
Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY (1984); y por Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, 
publicado por Greene Publishing Assoc. and Wiley-Interscience (1987). Una vez realizada la construcción 
recombinante, puede ser introducida a continuación en una célula vegetal o célula de levadura elegida por métodos 
bien conocidos por los expertos en la técnica incluyendo, por ejemplo, transfección, transformación y electroporación 35
(véase más adelante). Las células vegetales preferidas son las células de plantas oleaginosas. A continuación se 
cultiva la célula vegetal transformada y se regenera en condiciones adecuadas que permitan la expresión de la 
construcción recombinante que a continuación se recupera y purifica.

Las construcciones recombinantes se pueden introducir en una célula vegetal o, alternativamente, se puede 
introducir una construcción en células vegetales separadas.40

La expresión en una célula vegetal se puede realizar de una manera transitoria o estable como se ha descrito 
anteriormente.

Las partes de la planta comprenden tejidos diferenciados y no diferenciados, incluyendo aunque sin limitación: 
raíces, tallos, brotes, hojas, polen, semillas, tejido tumoral y diversas formas de células y cultivo, tales como células 
individuales, protoplastos, embriones y tejido calloso. El tejido de la planta puede estar en la planta o en un cultivo de45
órganos, tejidos o células.

El término "órgano de la planta" se refiere a tejido o grupo de tejidos de la planta que constituyen una parte 
morfológica y funcionalmente distinta de una planta. El término "genoma" se refiere a lo siguiente: 1. El complemento 
entero de material genético (genes y secuencias no codificadoras) que está presente en cada célula de un 
organismo o virus u orgánulo. 2. Un conjunto completo de cromosomas heredados como una unidad (haploides) de 50
uno de los progenitores. El término "integrado establemente" se refiere a la transferencia de un fragmento de ácidos
nucleicos en el genoma de un organismo o célula hospedante dando como resultado la herencia genéticamente 
estable.

Los métodos para transformar dicotiledones, principalmente por el uso de Agrobacterium tumefaciens y obtener
plantas transgénicas se han publicado, entre otros, para algodón (patente de EE.UU. Nº 5.004.863, patente de 55
EE.UU. Nº 5.159.135); soja (patente de EE.UU. Nº 5.569.834, patente de EE.UU. Nº 5.416.011); Brassica (patente 
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de EE.UU. Nº 5.463.174); cacahuete (Cheng et al., (1996) Plant Cell Rep. 15:653-657, McKently et al., (1995) Plant 
Cell Rep. 14:699-703); papaya (Ling et al., (1991) Bio/technology 9:752-758); y guisante (Grant et al., (1995) Plant 
Cell Rep. 15:254-258). Para una revisión de otros métodos de transformación de plantas comúnmente utilizados 
véase Newell (2000) Mol. Biotechnol. 16:53-65. Uno de estos métodos de transformación usa Agrobacterium 
rhizogenes (Tepfler, and Casse-Delbart (1987) Microbiol. Sci. 4:24-28). Está publicada la transformación de soja 5
utilizando el suministro directo de DNA por fusión con PEG (publicación PCT WO 92/17598), por electroporación 
(Chowrira et al., (1995) Mol. Biotechnol. 3:17-23; Christou et al., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:3962-3966), 
por microinyección o por bombardeo de partículas (McCabe et al., (1988) Bio/technology 6:923; Christou et al.,
(1988) Plant Physiol. 87:671-674).

Existe una variedad de métodos para la regeneración de plantas a partir de tejido vegetal. El método particular de 10
regeneración dependerá del tejido vegetal de partida y de la especie de planta particular que se ha de regenerar. La 
regeneración, el desarrollo y el cultivo de plantas a partir de transformantes de un solo protoplasto vegetal o de 
diversos explantes transformados son bien conocidos en la técnica (Weissbach and Weissbach, (1988) en: Methods 
for Plant Molecular Biology, (Eds.), Academic: San Diego, CA). Este proceso de regeneración y crecimiento incluye 
típicamente las etapas de selección de células transformadas, cultivo de dichas células individualizadas por las 15
etapas habituales de desarrollo embrionario a través de la fase de plántula enraizada. Los embriones y las semillas 
transgénicos se regeneran de manera similar. Los brotes enraizados transgénicos resultantes se plantan a 
continuación en un medio apropiado para el crecimiento de plantas, tal como tierra. Preferiblemente, las plantas 
regeneradas se auto-polinizan para proporcionar plantas transgénicas homocigóticas. O bien, el polen obtenido de 
las plantas regeneradas se cruza con plantas productoras de semillas de líneas agronómicamente importantes. Por 20
el contrario, el polen de plantas de estas líneas importantes se usa para polinizar plantas regeneradas. Una planta 
transgénica que contiene un polipéptido deseado se cultiva utilizando métodos bien conocidos por los expertos en la 
técnica.

Además de los procedimientos antes descritos, los profesionales están familiarizados con los materiales de fuentes
estándares que describen condiciones y procedimientos específicos para la construcción, la manipulación y el 25
aislamiento de macromoléculas (por ejemplo, moléculas de DNA, plásmidos, etc.), la generación de fragmentos de 
DNA recombinantes y de construcciones de expresión recombinantes y el cribado y aislamiento de clones (véase, 
por ejemplo, Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor: NY; Maliga et al.,
(1995) Methods in Plant Molecular Biology, Cold Spring Harbor NY; Birren et al., (1998) Genome Analysis: Detecting
Genes, 1, Cold Spring Harbor: NY; Birren et al., (1998) Genome Analysis: Analyzing DNA, 2, Cold Spring Harbor:30
NY; Plant Molecular Biology: A Laboratory Manual, eds. Clark, Springer: NY (1997)).

En un aspecto, la presente invención incluye productos proteínicos derivados de semillas de soja con alto contenido 
en ácido oleico. Como se menciona en la presente memoria, semillas de soja con alto contenido de ácido oleico 
tienen un contenido de ácido oleico de al menos 60%.

La presente invención incluye un producto proteínico obtenido de semillas de soja con alta contenido en ácido oleico 35
en donde dicho producto tiene al menos una característica seleccionada del grupo que consiste en blancura
mejorada, resistencia de gel reducida y viscosidad reducida en comparación con un producto de proteínas de soja 
obtenido a partir de una semilla de soja comercial, utilizando el mismo procedimiento que para obtener el producto 
de proteínas de soja a partir de una semilla de soja con alto contenido de ácido oleico.

Otra realización se refiere a un producto proteínico obtenido a partir de semillas de soja con alto contenido en ácido 40
oleico, en donde el índice de blancura está aumentado en al menos 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%,
13%, 14%. 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 
33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49% o 50% en 
comparación con un producto de proteínas de soja obtenido a partir de una semilla de soja comercial, utilizando el 
mismo procedimiento que para obtener el producto de proteínas de soja a partir de una semilla de soja con alto 45
contenido en ácido oleico.

Una realización adicional se refiere a un producto proteínico obtenido a partir de semillas de soja con alto contenido 
en ácido oleico, en donde la resistencia de gel está reducida en al menos 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 
32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59% o 60% en comparación con un producto de proteínas de soja obtenido50
a partir de una semilla de soja comercial, utilizando el mismo procedimiento que para obtener el producto de 
proteínas de soja a partir de una semilla de soja con alto contenido en ácido oleico.

Una realización adicional se refiere a un producto proteínico no hidrolizado obtenido a partir de semillas de soja con 
alto contenido en ácido oleico, en el que está reducida la resistencia de gel en comparación con un producto de 
proteínas de soja obtenido a partir de una semilla de soja comercial utilizando el mismo procedimiento que para 55
obtener el producto de proteínas de soja a partir de una semilla de soja con alto contenido en ácido oleico.

Una realización adicional se refiere a un producto proteínico no hidrolizado obtenido a partir de semillas de soja con 
alto contenido en ácido oleico, en el que la resistencia de gel está reducida en al menos 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 
30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 
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50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59% o 60% en comparación con un producto de proteínas de 
soja obtenido a partir de una semilla de soja comercial, utilizando el mismo procedimiento que para obtener el 
producto de proteínas de soja a partir de una semilla de soja con alto contenido en ácido oleico.

Incluso otra realización se refiere a un producto proteínico obtenido a partir de semillas de soja con alto contenido en 
ácido oleico, en donde la viscosidad está reducida en al menos 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 5
18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 
38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 
58%, 58%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 
78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86% u 87% en comparación con un producto de proteínas de soja 
obtenido a partir de una semilla de soja comercial, utilizando el mismo procedimiento que para obtener el producto 10
de proteínas de soja a partir de una semilla de soja con alto contenido en ácido oleico.

Una ventaja de tener una viscosidad reducida es que mejora la eficiencia de secado. Actualmente con la soja 
comercial hay una limitación en la concentración de sólidos de alimentación que se pueden alimentar al secador, 
como resultado de la viscosidad y la propensión a agregarse y formar un gel como resultado de la exposición al 
calor. Si la soja comercial debe ser secada con alto contenido de sólidos, es necesario aumentar la temperatura de 15
los sólidos de alimentación para prevenir la agregación de proteínas con la gelificación resultante; este aumento del
calor es costoso y da como resultado graves daños a la solubilidad de la proteína.

Las propiedades de viscosidad y formación de gel reducidas permiten al operador aumentar significativamente la 
concentración de sólidos de alimentación, debido a que la suspensión puede ser fácilmente bombeada a través del 
equipo a temperaturas normales sin gelificación. Eso significa que durante el proceso de secado, se ha de eliminar 20
menos agua por cada kilo alimentado al secador. Esto se traduce en la disminución del consumo de energía y más 
sólidos que se pueden secar por hora dando como resultado más producto proteínico para la venta.

Otra realización de la invención se refiere a un producto de proteínas de soja como se ha definido en la presente 
memoria seleccionado del grupo que consiste en un aislado de proteínas de soja, un concentrado de proteínas de 
soja, harina de soja, harina fina con toda la grasa, harina fina desgrasada, leche de soja, proteínas texturizadas, 25
harinas texturizadas, concentrados texturizados y aislados texturizados.

Como se usa en la presente memoria, "leche de soja" se refiere a una mezcla acuosa de uno cualquiera o más de 
los siguientes, semillas de soja finamente trituradas, harina fina de soja, copos de soja, concentrado de soja, 
proteína de soja aislada, proteína de suero de soja y extractos acuosos de uno cualquiera o más de los siguientes, 
semillas de soja, copos de soja y harina fina de soja, en los que ha sido eliminado el material insoluble. La leche de 30
soja puede comprender componentes adicionales incluyendo, aunque sin limitación, grasas, carbohidratos, 
edulcorantes, colorantes, estabilizantes, espesantes, aromatizantes, ácidos y bases.

Un modo de preparar la leche de soja se describe a continuación.

Los estabilizantes (carboximetilcelulosa y carragenina) se mezclan en seco con un poco de azúcar y se añaden
hasta 90% de agua. La mezcla se agita con cizallamiento de moderado a alto durante un minuto o hasta que no se 35
observen grumos. Se añaden durante un minuto agentes secuestrantes (citrato de potasio, hexametafosfato de 
sodio y fosfato de potasio) mezclados. Se añade la proteína y se dispersa bien. La suspensión se calienta hasta 
76,66ºC (170ºF) y se mantiene durante 10 minutos. Los ingredientes secos restantes se añaden a la suspensión de 
proteínas y se mezclan durante 5 minutos. Se añade el aceite de semilla de soja con agitación constante y se 
mezcla durante tres minutos. La mezcla de vitaminas y minerales se dispersa en 10% de agua, se añade a la 40
suspensión de proteínas y se mezcla durante 5 minutos. El pH de la suspensión se ajusta a 7,0-7,2 usando si es 
necesario NaOH. La suspensión se homogeneiza a 3,45 MPa (500 psi) (segunda etapa) y 17,24 MPa (2500 psi) 
(primera etapa). La suspensión se pasteuriza por tratamiento a temperatura ultra alta (UHT) a 141ºC (286ºF) durante 
6 segundos. La mezcla se enfría a 31ºC (88ºF) y se envasa en botellas esterilizadas. El producto se almacena a 
temperaturas de refrigeración.45

Como se usa en la presente memoria, "leche de soja en polvo" se refiere a una leche de soja deshidratada. La leche 
de soja puede ser deshidratada por muchos procesos que incluyen, aunque sin limitación, secado por pulverización, 
secado en bandeja, secado en túnel y liofilización.

Otra realización de la invención se refiere a un método para mejorar la eficiencia de secado de un producto de 
proteínas de soja, que comprende alimentar al menos un producto de proteínas de soja obtenido a partir de semillas50
de soja con alto contenido en ácido oleico que tiene un contenido de ácido oleico de al menos 60% en sólidos de 
alimentación superiores, a un pasteurizador o un secador en comparación con la alimentación de al menos un 
producto de proteínas de soja obtenido a partir de semillas de soja comercial a un pasteurizador o secador.

Una realización adicional de la invención se refiere a un método para mejorar la eficiencia de secado, que 
comprende alimentar productos de proteínas de soja con alto contenido en ácido oleico a un pasteurizador o un 55
secador con no menos de 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 
29% o 30% de sólidos de alimentación en comparación con la alimentación de productos de proteínas de soja 
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comerciales, usando el mismo procedimiento que para obtener el producto de proteínas de soja a partir de semillas
de soja con alto contenido en ácido oleico que tiene un contenido de ácido oleico de al menos 60%.

Los productos de proteínas de soja se dividen en tres grupos principales. Estos grupos se basan en el contenido de 
proteínas y varían del 40% a más del 90%. Los tres grupos de productos básicos de proteínas de soja (excepto 
harinas con toda la grasa) proceden de copos desgrasados. Son los siguientes: harinas y sémolas de soja, 5
concentrados de proteínas de soja y aislados de proteínas de soja. Estos se estudian más completamente a 
continuación.

Como se usa en la presente memoria, los términos "producto de proteínas no hidrolizadas", "producto de proteínas 
de soja no hidrolizadas" se refieren a un producto de proteínas que no ha experimentado una etapa de hidrólisis 
enzimática de proteínas.10

Como se usa en la presente memoria, el término "hidrólisis enzimática" se refiere a la rotura de las proteínas o 
compuestos químicos por adición de enzimas específicas.

Las realizaciones adicionales de la invención incluyen productos de proteínas de soja con al menos 40%, 41%, 42%, 
43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 
63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 15
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96% o 97% de proteínas (N x 6,25) sobre 
una base libre de humedad.

Los productos de proteínas de soja de la invención pueden ser incorporados en alimentos, bebidas y piensos.

El término "piensos" se refiere a alimentos que se da a los animales, tales como ganado y animales de compañía. 
Algunos piensos proporcionan una dieta sana y nutritiva, mientras que otros pueden carecer de nutrientes. A los 20
animales se les da una amplia gama de diferentes piensos, pero los dos tipos principales de piensos para animales 
son piensos procesados para animales (piensos compuestos) y forraje.

Los piensos compuestos son piensos que se mezclan a partir de diversas materias primas y aditivos. Los principales 
ingredientes utilizados en los piensos preparados comercialmente son los cereales forrajeros, que incluyen maíz, 
semillas de soja, sorgo, avena y cebada. Estas mezclas se formulan de acuerdo con los requisitos específicos del 25
animal diana (que incluye diferentes tipos de ganado y animales de compañía).

Son fabricados por mezcladores de alimentos del tipo de harina, pellets o migas.

Los piensos compuestos pueden ser piensos completos que proporcionan todos los nutrientes requeridos 
diariamente, concentrados que proporcionan una parte de la ración (proteínas, energía) o suplementos que sólo 
proporcionan micronutrientes adicionales, tales como minerales y vitaminas.30

La oxidación y por tanto la vida útil de los ingredientes de los piensos es un problema común en la industria. La 
oxidación es una reacción química irreversible en la que el oxígeno reacciona con el pienso y los componentes del
pienso y puede dar como resultado una disminución de la salud y el rendimiento del animal. Los efectos negativos 
de la oxidación se pueden ver en la pérdida de palatabilidad, la degradación del componente oleoso, el desarrollo de 
productos de descomposición no deseados, cambios de color y la pérdida de energía. La carne obtenida de 35
animales criados con piensos oxidados tiene significativamente menor estado oxidante en comparación con la de los
animales alimentados con un pienso que no ha experimentado una oxidación significativa. La carne de animales 
alimentados con dietas que contienen productos con alto contenido en ácido oleico muestran una vida útil más larga 
y una mayor estabilidad frente a la oxidación (Publicación PCT WO/2006/002052, publicada el 5 de enero de 2006), 
particularmente cuando se combina con antioxidantes, tales como tocoles. Por tanto, es muy deseable evitar la 40
oxidación del pienso y de los ingredientes del pienso para proteger tanto el valor nutricional como la calidad 
organoléptica.

Se utilizan antioxidantes sintéticos para preservar la calidad del pienso evitando la oxidación de los lípidos, que 
puede conducir a un mejor rendimiento de los animales. En general, los antioxidantes sintéticos pueden actuar como 
eliminadores de radicales libres y reducir con ello la oxidación de lípidos. Los antioxidantes sintéticos pueden 45
prolongar la vida útil del pienso y proteger la calidad nutricional y organoléptica.

Existen múltiples métodos para analizar el estado de oxidación de los materiales sólidos, incluyendo la harina de 
soja y otros productos de proteínas de soja, incluyendo los métodos de aceleración del envejecimiento que predicen 
la vida útil del material. Un ensayo que se puede utilizar es envejecer un material, bien a temperatura ambiente o a 
temperaturas elevadas, y medir el estado oxidante del material en momentos específicos. El instrumento OSI es útil 50
a este respecto porque refleja la cantidad de tiempo necesario para iniciar el proceso de oxidación conocido como el 
tiempo de inducción. Un tiempo de inducción más largo significa que el material tiene mayor estabilidad frente a la 
oxidación y por tanto una vida útil más larga. Otros métodos incluyen la medición de compuestos volátiles y de
cambio de color.
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Los métodos para obtener productos de proteínas de soja son bien conocidos por los expertos en la técnica. Por 
ejemplo, se pueden obtener productos de proteínas de soja por una variedad de modos. Las condiciones usadas 
típicamente para preparar aislados de proteínas de soja han sido descritas por (Cho, et al., (1981), patente de 
EE.UU. Nº 4.278.597; Goodnight, et al., (1978), patente de EE.UU. Nº 4.072.670). Los concentrados de proteínas de 
soja se producen por tres procesos básicos: lixiviación ácida (a aproximadamente pH 4,5), extracción con alcohol 5
(aproximadamente 55-80%) y desnaturalización de las proteínas con calor húmedo antes de extracción con agua. 
Las condiciones utilizadas típicamente para preparar concentrados de proteínas de soja han sido descritas por Pass 
((1975), patente de EE.UU. Nº 3.897.574) y Campbell et al., ((1985) en New Protein Foods, ed. by Altschul and
Wilcke, Academic Press, Vol., Chapter 10, Seed Storage Proteins, pp. 302-338).

"Productos que contienen semilla de soja" o "productos de soja" se pueden definir como los productos que 10
contienen/incorporan un producto de proteínas de soja.

Por ejemplo, "productos de proteínas de soja" pueden incluir, aunque sin limitación, los artículos que se recogen en 
la 

Tabla 2

Productos de proteínas de soja derivados de semillas de sojaa15

Productos enteros de semillas de soja Productos procesados de proteínas de soja 

Semillas de soja tostadas Harinas finas con toda la grasa y desgrasadas

Semillas de soja asadas Sémola de soja

Brotes de soja Hipocótilos de soja

Leche de soja Harina de soja

Leche de soja

Leche de soja en polvo

Aislados de proteínas de soja

Alimentos/ingredientes de soja artesanales

Leche de soja Concentrados de proteínas de soja

Tofu Proteínas de soja texturizada

Tempeh Harinas finas y concentrados texturizados

Miso Concentrados texturizados

Salsa de soja Aislados texturizados

Proteínas vegetales hidrolizadas Productos crujientes de soja

Batido de proteínas

aVéase Soy Protein Products: Characteristics, Nutritional Aspects and Utilization (1987). Soy Protein Council.

"Procesamiento" se refiere a cualesquiera métodos físicos y químicos utilizados para obtener los productos 
recogidos en la Tabla 2, e incluye, aunque sin limitación, acondicionamiento térmico, descascarillamiento y molienda, 
extrusión, extracción con disolventes o empapamiento acuoso y extracción de las semillas enteras o parciales. 
Además, el "procesamiento" incluye los métodos usados para concentrar y aislar las proteínas de soja a partir de 
semillas enteras o parciales, así como los diversos métodos orientales tradicionales en la preparación de productos 20
alimenticios de soja fermentados. Se han establecido normas y especificaciones comerciales para muchos de estos 
productos (véase National Oilseed Processors Association Yearbook and Trading Rules 1991-1992).

Copos desgrasados se refieren a cotiledones descascarillados en forma de copos que han sido desgrasados y 
tratados con calor controlado para eliminar el hexano restante. Este término también puede referirse a una harina 
fina o sémola que ha sido molida.25

Copos "blancos" se refieren a cotiledones descascarillados en forma de copos que han sido desgrasados y tratados 
con calor controlado para eliminar el hexano restante. Este término también puede referirse a una harina fina que ha 
sido molida.

"Sémola" se refiere a cotiledones descascarillados desgrasados que pasan por un tamiz estándar de EE.UU. entre 
los números 10 y 80.30
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"Concentrados de proteínas de soja" se refieren a los productos obtenidos a partir de semillas de soja desgrasadas y 
descascarilladas que contienen típicamente 65% en peso a 90% en peso de proteínas de soja sobre una base libre 
de humedad. Los concentrados de proteínas de soja son fabricados típicamente por tres procesos básicos: 
lixiviación ácida (a aproximadamente pH 4,5), extracción con alcohol (aproximadamente 55-80%) y desnaturalización 
de las proteína con calor húmedo antes de extracción con agua. Las condiciones utilizadas típicamente para 5
preparar concentrados de proteínas de soja han sido descritas por Pass (1975), patente de EE.UU. Nº 3.897.574; 
Campbell et al., (1985) en New Protein Foods, ed. by Altschul and Wilcke, Academic Press, Vol. 5, Chapter 10, Seed 
Storage Proteins, pp. 302-338).

Como se utiliza en la presente memoria, el término "aislado de proteínas de soja" o "proteínas de soja aisladas" se 
refiere a un material que contiene proteínas de soja que contiene al menos 90% de proteínas de soja en peso sobre 10
una base libre de humedad.

"Extrusión" se refiere a procesos mediante los cuales se hace pasar los materiales (sémola, harina fina o 
concentrado) a través de un tornillo sinfín con camisa utilizando altas presiones y temperaturas como un medio para 
alterar la textura del material. "Texturización" y "estructuración" se refieren a procesos de extrusión utilizados para 
modificar las características físicas del material. Las características de estos procesos, incluyendo la extrusión 15
termoplástica, han sido descritas previamente (Atkinson (1970), patente de EE.UU. Nº 3.488.770, Horan (1985) en
New Protein Foods, ed. by Altschul and Wilcke, Academic Press, Vol. 1A, Chapter 8, pp. 367-414). Además, las 
condiciones utilizadas durante el proceso de extrusión de las mezclas de productos alimenticios complejos que 
incluyen productos de proteínas de soja han sido descritas previamente (Rokey (1983) Feed Manufacturing 
Technology III, 222-237; McCulloch, patente de EE.UU. Nº 4.454.804).20

Análisis de ácidos grasos residuales. El procedimiento comercial utilizado para desgrasar copos de soja con hexano 
deja un residuo de ácidos grasos que pueden actuar como sustrato para la generación de compuestos con mal 
sabor. Dependiendo del método de análisis, el contenido de grasa residual de copos de soja desgrasados con 
hexano puede variar desde 0,6-1,0% (p:p) (extraíble con éter; AOCS Method 920.39 (Official Methods of Analysis of 
the AOAC International (1995), 16th Edition, Method 920.39C, Locator nº 4.2.01 (modified)) hasta 2,5-3% (p:p) 25
(hidrolizable con ácido; AOAC Method 922.06 (Official Methods of Analysis of the AOAC International (1995), 16th
Edition, Method 922.06, Locator 32.1.13 (modified)). La principal razón de discrepancia entre estos dos métodos de 
estimación de ácidos grasos residuales es la naturaleza química de las clases de grasas asociadas a la matriz 
proteínica después de la extracción con hexano. Una pequeña proporción de los ácidos grasos residuales está en 
forma de lípidos neutros (es decir, triglicéridos) y el resto está presente como lípidos polares (por ejemplo, 30
fosfolípidos, también conocidos como lecitina). Debido a su naturaleza polar el fosfolípido es inaccesible a la 
extracción con éter y sólo es separado de la matriz proteínica si se realiza una hidrólisis ácida o algún otro protocolo 
de extracción restrictivo. Por tanto, la técnica de extracción con éter proporciona una estimación de la fracción neutra 
de lípidos mientras que el método hidrolizable con ácido proporciona una mejor estimación del contenido total de 
ácidos grasos residuales (es decir, fracciones neutras y polares).35

Ambos métodos de la AOAC antes descritos se basan en determinaciones gravimétricas de los ácidos grasos 
residuales y, aunque en combinación dan una indicación de las clases de grasas (neutras frente a polares), dichas
estimaciones son aproximadas y están sujetas a interferencia con otros materiales hidrófobos (por ejemplo,
saponinas). Además, no se obtiene ninguna información sobre la composición de ácidos grasos y de que manera
puede verse afectada por diversos tratamientos experimentales o por la genética del material de partida. Están 40
disponibles métodos de la AOAC para la determinación de la composición de ácidos grasos de los ácidos grasos 
residuales (Official Methods of Analysis of the AOAC International (2000), 17th Edition, Method 983.23 Locator 
45.4.02, Method 969.33 Locator 41.1.28, Method 996.06 Locator 41.1.28A). Estos se basan en la conversión de 
ácidos grasos residuales, extraídos por hidrólisis ácida, en ésteres metílicos de ácidos grasos antes del análisis por 
cromatografía de gases. Dichas técnicas rara vez se utilizan para evaluar el contenido de ácidos grasos residuales45
de materiales alimenticios en los ámbitos comerciales aunque se utilizan para evaluaciones de ácidos grasos en 
apoyo del etiquetado nutricional. Ha sido publicado recientemente un estudio en el que se han utilizado estos 
métodos para determinar la composición de ácidos grasos residuales de aislados comerciales de proteínas de soja 
(Solina et al., (2005) Volatile aroma components of soy protein isolate and acid-hydrolysed vegetable protein. Food 
Chemistry 90: 861-873).50

Un método fácil para determinar la composición de ácidos grasos de las grasas residuales en los productos de 
proteínas de soja se describe en el Ejemplo 24. La ventaja de este método sobre otros es que no requiere ninguna
extracción de las grasas residuales de la matriz antes de la derivatización para el análisis por cromatografía de 
gases (CG). Además, la técnica es adecuada para todas las formas de ácidos grasos es decir, si están inicialmente 
presentes como ácidos grasos libres o ésteres de ácidos grasos, por ejemplo, triglicéridos o fosfolípidos (Chistie 55
(1989) Gas Chromatography and Lipids; The Oily Press. Ayr, Escocia). La técnica eliminará también ácidos grasos 
de la matriz proteínica incluso si el grupo de cabeza polar del fosfolípido está unido covalentemente a la proteína.

También, dentro del alcance de esta invención están alimentos, complementos alimenticios, barras de alimentos y 
bebidas, así como piensos (tales como, alimentos para animales de compañía) que tienen incorporado un producto 
de proteínas de semillas de soja de la invención. La bebida puede estar en forma líquida o en polvo seco.60
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Los alimentos a los que el producto de proteínas de semillas de soja de la invención se pueden incorporar/añadir
incluyen casi todos los alimentos, bebidas y piensos (tales como alimentos para animales de compañía). Por 
ejemplo, se pueden mencionar complementos alimenticios, barras de alimentos, carnes tales como sustitutos de la 
carne, carnes picadas, carnes emulsionadas, carnes marinadas y carnes inyectadas con un producto de proteínas
de soja de la invención. Se pueden incluir bebidas, tales como bebidas nutricionales, bebidas para deportistas, 5
bebidas enriquecidas en proteínas, zumos, leche, alternativas a la leche y bebidas para pérdida de peso. También 
se pueden mencionar quesos, tales como quesos duros y blandos, queso cremosos y queso fresco. También se 
pueden incluir postres congelados, tales como helados, leche helada, postres helados con bajo contenido en grasas
y postres helados no lácteos. Por último, se pueden incluir yogures, sopas, pudin, productos de panadería, aliño para 
ensaladas, pastas para untar y salsas (tales como mayonesa y salsas para untar).10

Un producto de proteínas de soja se puede añadir en una cantidad seleccionada para suministrar una cantidad 
deseada a un alimento y/o bebida. Los términos "producto de proteínas de semillas de soja" y "producto de proteínas
de soja" se usan indistintamente en la presente memoria.

Se puede utilizar como fuente de producto de proteínas de soja cualquier semilla de soja con alto contenido en ácido 
oleico (≥ 60% de ácido oleico), ya sea transgénica o no transgénica.15

Se han descrito semillas de soja con niveles disminuidos de ácidos grasos saturados resultantes de la reproducción
de mutaciones (Erickson et al., (1994) J. Hered. 79:465-468; Schnebly et al., (1994) Crop Sci. 34:829-833; y Fehr et 
al., (1991) Crop Sci. 31:88-89) y la modificación transgénica (Patente de EE.UU. Nº 5.530.186). Se han descrito 
semillas de soja con niveles disminuidos de ácidos grasos poliinsaturados resultantes de la reproducción y selección
de mutaciones. Se han conseguido niveles reducidos de ácido linolénico a ácido linoleico relativamente constante 20
(Patente de EE.UU. Nº 5.710.369 y Patente de EE.UU. Nº 5.986.118). También se han obtenido menos ácidos 
linoleico y linolénico combinados usando reproducción de mutaciones, cruces genéticos y selección (Rahman, S. M. 
et al., (2001) Crop Sci. 41:26-29). Estos métodos produjeron semillas de soja con perfiles oleosos que tienen 
contenido de ácido linolénico de 1% a 3% de los ácidos grasos totales y niveles totales de ácidos grasos 
poliinsaturados de aproximadamente 30 a 35% en comparación con más del 6% de ácido linolénico y más del 50% 25
de ácidos grasos poliinsaturados totales en las semillas de soja comerciales.

El descubrimiento de un método para alterar la expresión de las enzimas responsables de la introducción del 
segundo (publicación de patente internacional WO 94/11516) y tercero (publicación de patente internacional WO 
93/11245) dobles enlaces en lípidos de almacenamiento de semillas de soja de manera dirigida ha permitido la 
producción de semillas de soja con un contenido de ácidos grasos alto de mono-insaturados y muy bajo de 30
poliinsaturados y especialmente un contenido muy bajo de ácido linolénico. La combinación genética de estos dos 
perfiles de transgenes descrita en la Patente de EE.UU. Nº 6.426.448 conduce a una línea de semillas de soja con 
un mínimo de poliinsaturados y alto contenido de monoinsaturados y estabilidad ambiental extrema del perfil de 
ácidos grasos de la semilla.

El gen de delta-12-desaturasas de ácidos grasos microsómicas descrito en el documento WO 94/11516, se puede 35
utilizar para preparar una variedad de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico. La variedad de semillas de 
soja con alto contenido en ácido oleico resultante fue una en la que los ácidos grasos poliinsaturados se redujeron 
del 70% de los ácidos grasos totales a menos del 5%.

Dos desaturasas de ácidos grasos de semillas de soja, denominadas FAD2-1 y FAD2-2, son ∆-12-desaturasas que
introducen un segundo doble enlace en el ácido oleico formando el ácido linoleico, un ácido graso poliinsaturado. La 40
FAD2-1 se expresa sólo en la semilla en desarrollo (Heppard et al., (1996) Plant Physiol. 110:311-319). La expresión 
de este gen aumenta durante el periodo de deposición de aceite, a partir de alrededor de 19 días después de la 
floración, y su producto génico es responsable de la síntesis de los ácidos grasos poliinsaturados encontrados en el 
aceite de semillas de soja. GmFAD 2-1 ha sido descrito con detalle por Okuley, J. et al., (1994) Plant Cell 6:147-158 
y en el documento WO 94/11516. Está disponible en la ATCC en forma del plásmido pSF2-169K (número de registro 45
en ATCC 69092). La FAD2-2 se expresa en la semilla, hoja, raíz y tallo de la planta de soja a un nivel constante y es 
el gen de 12-desaturasa "constitutivo". El producto génico de FAD2-2 es responsable de la síntesis de ácidos grasos 
poliinsaturados por las membranas celulares.

Puesto que la FAD2-1 es la enzima principal de este tipo en las semillas de soja, la reducción en la expresión de 
FAD2-1 da como resultado un aumento de la acumulación de ácido oleico (18:1) y una disminución correspondiente 50
en el contenido de ácidos grasos poliinsaturados.

La reducción de la expresión de la FAD2-2 en combinación con la FAD2-1 conduce a una mayor acumulación de 
ácido oleico y una disminución correspondiente del contenido en ácidos grasos poliinsaturados.

La FAD3 es una ∆-15-desaturasa que introduce un tercer doble enlace en el ácido linoleico (18:2) formando ácido 
linolénico (18:3). La reducción de la expresión de FAD3 en combinación con la reducción de la FAD2-1 y la FAD2-2 55
conduce a una mayor acumulación de ácido oleico y una disminución correspondiente del contenido de ácidos 
grasos poliinsaturados, especialmente ácido linolénico.
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Los fragmentos de ácidos nucleicos que codifican FAD2-1, FAD2-2 y FAD3 han sido descritos en los documentos
WO 94/11516 y WO 93/11245. Las construcciones recombinantes quiméricas que comprenden todos o parte de 
estos fragmentos de ácidos nucleicos o sus complementos inversos unidos operativamente a al menos una 
secuencia reguladora adecuada se pueden construir cuando la expresión del gen quimérico da como resultado un 
fenotipo alterado de ácidos grasos. Una construcción recombinante quimérica se puede introducir en las plantas de 5
soja por medio de técnicas de transformación bien conocidas por los expertos.

Se analizan plantas de soja transgénicas resultantes de una transformación con un DNA recombinante para 
seleccionar plantas con perfiles alterados de ácidos grasos. La construcción recombinante puede contener todo o 
parte de: 1) el gen de FAD2-1 o 2) el gen de FAD2-2 o 3) el gen de FAD3 o 4) combinaciones de todos o porciones 
de los genes de FAD2-1, FAD2-2 o FAD3.10

Las construcciones recombinantes que comprenden todo o parte de: 1) el gen de FAD2-1 con o sin 2) todo o parte 
del gen de FAD2-2 con o sin todo o parte del gen de FAD3 se pueden utilizar en la preparación de una planta de 
soja transgénica que tenga un fenotipo con alto contenido en ácido oleico. Un perfil alterado de ácidos grasos, 
específicamente un aumento en la proporción de ácido oleico y una disminución en la proporción de ácidos grasos 
poliinsaturados, indica que han sido suprimidos uno o más de los genes de FAD de semillas de soja (FAD2-1, FAD2-15
2, FAD3). Los ensayos pueden realizarse en cultivos y semillas de embriones somáticos de soja para determinar la 
supresión de FAD2-1, FAD2-2 o FAD3.

Los expertos en la técnica entenderán que se pueden utilizar construcciones recombinantes que comprenden 
secuencias distintas de las específicamente ilustradas que tengan funciones similares. Estas construcciones pueden 
incluir cualquier promotor específico de las semillas. Estas construcciones pueden o no incluir también cualesquiera20
nucleótidos que promuevan la formación de tramo lineal-bucle. Estas construcciones pueden contener un 
polinucleótido que tenga una secuencia de nucleótidos idéntica a cualquier porción del gen o genes antes 
mencionados insertada en orientación sentido o antisentido respecto al promotor. Por último, estas construcciones 
pueden o no contener cualquier señal de terminación de la transcripción.

Una vez que se hayan obtenido suficientes semillas transgénicas que tengan el fenotipo deseado, se pueden 25
preparar productos de proteínas de soja, tales como aislados proteínicos o leche de soja de la semilla completa.

Ejemplos

La presente invención se define adicionalmente en los siguientes Ejemplos, en los que las partes y porcentajes son 
en peso y los grados son Celsius, a menos que se indique lo contrario. Debe entenderse que estos Ejemplos, 
aunque indican realizaciones preferidas de la invención, se dan solamente a modo de ilustración. De los expuesto30
anteriormente y de estos Ejemplos, los expertos en la técnica puede determinar las características esenciales de 
esta invención y pueden realizar diversos cambios y modificaciones de la invención para adaptarla a diversos usos y 
condiciones. Por tanto, diversas modificaciones de la invención además de las mostradas y descritas en la presente 
memoria serán evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripción anterior. Dichas modificaciones 
están abarcadas en la medida que están dentro del alcance de las reivindicaciones que se acompañan.35

La producción de líneas de soja con alto contenido en ácido oleico se describe con detalle en los Ejemplos 3, 5 y 8, 
aunque no está limitada a los métodos allí descritos.

Ejemplo 1

Transformación de semillas de soja (Glycine max).

Cultivos de embriones y regeneración de plantas de soja.40

Se transforman cultivos embriogénicos de semillas de soja en suspensión por el método de bombardeo con pistola 
de partículas usando procedimientos conocidos en la técnica (Klein et al., (1987) Nature (London) 327:70-73; 
Patente de EE.UU. Nº 4.945.050; Hazel et al., (1998) Plant Cell Rep. 17:765-772; Samoylov et al., (1998) In Vitro 
Cell Dev. Biol. Plant 34:8-13). En los procedimientos de bombardeo con pistola de partículas, es posible utilizar 
purificados: 1) el DNA plasmídico completo o 2) fragmentos de DNA que contienen sólo el(los) casete(s) de 45
expresión de DNA recombinante de interés.

Se obtiene tejido madre para experimentos de transformación por iniciación a partir de semillas de soja inmaduras. 
Los embriones secundarios se escinden de explantes después de 6 a 8 semanas en un medio de iniciación de 
cultivos. El medio de iniciación es un medio MS modificado solidificado en agar-agar (Murashige and Skoog (1962) 
Physiol. Plant. 15:473-497) complementado con vitaminas, 2,4-D y glucosa. Los embriones secundarios se colocan 50
en matraces en un medio líquido de mantenimiento de cultivo y se mantienen durante 7-9 días en un agitador 
rotatorio a 26+/-2ºC bajo una intensidad de luz de -80 μEm-2s-1. El medio de mantenimiento del cultivo es un medio 
MS modificado complementado con vitaminas, 2,4-D, sacarosa y asparagina. Antes del bombardeo, los grumos de 
tejido se retiran de los matraces y se trasladan para el bombardeo a una placa de Petri de 60x15 mm vacía. El tejido 
se seca con papel de filtro Whatman Nº 2. Se usan aproximadamente 100-200 mg del tejido correspondiente a 10-20 55
grumos (con un tamaño de 1-5 mm cada uno) por placa de tejido bombardeado.
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Después del bombardeo, el tejido de cada placa bombardeada se divide y se coloca en dos matraces de medio 
líquido de mantenimiento de cultivo por placa de tejido bombardeado. Siete días después del bombardeo, el medio 
líquido de cada matraz se reemplaza por un medio de mantenimiento de cultivo de nueva aportación complementado 
con 100 ng/mL de agente selectivo (medio de selección). Para la selección de las células de semillas de soja 
transformadas el agente selectivo usado puede ser un compuesto de sulfonilurea (SU) con el nombre químico, 2-5
cloro-N-((4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazina-2-il)aminocarbonil)bencenosulfonamida (nombres comunes: DPX-W4189 y 
clorsulfurón). El clorsulfurón es el ingrediente activo del herbicida de sulfonilurea de DuPont, GLEAN®. El medio de 
selección que contiene la SU se reemplaza cada semana durante 6-8 semanas. Después del período de selección 
de 6-8 semanas, se observan islas de tejido transformado verde, creciendo a partir de agrupaciones embriogénicas 
necróticas no transformadas. Estos supuestos episodios transgénicos se aíslan y se mantienen en medios con SU a 10
100 ng/mL durante otras 2-6 semanas cambiando el medio cada 1-2 semanas para generar nuevos cultivos 
embriogénicos transformados en suspensión clonalmente propagados. Los embriones pasan un total de alrededor 
de 8-12 semanas en contacto con la SU. Los cultivos en suspensión se subcultivan y se mantienen como 
agrupaciones de embriones inmaduros y también se regeneran en plantas enteras por maduración y germinación de 
embriones somáticos individuales.15

Ejemplo 2

Análisis de ácidos grasos de semillas de soja.

Con el fin de determinar la composición alterada de ácidos grasos como resultado de la supresión de la desaturasa
ácidos grasos, las cantidades relativas de los ácidos grasos, palmítico, esteárico, oleico, linoleico y linolénico, se 
pueden determinar cómo sigue. Se preparan por transesterificación los ésteres metílicos de los ácidos grasos a 20
partir de embriones individuales, de semillas de soja, somáticos maduros o de virutas de semillas de soja. Un 
embrión o una viruta de una semilla, se coloca en un vial que contiene 50 µL de hidróxido de trimetilsulfonio y se 
incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitación. Después de 30 minutos se añaden 0,5 mL de 
hexano, la muestra se mezcla y se deja sedimentar durante 15 a 30 minutos para permitir que los ácidos grasos se 
repartan en la fase de hexano. Los ésteres metílicos de ácidos grasos (5 μL de la capa de hexano) se inyectan, 25
separan y cuantifican usando un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard 6890 equipado con una columna capilar de 
sílice fundida Omegawax 320 (Supelco Inc., Nº de Catálogo 24152). La temperatura del horno se programa para 
mantenerla a 220ºC durante 2,7 minutos, se aumenta hasta 240ºC a 20ºC por minuto, y luego se mantiene durante 
2,3 minutos adicionales. Se suministra gas portador con un generador de hidrógeno Whatman. Los tiempos de 
retención se compararon con los de los ésteres metílicos de los patrones comercialmente disponibles (Nu-chek Prep, 30
Inc. Nº de catálogo U-99-A).

Ejemplo 3

Producción de semillas de soja con altos niveles de ácido oleico y/o altos niveles de ácido esteárico y/o bajos niveles 
de ácidos grasos poliinsaturados por supresión de desaturasas de ácido grasos

Se prepararon fragmentos de DNA recombinantes y se utilizaron en la transformación de semillas de soja por la 35
supresión simultánea de las desaturasas de ácidos grasos FAD2-1 y FAD2-2 y la desaturasa de ácidos grasos
FAD3. Una descripción de la construcción de los fragmentos de DNA recombinantes se expone a continuación.

A. Fragmento de DNA recombinante PHP21676A

El fragmento de DNA recombinante PHP21676A contiene un casete de silenciamiento de la expresión de genes 
diseñado para silenciar la expresión de los genes de FAD2-1 y de FAD2-2 y el gen de FAD3, unidos en una 40
configuración de cabeza a cabeza al fragmento de DNA recombinante del marcador seleccionable ALS del Ejemplo 
1D siguiente. La secuencia de nucleótidos del fragmento de DNA recombinante PHP21676A se muestra en la SEQ 
ID NO: 1. El fragmento de DNA recombinante PHP21676A contiene en la orientación 5' a 3':

a) la cadena complementaria del fragmento de DNA recombinante del marcador seleccionable ALS del Ejemplo 1 D 
siguiente,45

b) aproximadamente 2088 nucleótidos del promotor Kti3,

c) una secuencia sintética de 74 nucleótidos,

d) un fragmento polinucleotídico de aproximadamente 1500 nucleótidos (nt) que comprende aproximadamente 470 
nucleótidos del gen de FAD2-1 de semilla soja, 420 nucleótidos del gen FAD2-1 de semilla de soja y 643 nucleótidos 
del gen de FAD3 de semilla de soja insertado en un único sitio de endonucleasa de restricción Not I,50

e) una repetición invertida de la secuencia sintética de 74 nucleótidos de c), y

f) aproximadamente 202 nucleótidos del terminador de la transcripción Kti3.

La secuencia del fragmento polinucleotídico de aproximadamente 1500 nucleótidos del apartado d) anterior se 
muestra en la SEQ ID NO: 2. El fragmento polinucleotídico de aproximadamente 1500 nt que comprende 
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aproximadamente 470 nucleótidos del gen de FAD2-2 de semilla de soja, aproximadamente 420 nucleótidos del gen 
de FAD2-1 de semilla de soja, aproximadamente 643 nucleótidos del gen de FAD3 de semilla de soja se construyó 
por amplificación por PCR de la manera siguiente.

Un fragmento de DNA de aproximadamente 0,9 kb, que comprende una porción del gen de FAD2-2 de semilla de 
soja y una porción del gen de FAD2-1 de semilla de soja, se obtuvo por amplificación por PCR usando los cebadores 5
BM35 (SEQ ID NO: 3) y BM39 (SEQ ID NO: 4) y usando como molde, un fragmento de DNA recombinante KSFAD2-
híbrido, descrito en el ejemplo 3 B siguiente. 

Un fragmento de DNA de aproximadamente 0,65 kb, que comprende una porción de un gen de FAD3, se obtuvo por 
amplificación por PCR usando los cebadores BM40 (SEQ ID NO: 5) y BM41 (SEQ ID NO: 6) y usando como molde 
el plásmido pXF1. El plásmido pXF1 comprende un polinucleótido que codifica una delta-15-desaturasa (FAD3) de 10
semilla de soja descrito en la Patente de EE.UU. Nº 5.952.544 concedida el 14 de septiembre de 1999. El plásmido 
pXF1 se depositó en la American Type Culture Collection (ATCC) de Rockville, MD el 3 de diciembre de 1991 de 
acuerdo con las disposiciones del Tratado de Budapest, y tiene el número de registro ATCC 68874.

El fragmento de aproximadamente 0,9 kb, que comprende una porción del gen de FAD2-2 de semilla de soja y una 
porción del gen de FAD2-1 de semilla de soja, y el fragmento de aproximadamente 0,65 kb, que comprende una 15
porción de un gen de FAD3, se mezclaron y se utilizaron como molde para una amplificación por PCR con BM35 y 
BM41 como cebadores para producir un fragmento de aproximadamente 1533 pb que se clonó en el plásmido 
pCR2.1 disponible comercialmente usando el kit de clonación TOPO TA (Invitrogen).

Después de la digestión con NotI el fragmento de aproximadamente 1500 pb que tiene la secuencia de nucleótidos 
mostrada en la SEQ ID NO: 2 se ligó en el sitio NotI del plásmido pKS210 (Ejemplo 1C siguiente).20

B. Fragmento de DNA recombinante KSFAD2-híbrido

El fragmento de DNA recombinante KSFAD2-híbrido contiene un fragmento polinucleotídico de aproximadamente 
890 pb que comprende aproximadamente 470 nucleótidos del gen de FAD2-2 de semilla de soja y 420 nucleótidos 
del gen de FAD2-1 de semilla de soja. La secuencia de nucleótidos del fragmento de DNA recombinante KSFAD2-
híbrido se muestra en la SEQ ID NO: 7. El fragmento de DNA recombinante KSFAD2-híbrido se construyó de la 25
manera siguiente.

Un fragmento de DNA de aproximadamente 0,47 kb que comprendía una porción del gen de FAD2-2 de semilla de 
soja se obtuvo por amplificación por PCR usando los cebadores KS1 (SEQ ID NO: 8) y KS2 (SEQ ID NO: 9) y 
utilizando como molde DNA genómico purificado a partir de hojas de Glycine max cv. Jack.

Un fragmento de DNA de aproximadamente 0,42 kb que comprendía una porción del gen de FAD2-1 de semilla de30
soja se obtuvo por amplificación por PCR usando los cebadores KS3 (SEQ ID NO: 10) y KS4 (SEQ ID NO: 11) y 
utilizando como molde DNA genómico purificado a partir a partir de hojas de Glycine max cv. Jack. 

El fragmento de 0,47 kb que comprendía una porción del gen de FAD2-2 de semilla de soja y el fragmento de 0,42 
kb que comprendía una porción del gen de FAD2-1 de semilla de soja se purificaron en gel usando el kit GeneClean
(Qbiogene, Irvine, CA), se mezclaron, y se utilizaron como molde para la amplificación por PCR con KS1 y KS4 35
como cebadores obteniéndose un fragmento de aproximadamente 890 pb que se clonó en el plásmido pGEM-T 
Easy (Promega, Madison, WI) comercialmente disponible para crear un plásmido que comprendía el fragmento de 
DNA recombinante KSFAD2-híbrido.

C. Preparación del plásmido pKS210 y el plásmido PHP17731

El plásmido pKS210 se deriva del vector de clonación pSP72 (Promega) disponible comercialmente. La región40
codificadora de beta-lactamasa ha sido reemplazada por un gen de higromicina-fosfotransferasa para su uso como 
un marcador seleccionable en E. coli. Además, se ha añadido un casete de silenciamiento de expresión génica unido 
en una configuración de cabeza a cabeza al fragmento de DNA recombinante del marcador seleccionable ALS del 
Ejemplo 1B. El casete de silenciamiento de la expresión génica en el plásmido pKS210 comprende el promotor Kti3, 
una secuencia sintética de 74 nucleótidos, un único sitio de endonucleasa de restricción NotI, una repetición 45
invertida de la secuencia sintética de 74 nucleótidos, y la región terminadora Kti3. El gen que codifica Kti3 ha sido 
descrito (Jofuku and Goldberg (1989) Plant Cell 1:1079-1093). Las secuencias sintéticas de 74 nucleótidos de los 
apartados c) y e) (antes citados) promueven la formación de una estructura de tramo lineal. Se ha demostrado que la 
inserción de un fragmento de nucleótidos a partir de un gen deseado en el sitio único NotI da como resultado la 
supresión del gen deseado como se describe en la publicación PCT WO 02/00904, publicada el 3 de enero de 2002. 50
La secuencia de nucleótidos de este casete de silenciamiento de la expresión génica específico de semillas a partir 
de pKS133 se muestra en la SEQ ID NO: 12. Un mapa del plásmido pKS210 se muestra en la Figura 1 y su 
secuencia de nucleótidos se describe en la SEQ ID NO: 13.

Se preparó el plásmido recombinante PHP17731, que contenía secuencias de genes para el silenciamiento 
simultáneo de uno de los genes de la delta-9-desaturasa de semilla de soja y del gen de la delta-12-desaturasa 55
FAD2-1 de semilla de. El promotor KTi de semilla de soja, las regiones terminadoras junto con una secuencia 
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sintética de repetición invertida se tomaron del plásmido KS133 (documento WO 2002/016565A2, A3). Un fragmento 
del gen de FAD2-1 se amplificó por PCR utilizando DNA genómico de semilla de soja y la secuencia SEQ ID NO 5 
de la patente de EE.UU. 6.372.965 B1 como molde para producir el fragmento desde 5423 hasta 6033 pares de 
bases de la SEQ ID NO: 14 (PHP17731). Adyacente a dicho fragmento se colocó una porción de la secuencia 
codificadora de la copia 3 de la delta-9-desaturasa de semilla de soja (secuencia 1 del documento WO 5
2002/016565A2, A3), que ahora comprende las bases 6054 hasta 411 de PHP17731. El fragmento PHP17731A 
(SEQ ID NO: 15) se retiró del vector de clonación PHP17731 por digestión con la endonucleasa de restricción AscI y 
se purificó como se describe en el apartado E a continuación. Un mapa del plásmido PHP17731 se muestra en la 
Figura 2. 

10

D. Fragmento de DNA recombinante del marcador seleccionable ALS 

Para la transformación de la semilla de soja se usó un fragmento de DNA recombinante que comprende un promotor 
constitutivo que dirige la expresión de un gen mutante de la acetolactato-sintasa (abreviadamente ALS por la 
expresión inglesa AcetoLactate Synthase) de semilla de soja seguido por el terminador de la transcripción en 3' de 
ALS de semilla de soja como un marcador seleccionable. El promotor constitutivo utilizado es un fragmento de DNA15
de 1,3 kb que actúa como el promotor para un gen de la S-adenosilmetionina-sintasa (SAMS) de semilla de soja y 
está descrito en la publicación PCT Nº WO 00/37662 publicada el 29 de junio de 2000. La secuencia de nucleótidos 
de este fragmento de DNA recombinante utilizado como marcador seleccionable se muestra en la SEQ ID NO: 16. El 
gen mutante ALS de semilla soja codifica una enzima que es resistente a los inhibidores de ALS, tales como los 
herbicidas de sulfonilurea. La secuencia de aminoácidos deducida del ALS de soja mutante presente en el fragmento 20
de DNA recombinante utilizado como marcador seleccionable se muestra en la SEQ ID NO: 17.

Los genes ALS de plantas mutantes que codifican enzimas resistentes a herbicidas de sulfonilurea están descritos
en la Patente de EE.UU. Nº 5.013.659. Uno de tales mutantes es el gen SURB-Hra del tabaco, que codifica una ALS 
resistente a herbicidas con dos sustituciones en la secuencia de aminoácidos de la proteína. Esta ALS del tabaco 
resistente a herbicidas contiene alanina en lugar de prolina en la posición 191 en la "subsecuencia B" conservada25
(SEQ ID NO: 18) y leucina en lugar de triptófano en la posición 568 en la "subsecuencia F" conservada (SEQ ID NO: 
19) (Patente de EE.UU. Nº 5.013.659; Lee et al., (1988) EMBO J 7:1241-1248).

El fragmento de DNA recombinante del marcador seleccionable ALS se construyó usando un polinucleótido para un 
ALS de semilla de soja en el que se introdujeron por mutagénesis dirigida al sitio dos mutaciones similares a Hra. 
Por lo tanto, este fragmento de DNA recombinante se traducirá en una ALS de semilla de soja que tiene alanina en 30
lugar de prolina en la posición 183 y leucina en lugar de triptófano en la posición 560.

Además, durante la construcción del casete de expresión del promotor SAMS-ALS mutante, la región codificadora 
del gen de ALS de semilla de soja se extendió en el extremo 5' con cinco codones adicionales, lo que da como 
resultado cinco aminoácidos (M-P-H-N-T; SEQ ID NO: 20), añadidos al extremo amino-terminal de la proteína ALS. 
Estos aminoácidos adicionales son adyacentes al péptido de tránsito, y presumiblemente eliminados con él, durante 35
el envío de la proteína ALS mutante de semilla soja al plástido. Un fragmento de DNA que comprende un 
polinucleótido que codifica la ALS de semilla soja se digirió con KpnI, se hicieron sus extremos romos con DNA-
polimerasa de T4, se digirió con Sall y se insertó en un plásmido que contenía el promotor SAMS que había sido 
digerido previamente con NcoI y se hicieron sus extremos romos rellenando con DNA-polimerasa de Klenow.

Se preparó un segundo plásmido marcador seleccionable y el fragmento subsiguiente sustituyendo el promotor 40
SAMS descrito anteriormente por un promotor de planta alternativo expresado constitutivamente. El promotor 
sintético SCP1 (Patente de EE.UU. Nº 6.072.050) se colocó delante de la secuencia codificadora de ALS mutante de 
semilla soja para formar el plásmido PHP17064 (SEQ ID NO 21 y la Figura 3). Para su uso en el fragmento de 
transformación PHP17064A de semilla de soja (SEQ ID NO: 22) se escindió de su vector de clonación usando la 
endonucleasa de restricción XbaI y se purificó como se describe en el aparatado E siguiente.45

E. Reparación de los fragmentos de DNA recombinante PHP21676A. PHP17731A y PHP17064A para la 
transformación de semillas de soja.

Para el uso en experimentos de transformación de plantas, el fragmento de DNA recombinante PHP21676A de 7993 
pb se retiró de su plásmido de clonación utilizando la endonucleasa de restricción AscI. Cada uno de los fragmentos 
de DNA recombinante PHP21676A, PHP17731A y PHP17064A se separó del DNA plasmídico restante por 50
electroforesis en gel de agarosa. Se llevó a cabo la precipitación del fragmento de DNA recombinante sobre 
partículas de oro y transformación de las semillas de soja como se describe en el Ejemplo 1. Por cada ocho 
transformaciones de bombardeo, se prepararon 30 µL de solución con 3 mg de 0,6 µm de partículas de oro y 1 a 90 
picogramos (pg) de fragmento de DNA por par de bases del fragmento de DNA.

Alternativamente, se añadieron las mezclas de fragmentos PHP17064A y PHP17731A, ya sea en partes iguales o 55
dos partes de PHP17731A por cada parte PHP17064A a partículas de oro en el mismo peso por par de bases como 
se describió anteriormente y se utiliza en la transformación para silenciar los genes de delta-9-desaturasa y delta-12-
desaturasa.
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Ejemplo 4

Análisis de ácidos grasos de semillas de soja transformadas con los fragmentos de DNA recombinante PHP21676A 
y con PHP17064A y PHP17731A combinados.

En un experimento de transformación de semillas de soja que utiliza el fragmento de DNA recombinante PHP21676A 
cómo se describe anteriormente, se obtuvieron 67 cultivos en suspensión embriogénicos transformados 5
independientemente que eran resistentes a herbicidas de sulfonilurea. Un aumento en ácido oleico como un 
porcentaje de los cinco ácidos grasos principales, palmítico, esteárico, oleico, linoleico y linolénico, es indicativo de la 
supresión de los genes de FAD2. Trece de los 67 cultivos en suspensión embriogénicos resistentes a herbicidas 
(19%) produjeron embriones somáticos con ácido oleico mayor del 25%, en comparación con ácido oleico de 
aproximadamente 8% para los embriones no transformados.10

Se regeneraron plantas y se produjeron semillas T1 a partir de 9 de los 13 episodios. Las semillas se analizaron para 
determinar la supresión de desaturasas de ácidos grasos midiendo la composición de ácidos grasos del aceite de 
semilla como se ha descrito en el Ejemplo 2. Plantas derivadas de 5 episodios de transformación produjeron semillas 
que presentaban el fenotipo de alto contenido en ácido oleico y bajo contenido en ácidos grasos poliinsaturados.

En un experimento de transformación de semillas de soja, que utiliza la mezcla de los fragmentos de DNA 15
recombinantes PHP17064A y PHP17731A, se obtuvieron cultivos en suspensión embriogénicos transformados que 
eran resistentes a herbicidas de sulfonilurea, se cribó el número de copias de los fragmentos transgénicos presentes 
por análisis de Southern y luego por el perfil de ácidos grasos del embrión somático. Un aumento en el nivel de ácido 
esteárico y de ácido oleico se tomó como indicativo del silenciamiento de las delta-9-desaturasa y delta-12-
desaturasa expresadas en las semillas. Se regeneraron treinta y tres líneas candidatas transformadas hasta plantas 20
de soja maduras y las semillas de los transformantes iniciales se analizaron para determinar el perfil de ácidos 
grasos. A partir de estas líneas se realizaron más selecciones de semillas obtenidas de plantas autofecundadas en 
dos generaciones adicionales. Se eligió una línea candidata en la que la suma de ácido linoleico y ácido linolénico 
fue menor de 14% de los ácidos grasos totales y en la que el contenido en ácido esteárico fue mayor de 16% de los 
ácidos grasos totales.25

Ejemplo 5

Material genético utilizado para producir el rasgo alto contenido en ácido oleico (versión 1)

Se prepararon semillas de soja con alto contenido en ácido oleico por manipulación recombinante de la actividad de 
la oleoil-12-desaturasa. 

Se colocó el gen GmFAD2-1 bajo el control de un promotor fuerte, específico de semillas derivado de la α'-30
subunidad del gen de β-conglicinina de semilla de soja (Glycine max). Este promotor permite un alto nivel de 
expresión, específico de semillas del gen del rasgo. Dicho gen abarca 606 pb aguas arriba del codón de iniciación de 
la subunidad α' de la proteína de almacenamiento β-conglicinina de Glycine max. La secuencia del promotor de β-
conglicinina representa un alelo del gen de la β-conglicinina publicado (Doyle et al., (1986) J. Biol. Chem. 261:9228-
9238) que tiene diferencias en 27 posiciones de nucleótidos. Se ha demostrado que mantiene patrones de expresión 35
específicos de semillas en plantas transgénicas (Barker et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:458-462 y Beachy et 
al., (1985) EMBO J. 4:3047-3053). El marco de lectura se terminó con un fragmento 3' del gen de faseolina de judía 
verde (Phaseolus vulgaris). Este es un tramo de 1174 pb de las secuencias en 3' del codón de parada del gen de 
faseolina de Phaseolus vulgaris (originado a partir del clon descrito por Doyle et al., 1986).

El marco de lectura abierto (ORF) del gen GmFAD2-1 estaba en una orientación sentido con respecto al promotor de 40
modo que produce un silenciamiento génico del cDNA del gen GmFAD2-1 sentido y del gen del GmFAD2-1 
endógeno. Este fenómeno, conocido como "supresión sentido" es un método eficaz para desconectar
deliberadamente genes en plantas y está descrito en la patente de EE.UU. Nº 5.034.323.

Para el mantenimiento y la replicación del plásmido en E. coli la unidad transcripcional GmFAD2-1 descrita 
anteriormente se clonó en el plásmido pGEM-9Z(-) (Promega Biotech, Madison WI, USA).45

Para la identificación de plantas de soja transformadas se utilizó el gen de β-glucuronidasa (GUS) de E. coli. El 
casete utilizado consistió en tres módulos; el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, el gen de la β-
glucuronidasa (GUS) de E. coli y un fragmento de DNA de 0,77 kb que contiene el terminador del gen de la nopalina-
sintasa (NOS) del plásmido Ti de Agrobacterium tumefaciens. El promotor 35S es una región promotora de 1,4 kb de 
CaMV para la expresión génica constitutiva en la mayoría de los tejidos vegetales (Odell et al., (1985) Nature50
303:810-812), el gen GUS es un fragmento de 1,85 kb que codifica la enzima β-glucuronidasa (Jefferson et al., 
(1986) PNAS USA. 83:8447-8451) y el terminador NOS es una porción del extremo 3' de la región codificadora de 
nopalina-sintasa (Fraley et al., (1983) PNAS USA 80:4803-4807). El casete de GUS se clonó en la construcción
GmFAD2-1/pGEM-9Z(-)y se denominó pBS43.
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El plásmido pBS43 fue transformado en meristemos de la línea de soja de élite A2396, por el método de bombardeo 
de partículas como se describe en el Ejemplo 1. Se regeneraron plantas fértiles usando métodos bien conocidos en 
la técnica.

De la población inicial de plantas transformadas, se seleccionó una planta que estuviera expresando actividad de 
GUS y que también fuera positiva para el gen de GmFAD2-1 (Episodio 260-05) cuando se evaluaba por PCR. Se 5
tomaron virutas pequeñas de un número de semillas R1 de la planta 260-05 y se cribaron para obtener la 
composición de ácidos grasos. A continuación, la semilla en virutas se sembró y germinó. El DNA genómico se 
extrajo de las hojas de las plantas resultantes y se cortó con la enzima de restricción Bam HI. Las transferencias se 
sondaron con una sonda de faseolina.

A partir del patrón de hibridación de DNA estaba claro que en el episodio de transformación original la construcción 10
GmFAD2-1 se había llegado a integrar en dos locus diferentes en el genoma de la semilla de soja. En un locus
(Locus A) la construcción GmFAD2-1 estaba causando un silenciamiento del gen de GmFAD2-1 endógeno, dando 
como resultado contenidos de ácido oleico, como se muestra en la Tabla 3. Para comparación, variedades de 
semilla de soja de élite tienen un contenido en ácido oleico de aproximadamente 20%. En el locus A había dos 
copias de pBS43. En la transferencia de hibridación de DNA esto se observó como dos bandas co-segregantes. En 15
el otro locus de integración (Locus B) el gen de GmFAD2-1 estaba sobre-expresándose, disminuyendo por tanto el 
contenido en ácido oleico hasta aproximadamente 4 %.

Las líneas segregantes de cuarta generación (plantas R4), generadas a partir del transformante original, se dejaron 
crecer hasta la madurez. Las semillas de R4, que contenían sólo el Locus A de silenciamiento (por ejemplo, G94-1) 
no contenían ningún mRNA de GmFAD2-1 detectable (cuando se midieron por transferencia de Northern) en 20
muestras recuperadas 20 días después de la floración. El mRNA del gen GmFAD2-2, aunque algo reducido en 
comparación con los controles, no estaba suprimido. Por lo tanto, la construcción sentido de GmFAD2-1 tuvo el 
efecto deseado de prevenir la expresión del gen de GmFAD2-1 y por lo tanto aumentar el contenido en ácido oleico 
de la semilla. Todas las plantas homocigóticas para el locus de silenciamiento de GmFAD2-1 tenían un perfil de 
transferencia de Southern idéntico en un número de generaciones. Esto indica que la inserción era estable y en la 25
misma posición en el genoma durante al menos cuatro generaciones.

Ejemplo 6

Análisis de ácidos grasos con el rasgo alto contenido en ácido oleico (versión 1)

Un resumen de los contenidos de ácido oleico encontrados en las diferentes generaciones de plantas y semillas de 
soja recombinantes se presenta en la Tabla 7. Se determinó la composición de ácidos grasos como se describe en 30
el Ejemplo 2

Tabla 3

Identificación de la planta Generación plantadaa Semilla analizadaa Ácido oleico en masa (%)

G253 R0:1 R1:2 84.1%

G276 R0:1 R1:2 84.2%

G296 R0:1 R1:2 84.1%

G313 R0:1 R1:2 83.8%

G328 R0:1 R1:2 84.0%

G168-187 R1:2 R2:3 84.4%

G168-171 R1:2 R2:3 85.2%

G168-59-4 R2:3 R3:4 84.0%

G168-72-1 R2:3 R3:4 84.1%

G168-72-2 R2:3 R3:4 84.5%

G168-72-3 R2:3 R3:4 84.3%

G168-72-4 R2:3 R3:4 83.3%

aR0:1 indica la semilla y la planta cultivada a partir de la semilla después de la autofecundación de la primera 
generación transformante. R1:2 indica la semilla y la planta cultivada a partir de la semilla después de la 
autofecundación de la segunda generación transformante. R2:3 indica la semilla y la planta cultivada a partir de 
la semilla después de la autofecundación de la tercera generación transformante. R3:4 indica la semilla y la 
planta cultivada a partir de la semilla después de la autofecundación de la cuarta generación transformante.
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Ejemplo 7

Material genético utilizado para producir el rasgo alto contenido en ácido oleico (versión 2). 

Se produjo un episodio de semilla soja (Glycine max) por co-bombardeo de partículas como se ha descrito en el 
Ejemplo 1 con los fragmentos PHP19340A (Figura 4; SEQ ID NO: 23) y PHP17752A (Figura 5; SEQ ID NO: 24). 
Estos fragmentos se obtuvieron por digestión con Asc I de un plásmido fuente. El fragmento PHP19340A se obtuvo 5
a partir del plásmido PHP19340 (Figura 6; SEQ ID NO: 25) y el fragmento PHP17752A se obtuvo a partir del 
plásmido PHP17752 (Figura 7; SEQ ID NO: 26). El fragmento PHP19340A contiene un casete con un fragmento de 
597 pb del gen de omega-6-desaturasa 1 microsómica de semilla de soja (Gm-fad2-1) (Heppard et al., 1996, Plant 
Physiol. 110:311-319).

La presencia del fragmento Gm-fad2-1 en el casete de expresión actúa para suprimir la expresión de las omega-6-10
desaturasas endógenas, dando como resultado un aumento del nivel de ácido oleico y una disminución de los 
niveles de ácidos palmítico, linoleico y linolénico. Aguas arriba del fragmento Gm-fad2-1 está la región promotora del 
gen inhibidor de tripsina de Kunitz 3 (KTi3) (Jofuku and Goldberg, 1989, Plant Cell 1:1079-1093; Jofuku et al., 1989, 
Plant Cell 1: 427-435) que regula la expresión del transcrito. El promotor KTi3 es altamente activo en embriones de 
soja y 1000 veces menos activo en tejido de las hojas (Jofuku and Goldberg, 1989, Plant Cell 1:1079-1093). La 15
región no traducida en 3' del gen KTi3 (terminador KTi3) (Jofuku and Goldberg, 1989, Plant Cell 1:1079-1093) 
termina la expresión de este casete.

El fragmento PHP17752A contiene un casete con una versión modificada del gen de la acetolactato-sintasa (gm-hra) 
de semilla de soja, que codifica la proteína GM-HRA con dos residuos de aminoácidos modificados de la enzima 
endógena y cinco aminoácidos adicionales en la región N-terminal de la proteína derivada de la traducción de la 20
región no traducida en 5' del gen de la acetolactato-sintasa de semilla de soja (Falco and Li, 2003, solicitud de 
patente de EE.UU.: 2003/0226166). El gen de gm-hra codifica una forma de acetolactato-sintasa, que es tolerante a 
la clase de herbicidas de sulfonilureas. La proteína GM-HRA se compone de 656 aminoácidos y tiene un peso 
molecular de aproximadamente 71 kDa.

La expresión del gen gm-hra es controlada por la región promotora en 5' del gen de la S-adenosil-L-metionina-25
sintetasa (SAMS) de semilla de soja (Falco and Li, 2003, solicitud de patente de EE.UU. 2003/0226166). Esta región 
en 5' consiste en un promotor constitutivo y un intrón que interrumpe la región no traducida en 5' de SAMS (Falco 
and Li, 2003). El terminador para el gen gm-hra es el terminador endógeno de la acetolactato-sintasa de semilla de 
soja (terminador ALS) (Falco and Li, 2003, solicitud de patente de EE.UU.: 2003/0226166).

Ejemplo 830

Transformación y selección para el episodio de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico (versión 2). 

Para la transformación de tejido de semillas de soja, una porción lineal de DNA, que contiene la secuencia del gen 
gm-fad2-1 y los componentes reguladores necesarios para su expresión, se escindió a partir del plásmido 
PHP19340 por el uso de la enzima de restricción Asc I y se purificó usando electroforesis en gel de agarosa. Una 
porción lineal de DNA, que contenía las secuencias del gene gm-hra y los componentes reguladores necesarios para 35
su expresión, se escindió del plásmido PHP17752 por el uso de la enzima de restricción Asc I y se purificó usando 
electroforesis en gel de agarosa. La porción lineal de DNA que contenía el gen gm-fad2-1 se designa inserto
PHP19340A y tiene un tamaño de 2924 pb. La porción lineal de DNA que contiene el gen gm-hra se designa inserto 
PHP17752A y tiene un tamaño de 4511 pb. El único DNA introducido en el episodio de transformación DP-305423-1 
fue el DNA de los insertos descritos anteriormente.40

Las plantas transgénicas del episodio DP-305423-1 se obtuvieron por bombardeo con microproyectiles como se 
describe en el Ejemplo 1. Se tomaron muestras de tejido embriogénico para análisis molecular que confirmara la 
presencia de los transgenes gm-fad2-1 y gm-hra por análisis de Southern. Las plantas se regeneraron a partir de 
tejido derivado de cada episodio único y se transfirieron a un invernadero para la producción de semillas.

Ejemplo 945

Análisis de Southern de plantas que contienen la versión 2 del episodio con alto contenido en ácido oleico.

Materiales y métodos: Se extrajo DNA genómico de tejido de hoja de soja congelado de plantas individuales de las 
generaciones T4 y T5 de DP-305423-1 y de control (variedad: Jack) utilizando un método estándar del tampón de 
extracción con urea. El DNA genómico se cuantificó en un espectrofluorímetro usando el reactivo Pico Green® 
(Molecular Probes, Invitrogen). Aproximadamente 4 µg de DNA por muestra se digirió con Hind III o Nco I. Para las 50
muestras de control positivas, se añadieron antes de la digestión aproximadamente 3 pg (2 equivalentes de copia 
genómica) del plásmido PHP19340 o PHP17752 al DNA genómico de soja de control. Las muestras de control 
negativas consistieron en DNA genómico de soja no modificada (variedad: Jack). Los fragmentos de DNA se 
separaron por tamaños usando electroforesis en gel de agarosa.
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Después de la electroforesis en gel de agarosa, los fragmentos de DNA separados se despurinizaron, 
desnaturalizaron, neutralizaron in situ, y transfirieron a una membrana de nylon en un tampón 20 x SSC utilizando el 
método descrito para el sistema de transferencia descendente rápida Turboblotter™ (Schleicher & Schuell). Después 
de la transferencia a la membrana, el DNA se unió a la membrana por reticulación por UV.

Las sondas de DNA para gm-fad2-1 y gm-hra se marcaron con digoxigenina (DIG) por PCR usando el kit de síntesis 5
de zonas PCR DIG (Roche).

Las sondas marcadas se hibridaron al DNA diana en las membranas de nylon para la detección de los fragmentos 
específicos utilizando solución DIG Easy Hyb (Roche) esencialmente como describe el fabricante. Los lavados pos-
hibridación se llevaron a cabo a alta rigurosidad. Las sondas marcadas con DIG hibridadas a los fragmentos unidos 
se detectaron usando el sistema quimioluminiscente de detección de ácidos nucleicos CDP-Star (Roche). Las 10
transferencias se expusieron a una película de rayos X a temperatura ambiente durante uno o más momentos para 
detectar los fragmentos hibridantes. Se determinó la composición de ácidos grasos del episodio, tal como se 
describe en el Ejemplo 2. Los niveles de ácido oleico determinados en 29 episodios diferentes (generación T1) 
variaron entre 61,5 - 84,6%. El nivel de ácido oleico de un episodio (generación T4-T5) varió entre 72 - 82%.

Ejemplo 1015

Preparación de aislados a pequeña escala de proteínas de soja

La preparación de aislados de proteínas de soja se realizó como se describe a continuación.

a) Producción de copos amarillos:

Se preparan copos de soja con toda la grasa de la siguiente manera. Un volumen de semillas de soja se coloca en 
un recipiente cerrado, con una pequeña cantidad de agua para evitar el secado de las semillas durante el posterior 20
calentamiento en horno de microondas. Las semillas de soja se calientan en un horno de microondas hasta que la 
temperatura alcanza 65,5ºC (150ºF) y después se mantienen durante 1 minuto. Las semillas se enfrían rápidamente 
hasta la temperatura ambiente en un refrigerador de lecho fluido durante aproximadamente 1 minuto. Las semillas 
de soja se alimentan luego a través de un dispositivo agrietador para producir grietas de ½ y ¼. Las cáscaras se 
retiran con un aspirador y las "carnes" resultantes se transportan para producir copos. Las carnes se colocan en un 25
recipiente sellado con una pequeña cantidad de agua y se calientan en un horno de microondas hasta que la 
temperatura alcanza 65,5ºC (150ºF) y después se mantienen durante 1 minuto. Las carnes calientes se alimentan 
luego a un dispositivo de formación de copos para producir copos de soja que luego se enfrían rápidamente hasta la 
temperatura ambiente en un refrigerador de lecho fluido durante aproximadamente 1 minuto. Se producen copos con 
un alto índice de dispersabilidad de proteínas (abreviadamente en lo sucesivo PDI por la expresión inglesa Protein 30
Dispersability Index) con carácter suficiente para la eliminación del aceite por extracción con disolventes. Se 
producen copos con un PDI inferior aumentando la cantidad de agua, la temperatura y el tiempo de exposición 
durante la producción.

b) Producción de copos blancos:

Se pueden producir copos blancos poniendo en contacto copos amarillos con hexano para retirar el aceite. Además 35
de con hexano, la copos se extraen únicamente, o en combinación con otros sistemas disolventes, que tengan algún 
grado de solubilidad en aceite, tal como etanol, mezclas de etanol y agua, mezclas de hexano y etanol, mezclas
supercríticas CO2; etanol y agua etc. Las copos amarillos se cargan en un extractor por lotes o en modo 
semicontinuo en una relación disolvente:copos, temperatura y tiempo de extracción, suficientes para retirar el aceite. 
En un extractor por lotes, se añade hexano calentado hasta 60ºC en una relación disolvente:copos 3:1 y se hace 40
circular a través de un lecho de copos durante 45 minutos. La mezcla disolvente utilizada se retira y se repite el 
procedimiento de extracción con disolventes descrito anteriormente. A las copos se les da un aclarado final 1:1 con 
disolvente de nueva aportación. El extractor semicontinuo utiliza aproximadamente la misma relación 
disolvente:copos, pero el disolvente de nueva aportación se regenera continuamente por utilización de un filtro 
sólido/líquido en el recipiente seguido por la vaporización del disolvente de los aceites y reciclaje del condensado de 45
nuevo al extractor. Este extractor semicontinuo se utiliza para generar cualquier número de reciclajes de disolvente. 
En cualquiera de los aparatos, los copos blancos cargados de hexano resultantes se dejan secar al aire en una 
campana de humos durante una noche. Si se desea, un tratamiento comercial con vapor de agua durante la retirada 
del disolvente se simula añadiendo agua a las copos (típicamente 5-10% basado en copos secos), y colocando las 
copos humedecidos en un recipiente sellado y calentando durante 6 minutos a 100ºC en un horno de microondas. 50
Las copos calientes se colocan luego en un horno a vacío y se enfrían rápidamente hasta aproximadamente 50ºC 
para producir copos con alto valor del PDI. Aumentando la cantidad de agua, el tiempo o la temperatura durante esta 
etapa se producen copos de bajo valor del PDI. Las copos se muelen hasta obtener una harina fina de un tamaño de 
partículas adecuado para la extracción eficaz de las proteínas o esta etapa se puede omitir por completo.

c) Producción de cuajada húmeda:55

Se extrae con agua (puede ser calentada, típicamente a 33ºC) una cantidad de harina fina de soja en una relación 
de agua a harina fina al menos suficiente para obtener una suspensión movible (típicamente 6:1) en un recipiente 
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capaz de impartir un buen contacto ente el agua y los copos y/o más capacidad de molienda de harina fina
(típicamente en un molino coloidal). Si se desea, el pH de extracción se puede aumentar con una base (típicamente 
Ca(OH)2 hasta un pH de aproximadamente de 9,7) o se puede disminuir con un ácido hasta un pH de 
aproximadamente 2,0. En este momento se pueden añadir, para ayudar a la extracción, agentes antiespumantes en 
una cantidad suficiente para evitar la formación de espuma (por lo general menos de 1% respecto a los copos) y 5
sulfito (Na2SO3, típicamente menos de 1% respecto a los copos). El extracto se mezcla (típicamente en un molino 
coloidal) durante aproximadamente 10-15 minutos. La suspensión se alimenta a una centrífuga (ya sea en forma de 
lotes o semi-continua) a un número de revoluciones por minuto y un tiempo suficiente para separar los sólidos 
(típicamente por encima de log 4,0 Gs a 33ºC). El líquido se decanta y los sólidos se vuelven a extraer en una 
relación de agua a sólidos al menos suficiente para obtener una suspensión movible (típicamente 4 a 1). La 10
suspensión (típicamente a 33ºC) se mezcla (típicamente en un molino coloidal) y se separa en una centrífuga, tal 
como se describe anteriormente. Si se desea, en este momento el pH del segundo extracto también se puede 
aumentar o disminuir. Después de la centrifugación, el líquido se decanta y los copos agotados se desechan. El 
primer y segundo extractos líquidos se combinan y se transportan. Si se desea, se pueden hacer extracciones 
adicionales. Para precipitar las proteínas, el pH se ajusta a un valor suficiente para separar las proteínas de interés 15
(típicamente a 4,5) con un ácido (típicamente HCl 1M) y se introducen en una centrífuga semi-continua o de lotes en 
las condiciones descritas anteriormente. El líquido se decanta y se desecha y los sólidos se vuelven a poner en 
suspensión con agua de nueva aportación (típicamente en un homogeneizador). Si se desea, se puede calentar el 
agua de la nueva suspensión (la temperatura típica del agua de lavado es aproximadamente 50-60ºC). Si se desea, 
se puede repetir el lavado descrito anteriormente. 20

d) Producción de proteínas de soja aisladas:

La cuajada húmeda se vuelve a poner en suspensión hasta un contenido de sólidos adecuado para pasteurización 
de la suspensión de proteínas. Típicamente, el contenido de sólidos será de aproximadamente 10-20%. La 
suspensión se mezcla (típicamente en un molino coloidal u homogeneizador) y se ajusta el pH con una base 
(típicamente NaOH) hasta aproximadamente 6,8-7,2. La suspensión se pasteuriza continuamente con inyección de 25
vapor de agua a una temperatura y un tiempo suficiente para reducir los recuentos microbianos y la actividad del 
inhibidor de tripsina a niveles seguros para la ingestión humana. Las condiciones típicas pueden ser
aproximadamente 120-160ºC durante 4-60 segundos. La suspensión pasteurizada se enfría (típicamente se enfría 
bruscamente hasta 50-60ºC por uso de un vacío de 100-150 mm). La suspensión se alimenta a un secador por 
pulverización en las condiciones necesarias para lograr un producto seco de menos de aproximadamente 5% de 30
humedad. Las condiciones típicas incluyen una temperatura de entrada de aproximadamente 250-300ºC y una 
temperatura de salida de aproximadamente 90-100ºC. 

Las condiciones establecidas en estos ejemplos comprenden los parámetros de proceso que se utilizan para 
producir los aislados de proteínas de tipo SUPRO® 760, SUPRO® 670 y SUPRO® 500E en la plataforma de 
producción a pequeña escala.35

Ejemplo 11

Producción a gran escala de copos desgrasados

El material de copos de soja se puede formar a partir de semillas de soja de acuerdo con el siguiente procedimiento. 
Las semillas de sojas se desproveen de materiales extraños haciendo pasar dichas semillas de soja a través de un 
separador magnético para eliminar hierro, acero y otros objetos magnéticamente susceptibles, seguido por agitación 40
de las semillas de soja en tamices de mallas cada vez más pequeñas para eliminar los residuos del suelo, vainas, 
tallos, semillas de malas hierbas, semillas de tamaño inferior y otra basura. Las semillas de soja desprovistas de 
materiales extraños se fragmentan luego haciendo pasar las semillas de soja a través de rodillos de fragmentación. 
Los rodillos de fragmentación son cilindros ondulados de corte en espiral que separan las cáscaras a medida que las 
semillas de soja pasan a través de los rodillos y fragmentan el material de semillas de soja en varios trozos. 45
Preferiblemente, las semillas de soja fragmentadas están acondicionadas de 10% a 11% de humedad de 63 a 74ºC 
para mejorar la retención de la calidad de almacenamiento del material de semillas de soja. Las semillas de soja 
fragmentadas se descascarillan luego, preferiblemente por aspiración. Los hipocótilos de soja, que son mucho más 
pequeños que los cotiledones de las semillas de soja, pueden ser retirados por agitación de las semillas de soja 
descascarilladas en un tamiz de tamaño de malla suficientemente pequeño para eliminar los hipocótilos y retener los 50
cotiledones de las semillas. Los hipocótilos no necesitan ser retirados puesto que comprenden sólo 
aproximadamente 2%, en peso de las semillas de soja, mientras que los cotiledones comprenden aproximadamente 
90% en peso de las semillas de soja, sin embargo, se prefiere retirar los hipocótilos puesto que están asociados con 
el sabor a habas de las semillas de soja. Las semillas de soja descascarilladas, con o sin hipocótilos, se transforman 
luego en copos haciendo pasar dichas semillas de soja a través de rodillos de formación de copos. Los rodillos de 55
formación de copos son rodillos cilíndricos lisos posicionados para formar copos de semillas de soja a medida que 
las semillas pasan a través de los rodillos que tienen un distancia entre rodillos de aproximadamente 254 
micrómetros (0,01 pulgadas) hasta aproximadamente 381 micrómetros (0,015 pulgadas).

Luego se desgrasan los copos. Los copos se desgrasan extrayéndolos con un disolvente adecuado para eliminar el 
aceite de los copos. Preferiblemente, los copos se extraen con n-hexano o n-heptano en una extracción en 60
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contracorriente. Los copos desgrasados deben contener menos de 1,5% de grasa o contenido de aceite, y 
preferiblemente menos de 0,75%. A los copos desgrasados extraídos con disolventes se les eliminan los cualquier 
disolvente residual usando métodos convencionales de eliminación de disolventes, incluyendo eliminación de 
disolventes en un separador instantáneo de disolvente-desodorizador, un separador de disolvente por vapor de 
agua-desodorizado a vacío o eliminación de disolventes por aspiración (succión) en corriente descendente.5

Preferiblemente, los copos desgrasados se trituran para formar una harina fina de soja o una sémola de soja para 
mejorar el rendimiento de extracción de proteínas de los copos. Los copos se trituran moliéndolos hasta el tamaño 
de partícula deseado utilizando equipos de molienda y trituración convencionales, tal como un molino de martillos o 
un molino de chorro de aire. La harina fina de soja tiene un tamaño de partículas en el que al menos 97% en peso, 
de la harina fina tiene un tamaño de partícula de 150 micrómetros o menos (es capaz de pasar a través de un tamiz 10
de malla estándar Nº 100 de EE.UU.). La sémola de soja triturada más gruesa que la harina fina de soja, tiene un 
tamaño de partícula mayor que harina fina de soja, pero menor que los copos de soja. Preferiblemente, la sémola de 
soja tiene un tamaño de partículas de 150 micrómetros a aproximadamente 1000 micrómetros (es capaz de pasar a 
través de una tamiz de malla estándar Nº 10 - Nº 80 de EE.UU.

Ejemplo 12 15

Preparación a gran escala de aislados de proteínas de soja 

Para producir el material de cuajada de proteínas de soja, la harina fina de soja desgrasada de alto contenido en 
ácido oleico (abreviadamente HO por la expresión inglesa High Oleic) se extrae con agua o una solución acuosa que 
tenga un pH de 6,5 a 10 para extraer las proteínas de la harina fina de los materiales insolubles, tal como fibra. La 
harina fina de soja se extrae preferiblemente con una solución acuosa de hidróxido de sodio que tiene un pH de 20
aproximadamente 8 a aproximadamente 10, aunque también son eficaces otros agentes de extracción alcalinos 
acuosos, tal como hidróxido de amonio. Preferiblemente la relación en peso entre el agente de extracción y el 
material de harina fina de soja es desde aproximadamente 8:1 a aproximadamente 16:1. 

Después de la extracción, el extracto se separa de los materiales insolubles. Preferiblemente, la separación se 
efectúa por filtración o por centrifugación y separación del extracto de los materiales insolubles. El pH del extracto 25
separado se ajusta entonces hasta aproximadamente el punto isoeléctrico de las proteínas de soja para precipitar 
una cuajada de proteínas de soja de modo que las proteínas de soja se puedan separar de los productos de soja 
solubles incluyendo oligosacáridos inductores de flatulencia y otros carbohidratos solubles en agua. El pH del 
extracto separado se ajusta con un ácido adecuado hasta el punto isoeléctrico de las proteínas de soja, 
preferiblemente hasta un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 5, más preferiblemente desde30
aproximadamente 4,4 hasta aproximadamente 4,6. Los ácidos comestibles adecuados para ajustar el pH del 
extracto a aproximadamente el punto isoeléctrico de las proteínas de soja incluyen ácido clorhídrico, ácido fosfórico, 
ácido sulfúrico, ácido nítrico o ácido acético. El material proteínico se precipita preferiblemente con ácido clorhídrico 
o ácido fosfórico. El material proteínico precipitado (cuajada) se separa del extracto (suero), preferiblemente por 
centrifugación o filtración para producir el material de cuajada de proteínas de soja. El material de cuajada de 35
proteínas de soja separado se lava preferentemente con agua para eliminar productos solubles residuales, 
preferiblemente en una relación en peso de agua a material de proteínas de aproximadamente 4:1 a 
aproximadamente 10:1. Las condiciones establecidas en los Ejemplos 11 y 12 describen esencialmente los 
parámetros del procedimiento que se utilizan para producir aislador de proteínas de los tipos SUPRO® 760, 
SUPRO® 1610, SUPRO® 651, SUPRO® 500E y SUPRO® 670 en la plataforma de producción a gran escala. Una 40
descripción detallada de la producción de SUPRO® 760 se describe en los Ejemplos 13 y 14.

La producción de SUPRO® 670 incluye una etapa de hidrólisis que no se aplicó en la producción de los otros 
aislados y se describe en los Ejemplos 16-18.

Ejemplo 13

Procedimiento para producir proteínas de tipo Solae SUPRO® 760 a partir de harinas finas de alto contenido en 45
ácido oleico (HO) desgrasadas

Para producir el material de proteínas de tipo SUPRO® 760, el material de cuajada de proteínas de soja producido 
como se describe en el Ejemplo 12 se neutraliza primeramente a un pH de 6,8 a 7,2 con una solución alcalina 
acuosa o una solución alcalino-térrea acuosa, preferiblemente una solución de hidróxido de sodio o una solución de 
hidróxido de potasio. A continuación se calienta el material de cuajada de proteínas de soja neutralizado. 50
Preferiblemente, la cuajada de soja neutralizada se calienta a una temperatura de aproximadamente 75ºC a 
aproximadamente 160ºC durante un periodo de aproximadamente 2 segundos a aproximadamente 2 horas, donde la 
cuajada se calienta durante un período de tiempo más largo a temperaturas más bajas y un período de tiempo más 
corto a temperaturas más altas. Más preferiblemente, el material de cuajada de proteínas de soja se trata a una 
temperatura elevada y bajo una presión positiva mayor que la presión atmosférica.55

El método preferido de calentar el material de cuajada de proteínas de soja es tratar la cuajada de soja a una 
temperatura elevada por encima de la temperatura ambiente inyectando vapor de agua a presión en la cuajada, en 
lo sucesivo denominado "cocción con chorro de vapor de agua". La siguiente descripción es un método preferido de 
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cocción con chorro de vapor de agua del material de cuajada de proteína de soja, sin embargo, la invención no se 
limita al método descrito e incluye cualesquiera modificaciones obvias que pueda realizar un experto en la técnica.

El material de cuajada de proteínas de soja se introduce en un depósito de alimentación al dispositivo de cocción 
con chorro de vapor de agua donde la cuajada de soja se mantiene en suspensión con un mezclador que agita la 
cuajada de soja. La cuajada se dirige desde el depósito de alimentación hasta una bomba que impulsa la cuajada a 5
través de un reactor tubular. El vapor de agua se inyecta en la cuajada bajo presión a medida que la cuajada entra 
en el reactor tubular, calentando instantáneamente la cuajada a la temperatura deseada. La temperatura se controla 
ajustando la presión del vapor de agua inyectado, y preferiblemente es desde aproximadamente 75ºC hasta
aproximadamente 160ºC, más preferiblemente desde aproximadamente 100ºC hasta aproximadamente 155ºC. La 
cuajada se trata a la temperatura elevada durante el tiempo de tratamiento que se controla por el caudal de la 10
suspensión a través del reactor tubular. Preferiblemente, el caudal es aproximadamente 8,39 kg/minuto (18,5 
libras/minuto), y el tiempo de cocción es aproximadamente 9 segundos a aproximadamente 150ºC.

Para producir el material proteínico de la presente invención la cuajada neutralizada y calentada se enfría a 
continuación y se seca. La cuajada puede ser enfriada y secada de cualquier manera convencional conocida en la 
técnica. En una realización preferida de la presente invención, la cuajada se enfría por vaporización brusca. La 15
cuajada calentada se vaporiza bruscamente por introducción de la cuajada caliente en una cámara de vacío que 
tiene una temperatura interna de 20ºC a 85ºC, en la cual la presión de la cuajada cae instantáneamente hasta una 
presión desde aproximadamente 25 mm hasta aproximadamente 100 mm de Hg, y más preferiblemente a una 
presión desde aproximadamente 25 mm de Hg hasta aproximadamente 30 mm de Hg. Más preferiblemente, la 
cuajada caliente se descarga del reactor tubular de la cocción con chorro de vapor de agua en la cámara de vacío, 20
dando como resultado una gran presión instantánea y una caída de temperatura que vaporiza una parte sustancial 
del agua de la cuajada, enfriando instantáneamente la cuajada hasta cierta temperatura. Preferiblemente, la cámara 
de vacio tiene una temperatura elevada de hasta aproximadamente 85ºC para evitar la gelificación del material de 
cuajada de proteínas de soja después de la introducción de la cuajada en la cámara de vacío. El tratamiento térmico 
bajo presión seguido de la rápida caída de presión y vaporización del agua también causa la vaporización de 25
cantidades sustanciales de los componentes volátiles del material de soja, mejorando por tanto el sabor del material 
de soja.

El material proteínico vaporizado bruscamente se puede secar a continuación, preferiblemente por secado por 
pulverización. Preferiblemente, el secador por pulverización es un secador de flujo de corrientes del mismo sentido 
donde aire de entrada caliente y el material proteínico estructural, atomizado al ser inyectado en el secador bajo 30
presión por un atomizador, pasan a través del secador en un flujo de corrientes del mismo sentido.

En una realización preferida, el material proteínico se inyecta en el secador por un atomizador de boquilla. Aunque 
se prefiere un atomizador de boquilla, se pueden utilizar otros atomizadores de pulverización en seco, tal como un 
atomizador rotatorio. La cuajada se inyecta en el secador bajo suficiente presión para atomizar la suspensión. 
Preferiblemente, la suspensión se atomiza a una presión manométrica de alrededor de 20,68 MPa (3000 psig) a 35
aproximadamente 37,92 MPa (5500 psig), y más preferiblemente de aproximadamente 24,13 a 34,47 MPa (3500 a 
5000 psig). El aire caliente se inyecta en el secador a través de una entrada de aire caliente situada de modo que el 
aire caliente que entra en el secador fluya en el mismo sentido que la cuajada de soja atomizada pulverizada desde 
el atomizador. El aire caliente tiene una temperatura de aproximadamente 285ºC a aproximadamente 315ºC, y 
preferiblemente tiene una temperatura de aproximadamente 290ºC a aproximadamente 300ºC. 40

El material de proteínas de soja seca se recoge del secador por pulverización. Se pueden usar medios y métodos 
convencionales para recoger el material de soja, incluyendo ciclones, filtros de bolsa, precipitadores electrostáticos, 
y recogida por gravedad.

Ejemplo 14 

Producción de aislado de proteínas de soja con alto contenido en ácido oleico del tipo SUPRO® 76045

El aislado de proteínas de soja con alto contenido en ácido oleico del tipo SUPRO® 760 se produjo a partir de 
semillas de soja con alto contenido en ácido oleico de acuerdo con el siguiente procedimiento. 45,36 kg (100 libras) 
de copos de soja desgrasada con alto contenido en ácido oleico se colocaron en un depósito de extracción y se 
extrajeron con 453,6 kg (1000 libras) de agua calentada hasta 32ºC. Esto proporcionó una relación en peso de agua 
a copos de 10:1. Los copos se separaron del extracto y se volvieron a extraer con 272,16 kg (600 libras) de agua 50
calentada hasta 32ºC a la que se había añadido suficiente hidróxido de calcio para ajustar el pH a 9,7. Esta segunda 
etapa de extracción proporcionó una relación en peso de agua a copos de 6:1. Las copos se separaron por 
centrifugación, y se reunieron el primer y segundo extractos y se ajustó la mezcla a un pH de 4,5 con ácido 
clorhídrico para precipitar una cuajada de proteína. La cuajada precipitada con ácido se separó del extracto por 
centrifugación, dejando un suero acuoso (desechado), y luego se lavó con agua en una cantidad en peso siete veces 55
mayor que la del material de copos de partida para proporcionar un aislado de proteínas isoeléctrico.

Para producir el material proteínico con alto contenido en ácido oleico del tipo SUPRO® 760, se añadió agua al 
material de proteínas de soja isoeléctrico y se ajustó el pH entre 6,9 y 7,3 con una solución acuosa de hidróxido de 
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sodio para producir una suspensión de proteínas de soja neutralizada y luego se calentó por inyección de vapor de 
agua a presión en la suspensión, en lo sucesivo denominada "cocción con chorro de vapor de agua". La suspensión 
de proteínas de soja neutra se introdujo en un depósito de alimentación al dispositivo de cocción con chorro de vapor 
de agua en donde se mantuvo en suspensión con un mezclador que agitaba la suspensión. La suspensión se dirigió 
desde el depósito de alimentación hasta una bomba que impulsó la suspensión a través de un reactor tubular. El 5
vapor de agua se inyectó en la suspensión bajo presión a medida que la suspensión entraba en el reactor tubular, 
calentando instantáneamente la suspensión hasta la temperatura deseada. La temperatura se controló ajustando la 
presión del vapor de agua inyectado. El tratamiento térmico fue aproximadamente 9 segundos a aproximadamente 
150ºC. Después, la suspensión neutra calentada se enfrió por vaporización brusca, que vaporizó una parte 
sustancial del agua de la suspensión de proteínas neutra y caliente, enfriando instantáneamente el material 10
proteínico neutro.

A continuación la suspensión de proteínas neutra enfriada se homogeneizó y transfirió a un secador por 
pulverización en el que la mayor parte de la humedad se evaporó por adición de calor, obteniéndose el aislado final 
de proteínas de soja del tipo SUPRO® 760. 

Ejemplo 1515

Procedimiento de producción de proteínas del tipo Solae SUPRO® 760 a partir de harinas finas desgrasadas con
alto contenido en ácido oleico

Para obtener el producto proteínico del tipo SUPRO® 760 de la presente invención, se extrajeron 27,22 kg (60 libras) 
de harina fina de soja con alto contenido en ácido oleico con 272,16 kg (600 libras) de agua a 32ºC en una relación
de agua a harina fina 10:1 en un mezclador que agita la harina fina de soja para un buen contacto de agua-copos. 20
En ese momento se añadió un agente antiespumante en una cantidad suficiente para evitar la formación de espuma 
y 54,48 g de sulfito (Na2SO3). El pH de la suspensión era 6,6. La suspensión se mezcló durante 10 minutos. Para 
separar los sólidos del líquido la suspensión se alimentó a una centrífuga de lotes a un caudal de 5,53 kg/min (12,2 
libras/min) con 8,1% de sólidos. El líquido se decantó y los sólidos se devolvieron al recipiente de mezclamiento, y 
se volvió a extraer con una relación de agua a copos 5:1 a 32ºC. El pH de la suspensión se aumentó con NaOH 25
hasta 9,7 y la suspensión se mezcló durante 10 minutos y se separó en una centrífuga de lotes a un caudal de 5,53 
kg/min (12,2 libras/min) con 3,9% de sólidos de alimentación. Después de la centrifugación, se decantó el líquido y 
se desecharon los copos agotados. El primer y segundo extractos líquidos se reunieron y se transportaron. Para 
precipitar las proteínas, el pH se ajustó hasta 4,5 con HCl y se mantuvo durante 10 minutos. Para separar el suero 
líquido de la cuajada el material se alimentó a una centrífuga de lotes a un caudal de 11,34 kg/min (25 libras/min) 30
con 6,0% de sólidos y a 55ºC. El líquido se decantó y se desechó y los sólidos se volvieron a poner en suspensión
con agua de nueva aportación en una relación de agua a copos 7:1 y se pasó por un molino Dispax para asegurar 
un lavado eficaz. La suspensión molida se alimentó a una centrífuga de lotes a 11,34 kg/min (25 libras/min) a 59ºC 
para separar el líquido de lavado de la cuajada. La cuajada húmeda se volvió a poner en suspensión con agua a una 
concentración de 11,3% de sólidos adecuada para la pasteurización de la suspensión de proteínas. El pH de la 35
suspensión se aumentó con NaOH hasta 7,1 y la suspensión se homogeneizó a una presión manométrica 3,79 MPa 
(550 psig). La suspensión se introdujo en un depósito de alimentación de un dispositivo de cocción con chorro de 
vapor de agua donde la cuajada de soja se mantuvo en suspensión con un mezclador que la agitó. La suspensión de 
cuajada se dirigió desde el depósito de alimentación hasta una bomba que impulsó la cuajada a través de un reactor 
tubular de 2,39 mm (0,94 pulgadas) de diámetro y 83,872 cm (33 pulgadas) de largo. El vapor de agua se inyectó en 40
la cuajada bajo presión a medida que la cuajada entraba en el reactor tubular, calentando instantáneamente la 
cuajada hasta la temperatura deseada. La temperatura se controló ajustando la presión del vapor de agua inyectado 
y era 149ºC. La cuajada se trató a la temperatura elevada durante 9 segundos. A continuación, la cuajada calentada 
se enfrió y se secó. La cuajada se enfrió por vaporización brusca. La cuajada calentada se vaporizó bruscamente 
introduciéndola en una cámara de vacío que tenía una temperatura interna de 63ºC que descendió 45
instantáneamente la presión hasta 26 mm de Hg. La gran caída instantánea de presión y caída de temperatura 
vaporizó una parte sustancial del agua de la cuajada, enfriando instantáneamente la cuajada hasta 68ºC.

El material proteínico vaporizado bruscamente se secó por pulverización usando un secador de flujo con corriente 
del mismo sentido, donde el aire caliente de entrada y el material proteínico se atomizó al ser inyectado en el 
secador bajo presión a través de un atomizador y se pasó a través del secador en un flujo con corriente del mismo 50
sentido.

La suspensión de cuajada se alimentó a un homogeneizador y se homogeneizó a una presión manométrica de 10,34 
MPa (1500 psig) a 57ºC. La suspensión homogeneizada se inyectó en el secador a través de un atomizador de 
boquilla a una presión manométrica de atomización de 27,58 MPa (4000 psig). Se inyectó aire caliente en el secador 
a través de una entrada de aire caliente situada de modo que el aire caliente que entraba en el secador fluía en el 55
mismo sentido de la corriente que la cuajada de soja atomizada pulverizada desde el atomizador. El aire caliente 
tenía una temperatura de 265ºC. La temperatura de salida del secador fue 89ºC. 

Las proteínas de soja aisladas secas con alto contenido en ácido oleico del tipo SUPRO®760 se recogieron por 
recolección por gravedad desde la salida del secador por pulverización.
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Ejemplo 16

Procedimiento para la producción de proteínas del tipo Solae SUPRO® 670 a partir de harinas finas desgrasadas con 
alto contenido en ácido oleico que incluye una etapa de hidrólisis enzimática

Se forma el material proteínico del tipo SUPRO® 670 a partir del material de cuajada de proteínas de soja de la 
misma manera que el material proteínico SUPRO®670 descrito en el Ejemplo 15, sin embargo, se incluye una etapa 5
de hidrólisis enzimática de proteínas para hidrolizarlas. El material de cuajada de proteínas de soja se diluye 
primeramente hasta aproximadamente 12-15% de sólidos y se neutraliza hasta pH de 7,5 a 8,1 con una solución 
alcalina acuosa o una solución alcalino-térrea acuosa, preferiblemente una solución de hidróxido de sodio o una 
solución de hidróxido de potasio. La cuajada de proteínas de soja neutralizada se calienta y se enfría, 
preferiblemente por cocción con chorro de vapor de agua y enfriamiento brusco, de la misma manera que se ha 10
descrito anteriormente respecto a la preparación del material proteínico SUPRO® 760. Preferiblemente, la cuajada se 
enfría después del calentamiento de 55ºC a 60ºC 

Después del enfriamiento brusco, se añade a la solución una enzima (bromelaina) que tiene una actividad de 
aproximadamente 2400 UT/g en una proporción de aproximadamente 0,02% basado en los sólidos de la cuajada. Se 
deja que la solución tratada con la enzima reaccione durante aproximadamente 15 minutos a 65 minutos,15
preferiblemente 20-45 minutos bajo mezclamiento continuo. La hidrólisis se termina calentando el material de 
cuajada de proteínas de soja hidrolizadas hasta una temperatura eficaz para inactivar la enzima. Más 
preferiblemente, el material de cuajada de proteínas de soja hidrolizadas se cuece con chorro de vapor de agua para 
inactivar la enzima, y se enfría bruscamente y luego se seca como se ha descrito anteriormente con respecto a la 
producción del material proteínico seco SUPRO ®760. El material hidrolizado seco es el material proteínico seco 20
SUPRO® 670.

Ejemplo 17 

Producción del aislado de proteínas de soja con alto contenido en ácido oleico del tipo SUPRO® 670

El aislado de proteínas de soja con alto contenido en ácido oleico del tipo SUPRO® 670 se preparó esencialmente 
como se ha descrito en el Ejemplo 16, pero con los siguientes detalles experimentales. Se extrajo harina fina de soja 25
con alto contenido en ácido oleico 27,22 kg (60 libras) con 272,2 kg (600 libras) de agua a 41ºC en una relación de 
agua a harina fina 10:1 en un mezclador que agita la harina fina de soja para un buen contacto agua-copos. En este 
momento se añadió agente antiespumante en una cantidad suficiente para evitar la formación de espuma y 54,48 g 
de sulfito (Na2SO3). El pH de la suspensión era 6,5. La suspensión se mezcló durante 10 minutos. La suspensión se 
alimentó a una centrífuga de lotes a un caudal de 4,54 kg/min (10,0 libras/min) con 8,2% de sólidos para separar los 30
sólidos del líquido. El líquido se decantó y los sólidos se devolvieron al recipiente de mezclamiento, y se volvió a 
extraer en una relación de agua a copos 5:1 a 33ºC. El pH de la suspensión se aumentó con NaOH hasta 9,7 y la 
suspensión se mezcló durante 10 minutos y se separó en una centrífuga de lotes a 5,44 kg/min (12,0 libras/min) con 
3,8% de sólidos de alimentación. Después de la centrifugación el líquido se decantó y se desecharon los copos 
agotados. Los primero y segundo extractos líquidos se reunieron y se transportaron. Para precipitar las proteínas, el 35
pH se ajustó hasta 4,5 con HCl, y se mantuvo durante 10 minutos. El material se alimentó a una centrífuga de lotes a 
un caudal de 10,89 kg/min (24 libras/min), con 6.0% de sólidos y a 57ºC para separar el suero líquido de la cuajada. 
El líquido se decantó y se desechó y los sólidos se volvieron a poner en suspensión con agua de nueva aportación 
en una relación de agua a copos 7:1 y se pasó a través de un triturador Dispax para asegurar un lavado eficaz. La 
suspensión molida se alimentó a una centrífuga de lotes a un caudal de 6,35 kg/min (14 libras/min) a 56ºC para 40
separar el líquido de lavado de la cuajada. La cuajada húmeda se volvió a poner en suspensión con agua hasta
11,3% de sólidos adecuado para la pasteurización de la suspensión de proteínas. El pH de la suspensión se 
aumentó con NaOH a hasta 7,7 y la suspensión se homogeneizó a una presión manométrica de 3,79 MPa (550 
psig). La suspensión se introdujo en un depósito de alimentación de un dispositivo de cocción con chorro de vapor 
de agua donde la cuajada de soja se mantuvo en suspensión con un mezclador que la agitaba. La suspensión de 45
cuajada se dirigió desde el depósito de alimentación hasta una bomba que la impulsó a través de un reactor tubular 
de 2,39 cm (0,94 pulgadas) de diámetro y 83,82 cm (33 pulgadas) de largo. El vapor de agua se inyectó en la 
cuajada bajo presión a medida que la cuajada entraba en el reactor tubular, calentándola instantáneamente hasta la 
temperatura deseada. La temperatura se controló ajustando la presión del vapor de agua inyectado y era 129ºC. La 
cuajada se trató a la temperatura elevada durante 9 segundos. A continuación, la cuajada calentada se enfrió y secó. 50
La cuajada se enfrió por vaporización brusca. La cuajada calentada se vaporizó bruscamente introduciéndola 
caliente en una cámara de vacío que tenía una temperatura interna de 63ºC que hizo descender instantáneamente
la presión hasta 23 mm de Hg. La gran caída instantánea de presión y temperatura vaporizó una parte sustancial del 
agua de la cuajada, enfriándola instantáneamente hasta 70ºC. 

Después del enfriamiento brusco, se añadió a la solución una enzima (bromelaina), que tenía una actividad de 55
aproximadamente 2400 UT/g, con 0,03% basado en los sólidos de cuajada. La solución tratada con la enzima se 
dejó reaccionar durante 35 minutos bajo mezclamiento continuo. La hidrólisis se terminó calentando el material de 
cuajada de proteínas de soja hidrolizado hasta una temperatura eficaz para inactivar la enzima. El material de 
cuajada de proteínas de soja hidrolizado se coció con chorro de vapor de agua a 142ºC durante 9 segundos para 
inactivar la enzima, y se enfrió bruscamente. La cuajada calentada se vaporizó bruscamente introduciéndola en una 60
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cámara de vacío que tenía una temperatura interna de 61ºC que hizo descender instantáneamente la presión hasta
25 mm de Hg. La gran caída instantánea de presión y de temperatura vaporizó una parte sustancial del agua de la 
cuajada, enfriándola instantáneamente la cuajada a 61ºC. 

El material proteínico vaporizado bruscamente se homogeneizó y se secó por pulverización usando un secador de 
flujo de corrientes del mismo sentido, donde el aire de entrada caliente y la proteína material fueron atomizados al 5
ser inyectados en el secador bajo presión a través de un atomizador y se pasó a través del secador en un flujo de
corriente del mismo sentido.

La suspensión de cuajada se alimentó a un homogeneizador y se homogeneizó a una presión manométrica de 13,79 
MPa (2000 psig) a 54ºC. La suspensión homogeneizada se inyectó en el secador a través de un atomizador de 
boquilla a una presión manométrica de atomización de 27,58 MPa (4000 psig). Se inyectó aire caliente en el secador 10
a través de una entrada de aire caliente situada de modo que el aire caliente que entraba en el secador fluía en el 
mismo sentido que la cuajada de soja atomizada pulverizada desde el atomizador. El aire caliente tenía una 
temperatura de 307ºC. La temperatura de salida del secador fue 93ºC. 

Las proteínas de soja aisladas con alto contenido en ácido oleico hidrolizadas y secadas de tipo SUPRO®670 se 
recogieron por recolección por gravedad desde la salida del secador por pulverización.15

Ejemplo 18

Producción de aislado de proteínas de soja con alto contenido en ácido oleico del tipo SUPRO® 670

Se produjo aislado de proteínas de soja con alto contenido en ácido oleico del tipo SUPRO® 670 a partir de semillas 
de soja con alto contenido en ácido oleico de acuerdo con el siguiente procedimiento. Se colocaron 45,36 kg (100 
libras) de copos de soja desgrasada con alto contenido en ácido oleico en un depósito de extracción y se extrajeron20
con 453,6 kg (1000 libras) de agua calentada a 32ºC. Esto proporcionó una relación en peso de agua a copos de 
10:1. Las copos se separaron del extracto y se volvieron a extraer con 272,16 kg (600 libras) de agua calentada a 
32ºC a los que se había añadido suficiente hidróxido de calcio para ajustar el pH a 9,7. Esta segunda etapa de 
extracción proporcionó una relación en peso de agua a copos de 6:1. Las copos se separaron por centrifugación, y el 
primer y segundo extractos se reunieron y se ajustó la mezcla resultante a un pH de 4,5 con ácido clorhídrico para 25
precipitar una cuajada de proteínas. La cuajada precipitada con ácido se separó del extracto por centrifugación, 
dejando un suero acuoso (desechado), y luego se lavó con agua con una cantidad en peso siete veces mayor que la 
del material de copos de partida para proporcionar un aislado de proteínas isoeléctrico. 

Para producir el material proteínico con alto contenido en ácido oleico de tipo SUPRO® 670 se añadió agua al 
material de proteínas de soja isoeléctrico y el pH se ajustó entre 7,3 y 7,7 con una solución acuosa de hidróxido de 30
sodio para producir una suspensión de proteínas de soja neutralizada y luego se calentó por inyección en la 
suspensión de vapor de agua a presión, en lo sucesivo "cocción con chorro de vapor de agua". La suspensión de 
proteínas de soja neutra se introdujo en un depósito de alimentación del dispositivo de cocción con chorro de vapor 
de agua en el que se mantuvo en suspensión con un mezclador que agitaba la suspensión. La suspensión se dirigió 
desde el depósito de alimentación hasta una bomba que impulsó la suspensión a través de un reactor tubular. El 35
vapor de agua se inyectó en la suspensión bajo presión a medida que la suspensión entraba en el reactor tubular, 
calentando instantáneamente la suspensión hasta la temperatura deseada. La temperatura se controló ajustando la 
presión del vapor de agua inyectado. El tratamiento térmico fue aproximadamente 9 segundos a aproximadamente 
130ºC. Después, la suspensión neutra calentada se enfrió por vaporización brusca, que vaporizó una parte 
sustancial del agua de la suspensión de proteínas neutra caliente, enfriando instantáneamente el material proteínico40
neutro hasta aproximadamente 61ºC. A la suspensión de proteínas enfriada se añadió la enzima bromelaina, y se 
dejó reaccionar durante un tiempo suficiente para que la enzima hidrolizara las proteínas hasta un valor de TNBS 
(ácido 2,4,6-trinitrobenceno-sulfónico) de alrededor de 50. La suspensión tratada con la enzima se trató luego 
térmicamente por cocción con chorro de vapor de agua para inactivar la enzima bromelaina. La suspensión tratada 
con la enzima se coció en el dispositivo de cocción con chorro de vapor aproximadamente 9 segundos a 45
aproximadamente 152ºC. Después, la suspensión neutra calentada se enfrió por vaporización brusca, que vaporizó 
una parte sustancial del agua de la suspensión proteínica neutra caliente, enfriando instantáneamente el material 
proteínico neutro hasta aproximadamente 82ºC. 

La suspensión proteínica neutra enfriada se homogeneizó y se transfirió a un secador por pulverización en el que la 
mayor parte de la humedad se evaporó por adición de calor para obtener el aislado final de proteínas de soja del tipo 50
SUPRO® 670.

Ejemplo 19

Mediciones de resistencia de gel de aislados de proteínas de soja con alto contenido en ácido oleico (Plataforma de 
producción a pequeña escala)

Se analizó el efecto de aislados de proteínas con alto contenido en ácido oleico (preparados esencialmente como se 55
ha descrito en el Ejemplo 10) sobre la resistencia de gel de geles refrigerados y pasteurizados en comparación con
aislados de semillas de soja comerciales con bajo contenido en ácido linolénico (bajo lin). La composición de ácidos 
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grasos de semillas de soja con bajo contenido en ácido linolénico usadas en esta invención se ha descrito en la 
Tabla 2 de la patente de EE.UU. Nº 5.981.781 concedida el 9 de noviembre de 1999. Los niveles de ácido oleico en 
las líneas de bajo contenido en ácido linolénico son similares a los niveles encontrados en semillas de soja 
comerciales, mientras que los niveles de ácido linolénico son aproximadamente 3 veces menores.

Se utilizaron muestras con bajos niveles de ácido linolénico para la comparación muestras con alto contenido en 5
ácido oleico, además de aislados de semillas de soja comerciales. Los geles se prepararon mezclando 75 mL de 
H2O doblemente destilada (dd) y 15 g de aislado de proteínas en un mezclador Waring con un ajuste de 
mezclamiento Nº 2 durante 30 segundos (hidratación inicial). El mezclador se paró y cualquier proteína seca residual 
se separó por rascado de la superficie del recipiente de mezclamiento.

En algunos casos, los geles se prepararon añadiendo 0,84 g de NaCl en este momento y el mezclamiento se 10
reanudó durante un total de 3 minutos con rascado adicional cada 30 segundos. Después de la preparación, los 
geles se envasaron en viales de vidrio de 5 mL usando un dispensador de minipistola de cartucho desechable. Se 
tuvo cuidado de eliminar las burbujas de aire residuales. Los viales se sellaron con tabique y tapa fuertemente 
engarzados. Los viales sellados se colocaron inmediatamente bien en el frigorífico y se conservaron durante 16-24 
horas (gel refrigerado) o bien se incubaron en un baño a 80ºC durante 30 minutos, se enfriaron durante 30 minutos 15
en un baño de agua a 25ºC antes de la refrigeración durante 16-24 horas (gel pasteurizado). La resistencia de gel se 
midió ya sea en un analizador de textura (TAXT.2i, Stable Micro Systems, UK) o ya sea en un reómetro AR-1000 (TA 
Instruments). Cuando la resistencia de gel se midió en el analizador de textura, los geles se retiraron del frigorífico y 
se calentaron a 25ºC. Los viales de muestra destapados se centraron en la plataforma de carga y se usó para la 
medición una sonda con punzón cilíndrico de acero inoxidable de 3 mm de diámetro. Los geles fueron penetrados 20
dos veces en el centro del vial hasta una profundidad de 10 mm y se registraron los datos usando el programa 
informático del fabricante del instrumento. Se integró y registró el área debajo de la parte positiva de la curva (área 
marcada). La preparación del gel y las mediciones se repitieron un segundo día y se obtuvieron los valores medios 
de los datos y se registraron. 

Los resultados se muestran en la Tabla 4. La resistencia media de gel y la desviación típica de los aislados de 25
semillas de soja con alto contenido en ácido oleico en comparación con los aislados de semillas de soja sin alto 
contenido de ácido oleico fue 168±45 g*s y 346±59 g*s, respectivamente. La reducción de la resistencia de gel de 
los aislados de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico en comparación con los aislados sin alto 
contenido en ácido oleico aislados varió entre 25%-70% (calculado a partir de los valores medios).

Tabla 430

Resistencia de gel de aislados con alto contenido en ácido oleico en comparación con aislados de semillas de soja 
de control

Identificación de los 
productos

Rasgo1 Tipo de proteína comercial2 Textura del gel 1:5 con 
NaCl al 2%. Área past, g*s

PPI002385 Alto contenido en ácido 
oleico v.1

SUPRO® 500E 127

PPI002391 Producto comercial SUPRO® 500E 460

PPI002419 Alto contenido en ácido 
oleico v.1

SUPRO® 500E 140

PPI002581 Alto contenido en ácido 
oleico v.2

SUPRO® 760 173

PPI002582 Producto comercial SUPRO® 760 338

PPI002583 Alto contenido en ácido 
oleico v.1

SUPRO® 760 106

PPI002584 Bajo contenido en ácido 
linolénico

SUPRO® 760 318

PPI002588 Bajo contenido en ácido 
linolénico

SUPRO® 760 315

PPI002589 Alto contenido en ácido 
oleico v.2

SUPRO® 760 248

PPI002590 Producto comercial Supra® 760 350

PPI002599 Alto contenido en ácido 
oleico v.2

SUPRO® 760 194
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Resistencia de gel de aislados con alto contenido en ácido oleico en comparación con aislados de semillas de soja 
de control

PPI002600 Alto contenido en ácido 
oleico v.2 / Alto contenido 

en ácido esteárico

SUPRO® 760 146

PPI002601 Alto contenido en ácido 
oleico v.2

SUPRO® 760 162

PPI002602 Alto contenido en ácido 
oleico v.2

SUPRO® 760 195

PPI006508 Producto comercial SUPRO® 760 294

Se prepararon aislados de proteínas de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico, de alto contenido en 
ácido oleico v.1 (versión 1) y alto contenido en ácido oleico v. 2 (versión 2) como se ha descrito en los Ejemplos 3, 
5 y 8. Se utilizaron como controles aislados de semillas de soja comerciales y de bajo contenido en ácido 
linolénico (véase la Tabla 8) y se denominan para los fines de esta invención líneas "comerciales". Los valores 
numéricos resultantes para la resistencia de gel se redondean hacia arriba o hacia abajo después de la coma 
decimal. 2El nombre comercial se refiere a los parámetros de proceso específicos por los que se obtuvieron los 
aislados.

Ejemplo 20

Determinación del color Hunter de productos (proteínas) de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico 
(Plataforma de producción a pequeña escala)

Las mediciones de color se realizaron en suspensiones aisladas de proteínas al 5% (preparadas esencialmente 
como se ha descrito en Ejemplo 10) en un instrumento Hunter Colorflex 45/0 LAV con un ajuste del instrumento de 5
D65/10. En las mediciones de pequeños volúmenes se usó un anillo personalizado proporcionado por el fabricante 
para reducir la cantidad de muestra necesaria para el análisis colocada dentro de la copa para muestras. Bien 14 mL
(para el anillo de 10 mm) o bien 8 mL (para el anillo de 5 mm) de la suspensión de aislado al 5% se dispensó por
una pipeta en el centro del anillo alcanzando un nivel de fluido justo por encima de la parte superior del anillo. La 
copa para muestras se colocó en el instrumento y elevó con el disco negro o blanco cuando lo solicitó el programa 10
informático proporcionado por el fabricante del instrumento. Los datos de valor L y la diferencia de blancos, se 
calcularon por el programa informático y se registraron. Los valores de las escalas L, a, y b obtenidos para las 
muestras se describen como color de la muestra. El índice de blancura se calcula a partir de los valores de las 
escalas L y b utilizando la siguiente fórmula:

Índice de blancura = L - 3b15

El valor L de color, la diferencia de color de blancos y el índice de blancura de muestras de semillas de soja de alto 
contenido en ácido oleico, de bajo contenido en ácido linolénico y comerciales se recogen en la Tabla 5. Los valores 
se midieron en suspensiones de proteínas al 5%. Las muestras con alto contenido en ácido oleico tienen mayores 
valores de L, una diferencia menor del valor de blancos y mayores índices de blancura. El índice de blancura medio 
y la desviación típica de las muestras de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico fue 45±4,4 y el de las 20
muestras de semillas de soja sin alto contenido en ácido oleico fue 37±4,9. Se observó un aumento (calculado a 
partir de los valores medios) del índice de blancura en las muestras de alto contenido en ácido oleico en 
comparación con las muestras sin alto contenido en ácido oleico.

Tabla 5

Identificación de 
los productos

Rasgo1 Tipo de proteína 
comercial2

Valor L Diferencia de 
color de blancos

índice de blancura 
(definido por Solae 

como L-3b)

PPI002385 Alto contenido 
en ácido oleico

SUPRO® 500E 74 27 51

PPI002391 Producto 
comercial

SUPRO® 500E 56 45 28

PPI002419 Alto contenido 
en ácido oleico

SUPRO® 500E 72 29 47

PPI002581 Alto contenido 
en ácido oleico 

v.2

SUPRO® 760 71 30 44
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Identificación de 
los productos

Rasgo1 Tipo de proteína 
comercial2

Valor L Diferencia de 
color de blancos

índice de blancura 
(definido por Solae 

como L-3b)

PPI002582 Producto 
comercial

SUPRO® 760 64 38 33

PPI002583 Alto contenido 
en ácido oleico 

v.1

SUPRO® 760 68 34 36

PPI002584 Bajo contenido 
en ácido 
linolénico

SUPRO® 760 65 36 38

PPI002588 Bajo contenido 
en ácido 
linolénico

SUPRO® 760 65 36 41

PPI002589 Alto contenido 
en ácido oleico 

v.2

SUPRO® 760 67 34 42

PPI002590 Producto 
comercial

SUPRO® S760 65 35 43

PPI002599 Alto contenido 
en ácido oleico 

v.2

SUPRO® S760 70 31 45

PPI002600 Alto contenido 
en ácido oleico 

v.2 / Alto 
contenido en 

ácido esteárico

SUPRO®760 73 29 44

PPI002601 Alto contenido 
en ácido oleico 

v.2

SUPRO® 760 73 28 50

PPI002602 Alto contenido 
en ácido oleico 

v.2

SUPRO® 760 71 30 45

PPI006492 Producto 
comercial

SUPRO® 760 62 39 36

PPI006493 Bajo contenido 
en ácido 
linolénico

SUPRO® 760 62 39 36

PPI006495 Alto contenido 
en ácido oleico 

v.2

SUPRO® 760 70 31 46

PPI006508 Producto 
comercial

SUPRO® 760 67 34 41

Ejemplo 21

Mediciones de viscosidad de la alimentación al pasteurizador (Plataforma de producción a pequeña escala)

Se recogió una pequeña muestra de alimentación al pasteurizador durante la preparación de aislados de proteínas
(preparados esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo 10) después del ajuste de la concentración de sólidos 
y el pH. Para preparar una muestra para mediciones de viscosidad, la muestra se cargó en la plataforma de un 5
reómetro AR-1000 (TA Instruments) con una pipeta desechable y la cabeza se bajó a 1500 mm.

Se limpió la muestra en exceso alrededor del borde de la geometría y la tapa se colocó sobre la geometría en la 
preparación para la medición. La viscosidad se midió 60 minutos después de la preparación de la alimentación al 
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pasteurizador usando una geometría de placa plana de 40 mm con un ajuste de la separación de 1000 μm. La 
viscosidad (medida en centipoises) se registró y analizó usando el programa informático Rheology Advantage Data 
Analysis suministrado por el fabricante del instrumento.

Las muestras con alto contenido en ácido oleico tienen una menor viscosidad de la alimentación al pasteurizador en 
comparación con las muestras de bajo contenido en ácido linolénico o comerciales (Tabla 6)5

La viscosidad media y la desviación típica de las muestras de semillas de soja de alto contenido en ácido oleico en 
comparación con aislados de semillas de soja sin alto contenido en ácido oleico fueron 110±57,8 cp y 449±125 cp, 
respectivamente, con un % de reducción (calculado a partir de los valores medios) de la viscosidad que variaba
desde alrededor de 9% hasta 52% para las muestras de alto contenido en ácido oleico en comparación con las 
muestras sin alto contenido en ácido en oleico10

Tabla 6

Mediciones de viscosidad de los aislados de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico

Identificación de 
producto

Rasgo1 Tipo de proteína 
comercial2

Viscosidad de la 
alimentación al 

pasteurizador - AR1000 -
Viscosidad a 30/s

PPI002385 Alto contenido en ácido 
oleico

SUPRO® 500E 135

PPI002391 Producto comercial SUPRO® 500E 566

PPI002419 Alto contenido en ácido 
oleico

SUPRO® 500E 24

PPI002588 Bajo contenido en ácido 
linolénico

SUPRO® 760 465

PPI002589 Alto contenido en ácido 
oleico v.2

SUPRO® 760 155

PPI002590 Producto comercial SUPRO® 760 317

PPI002601 Alto contenido en ácido 
oleico v.2

SUPRO® 760 79

PPI002602 Alto contenido en ácido 
oleico v.2

SUPRO® 760 158

Ejemplo 22 

Mejora de la eficacia del secado usando semillas de soja con alto contenido en ácido oleico

Se alimentaron productos proteínicos con alto contenido en ácido oleico a un pasteurizador o un secador con
mayores cantidades de sólidos de alimentación (por encima del 14%) en comparación con los productos comerciales15
de proteínas de soja (Tabla 7 y Tabla 8 en el Ejemplo 23). Esto se puede explicar por la viscosidad reducida de los 
productos de proteínas de soja de alto contenido en ácido oleico. Cuando los productos proteínicos se alimentan a 
un pasteurizador o un secador con mayores cantidades de sólidos de alimentación, tiene que separarse menos agua 
en cada kilogramo alimentado al secador dando como resultado menores costes energéticos y se pueden secar más 
sólidos por hora, dando como resultado una mejor utilización del capital, así como mayores cantidades de 20
producción.
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Tabla 7

Contenido en sólidos medido de la suspensión alimentada al secador por pulverización para semillas con alto 
contenido en oleico frente a semillas comerciales

Copos desgrasados Tipo comercial Concentración de la 
suspensión medida por 

CEM

Contenido en sólidos de la 
alimentación al secador 

medido por CEM

Producto comercial Tipo SUPRO® 760 13,43 11,99

Producto comercial Tipo SUPRO® 760 13,28 11,84

Producto comercial Tipo SUPRO® 670 12,22 9,69

Producto comercial Tipo SUPRO® 670 12,01 10,38

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 760 13,49 11,77

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 760 14,01 12,28

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 760 16,56 14,62

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 760 17,12 14,89

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 760 19,40 15,54

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 760 18,89 16,09

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 670 13,41 10,27

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 670 13,55 11,38

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 670 17,02 14,18

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 670 17,02 15,31

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 670 18,34 15,19

Alto contenido en ácido 
oleico

Tipo SUPRO® 670 17,51 16,18

Ejemplo 23

Medición de la resistencia de gel de productos de proteínas de soja con alto contenido en ácido oleico

Los productos de proteínas de soja con alto contenido en ácido oleico tienen una resistencia de gel comparable a la 
resistencia de gel de los productos de proteínas de soja comerciales cuando son alimentados con no menos de 14% 5
de sólidos en la alimentación a un secador.

La resistencia de gel se midió en el reómetro AR-1000, una muestra del gel se colocó en la plataforma del reómetro 
utilizando una espátula de metal y el cabezal se bajó a 1500 μm. El exceso de gel se recortó desde el borde de la 
geometría y la tapa se colocó en la parte superior. Se utilizó una geometría de 40 mm con líneas cruzadas a una 
separación de 1400 μm para la medición en un modo oscilatorio controlado por el programa informático del 10
instrumento. Se registró el valor G' (elasticidad del gel marcado, expresada en Pascales [Pa]), de 2 duplicados por 
muestra (Tabla 8).
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Tabla 8

Concentración medida de sólidos en la suspensión y % de proteínas en el producto final de semillas de soja con 
alto contenido en ácido oleico en comparación con semillas de soja comerciales

Nº de la 
muestra

Fuente de
copos 

desgrasados

Tipo de 
proteínas 

comerciales

Concentración 
de la 

suspensión 
medida por 
horno (%)

% de 
proteínas en 
el producto 
por Com. 

Leco 

(tal cual)

N*6,25

Valores 
medios de la 

elasticidad del 
gel 

refrigerado

Valores 
medios de la 

elasticidad del 
gel 

pasteurizado

a2122 Producto 
comercial

Tipo
SUPRO® 
500E

13,1 91,67 1129 3204

b2123 Producto 
comercial

Tipo 
SUPRO® 
500E

13,2 91,88 698 3340

c2121 Producto 
comercial

Tipo 
SUPRO® 
500E

13,6 91,07 972 2897

d2131 Producto 
comercial

Tipo 
SUPRO® 
500E

13,7 92,21 700 3075

e2124 Alto 
contenido en 
ácido oleico

Tipo 
SUPRO® 
500E

12,6 91,98 26 591

f2137 Alto 
contenido en 
ácido oleico

Tipo 
SUPRO® 
500E

15,8 92,78 68 697

g2136 Alto 
contenido en 
ácido oleico

Tipo 
SUPRO® 
500E

16,1 92,71 64 649

h2128 Alto 
contenido en 
ácido oleico

Tipo 
SUPRO® 
500E

19 92 172 1698

i2135 Alto 
contenido en 
ácido oleico

Tipo 
SUPRO® 
500E

20,5 92,32 288 2243

i2134 Alto 
contenido en 
ácido oleico

Tipo 
SUPRO® 
500E

20,9 93,24 269 1982

k2133 Alto 
contenido en 
ácido oleico

Tipo 
SUPRO® 
500E

24,7 91,87 664 2077

l2138 Alto 
contenido en 
ácido oleico

Tipo SUPRO 
® 500E

24,8 91,08 637 1836

Ejemplo 24

Análisis de ácidos grasos residuales por metanólisis ácida

Se pesaron muestras por triplicado (aproximadamente 100 mg), con una precisión de 0,1 mg, en tubos con tapón de 
rosca (revestidos de PTFE) de 13x100 mm. Después de la adición del patrón interno triacilglicerol C17:0 (10 μL, 5
solución madre al 5% en peso:volumen en tolueno), se añadió a cada tubo 1 mL de solución de metanólisis de 
nueva aportación (ácido sulfúrico al 5% en metanol anhidro). Los tubos se taparon, se mezclaron con vórtice y se 
calentaron a 80ºC durante 30 minutos, con mezclamiento vorticial cada 10 minutos. Las muestras se enfriaron hasta 
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la temperatura ambiente y se añadió a cada tubo 1 mL de solución salina (cloruro de sodio al 25% en agua), seguido 
por 1 mL de heptano. Después de mezclamiento vorticial, se separaron las fases por centrifugación (3000 x g
durante 10 minutos) y las fases orgánicas superiores, se transfirieron a viales de muestra para CG. El análisis de los 
ácidos grasos se realizó en un cromatógrafo Agilent 6890 con detector FID . El cromatógrafo de gases (CG) estaba 
equipado con una columna OmegaWax-320 de 30 m 0.32 mm x 0,25 µm (Supelco, Bellefonte, PA). El gas portador 5
fue hidrógeno (velocidad lineal 28 cm/s) y se usó el siguiente perfil de temperaturas: 220ºC durante 2,6 minutos, 
ascenso desde 10ºC hasta 240ºC, mantenida durante 1,4 minutos. Se integraron las áreas de los picos de los ácidos 
grasos individuales, se cuantificaron los ácidos grasos individuales con relación al patrón interno C17 y se estimaron
las composiciones de ácidos grasos basándose en estos valores. Se hiso supuso que la respuesta del detector a 
cada ácido graso era la misma (Morrison et al., (1980) Methods for the quantitative analysis of lipids in cereal grains 10
and similar tissues. Journal of Science Food and Agriculture 31:329-340).

Usando la técnica descrita anteriormente, se determinó el perfil de ácidos grasos de los ácidos grasos residuales 
asociados con harinas finas de copos blancos de soja extraídos con hexano y aislados de proteínas de soja 
fabricados a partir de ellas para semillas de soja comerciales y dos variedades de semillas de soja genéticamente 
alteradas, semillas de soja con alto contenido en ácido oleico y semillas de soja con bajo contenido en ácido 15
linolénico. Los resultados se muestran en la Tabla 9. Aunque se reconoce que en el aceite de semilla de soja están 
presentes otros ácidos grasos y lípido residual en los productos de soja, sólo están presentes a nivel de trazas (<3% 
del total). Por motivos de comparación en esta patente hemos restringido nuestro análisis a los ácidos grasos más 
abundantes, es decir, los ácidos palmítico (16:0), esteárico (18:0), oleico (18:1), linoleico (18:2) y linolénico (18:3).

Los ácidos grasos residuales asociados con la harina de copos blancos desgrasados con hexano y aislados de 20
proteínas de soja están principalmente en forma de fosfolípidos, y por lo tanto proceden de los lípidos de la 
membrana, mientras que el aceite de soja extraído con hexano se compone principalmente de triglicéridos de 
almacenamiento. Antes de este trabajo, no se sabía con exactitud como el perfil de ácidos grasos residuales estaba
relacionado con el perfil de ácidos grasos de aceite de soja extraído con hexano. A partir de los datos mostrados en 
la Tabla 9 se puede observar que el nivel de ácido palmítico aumenta en los ácidos grasos residuales presentes en 25
la harina fina de copos blancos de soja y en el aislado de proteínas de soja en comparación con el aceite de soja 
extraído con hexano en las tres variedades de soja genéticamente diferentes analizadas. En contraste, el nivel de 
ácido oleico disminuye significativamente en los ácidos grasos residuales en comparación con el aceite de soja 
extraído con hexano en las semillas de soja comercial y con bajo contenido en ácido linolénico, pero sólo 
marginalmente en las semillas de soja con alto contenido en ácido oleico. Los ácidos grasos poliinsaturados, 30
linoleico y linolénico, se encuentran en niveles similares en los ácidos grasos residuales y en el aceite de soja 
extraído con hexano de las tres variedades de semillas de soja genéticamente diferentes.

El contenido residual de ácidos grasos en harina fina de copos blancos de soja y en aislados de proteínas de soja 
procedente de semillas de soja con bajo contenido en ácido linolénico es inferior en el ácido linolénico 
oxidativamente inestable que en los productos de proteínas de soja comerciales, lo que indica que los productos de 35
proteína de soja obtenidos a partir de semillas de soja con bajo contenido en ácido linolénico son probablemente 
menos propensos a generar compuestos de mal sabor. Similarmente, el contenido residual de ácidos grasos en 
harina fina de copos blancos de soja y aislados de proteínas de soja procedentes de semillas de soja con alto 
contenido en ácido oleico es más inferior en ambos ácidos grasos poliinsaturados, linoleico y linolénico, que en los 
productos de proteínas de soja comerciales, lo que indica que los productos de proteínas de soja obtenidos a partir 40
de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico son menos propensos a generar compuestos de mal sabor.

Tabla 9

Perfiles de ácidos grasos de aceites de soja, de ácidos grasos residuales en harinas finas producidas a partir de 
copos blancos de soja desgrasados con hexano y de aislados de proteínas de soja

Identificación de la 
muestra

% de 16:0 % de 18:0 % de 18:1 % de 18:2 % de 18:3 % total de 
ácidos poli-
insaturados

Aceite de soja 
comercial1

8-13 2-6 18-27 51-59 6-10 57-69

Aceite de soja con 
alto contenido en 
ácido oleico

6-7 4-5 79-86 2-4 2-5 4-9

Aceite de soja con 
bajo contenido en
ácido linolénico4

10 5 29 53 3 62
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Perfiles de ácidos grasos de aceites de soja, de ácidos grasos residuales en harinas finas producidas a partir de 
copos blancos de soja desgrasados con hexano y de aislados de proteínas de soja

Identificación de la 
muestra

% de 16:0 % de 18:0 % de 18:1 % de 18:2 % de 18:3 % total de 
ácidos poli-
insaturados

Aceite de soja con 
alto contenido en 
ácido oleico / alto 
contenido en ácidos 
saturados5

12 22 60 3 3 6

Aceite de soja con 
alto contenido en 
ácido oleico / alto 
contenido en ácido 
esteárico

6 19 62 6 6 12

Ácidos grasos 
residuales en WFF2 

de soja 

comercial

17-27 5-7 11 49-58 7-9 56-67

Ácidos grasos 
residuales en WFF2

de soja con alto 
contenido en ácido 
oleico

9-10 3-4 78-82 2-4 3-5 5-9

Ácidos grasos 
residuales en WFF2

de soja con bajo 
contenido en ácido 
linolénico

24 7 10 57 3 60

Ácidos grasos 
residuales en SPI3

comercial

18-24 5-7 14-15 45-55 5-7 50-62

Ácidos grasos 
residuales en SPI3

con alto contendido 
en ácido oleico

8-10 3 80-83 2-3 3-4 5-7

Ácidos grasos 
residuales en SPI3

con bajo contenido 
en ácido linolénico

26 6 15 52 2 54

Para esta tabla el % de ácidos grasos se refiere el ácido graso individual respecto a la suma de los cinco ácidos 
grasos principales indicados. Otros tipos de ácidos grasos que a veces están presentes y representan menos del 
3% de los ácidos grasos totales no se consideran a efectos de comparación. 

1
Los intervalos de valores para los 

cinco principales ácidos grasos en el aceite de soja comercial se han tomado de "The Lipid Handbook" 2nd ed., 
(1994) Gunstone, F. D., Harwood, J. L., Padley, F.B., Chapman & Hall.

2WFF = Harina fina de copos blancos de semillas de soja extraídos con hexano.

3SPI = Aislado de proteínas soja producido a partir de harina fina de copos blancos

4
Tabla X de la patente de EE.UU. 5.710.369

5Tabla 9 de la patente de EE.UU. 6.426.448

16:0 = ácido palmítico, 18:0 = ácido esteárico, 18:1 = ácido oleico, 18:2 = ácido linoleico, 18:3 = ácido linolénico
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Ejemplo 25

Análisis de ácidos grasos de aislados de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico y comercial

Los aislados de semillas de soja de tipo SUPRO®760 con alto contenido en ácido oleico, de tipo SUPRO®760 ver. 2 
y comerciales se prepararon como se ha descrito en el Ejemplo 13.

Se realizó un análisis de ácidos grasos de los aislados como se describe a continuación y los resultados se 5
muestran en la Tabla 10.

Las cantidades relativas de los ácidos grasos de proteínas de soja aisladas se determinaron como sigue. Las
proteínas de soja aisladas se extrajeron por el método de hidrólisis ácida (AOAC 922.06). Los lípidos extraídos se 
saponificaron con hidróxido de sodio alcohólico. Los ácidos grasos se esterificaron con metanol, con trifluoruro de 
boro como catalizador, se recogieron en heptano, y se inyectaron en un cromatógrafo de gases Agilent 589010
equipado con un detector de ionización de llama y un inyector en columna en frío. Los ésteres metílicos de ácidos 
grasos se separaron en una columna Supelco SP-2560 (100 m x 0,25 mm de DI). La temperatura del horno de la 
columna se fijó en 140ºC durante 5 minutos, después se calentó a 4ºC por minuto hasta una temperatura máxima de 
240ºC y se mantuvo en esa temperatura hasta el final del análisis. El porcentaje de ésteres metílicos de ácidos 
grasos individuales se calculó a partir de un conjunto de patrones que contenían concentraciones conocidas de 15
ésteres metílicos preparados de ácidos grasos seleccionados.

Tabla 10

Análisis de ácidos grasos de aislados del tipo SUPRO® 760 con alto contenido en ácido oleico y del tipo 
SUPRO® 760 comercial

Análisis de ácidos grasos (AG) Tipo SUPRO® 760 con alto 
contenido en ácido oleico 

Tipo SUPRO ® 760 

comercial

Grasas totales (%) 4,03 2,07

AG saturados 0,59 0,82

AG monoinsaturados 2,89 0,44

AG trans <0,04 <0,04

Perfil de ácidos grasos (%)

Palmítico 9,99 31,1

Esteárico 3,44 7,61

Oleico 73,1 19,5

Vaccénico 1,56 2,19

Linoleico 3,17 32,0

Linolénico 3,59 2,69

Otros 5,15 4,91

Ejemplo 26 

Mediciones de viscosidad de suspensiones de proteínas de soja preparadas a partir de aislados producidos usando 
una plataforma de producción a gran escala20

Las mediciones de la viscosidad se realizaron usando un viscosímetro Brookfield, Modelo DV-II+.

Las muestras se prepararon pesando una cantidad designada de proteínas (± 0,1 g) en una copa de plástico para 
suspensión de proteínas al 5 y 10%.

En una probeta graduada de 250 mL, se midió una cantidad designada de agua desionizada a 26º±1ºC. El agua se 
vertió en un frasco mezclador de vidrio de 0,473 litros (1 pìnta) y se añadió cuidadosamente la muestra de proteínas. 25
El frasco se tapó inmediatamente con el conjunto de cuchilla y la mezcla de muestra se agitó vigorosamente durante 
20 segundos para dispersar las proteínas y evitar que se adhirieran a las paredes del frasco. Posteriormente la 
muestra se mezcló durante 1 minuto utilizando la velocidad más baja del mezclador. A continuación, se añadió la 
suspensión de proteínas a un vaso de 600 mL y se añadieron tres gotas de antiespumante a la suspensión y se 
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agitó la mezcla. El vaso se cubrió y se dejó en reposo durante 30 minutos, a continuación se agitó para disipar y 
eliminar cualquier espuma restante.

El viscosímetro Brookfield se ajustó (de acuerdo con las instrucciones del fabricante), y se midió la viscosidad de la 
muestra. Se midió la viscosidad en centipoises (cps). El número del husillo Brookfield era el 1, la velocidad de 
rotación era 100 rpm y la temperatura a la que se registraron los datos era 22ºC.5

Como puede verse en la Tabla 11, se redujo sustancialmente la viscosidad medida en cps para una dispersión al 5% 
y 10% de proteínas de soja procedentes de muestras de proteínas con alto contenido en ácido oleico en 
comparación con la muestra respectiva de la semilla de soja comercial (una reducción de 83% en suspensiones al 
5% y una reducción de 87% en suspensiones al 10%)

Tabla 1110

Mediciones de la viscosidad Brookfield de suspensiones de proteínas al 5% y al 10% de SUPRO® 760 alto 
contenido en ácido oleico y SUPRO® comercial

Muestra % de suspensión de proteínas Viscosidad (cps)

SUPRO® 760 con alto contenido en 
ácido oleico

5 8

SUPRO® 760 comercial 5 47

SUPRO® 760 con alto contenido en 
ácido oleico

10 82

SUPRO® 760 comercial 10 630

Ejemplo 27

Mediciones de viscosidad de suspensiones de proteínas de soja preparadas a partir de aislados producidos usando 
una plataforma de producción a gran escala

Para la evaluación reológica, los aislados de proteínas fueron hidratados colocando 90 g de agua desionizada (DI) 
en una jarra mezcladora de plástico de 0,236 litros (8 onzas), seguido por la adición de 10 g de polvo de aislado a la 15
superficie del agua. La mezcla se mezcló con un mezclador Oster utilizando el ajuste de "mezclamiento" durante 90 
segundos. Después de este tiempo, la mezcla se decantó en una copa de plástico de 0,473 litros (16 onzas). La 
copa se tapó con una tapa de plástico, y la suspensión se dejó en reposo durante aproximadamente 4 horas a 22ºC 
para permitir que una porción principal de la espuma de la parte superior del fluido se disipara antes de las 
mediciones reológicas.20

Las mediciones reológicas se realizaron por duplicado en una combinación de reómetros Anton Paar MCR-300 y 
MCR-301. Cada reómetro estaba equipado con una geometría de cilindros concéntricos (Anton Paar CC27) que 
tenía una longitud activa de 119,2 mm, una longitud de posición de 72,5 mm, y una longitud de hueco de 40 mm. El 
control de temperatura se logró haciendo circular agua a 22ºC desde baños a temperatura controlada hasta un 
calentador de muestras Peltier que controlaba la temperatura de la celda de medición. Todas las mediciones se 25
llevaron a cabo a 25± 0,05ºC. Las curvas de viscosidad para cada muestra se obtuvieron por el siguiente 
procedimiento de 4 etapas: (1) Una muestra de 19 mL se cargó en la copa de cilindros concéntricos y se pre-cizalló 
durante 30 segundos a una velocidad de cizallamiento de 10 1/s para borrar el historial de carga de la muestra. (2) 
Inmediatamente después de la etapa de pre-cizallamiento, la muestra se dejó equilibrar a 25ºC durante 10 minutos. 
(3) Luego la muestra se sometió a un rampa ascendente de la velocidad de cizallamiento de 1-100 1/s durante el 30
cual se registraron 20 puntos de datos espaciados logarítmicamente en un intervalo de 30 s por punto. (4) La 
muestra se expuso luego inmediatamente a una rampa descendente de la velocidad de cizallamiento, que tenía las 
mismas características que la rampa ascendente, pero se aplicó en la dirección opuesta (100-1 1/s). Las curvas de 
velocidad resultantes de viscosidad frente a la velocidad de cizallamiento se ajustaron a un modelo polinómico de 2º 
log: viscosidad = A (velocidad de cizallamiento)[b + c ln(velocidad de cizallamiento)], donde A, b, y c son constantes de ajuste. 35
Durante estas mediciones también se registraron curvas de tensión de cizallamiento frente a velocidad de 
cizallamiento y se ajustaron a un modelo de la ley de potencia de Herschel-Bulkley: (tensión de cizallamiento) = K 
(velocidad de cizallamiento)

n
, donde K y n son los índices de consistencia y de flujo de Herschel-Bulkley, 

respectivamente. Durante cada medición también se registró al área de histéresis (AH) de la tensión de cizallamiento 
delimitada por las rampas ascendentes y descendentes de velocidad de cizallamiento,40

Las características reológicas de los productos SUPRO® ISP con alto contenido en ácido oleico y comerciales 
resultantes de estas mediciones se comparan en la Tabla 10-A. Los valores medios de A, K, n (solamente de la 
rampa ascendente de la velocidad de cizallamiento) y el área de histéresis se recogen en la tabla. Los coeficientes 
medios de variación para cada parámetro fueron 2,3, 1,5, 0,4, y 7,4, respectivamente. Se observaron diferencias 
reológicas significativas entre los variantes comerciales y con alto contenido en acido oleico de los productos45
SUPRO® 760, SUPRO® 1610, y SUPRO® 651 ISP. Las reducciones en los valores de A, K, y el área de histéresis 
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variaron entre 67-90%, 41-86% y 45-90%, respectivamente, para las muestras con alto contenido en ácido oleico 
frente a sus análogos comerciales. Las muestras de SUPRO® 760 y de SUPRO® 651 ISP con alto contenido en 
ácido oleico también mostraron mayores índices de flujo indicativos del comportamiento newtoniano frente a sus 
variantes comerciales. En contraste, prácticamente no se observaron diferencias reológicas entre las variantes 
productos con alto contenido en ácido y comerciales del producto SUPRO® 670 ISP5

Tabla 12

Comparación reológica de productos del tipo SUPRO® ISP con alto contenido en ácido oleico y comerciales -
Dispersiones acuosas al 10% en peso a 25ºC

Producto A [mPa s] K [MPa] n AH [Pa/s]

Tipo SUPRO® 760

Comercial 6978,7 5032,3 0,473 175,00

Alto contenido en ácido oleico 2293,3 2278,4 0,548 96,28

Tipo SUPRO® 1610 

Comercial 7680,9 2811,7 0,564 186,20

Alto contenido en ácido oleico 1712,3 1667,4 0,492 85,48

Tipo SUPRO® 651

Comercial 872,8 637,9 0,658 51,50

Alto contenido en ácido oleico 91,1 89,8 0,817 5,35

Tipo SUPRO® 670

Comercial 10,8 11,3 0,946 0,05

Alto contenido en ácido oleico 12,0 12,4 0,945 0,00

Ejemplo 28

Determinación del color Hunter de productos (proteínas) de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico 
(Plataforma de producción a gran escala)

Las mediciones de color utilizando el colorímetro Hunter se hicieron en polvos de proteínas con alto contenido en 10
ácido oleico y de proteínas comerciales y suspensiones acuosas al 5%. Se pueden detectar dos unidades de 
diferencias en el valor L y una unidad de diferencias en el índice de blancura. El índice de blancura se aumentó en
11% en el polvo con alto contenido en ácido oleico en comparación con el polvo comercial y 34% en las 
suspensiones con alto contenido en ácido oleico en comparación con las suspensiones comerciales. Los datos se 
muestran en las Tablas 13 y 14.15

Se determinaron mediciones del índice de blancura de una muestra con 5% en peso de sólidos de aislados con alto 
contenido en ácido oleico y comerciales fabricados usando un colorímetro HunterLab Labscan XE fabricado por 
Hunter Associates Laboratory (HunterLab, Reston, VA). Para la medición del índice de blancura, las muestras de 
proteínas se dispersaron en una base con 5% en p/p: se añaden 5,25 g a 100 mL de agua desionizada. Los 
resultados obtenidos usando el colorímetro Hunter se indican en unidades L, a, y b. El índice de blancura se calcula 20
a partir de los valores de la escala L y b utilizando la siguiente fórmula: Índice de Blancura = L - 3b

Tabla 13

Determinación de color Hunter de muestras de semillas de soja de alto contenido en ácido oleico y comerciales

Muestra Rasgo Valor L índice de blancura

SUPRO® 760, polvo Alto contenido en ácido oleico 87,9 58,0

SUPRO®760, polvo Producto comercial 86,3 51,8

SUPRO®760, suspensión Alto contenido en ácido oleico 69,9 47,5

SUPRO®760, suspensión Producto comercial 68,2 31,2
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Tabla 14

Determinación del color Hunter de muestras de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico y comerciales

Muestra Rasgo Valor L Índice de blancura

Tipo SUPRO® 1610, polvo Producto comercial 82,78 40,6

Tipo SUPRO® 1610, polvo Alto contenido en ácido oleico 84,34 44,38

Tipo SUPRO® 1610, suspensión Producto comercial 48,01 25,81

Tipo SUPRO® 1610, suspensión Alto contenido en ácido oleico 51,94 28,09

Tipo SUPRO® 651, polvo Producto comercial 84,07 39,52

Tipo SUPRO® 651, polvo Alto contenido en ácido oleico 86,62 47,41

Tipo SUPRO® 651, suspensión Producto comercial 60,36 24,9

Tipo SUPRO® 651, suspensión Alto contenido en ácido oleico 63,27 32,43

Tipo SUPRO® 670, polvo Producto comercial 83,26 40,15

Tipo SUPRO® 670, polvo Alto contenido en ácido oleico 85,5 48,48

Tipo SUPRO® 670, suspensión Producto comercial 58,99 29,95

Tipo SUPRO® 670, suspensión Alto contenido en ácido oleico 60,09 38,52

Tipo SUPRO® 760, polvo Producto comercial 83,7 44,64

Tipo SUPRO® 760, polvo Alto contenido en ácido oleico 85,7 49,2

Tipo SUPRO® 760, suspensión Producto comercial 48,81 29,58

Tipo SUPRO® 760, suspensión Alto contenido en ácido oleico 55,45 37,54

Ejemplo 29

Preparación de leche de soja con sabor normal 

Aproximadamente de 9,07 kg (20 libras) de semillas de soja enteras y secas se humectaron en un exceso 18,14 kg o 
más (40 libras o más) de agua fría del grifo, y luego se dejaron decantar durante una noche. A continuación, el 5
exceso de agua se drenó y se desechó. Los 18,14 kg (40 libras) de semillas de soja rehidratadas se molieron en un 
molino o triturador. Se añadió continuamente durante la molienda una cantidad suficiente de agua para mantener la 
suspensión en movimiento en el molino. Luego se añadió suficiente agua para llevar el peso total de la suspensión 
hasta aproximadamente 81,65 kg (180 libras). A continuación la suspensión se transfirió a un aparato de cocción a 
presión y la temperatura se elevó, por inyección de vapor de agua, hasta 116ºC, y la temperatura se mantuvo 10
constante durante aproximadamente 40 segundos. La suspensión o leche de soja se sacó del aparato de cocción a 
presión y se hizo pasar a través de un paño de malla gruesa. El residuo de soja (okara) se prensó en la bolsa para 
retirar la leche de soja atrapada y luego se desechó el okara. La leche de soja resultante se hizo pasar a través de 
una tela de malla fina y se recogió en un recipiente. Este procedimiento produjo aproximadamente 90,72 kg (200 
libras) de leche de soja a 93,3ºC. Se añadieron lecitina (93 g), aceite de maíz (533 g) y aroma de levadura (180 g) y 15
la mezcla se agitó usando un mezclador de de cizallamiento a alta velocidad Tekmar durante 30 segundos.

Ejemplo 30 

Preparación de leche de soja aromatizada

Se prepararon bebidas de leche de soja, que incluía los ingredientes que se exponen en la siguiente tabla, a partir 
del producto descrito anteriormente (leche de soja con sabor normal del ejemplo) y un aislado de proteína de soja 20
(SUPRO® 760).

Se calentó 100% de agua hasta 65,6ºC y se mantuvo a 65,6ºC con agitación hasta que se añadieron todos los 
ingredientes. El producto proteínico se añadió con agitación y se mezcló hasta que se disolvió. Se mezclaron en 
seco sacarosa, carboximetilcelulosa y carragenina y se añadieron a la suspensión de proteínas y se mezclaron hasta 
que se disolvieron. Se añadieron carbonato de calcio y cloruro de sodio y se dispersaron. Luego se añadió aceite de 25
soja seguido por agentes aromatizantes y una premezcla de vitaminas. El pH del sistema se ajustó entre 6,8 y 7,0 
usando HCl o NaOH según fuera necesario. Los productos se procesaron luego en un procesador de corto tiempo a 
temperatura ultra alta a 143ºC durante 10 segundos. A continuación, los productos se homogeneizaron en un 
homogeneizador de 2 etapas a una presión de 13,79 MPa y 3,45 MPa (2000 y 500 psi), se enfriaron y se 
introdujeron en botellas limpias y se almacenaron en un refrigerador. El índice de blancura y la viscosidad de las 30
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muestras se muestran en la Tabla 15. El índice de blancura y la viscosidad de la leche de soja aromatizada con alto 
contenido en ácido oleico en comparación con leche de soja aromatizada de semillas de soja comerciales aumentó
en 22% y se redujo en 40%, respectivamente

Tabla 15

Muestra Rasgo índice de blancura Viscosidad (cps)

SUPRO®760, leche de soja 
aromatizada

Alto contenido en ácido oleico 27,67 6,25

SUPRO®760, leche de soja 
aromatizada

Producto comercial 21,52 10,4

Ejemplo 315

Características físicas de la leche de soja normal

Se preparó leche de soja normal a partir de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico y comerciales como 
se ha descrito en el Ejemplo 30. El índice de blancura y la viscosidad de las muestras se recogen en la Tabla 16. La 
viscosidad de la leche de soja con alto contenido en ácido oleico se redujo en 17% en comparación con la leche de 
soja comercial. El índice de blancura de la leche de soja con alto contenido en ácido oleico aumentó en 7,5% en 10
comparación con la leche de soja preparadas a partir de semillas de soja comerciales.

Tabla 16

Muestra Rasgo Índice de blancura Viscosidad (cps)

SUPRO® 760, leche de soja normal Alto contenido de ácido oleico 55,27 3,45

SUPRO® 760, leche de soja normal Producto comercial 51,14 4,15

Ejemplo 32

Método por cromatografía de gases (CG) / Espectrometría de masas (EM) de microextracción en fase sólida (MEFS) 
para el análisis de componentes volátiles de soja15

Se preparan muestras para el análisis de compuestos volátiles de soja utilizando los métodos CG/EM MEFS
pesando 2,5±0,005 g de la muestra a analizar en un navecilla de pesada. A continuación, se miden 47,5±0,1 g de 
agua para ósmosis inversa (por ejemplo, de Mili-Q o Labcono) en un copa de mezclador Waring de 250 mL. El 
mezclador se pone en marcha a la velocidad mínima y la muestra pesada se rocía sobre el agua durante 
aproximadamente 10 segundos. La muestra y el agua se mezclan formando una suspensión usando la velocidad 20
mínima para mantener la formación de espuma a un mínimo. El tiempo de mezclamiento debe ser suficiente para 
conseguir una buena dispersión de la muestra y debe ser alrededor de 30 segundos y no exceder de 60 segundos. 
Esto debe mantenerse constante para cada matriz de la muestra. Si se desarrolla espuma, debe retirarse con una 
cuchara y manualmente agitar de nuevo en la mezcla de la muestra.

Con el fin de lograr la suspensión y hacerla lo más homogénea posible, se agita brevemente con una cuchara o pala. 25
A continuación, 30 g de la suspensión se transfieren rápidamente desde la copa del mezclador a un vial tarado para 
la MEFS (frasco para suero de 50 mL: Supelco p/n 33108-u) que contiene 11,1 g de NaCl (calidad Omnipur, EMD 
Chemicals).

De la solución madre del patrón interno con 49,2 ppm de 4-heptanona, se pipetean 100 µL en el vial para la MEFS
obteniéndose por mezclamiento una concentración del patrón interno de 164 ppmm. Se deja caer en el vial una 30
barra de agitación de teflón de 2,54 cm (1 pulgada) de longitud y un diámetro de 1,6 mm (1/16 pulgadas) y el vial se 
selló con una cápsula con tabique rebordeada (Supelco) provista con un tabique de teflón natural/silicona azul 
(Microanalytical Supplies) para asegurar una buen sellado hermético. El frasco se colocó luego en el centro de una 
placa agitadora y se agitó durante 5 minutos a 300 rpm para permitir el mezclamiento completo y el equilibrio del 
espacio de cabeza.35

La extracción de la muestra se realiza como sigue. La fibra para la MEFS se preacondiciona según recomienda el 
manual del fabricante (Supelco) durante 30 minutos a 250ºC con flujo mínimo de gas portador, si se utiliza por 
primera vez. El reacondicionamiento de la fibra se realiza insertándola en el puerto de inyección trasero a 280ºC 
entre experimentos durante un mínimo de 30 minutos. Una vez que está equilibrado el espacio de cabeza, la fibra 
para MEFS envainada se inserta a través del tabique. Se ha de asegurar que ni la vaina ni la fibra toquen ni se 40
sumerjan en el líquido.

A continuación, la fibra para la MEFS tiene que extenderse fuera de su vaina, y se expone al espacio de cabeza
durante 30 minutos. La altura de la fibra se debe ajustar de tal manera que el extremo esté aproximadamente % (sic)
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sobre la superficie del líquido. Posteriormente, la fibra para la MEFS se retrae en su vaina y se retira del tabique. La 
fibra que contiene los compuestos volátiles debe ser inyectada tan pronto como sea posible para su análisis. El 
análisis se lleva a cabo en un cromatógrafo de gases Agilent 6890N con un detector 7973 MSD y el programa 
informático Agilent ChemStation. La muestra se inyecta con la fibra para la MEFS envainada a través del tabique del 
inyector, y a continuación se desenvaina rápidamente la fibra en el cuerpo del inyector. La separación comienza5
cuando se inicia la cromatografía de gases. La MEFS se debe dejar sin vaina en el inyector durante 1,5 minutos, 
después de los cuales se retira y se reacondiciona y se vuelve a llevar a su vaina.

Los datos se analizan usando el programa informático Agilent ChemStation y las áreas de los picos se calculan por 
integración manual Las áreas de los picos calculadas para cada componente volátil diana se convierten a ppmm por 
la siguiente fórmula: Concentración de componente volátil en la suspensión (µg/kg de suspensión) = 164 x área del 10
pico diana / área del pico del patrón interno. 

Ejemplo 33

Análisis de componentes volátiles de aislados de soja.

La preparación y análisis de las muestras se realizaron como se ha descrito en el Ejemplo 32, y la concentración de 
componentes volátiles en la suspensión1 se muestra en la Tabla 17.15

Como puede verse en la Tabla 17 (los niveles de hexanal en muestras con alto contenido en ácido en oleico son 
sustancialmente menores en comparación con los niveles de hexanal en las muestras respectivas de semillas de 
soja comerciales). Se cree que los niveles inferiores de hexanal corresponden a la mejora de sabor de los productos 
de proteína de soja. 

Tabla 1720

Tipo 
SUPRO® 760 

con alto 
contenido en 
ácido oleico

Tipo 
SUPRO®

760 
comercial

Tipo 
SUPRO®

670 
comercial

Tipo 
SUPRO®

670 con alto 
contenido en 
ácido oleico

Tipo 
AlfaTM

5800
comercial 

Tipo AlfaTM

5800 con alto 
contenido en 
ácido oleico 

Pentenal 2,71 11,8 3,9 ND 2,5 ND

Hexanal 10,6 171 35,9 3,6 19,6 1,7

2-Heptanona 1,4 26,5 12,4 1,6 8,0 0,34

Heptanal 1,1 2,60 0,57 0,25 0,30 0,45

1-Octen-3-ol 0,25 0,68 0,19 ND 0,13 ND

2-Octanona 0,11 1,5 0,54 0,12 0,27 ND

2-Pentilfurano2 0,90 59,7 15,7 1,5 2,52 0,12

3-Octen-2 ona ND2 0,60 0,61 ND ND ND

2-Nonanona 0,93 1,2 0,96 0,96 0,15 0,11

Nonanal 2,3 2,4 0,64 0,65 0.39 0,46

Decanal ND 0,52 ND 0,27 0.08 0,22

1Todas las concentraciones se expresan como µg de componentes volátiles/kg de suspensión al 5% respecto al 
patrón interno 4-heptanona, que estaba presente a 164 µg/kg de suspensión al 5%.

2ND = no detectado

25
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Listado de secuencias

<110> Knowlton, Susan
Blaisdell, Charles

<120> Productos de proteínas de soja que tienen características alteradas

<130> BB1587 PCT5

<140> 61/015750
<141> 21-12-2007

<160> 26

<170> Patent In versión 3.5

<210> 110
<211> 7993
<212> DNA
<213> secuencia artificial

<220>
<223> construcción recombinante15

<220>
<221> característica nueva
<222> (5182)..(5182)
<223> n es a, c, g, o t

<400> 120
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<210> 2
<211> 1533
<212> DNA
<213> secuencia artificial5

<220>

<223> construcción recombinante

<400> 2
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<210> 3
<211> 28
<212> DNA
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> cebador

<400> 3
gcggccgccg gtcctctctc tttccgtg 28

<210> 410
<211> 31
<212> DNA
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 4
taaacggtgg aggagccctt ctcggatgtt c 31

<210> 5
<211> 33
<212> DNA20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 5
gaacatccga gaagggctcc tccaccgttt aag 3325

<210> 6
<211> 28
<212> DNA
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 6
gcggccgccc atagagcttg agcactag 28

<210> 75
<211> 890
<212> DNA
<213> secuencia artificial

<220>
<223> construcción recombinante10

<400> 7

<210> 8
<211> 28
<212> DNA15
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
gcggccgccg gtcctctctc tttccgtg 2820

<210> 9
<211> 30
<212> DNA
<213> secuencia artificial

<220>25
<223> cebador

<400> 9
tagagagagt aagtcctgca agtactcctg 30

<210> 10
<211> 3030
<212> DNA
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 10
caggagtact tgcaggactt actctctcta 30

<210> 115
<211> 29
<212> DNA
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador10

<400> 11
gcggccggcc ccttctcgga tgttccttc 29

<210> 12
<211> 2460
<212> DNA15
<213> secuencia artificial

<220>
<223> construcción recombinante

<220>
<221> característica nueva20
<222> (1186)..(1186)
<223> n es a, c, g, o t

<400> 12
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<210> 13
<211> 8966
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<212> DNA
<213> secuencia artificial

<220>
<223> construcción recombinante

<220>5
<221> característica nueva
<222> (1177) .. (1177)
<223> n es a, c, g, o t

<400> 13

10
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<210> 14
<211> 6611
<212> DNA
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> construcción recombinante

<220>
<221> característica nueva
<222> (4436)..(4436)10
<223> n es a, c, g, o t
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<400> 14
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<210> 15
<211> 4097
<212> DNA
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> construcción recombinante

<220>
<221> característica nueva
<222> (1190)..(1190)10
<223> n es a, c, g, o t

<400> 15
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<210> 16
<211> 3964
<212> DNA
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> construcción recombinante

<400> 16
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<210> 17
<211> 656
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> construcción sintética

<400> 17
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<210> 18
<211> 4
<212> PRT
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> construcción sintética

<400> 18

<210> 1910
<211> 10
<212> PRT
<213> secuencia artificial
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<220>
<221> característica nueva
<222> (4)..(4)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido que se produce de forma natural

<400> 195

<210> 20
<211> 5
<212> PRT
<213> secuencia artificial10

<220>
<223> construcción sintética

<400> 20

<210> 2115
<211> 6547
<212> DNA
<213> secuencia artificial

<220>
<223> construcción recombinante20

<220>
<221> característica nueva
<222> (4842)..(4842)
<223> n es a, c, g, o t

<220>25
<221> característica nueva
<222> (5088)..(5088)
<223> n es a, c, g, o t

<400> 21

30
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<210> 22
<211> 3191
<212> DNA
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> construcción recombinante

<400> 22
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<210> 23
<211> 2924
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<212> DNA
<213> secuencia artificial

<220>
<223> construcción recombinante

<220>5
<221> característica nueva
<222> (1191)..(1191)
<223> n es a, c, g, o t

<400> 23

10
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<210> 24
<211> 4511
<212> DNA
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> construcción recombinante

<400> 24
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<210> 25
<211> 5437
<212> DNA
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> construcción recombinante

<220>
<221> característica nueva
<222> (3914)..(3914)10
<223> n es a, c, g, o t

<400> 25
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<210> 26
<211> 7025
<212> DNA
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> construcción recombinante

<400> 26
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REIVINDICACIONES

1. Un producto de proteínas de soja obtenido a partir de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico que tiene 
un contenido en ácido oleico de al menos 60%, en donde dicho producto tiene al menos una característica 
seleccionada del grupo que consiste en: blancura mejorada, resistencia reducida de gel y viscosidad reducida 
cuando se compara con un producto de proteínas de soja obtenido a partir de semillas de soja comerciales utilizando 5
el mismo procedimiento que para obtener el producto de proteínas de soja a partir de semillas de soja con alto 
contenido en ácido oleico.

2. El producto de proteínas de soja de la reivindicación 1, en donde: 

a) el índice de blancura está aumentado en al menos 3%; o

b) la resistencia de gel está reducida en al menos 25%; o10

c) la viscosidad de un producto de proteínas de soja no hidrolizada está reducida en al menos 9%.

3. El producto de proteínas de soja de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho producto 
proteínico tiene al menos 40 % de proteínas (N x 6,25) sobre una base libre de humedad.

4. El producto de proteínas de soja de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho producto 
proteínico tiene al menos 65 % de proteínas (N x 6,25) sobre una base libre de humedad.15

5. El producto de proteínas de soja de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho producto 
proteínico tiene al menos 90 % de proteína (N x 6,25) sobre una base libre de humedad.

6. El producto de proteínas de soja de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho producto se 
selecciona del grupo que consiste en un aislado de proteínas de soja, un concentrado de proteínas de soja, harina 
de soja, harina fina con toda la grasa, leche de soja en polvo, harina fina desgrasada, leche de soja, proteínas 20
texturizadas, harinas finas texturizadas, concentrados texturizados y aislados texturizados.

7. Un alimento que tiene incorporado el producto de proteínas de soja de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 
2.

8. Una bebida que tiene incorporado el producto de proteínas de soja de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 
2.25

9. Pienso que tiene incorporado el producto de proteínas de soja de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2.

10. Un método para mejorar la eficacia de secado de un producto de proteínas de soja, que comprende alimentar al 
menos un producto de proteínas de soja obtenido a partir semillas de soja con alto contenido en ácido oleico que 
tienen un contenido en ácido oleico de al menos 60% en sólidos de alimentación superiores, a un pasteurizador o un 
secador en comparación con la alimentación de al menos un producto de proteínas de soja obtenido a partir de 30
semillas de soja comerciales.

11. Un método para mejorar la eficacia de secado de un producto de proteínas de soja, que comprende alimentar al 
menos un producto de proteínas de soja, obtenido a partir de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico que 
tienen un contenido en ácido oleico de al menos 60% con no menos de 14% de sólidos de alimentación, a un 
pasteurizador o un secador.35

12. Un método para mejorar la blancura, reducir la resistencia de gel y/o reducir la viscosidad de un producto de 
proteínas de soja obtenido a partir semillas de soja comerciales, que comprende preparar un producto de proteínas 
de soja a partir de semillas de soja con alto contenido en ácido oleico que tienen un contenido en ácido oleico de al 
menos 60%.

13. Un método según la reivindicación 12, en donde el producto de proteínas de soja es como se define en una 40
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.
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