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DESCRIPCION
Procedimiento para la desmucilaginacion enzimatica de aceite

La invencion se refiere a un procedimiento para la desmucilaginacion de aceite vegetal bruto en fases acuosas, que
comprende las etapas de la puesta en contacto del aceite vegetal bruto con una composicion que comprende una
enzima disociadora de fosfolipidos y una a-amilasa y la separacion de las mucinas, en el que el aceite vegetal bruto
se pone en contacto con agua y/o acido antes de la puesta en contacto con la composicion, pero antes de la puesta
en contacto con la composicion no tiene lugar una separacion de la fase acuosa.

Los aceites brutos contienen fosfatidos, sustancias con contenido en proteinas e hidratos de carbono, mucinas
vegetales, asi como compuestos coloidales, que reducen fuertemente la durabilidad del aceite. Por lo tanto, estas
sustancias deben ser eliminadas.

Por fase mucilaginosa / mucinas se entiende aqui en el texto siguiente todo el grupo de estas sustancias que,
después del tratamiento con una solucion con contenido en acidos y/o acuosa, precipitan del aceite en forma de una
fase pesada (Bokisch, M. Nahrungsfette und -6le, Handbuch der Lebensmittel-Technologie, Ulmer Verlag, 342-433).

Por la refinacion de aceites vegetales se entiende la separacion de las sustancias acompafiantes indeseadas. Se
diferencia entre refinacion quimica y fisica. La refinacion quimica se compone de los procesos 1. desmucilaginacion,
2. neutralizacion, 3. blanqueo, 4. desodorizacion. En el caso de la desmucilaginacion se separan del aceite
fosfolipidos e iones de metales. La neutralizacion sirve para la extraccion de los acidos grasos. En el caso del
blanqueo, se separan los colorantes, iones de metales adicionales y mucinas restantes. En el caso de la
desodorizacion se trata de una destilacién con vapor de agua, en la que se separan otros compuestos que
perjudican el olor y el sabor del aceite. En el caso de la refinacion fisica, la desacidificacion se lleva a cabo junto con
la desodorizacion al final del proceso de refinacion.

La desmucilaginacion de los aceites puede tener lugar mediante extraccion de los fosfolipidos con agua o una
solucién acuosa de un acido, que forma complejos con iones Ca?* y Mg?* tales como, p. €j., acido citrico o acido
fosférico. A menudo, en este caso se lleva a cabo primero una denominada pre-desmucilaginacién acuosa con la
que se separan los fosfolipidos solubles en agua.

En este caso se habla de fosfolipidos hidratables. La tematica de los fosfolipidos hidratables y no hidratables se
describe, por ejemplo, en Nielsen, K., Composition of difficultly extractable soy bean phosphatides, J. Am. Oil. Chem.
Soc. 1960, 37, 217-219 y A.J. Dijkstra, Enzymatic degumming, Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2010, 112, 1178-1189. En
este caso, se trata en particular, de fosfatidil-colina y fosfatidil-inositol. El tratamiento con acidos acuosos diluidos
complejantes de calcio y magnesio tales como, p. e€j., acido citrico o acido fosférico, conduce segun el estado de la
técnica, a que fosfolipidos no hidratables sean transformados en fosfolipidos hidratables. Se parte del hecho de que
el mecanismo de esta reaccion se basa en que del aceite se separan iones calcio que puentean y estabilizan
diferentes moléculas de fosfolipidos tales como, p. €j., acidos fosfatidicos en los grupos fosfato. Esto conduce a la
extraccion mejorada de estos fosfolipidos con agua. Ciertamente, mediante la pre-desmucilaginacién acuosa y el
tratamiento con acidos acuosos en el caso de algunos aceites tales como, p. €j., aceite de palma, se alcanza una
desmucilaginacion suficientemente buena, para otros tipos de aceites vegetales tales como, p. €j., aceite de canola,
aceite de colza o aceite de soja, estas dos etapas de extraccion conducen muy a menudo a una reduccion
insuficiente de las mucinas. Habitualmente, en este caso se desea una reduccién del contenido de fésforo a 10 o
menos ppm de fésforo en el aceite para aplicaciones en alimentos (segun el estado de la técnica determinado
mediante analisis ICP/AES del aceite). Requisitos mas rigurosos se aplican al contenido en fosforo del aceite cuando
los aceites se emplean, por ejemplo, para la preparacion de biodiesel. Alli, segun la norma EU, el contenido en
fésforo del biodiesel esta limitado a 5 ppm y es conveniente llevar a cabo ya en el lado del aceite la reduccion de
fésforo. Ademas, un contenido en fosforo particularmente bajo, es decir, un contenido en fésforo que es lo mas bajo
posible y en la medida de lo posible asciende a 0, es necesario cuando los aceites en etapas de tratamiento
adicionales se hidratan para el empleo en alimentos, es decir, acidos grasos insaturados se transforman en
saturados o cuando segun el proceso NExBTL de la razén social Neste se lleva a cabo una hidrogenaciéon de modo
que como producto final se obtienen alcanos, es decir, un combustible de biodiesel convencional, pero preparado a
partir de aceite vegetal. Estos procesos establecen, como ya se ha indicado anteriormente, requisitos
extremadamente elevados a un bajo contenido en fosforo en el aceite, y el empleo de procesos de este tipo
aumentara en la medida en que los aceites vegetales se empleen como materias primas para la industria quimica.

Otra variante la represente la denominada “caustic refining” (refinacion caustica). Este procedimiento se emplea con
el fin de eliminar del aceite, en la medida de lo posible, todos los fosfolipidos junto con acidos grasos libres. Este
proceso se describe, por ejemplo, en el documento WO 08/094847 de la razén social Bunge. En el caso de este
procedimiento, el aceite bruto o pre-desmucilaginado con agua se mezcla primeramente con pequefias cantidades
de acido citrico o acido fosférico y se agita intensamente. En este caso, tal como ya se ha explicado anteriormente,
sales de fosfolipidos no hidratables se hacen mas intensamente hidratables. Después se afiade lejia de sosa diluida,
calculandose la cantidad de manera que se obtiene un escaso exceso frente a la cantidad requerida para la
neutralizacion del acido graso libre. Con ello, se forman las sales de acidos grasos. Mediante deposicion y
subsiguiente centrifugacion, la mezcla se separa entonces y se obtiene una solucién acuosa de acidos grasos como
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residuo en la que se encuentran también los fosfolipidos. El aceite es lavado entonces seguidamente de nuevo con
agua reblandecida. El tratamiento con NaOH tiene el inconveniente de que, en parte, se manifiesta también una
saponificacion del aceite, con lo cual se reduce su rendimiento.

Segun el estado de la técnica, una reduccién adicional del contenido en fésforo en un aceite se puede conseguir
llevando a cabo un tratamiento con adsorbente con una tierra decolorante o un gel de silice especial o
desmucilaginando enzimaticamente los aceites vegetales. El tratamiento con adsorbente presenta el inconveniente
de que después del tratamiento con adsorbente queda en el adsorbente aceite vegetal que reduce el rendimiento en
aceite de todo el proceso de refinacion. Ademas, la tierra decolorante usada representa un “residuo” para el cual se
han de encontrar posibilidades de desecho.

Otro inconveniente de los procesos convencionales de desmucilaginacién de aceite estriba en que tanto la pre-
desmucilaginacion acuosa como el tratamiento con acidos acuosos conducen a pérdidas del aceite que son
provocadas porque los fosfolipidos transferidos al agua representan emulsionantes que emulsionan una parte
ciertamente pequefia, pero considerable del aceite vegetal en la fase acuosa, con lo cual se pierde aceite vegetal.
Estas pérdidas pueden encontrarse en el intervalo de unos pocos porcentajes referido al aceite bruto originalmente
empleado. Como regla general se cumple que con en cada caso dos moléculas de fosfolipido se emulsiona
aproximadamente una molécula de triglicéridos (descrito en el documento WO 08/094847).

La denominada desmucilaginacién enzimatica evita varios inconvenientes de los procedimientos existentes o bien
mejora adicionalmente los procesos de extraccion. Asi, no resulta residuo adicional alguno tal como en el caso del
empleo de adsorbentes, y se demostré que en el caso de la desmucilaginacion enzimatica pueden continuar
reduciéndose las pérdidas de aceite.

La denominada desmucilaginacion enzimatica se realiza en el estado de la técnica mediante el empleo de
fosfolipasas, en particular fosfolipasa A1y A2 o fosfolipasa C o una combinacion de fosfolipasas.

Las fosfolipasas son enzimas que pertenecen al grupo de las hidrolasas que hidrolizan el enlace éster de
fosfolipidos. Las fosfolipasas se dividen segun su regioselectividad en fosfolipidos en 5 grupos:

Fosfolipasas A1 (PLA1), que disocian el acido graso en la posicion sn1 bajo la formacién del 2-lisofosfolipido.
Fosfolipasas A2 (PLA2), que disocian el acido graso en la posicion sn2 bajo formacioén del 1-lisofosfolipido
Fosfolipasas C (PLC), que disocian un monéster de acido fosférico.

Fosfolipasas D (PLD), que disocian o intercambian el grupo de cabeza.

Fosfolipasas B (PLB), que disocian el acido graso tanto en la posicién sn71 como en la posicion sn2 bajo formacion
de un 1,2-lisofosfolipido.

Estas reacciones tienen lugar siempre en la superficie limite de sustratos agregados.

El uso de fosfolipasas, ante todo fosfolipasa A, para la desmucilaginacion de aceites brutos esta protegido, por
ejemplo, en el documento EP 0513709 B1 (el denominado proceso Enzymax de la razén social Lurgi, Frankfurt). Se
parte del hecho de que la disociacion de un acido graso conduce a una lisolecitina que tiene una capacidad de
emulsion esencialmente menor para el aceite y posee también una solubilidad en agua esencialmente mayor. Con
ello, se aumenta tanto el rendimiento del aceite como se mejora la solubilidad en agua de los fosfolipidos dificilmente
hidratables. El articulo de Clausen, Enzymatic oil-degumming by novel microbial phospholipase, Eur. J. Lipid. Sci.
Technol. 103 (2001) 333-340, describe el desarrollo y el empleo de una fosfolipasa A1 para la desmucilaginacion
enzimatica de aceite y compara el empleo de la fosfolipasa A1 con el empleo de la fosfolipasa A2. El estado actual
de la técnica para la desmucilaginacion enzimatica de aceite se recopila en los dos Articulos de A.J. Dijkstra, Recent
developments in edible oil processing, Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2009, 111, 857-864, y el Articulo de A.J. Dijkstra,
Enzymatic degumming, Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2010, 112, 1178-1189. Alli, se discuten las ventajas y desventajas
de las distintas fosfolipasas para la desmucilaginacion enzimatica de aceite y se indican también los métodos de
tratamiento previo con diferentes acidos.

El documento WO 2012079663 describe un procedimiento para la degradacion enzimatica de compuestos con
contenido en fésforo y glicésidos, en particular, esterilglicosidos a partir de aceite bruto o aceite desmucilaginado de
origen vegetal o animal, llevandose a cabo la adicion de las fosfolipasas y glucosidasas en una etapa.

Un concepto alternativo para la desmucilaginacion de aceite lo representan los sistemas de la razon social Danisco,
en los que se emplea una lipidaciltransferasa. Esta enzima produce a partir de un fosfolipido asimismo un
lisofosfolipido, pero transfiere el resto acido graso a un esterol en la fase oleosa. Las correspondientes enzimas y los
procedimientos de empleo de estas enzimas se describen en el documento WO 2006/008508 y el documento WO
2009/081094.

Desde el punto de vista del rendimiento de aceite seria lo mas favorable para la desmucilaginacion enzimatica
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emplear una fosfolipasa C muy eficaz que proporcione como producto un diglicérido que sea soluble en el aceite y
un resto fosfatidilo, tal como, p. ej., fosfatidil-colina (partiendo de lecitina), que sea muy bien soluble en agua.
Enzimas de este tipo las ha descrito la razén social Verenium en el documento US 7.226.771. En el Articulo de
revision de Djikstra con respecto al tema “Enzymatic degumming” (desmucilaginacion enzimatica) se indica como
inconveniente de este sistema que no convierte todos los fosfolipidos, sino Unicamente lecitinas, es decir, fosfatidil-
colina y fosfatidil-inositol, mientras que las etanolaminas dificiimente hidratables y los acidos fosfatidicos
permanecen sin tocar. Este inconveniente ha conducido a que en desarrollos posteriores la fosfolipasa C haya sido
combinada con fosfolipasas A o con lipidaciltransferasas. En el documento WO 08/094847 se describe una
combinacién de fosfolipasas A con fosfolipasas C para la desmucilaginacion de aceite. En este documento de
patente se indica que la mezcla de fosfolipasa A y fosfolipasa C conduce, por una parte, a un efecto sinérgico del
rendimiento de aceite, por ofra parte, con ello se pueden ajustar contenidos en fésforo muy bajos en el aceite con
tiempos de reaccién compatibles.

La combinacion de fosfolipasa C con lipidaciltransferasas se describe en el documento WO 2009/081094. También
aqui se indica que la combinaciéon de la aciltransferasa con la fosfolipasa C conduce a un aumento del rendimiento
de aceite.

Otra variante de la desmucilaginacion enzimatica de aceite lo representa el tratamiento enzimatico de la fase
mucilaginosa separada después de que el aceite haya sido desmucilaginado segun procedimientos convencionales
tales como, p. €j., con agua y/o acido citrico. Mediante este tratamiento es posible recuperar una parte del aceite
vegetal emulsionado en la fase mucilaginosa. Este proceso se discute, por ejemplo, también en el Articulo de
revision A.J. Dijkra, Enzymatic degumming, Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2010, 112, 1179-1189, pag. 1184.
Procedimientos correspondientes se describen también en los siguientes documentos de patente.

El documento EP 01 624 047 describe una recuperacion de aceite a partir de mucilago mediante el empleo de
agentes fosfolipoliticos, pudiendo ser los agentes fosfolipoliticos tanto acidos como fosfolipasas. El documento WO
2009/081094 describe, junto a los aspectos arriba indicados, también el tratamiento enzimatico de la fase
mucilaginosa separada con aciltransferasa y mezclas a base de aciltransferasa y fosfolipasa C.

El documento WO 2009/088980 describe un tratamiento enzimatico del “mucilago” con fosfolipasa C y fosfolipasa A.

El aspecto de la sostenibilidad del empleo de fosfolipasas frente a otros métodos de desmucilaginacion se describe
finalmente en el Articulo L. De Maria y J. Vind y K. M. Oxenbgll y A. Svendsen y S. Patkar, Phospholipases and

their industrial applications, Appl Microbiol Biotechnol (2007) 74:290-300 pags. 96 y 97. En el ejemplo de un molino
de aceite que fue transformado de un proceso convencional de desmucilaginacion en un proceso con fosfolipasa A'y
en el que por afio se purifican 266.000 t de aceite de soja, se demostré que alli se pueden ahorrar al afio 120000 GJ
de energia y 12000 t de equivalentes de CO.. Los equivalentes de CO; ahorrados corresponden a las emisiones de
un promedio de 1600 habitantes de la Tierra.

En virtud del aumento mundial del consumo de aceite de mesa y del aprovechamiento cada vez mas intenso de
aceites vegetales como materias primas para la industria quimica y como combustible existe una demanda adicional
continua de mejorar adicionalmente la desmucilaginacion de aceites vegetales y, en particular, la desmucilaginacion
enzimatica de aceites vegetales. Los autores de la presente solicitud se han planteado, por lo tanto, la misiéon de
desarrollar composiciones para la desmucilaginacion enzimatica con las cuales se contintie reduciendo el contenido
en fosforo del aceite a desmucilaginar, se reduzcan las pérdidas de aceite y/o se aumenten las velocidades de
reaccion de la desmucilaginacién enzimatica. Al mismo tiempo, estas composiciones deben posibilitar, ademas,
también una realizacion rentable del procedimiento a escala industrial.

Este problema se resolvié mediante un procedimiento para reducir la emulsionabilidad de aceite vegetal en fases
acuosas, que comprende las siguientes etapas:

a) puesta en contacto del aceite vegetal bruto con una composiciéon que comprende un primer componente
enzimatico que comprende al menos una enzima disociadora de fosfolipidos, asi como un segundo
componente enzimatico que comprende al menos una enzima no disociadora de fosfolipidos, tratandose del
segundo componente enzimatico de una a-amilasa;

b) separacion de las mucinas del aceite vegetal,

en el que antes de la puesta en contacto conforme a la etapa a), el aceite vegetal bruto se pone en contacto con
agua y/o acido, pero antes de la etapa a) no tiene lugar separacion alguna de la fase acuosa, sino que el aceite
bruto pre-acondicionado se emplea directamente en la etapa a).

Por la expresion “primer componente enzimatico” se entiende en este caso en el sentido de la presente invencion
toda composicion que contenga o bien se componga de al menos una enzima disociadora de fosfolipidos.

En el caso de la “enzima disociadora de fosfolipidos” se puede tratar de una fosfolipasa que esta en condiciones de
disociar de un fosfolipido un resto acido graso o un resto fosfatidilo o un grupo de cabeza. Ademas, también se

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2676455713

puede tratar de una denominada aciltransferasa, en la que la disociacion del resto acido graso esté ligada con una
transferencia de este resto, seguido de una formacién del éster, con un esterol libre en la fase oleosa.

En una forma de realizacién preferida, se emplea una composicion en la que el primer componente enzimatico se
elige del grupo consistente en fosfolipasa A1, fosfolipasa A2, fosfolipasa C, fosfolipasa B, fosfolipasa D y
aciltransferasa. Enzimas tipicas de este grupo que se encuentran en el mercado son la Lecitase® Ultra de
Novozymes®, una fosfolipasa A1, Lecitinase® de Novozymes, una fosfolipasa A2, Rohalase® MPL, una fosfolipasa
A2 de AB Enzymes, Darmstadt (D), Purifine®, una fosfolipasa C de Elementis, San Diego, EE.UU, Lysomax®,
aciltransferasa de la razén social Danisco. En este caso, dentro del primer componente enzimatico puede emplearse
también una combinacién a base de dos 0 mas de las enzimas disociadoras de fosfolipidos antes mencionadas. En
este caso, las enzimas pueden proceder de un organismo arbitrario (p. €j., también aislado de un organismo
termofilo) o de una fuente sintética. En el marco de la presente invencion es también posible que dentro del primer
componente enzimatico se empleen enzimas del mismo tipo, pero que procedan de diferentes fuentes o bien
especies. Asimismo, quedan abarcadas proteinas de fusiéon quiméricas, preparadas de forma recombinante a partir
de dos o varias especies diferentes con actividad enzimatica.

Por la expresion “segundo componente enzimatico” se entiende en este caso en el sentido de la presente invencion
una a-amilasa.

La a-amilasa puede proceder en este caso de un organismo arbitrario (p. ej., también aislado de un organismo
termofilo) o de una fuente sintética. En el marco de la presente invencién es también posible que dentro del segundo
componente enzimatico se empleen a-amilasas que procedan, sin embargo, de diferentes fuentes o bien especies.
Asimismo, quedan abarcadas proteinas de fusién quiméricas de dos o varias especies diferentes con actividad
enzimatica, preparadas de forma recombinante.

El procedimiento se emplea para la desmucilaginaciéon de aceites vegetales o bien la reduccion de la
emulsionabilidad de aceites vegetales en fases acuosas.

Por el término “pre-desmucilaginacion” o bien la expresion “desmucilaginacion en humedo” se entiende un
tratamiento del aceite bruto con agua o una solucién acuosa de acidos, con el fin de eliminar del aceite lo mas
ampliamente posible fosfolipidos hidrosolubles. También en el marco de una pre-desmucilaginacion o bien
desmucilaginacion en himedo, después de la adicion del acido puede tener lugar eventualmente una adicion de
alcalis con el fin de neutralizar al acido. Antes de la adicion de la enzima tiene lugar la separacion de la fase acuosa.
Después de una pre-desmucilaginacion, el contenido de fosforo en el aceite bruto se reduce de aprox. 500-1500
ppm, p. €j., para soja y colza, a menos de 200 ppm en aceite pre-desmucilaginado. Mediante la desmucilaginacion
puede obtenerse, p. €j., lecitina a partir de la fase mucilaginosa resultante o bien la fase mucilaginosa puede
elaborarse como pienso. El inconveniente de la separacién de la fase acuosa o bien de la reduccién del contenido
de fésforo es, sin embargo, una pérdida de rendimiento en relacion con el aceite. Los fosfatidos que se transfieren a
la fase acuosa actian de forma emulsionante y conducen a que una parte del aceite se emulsione en la fase acuosa
y se separe con ésta. A continuacion, el aceite puede continuar tratandose ulteriormente de modo enzimatico
(debiendo separarse las enzimas en una etapa ulterior).

Por el término “pre-acondicionamiento” del aceite se entiende en la siguiente solicitud la adicion de agua o bien de
una solucién acuosa de acido al aceite bruto no tratado. A continuacién, mediante la adicion de alcalis, p. €j., lejia de
sosa, se ajusta un valor del pH en el que tiene lugar la siguiente reaccion enzimatica. De manera ideal, se ajusta el
valor de pH éptimo para la reaccién enzimatica. Este es para las enzimas disociadoras de fosfolipidos un valor del
pH de 4-5. A continuacioén no tiene lugar, sin embargo, separacion alguna de la fase acuosa, sino inmediatamente la
adicion de las enzimas. Las mucinas presentes permanecen, por lo tanto, primero en el aceite o bien en la emulsién.
La separacion de la fase acuosa y, con ello, de las enzimas tiene lugar sélo después de la accion de las enzimas
sobre el aceite bruto (eventualmente pre-acondicionado).

La adicién de agua o bien de una solucion acuosa de acido y eventualmente de alcalis para la neutralizacion del
acido al aceite bruto tiene lugar en el sentido de un pre-acondicionamiento, pero se suprime la separacion de la fase
acuosa antes de la adicion de las enzimas (en el sentido de una pre-desmucilaginacion en humedo). Mediante la
renuncia a una etapa de separacion antes de la adicién de las enzimas es posible un aumento del rendimiento de
aceite. Un aumento del rendimiento de aceite en un punto porcentual tiene una enorme importancia industrial, dado
que este porcentaje corresponde a aprox. 400.000 t de aceite, referido a la produccion anual de aceite de soja. El
procedimiento de acuerdo con la invencion permite, por consiguiente, el uso inmediato de aceites brutos de soja o
bien colza con contenidos en fésforo de 500 a 1.500 ppm de fésforo. Ademas, representa una simplificacion del
procedimiento, dado que se suprime la etapa de separacién antes de la adicion de la enzima.

En el caso de la adicién de agua se ha de tener en cuenta lo siguiente: con el fin de eliminar del aceite los fosfatidos
se requiere aprox. un 1% en vol. de agua, referido al volumen de aceite, con el fin de eliminar aprox. 400 ppm de
fésforo. Segun esta consideracion, la adicion de aprox. 5% en vol. de agua, referido al volumen de aceite, es
suficiente con el fin de liberar por completo de fésforo a un aceite con un contenido elevado en fésforo. No obstante,
un modo de proceder de este tipo conduce a que el procedimiento no sea rentable, ya que siempre se han de
facilitar grandes volumenes de reaccion. Ademas de ello, un volumen de agua afiadido grande condiciona una
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elevada complejidad de separacion y un menor rendimiento de aceite, menos agua afiadida significa, por
consiguiente, también un mayor rendimiento de aceite. Por lo tanto, en general, no se han de afiadir al aceite mas de
4% en vol. de agua, preferiblemente no mas de 3% en vol. de agua, en cada caso referido al volumen de aceite.

En una forma de realizacion preferida adicional, no se afiaden en la etapa de refinacion - independientemente de los
emulsionantes ya presentes en el aceite tales como, p. €j., lecitina - emulsionantes adicionales tales como, p. €j.,
dodecilsulfato sédico (SDS). Asimismo, el procedimiento de acuerdo con la invencién se contenta preferiblemente
sin la adicion de sales tales como, p. €j., cloruro de calcio (CaCly).

En una forma de realizacion preferida, la actividad enzimatica de la o las enzimas del primer componente enzimatico
se elige en el intervalo de 0,01 a 6 unidades/g de aceite, preferiblemente en el intervalo de 0,1 a 3 unidades/g de
aceite, de manera particularmente preferida en el intervalo de 0,2 a 2,5 unidades/g de aceite y lo mas
preferiblemente en el intervalo de 0,3 a 1 unidades/g de aceite. En una forma de realizacion preferida adicional, la
actividad enzimatica del segundo componente enzimatico se elige en el intervalo de 0,01 a 6 unidades/g de aceite,
preferiblemente de 0,1 a 3 unidades/g de aceite y de manera particularmente preferida en el intervalo de 0,2 a 2,5
unidades/g de aceite y lo mas preferiblemente en el intervalo de 0,3 a 1 unidades/g de aceite. (Unidad: unidad
internacional para la actividad enzimatica; 1 unidad corresponde a la conversion de sustrato de 1 ymol/min).

Es particularmente preferido en el marco de la presente invencién emplear composiciones en las que la relacion de
la actividad enzimatica del primer componente enzimatico a la actividad enzimatica del segundo componente
enzimatico se encuentre en el intervalo de 0,01 : 6 unidades/g de aceite a 6 : 0,01 unidades/g de aceite,
preferiblemente en el intervalo de 0,1 : 3 unidades/g de aceite a 3 : 0,1 unidades/g de aceite. En este caso, se
prefiere también que la proporcion del primer componente enzimatico y la proporcion del segundo componente
enzimatico sean iguales, por ejemplo, ambas proporciones se eligen en el intervalo de 0,1 a 0,5 unidades/g de
aceite, preferiblemente en el intervalo de 0,2 a 0,3 unidades/g de aceite.

Manteniendo la relacién de acuerdo con la invencion con la enzima disociadora de fosfolipidos a a-amilasa se puede
reducir el volumen de la fase mucilaginosa. Esto significa un aumento del rendimiento de aceite.

Las enzimas del primer y/o segundo componente enzimatico pueden, por ejemplo, liofilizarse en este caso y
utilizarse disueltas en el correspondiente tampoén enzimatico (tampones convencionales para cada una de las
enzimas estan descritos en la bibliografia), p. €j., tampén citrato 0,1 M, pH 5 o tampon acetato 0,1 M, pH 5. En una
forma de realizacion preferida, las enzimas se recogen en tampon enzimatico y se afiaden al aceite bruto. Con el fin
de alcanzar una mejor solubilidad de las enzimas - en particular en las mezclas con contenido en fosfolipidos -
también es posible la adicion de disolventes organicos. Estos encuentran aplicacion, p. €j., en la separacion de los
fosfolipidos y se describen en la bibliografia. Se utilizan preferiblemente disolventes organicos no polares tales
como, p. €j., hexano o acetona o mezclas, preferiblemente en una cantidad de 1 a 30% en peso (ejemplos de
posibles disolventes se describen en el documento EP 1531182 A2).

En otra forma de realizacion preferida, el primer y/o segundo componente enzimatico, se emplean en forma
soportada. Dado que, en particular, las enzimas disociadoras de fosfolipidos son enzimas especiales, cuyo precio,
medido en comparacion con enzimas a granel tales como, p. e€j.,, enzimas degradantes de hidratos de carbono
(amilasas, glucosidasas) es relativamente elevado, en el marco de la presente invencion se prefiere que al menos la
o las enzimas disociadoras de fosfolipidos de la composiciéon se emplee o empleen en forma soportada. Materiales
de soporte preferidos en el marco de la presente invencion son materiales de soportes inorganicos tales como, p. €;j.,
geles de silice, acidos silicicos de precipitacion, silicatos o aluminosilicatos, y materiales de soporte organicos tales
como, p. €j., metacrilatos o resinas de intercambio i6nico. Los materiales de soporte facilitan la capacidad de
reutilizacion de las enzimas (relativamente costosas) a partir de la emulsion de aceite en agua en una siguiente
etapa del procedimiento y cooperan en la rentabilidad de éste.

En una forma de realizacion asimismo preferida, el primer y/o segundo componente enzimatico comprende uno o
varios elementos adicionales, elegidos de manera particularmente preferida del grupo consistente en tampoén citrato
y tampon acetato.

En formas de realizacion particularmente preferidas, que no limitan de modo alguno el marco de la presente
invencion, el primer componente enzimatico comprende al menos una enzima, elegida del grupo consistente en
fosfolipasa A1, fosfolipasa A2 y fosfolipasa C, y en el caso del segundo componente enzimatico se trata de alfa-
amilasa, tratandose de manera particularmente preferida de enzimas liofilizadas que se presentan en un tampdn
elegido del grupo consistente en tampoén citrato o tampdn acetato. Lo mas preferido es, ademas, que al menos la
enzima del primer componente enzimatico se presente unida por adsorcién o de forma covalente a un soporte que
se elige preferiblemente del grupo consistente en materiales de soporte inorganicos tales como, p. €j., geles de
silice, acidos silicicos de precipitacion, silicatos o aluminosilicatos, y materiales de soporte organicos tales como, p.
ej., metacrilatos o resinas de intercambio iénico. Asimismo es preferido en el caso de esta forma de realizacion
particularmente preferida que la relaciéon de la actividad enzimatica del primer componente enzimatico a la actividad
enzimatica del segundo componente enzimatico se encuentre en el intervalo de 0,01 : 6 unidades/g de aceite a 6 :
0,1 unidades/g de aceite, preferiblemente en el intervalo de 0,1 : 3 unidades/g de aceite a 3 : 0,1 unidades/g de
aceite. En este caso, se prefiere también que la proporcion del primer componente enzimatico y la proporcion del
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segundo componente enzimatico sean iguales, por ejemplo, ambas proporciones se eligen en el intervalo de 0,1 a
0,5 unidades/g de aceite, preferiblemente en el intervalo de 0,2 a 0,3 unidades/g de aceite.

Los autores del presente procedimiento han encontrado, sorprendentemente, que una combinacién de los
componentes enzimaticos precedentemente definidos (primer y segundo componente enzimatico) reduce de manera
particularmente eficaz y efectiva la emulsionabilidad de aceite vegetal en fases acuosas. En este caso, el
procedimiento de acuerdo con la invencion se puede emplear de manera particularmente ventajosa para la
desmucilaginacion de aceite vegetal bruto o también para el tratamiento de mucilago de aceite vegetal. La fase
mucilaginosa puede obtenerse en este caso, por ejemplo, mediante un procedimiento de desmucilaginacion habitual
(tal como se describe asimismo en el marco de la solicitud) o mediante el procedimiento de acuerdo con la invencion
cuando se emplee para la desmucilaginacién de aceite vegetal bruto.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para reducir la emulsionabilidad de aceite vegetal en fases
acuosas.

De manera sorprendente, se encontrd en este caso que se consigue, mediante la combinacion de enzima o enzimas
disociadoras de fosfolipidos del primer componente enzimatico con a-amilasa del segundo componente enzimatico,
continuar reduciendo el contenido en fosfolipidos del aceite bruto con respecto al empleo puro de enzima
disociadora de fosfolipidos, aumentar el rendimiento de aceite, aumentar la velocidad de reaccién en el caso de la
desmucilaginacion enzimatica, reducir el volumen de mucilago y/o mejorar la capacidad de separacion de la fase
mucilaginosa formada.

El procedimiento de la presente invencion es en este caso particularmente ventajoso, ya que mediante el empleo de
otro componente enzimatico (segundo componente enzimatico), del que se trata de a-amilasa, puede tener lugar la
disociacion de otros componentes que estén presentes en la fase mucilaginosa y, por consiguiente, se mejore el
efecto de la enzima disociadora de fosfolipidos. Mediante el empleo del segundo componente enzimatico puede
alcanzarse, por ejemplo, una reduccion de la viscosidad de la fase mucilaginosa de aceite, un aumento de la
movilidad de los fosfolipidos como consecuencia de la disociacion de componentes perturbadores o una mejor
accesibilidad de los fosfolipidos. También, probablemente, se aumenta la accesibilidad de moléculas de fosfolipido
de este tipo para la enzima disociadora de fosfolipidos que se encuentran en la superficie limite de la fase
mucilaginosa/aceite.

Por ejemplo, mediante el empleo de glicosidasas se pueden disociar glicolipidos. La clase de los glicolipidos
comprende una pluralidad de compuestos. Conforme a la bibliografia, en la fase mucilaginosa o bien en fosfolipidos
vegetales estan contenidos, sin embargo, ante todas las cosas, estearilglicosidos, cerebrésidos y lipidos de
galactosilo (Selmair, P.L., Koehler, P. en Molecular Structure and Baking Performance of Individual Glycolipid
Classes from Lecithins, J. Agric. Food Chem. 2009, 57, 5597-5609). Asi, por ejemplo, se demostré que lecitina de
soja desprovista de grasa contiene hasta 10% de glicolipidos. Esto se describe también en otra cita bibliografica, a
saber, en Bueschelberger, H.G., Lecithins, Emulsifiers in Food Technology, Whitehurst, R.J., Ed.; Blackwell
Publishing: Oxford, Reino Unido, 2004; pags.. 1-10, al igual que trambién de Clayton, T.A., Identification of wheat
flour lipids by thin-layer chromatography, J. Chromatogr. 1970, 47, 277-281. En otro lugar de Pardun, H., Ed.; Verlag
fur chemische Industrie H. Ziolkowsky KG: Augsburg, Alemania, 1988; pags. 195-202, se indica un intervalo de 6,5 a
11%. Se supone que la disociacion de estas moléculas en un radical polar y un grupo de cabeza hidrosoluble, que
se puede eventualmente disolver de nuevo en aceite, coopera en que los fosfolipidos se presenten en forma
concentrada en las micelas de la fase mucilaginosa y, por ello, puedan ser transformadas mas rapidamente por las
fosfolipasas. Esta misma consideracion es valida para fosfolipidos en la superficie limite aceite/mucilago.

La capacidad de emulsion reducida de los lipidos de la fase mucilaginosa después del tratamiento con las enzimas
disociadoras de glicosidos coopera, ademas, en que el rendimiento de aceite pueda ser aumentado adicionalmente.
El efecto de las enzimas disociadoras de polisacaridos y componentes de la pared celular puede explicarse debido a
que los fosfolipidos son mejor accesibles para las fosfolipasas y a que, eventualmente, también aumenta la
velocidad de la reaccion. La presencia de los hidratos de carbono se confirma mediante analisis de lecitina de soja
tal como se publica, p. €j., por Scholfield, C.R., Composition of Soybean Lecitin, JAOCS, vol. 58, n° 10 (octubre de
1981), pags. 889-892, que la lecitina bruta contiene también hidratos de carbono.

Asi, por ejemplo, pectinas de la pared celular y polisacaridos en parte y otros componentes de la pared celular
actuan de forma intensamente espesante. El aumento de la viscosidad provocada por ello puede reducir, bajo
determinadas circunstancias, la velocidad de reaccion de fosfolipasas. Mediante la disociacion de estos
componentes de la pared celular y/o de los polisacaridos en fragmentos bien hidrosolubles y que no aumentan la
viscosidad puede explicarse el efecto de las enzimas afiadidas sobre la eficacia de fosfolipasas.

Mediante la combinaciéon de acuerdo con la invencién de enzimas disociadoras de fosfolipidos con a-amilasa es
posible reducir la dosificacion de las enzimas disociadoras de fosfolipidos tal como, p. €j., de la fosfolipasa A1 o0 A2,
eventualmente combinada con fosfolipasa C y, de esta forma, ahorrar también costos junto a las ventajas arriba
indicadas para el proceso. La a-amilasa, que se combina con las enzimas disociadoras de fosfolipidos, es por norma
general una enzima mas econémica que, por ejemplo, fosfolipasas y se puede adquirir en grandes cantidades. En
combinacién con una realizaciéon ventajosa de la reaccion, es decir, condiciones de proceso que se establecen en
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cada caso a las enzimas utilizadas, puede continuar mejorandose el procedimiento de acuerdo con la invencion en
relacién con la duracién asi como con el consumo de energia y de materias primas.

De acuerdo con la invencion, se utilizan preferiblemente: fosfolipasa A1, que procede de Thermomyces
lanuginosus, Fusarium oxysporium, Aspergillus oryzae, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium perfringens,
Listeria monocytogenes, especies de Pseudomonas, pancreas de cerdo o pancreas de ganado bovino; y/o
independientemente, fosfolipasa Az, que procede de pancreas de cerdo, pancreas de ganado bovino, Streptomyces
violaceoruber, Naja mossambica, Thermomyces lanuginosus, Fusarium oxysporium, Aspergillus oryzae, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes o especies de Pseudomonas; y/o
independientemente fosfolipasa C, que procede de Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes, Thermomyces lanuginosus, Fusarium oxysporium, Aspergillus oryzae, Bacillus cereus o especies
de Pseudomonas; y/o independientemente fosfolipasa B, que procede de Thermomyces lanuginosus, Fusarium
oxysporium, Aspergillus oryzae, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes,
especies de Pseudomonas, pancreas de cerdo o pancreas de ganado bovino.

Particularmente preferidas son fosfolipasa A: de Thermomyces lanuginosus o Fusarium oxysporium y/o
independientemente, fosfolipasa A, de pancreas de cerdo, pancreas de ganado bovino, Streptomyces violaceoruber
o Naja mossambica, y/o independientemente fosfolipasa C de Bacillus cereus, Clostridium perfringens o Listeria
monocytogenes.

En relacion con las a-amilasas se prefieren aquellas que disocian enlaces a(1-4)glicosidicos, a(1-2)glicosidicos, a(1-
6)glicosidicos), B(1-3)glicosidicos, B(1-4)glicosidicos y/o $(1-6)glicosidicos.

En relacion con las amilasas se prefieren aquellas de Bacillus o bien Pseudomonas o bien especies flingicas o bien
de pancreas, en particular aquellas de Bacillus sp., Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas aeroginosus, Pseudomonas fluorescens,
Aspergillus oryzae, Aspergillus niger o Trichoderma reesei.

Para la desmucilaginacion de aceite de soja se prefiere particularmente una combinacién de la fosfolipasa A de
Thermomyces lanuginosus o Fusarium oxysporium y/o de la fosfolipasa A, de pancreas de cerdo o pancreas de
ganado bovino con una a-amilasa de una especie de Bacillus. Para la desmucilaginacion de aceite de colza se
prefiere, en particular, una combinacion de la fosfolipasa A; de Thermomyces lanuginosus o Fusarium oxysporium
y/o de la fosfolipasa A, de pancreas de cerdo o pancreas de ganado bovino con una a-amilasa de una especie de
Bacillus o Aspergillus.

Por la expresion “aceite vegetal bruto” se entiende en este caso cualquier aceite bruto de origen vegetal. Aceites
brutos preferidos son en el marco de la presente invencion aceite de soja bruto, aceite de colza bruto, aceite de
girasol bruto, aceite de oliva bruto, aceite de palma bruto, aceite de jatrofa bruto, aceites de algas bruto, aceite de
camelina bruto, aceite de semillas de algodén bruto, en particular aceite de soja bruto, aceite de colza bruto, aceite
de jatrofa bruto, aceite de camelina bruto y aceite de girasol bruto. El término “bruto” se refiere en este caso a que el
aceite no ha sido sometido todavia a etapa de desmucilaginacién, neutralizacion, blanqueo y/o desodorizacion
alguna. En el marco del procedimiento de acuerdo con la invenciéon es también posible emplear una mezcla de
varios aceites brutos o tratar con las enzimas aceites pre-tratados, p. ej., pre-acondicionaos o previamente
desmucilaginados.

La “puesta en contacto” puede tener lugar en el marco del procedimiento de acuerdo con la invencion de cualquier
manera que sea conocida como adecuada por el experto en la materia para la finalidad de acuerdo con la invencion.
Tipos preferidos de puesta en contacto son en este caso una mezcladura del aceite bruto y de la composicion de
acuerdo con la invencion.

Después de la puesta en contacto del aceite bruto con la composicién de acuerdo con la invencién, la mezcla a base
de aceite bruto y composicion se agita preferiblemente, de manera particularmente preferida con un agitador de
paletas a 200 hasta 800 rpm, preferiblemente de 250 a 600 rpm y lo mas preferiblemente a 300 a 500 rpm.

La temperatura de la mezcla se encuentra durante la puesta en contacto preferiblemente en el intervalo de 15 a 99
°C, mas preferiblemente en el intervalo de 20 a 95 °C, mas preferiblemente de 22 a 80 °C, asimismo preferiblemente
de 25 a 65 °C, mas preferiblemente de 27 a 55 °C y lo mas preferiblemente de 30 a 45 °C. En este caso, la
temperatura de la mezcla se ha de elegir siempre de modo que no se rebase la temperatura de desnaturalizaciéon de
las enzimas, preferiblemente, la temperatura de la mezcla se encuentra al menos 5 °C por debajo de la temperatura
de desnaturalizacion de las enzimas o bien de la temperatura de desnaturalizacion de las enzimas mas baja. En
donde, en el caso del empleo de enzimas que se aislaron de organismos termofilos, se han de preferir basicamente
temperaturas mas elevadas. Si en el marco de la presente invencibn se emplean una o varias enzimas
termoestables, entonces la temperatura del proceso se encuentra preferiblemente en el intervalo de 80 a 120 °C,
mas preferiblemente en el intervalo de 85 a 100 °C. El uso de enzimas termoestables tiene la ventaja de que con ello
se puede elegir una temperatura del procedimiento elevada, con lo cual se reduce la viscosidad del aceite vegetal y
se puede acortar el procedimiento en su conjunto - también en virtud de una velocidad de reaccion elevada de las
enzimas. Ademas, en el caso de un tratamiento previo que ventajosamente se lleva a cabo asimismo a temperaturas
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elevadas, se hace innecesario un enfriamiento subsiguiente por debajo de una temperatura de desnaturalizacion
mas baja de las enzimas empleadas. En conjunto, el uso de enzimas termoestables conduce con ello a un
acortamiento del procedimiento y a una reduccion de costos.

La duracion de la puesta en contacto se encuentra en este caso preferiblemente en el intervalo de 1 minuto a 12
horas, mas preferiblemente de 5 minutos a 10 horas, asimismo preferiblemente de 10 minutos a 6 horas, mas
preferiblemente de 20 minutos a 3 horas.

El valor del pH de la mezcla se encuentra durante a puesta en contacto preferiblemente en el intervalo de pH 3 a pH
7,5, mas preferiblemente en el intervalo de pH 4 a pH 6 y de manera particularmente preferida en el intervalo de pH
4,0apH5,2.

La puesta en contacto del aceite vegetal bruto con el primer y el segundo componente enzimatico de la composicion
puede tener lugar en este caso al mismo tiempo o también de manera sucesiva. En la medida en que una puesta en
contacto tenga lugar de manera sucesiva, se prefiere en el marco de la presente invencion que el aceite vegetal
bruto se ponga primeramente en contacto con el segundo componente enzimatico. En el caso de que el aceite
vegetal bruto se ponga primeramente en contacto con un componente enzimatico y luego con el otro componente
enzimatico, se prefiere particularmente que después de la adicién de un componente la mezcla se agite durante 30-
300 minutos, preferiblemente 60 a 240 minutos, asimismo de manera preferida durante 70 a 120 minutos antes de
que tenga lugar una adicién del otro componente.

La “separacion” de las sustancias mucilaginosas conforme a la etapa b) del procedimiento de acuerdo con la
invencion puede tener lugar de cualquier manera que es conocida como adecuada por el experto en la materia para
la finalidad de acuerdo con la invencién. Preferiblemente, la separacion tiene lugar, sin embargo, a través de
centrifugacion o filtraciéon, siendo preferida la centrifugacion. En el caso de la centrifugacion tiene lugar una
separacion de fases de la mezcla, de modo que el aceite vegetal tratado, las sustancias mucilaginosas y la
composicion enzimatica se presentan en fases separadas que puedan ser separadas facilmente una de otra.

En una forma de realizacion preferida, en este caso la fase que contiene las sustancias mucilaginosas asi como la
fase que contiene la composicion de acuerdo con la invencién se separan del aceite tratado. Particularmente
preferido es que en este caso se separe al mismo tiempo con las sustancias mucilaginosas el primer y/o segundo
componente enzimatico.

Las enzimas pueden ser regeneradas o bien purificadas después de la separacion y pueden ser empleadas, por
ejemplo, en un nuevo procedimiento de purificacion. También en este caso es asimismo favorable trabajar de nuevo
con las composiciones precedentemente descritas, empleando las otras enzimas disociadoras de glicdsidos
directamente en combinacién con fosfolipasas o lipidaciltransferasas soportadas o emplear la composicién con el fin
de eliminar el mucilago de aceite vegetal que se adhiere, p. €j., a fosfolipasas soportadas, con el fin de poder
reutilizar mejor en un nuevo procedimiento a las enzimas soportadas.

Otra forma de realizacién preferida de la presente invencion se refiere, ademas, a un procedimiento tal como se
describe precedentemente, que comprende, ademas, la etapa

c) puesta en contacto renovada del aceite vegetal conforme a la etapa b) con el primer y/o segundo
componente enzimatico.

La “puesta en contacto” tiene lugar en este caso preferiblemente bajo las mismas condiciones que las descritas
precedentemente para la etapa a) del procedimiento de acuerdo con la invencion. En este caso, en una forma de
realizacion particularmente preferida, el primer y/o segundo componente enzimatico, se someten a una regeneracion
o purificacién antes de la puesta en contacto renovada.

Antes de la puesta en contacto de acuerdo con la etapa a), el aceite vegetal bruto se pone en contacto con agua y/o
acido. Acidos preferidos son en este caso acidos complejantes con calcio y magnesio solos o en combinacion tales
como, p. €j., acido citrico y acido fosférico. En este caso se habla de un denominado “pre-acondicionamiento”.

En una forma de realizaciéon preferida del procedimiento de acuerdo con la invencién, la puesta en contacto con
agua tiene lugar a una temperatura entre 30 °C y 90 °C durante 15 a 60 minutos, preferiblemente 30 a 60 minutos,
prefiriéndose una temperatura de 35 a 85 °C y siendo particularmente preferida una temperatura de 40 a 80 °C. La
puesta en contacto con acido, en particular acido citrico o acido fosforico, tiene lugar en el marco del procedimiento
de acuerdo con la invencion preferiblemente a una temperatura entre 30 °C y 90 °C durante 5 a 60 minutos,
preferiblemente durante 15 a 60 minutos, prefiriéndose una temperatura de 35 a 85 °C y siendo particularmente
preferida una temperatura de 40 a 80 °C. En una forma de realizacién preferida, después del tratamiento con acido
tendra lugar una etapa de neutralizacion con una base correspondiente, con el fin de alcanzar un valor del pH de 3,5
a 8,0, preferiblemente de 4 a 7. La composicion se afiade en este caso directamente al aceite vegetal sin llevar a
cabo previamente una etapa de separacion.

Antes de la adicién de la o las fosfolipasas y/u otras enzimas se ha de procurar, sin embargo, que la temperatura de
reaccion no sobrepase el intervalo 6ptimo de temperaturas de la enzima, con el fin de impedir una desnaturalizaciéon
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de la enzima. Son adecuadas temperaturas entre 35 y 65 °C, mejor entre 45 y 55 °C, en donde mediante el empleo
de enzimas de organismos termdfilos, es decir, enzimas particularmente estables frente a la temperatura, es posible
un empleo a 80 hasta 100 °C, de modo que entre la puesta en contacto del aceite vegetal bruto con agua y/o acido y
la puesta en contacto con la composicidon no debe tener lugar disminucion alguna de la temperatura. Un aumento de
la estabilidad frente a la temperatura puede también alcanzarse mediante una inmovilizacién de las enzimas de los
componentes enzimaticos. Dado que muchas enzimas presentan una determinada tolerancia frente a disolventes
organicos (Faber, K., Biotransformations in Organic Chemistry (2001) Springer-Verlag, Heidelberg), en el marco de
la presente invencién pueden tratarse también con las enzimas aceites o mucilagos pre-tratados de manera
correspondiente.

En formas de realizacion particularmente preferidas que no limitan de modo alguno el marco de la presente
invencion, el procedimiento de la presente invencién comprende las etapas

Forma de realizacion A) preferida

a) puesta en contacto del aceite vegetal bruto, elegido de aceite de soja y/o aceite de colza, con una
composicion que comprende un primer componente enzimatico con al menos una enzima elegida del grupo
consistente en fosfolipasa A1, fosfolipasa A2 y fosfolipasa C y un segundo componente enzimatico, del que
se trata de a-amilasa;

b) separacion de las mucinas del aceite vegetal mediante centrifugacion, llevandose a cabo antes de la
etapa a) del procedimiento un denominado pre-acondicionamiento al mezclar el aceite bruto en una etapa
del procedimiento adecuada con una cantidad de 1,5 a 3 ml/L de aceite en acido organico, preferiblemente
acido citrico. La temperatura de la mezcla se ajusta en este caso preferiblemente a 35 hasta 60 °C, de
manera particularmente preferida a 48 °C. Después de un tiempo de reacciéon de 30 minutos a 2 horas,
preferiblemente 1 hora, la mezcla se ajusta a un pH de 5 mediante la adiciéon de una cantidad
estequiométrica de lejia, preferiblemente lejia de sosa, en una cantidad de preferiblemente 0,5 a 2 mol/l, de
manera particularmente preferida 1 mol/l. Sélo después se contindia procediendo conforme a la etapa a) del
procedimiento de acuerdo con la invencion.

Forma de realizacion B) preferida

a) puesta en contacto del aceite vegetal bruto, elegido de aceite de soja y/o aceite de colza, con una
composicion que comprende un primer componente enzimatico con al menos una enzima elegida del grupo
consistente en fosfolipasa A1, fosfolipasa A2 y fosfolipasa C y un segundo componente enzimatico, del que
se trata de a-amilasa; siendo particularmente preferido que la al menos una enzima del primer componente
enzimatico se presente inmovilizada sobre un soporte.

La puesta en contacto tiene lugar en este caso preferiblemente a una temperatura de 70 a 100 °C, mas
preferiblemente de 75 a 85 °C y utilizando exclusivamente enzimas termoestables o bien enzimas cuya temperatura
de desnaturalizacion se encuentre al menos 1 °C, preferiblemente 5 °C por encima de la temperatura del proceso.

En este caso, antes de la etapa a) del procedimiento se lleva a cabo un pre-acondicionamiento, mezclando el aceite
bruto en una etapa del procedimiento propia con una cantidad de 1,5 a 5 ml/L de aceite en acido organico,
preferiblemente 1,5 a 2 ml/L de aceite en acido citrico. La temperatura de la mezcla se ajusta en este caso
preferiblemente a 35 hasta 60 °C, de manera particularmente preferida a 40 a 48 °C. Después de un tiempo de
reaccion de 30 minutos a 2 horas, preferiblemente 1 hora, la mezcla se acondiciona mediante la adicion de una lejia,
preferiblemente lejia de sosa, en una cantidad de preferiblemente 0,5 a 2 mol/l, de manera particularmente preferida
1 mol/l. Sélo después se continlia procediendo conforme a la etapa a) del procedimiento de acuerdo con la
invencion.

b) Separacioén por centrifugacion de las mucinas del aceite vegetal.

Ademas, posibles acidos fosfatidicos no todavia disueltos en el aceite vegetal y no disociados por las fosfolipasas se
pueden continuar reduciendo al reducir el contenido en Ca y/o Mg del aceite tratado conforme al procedimiento de la
presente invencion. Por lo tanto, las formas de realizacién preferidas del procedimiento de acuerdo con la invencion,
arriba recogidas, se completan, en formas de realizacion particularmente preferidas, todavia mediante una etapa
consecutiva en la que mediante la adicion renovada de agentes de complejacion tales como, p. €j., acido citrico o
acido fosforico, se reduce adicionalmente el contenido en iones bivalentes y paralelamente a ello el contenido en P
del aceite.

Con el procedimiento de acuerdo con la invencién es posible reducir fuertemente el valor de fésforo en el aceite
vegetal bruto. En este caso, el valor de fésforo se reduce a menos de 20 ppm, de manera particularmente preferida
a menos de 10 ppm, de manera muy particularmente preferida a menos de 4 ppm de fésforo.

Ademas, con el procedimiento de acuerdo con la invencion es posible reducir el contenido en calcio y magnesio del
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aceite vegetal bruto a menos de 20 ppm, de manera particularmente preferida a menos de 15 ppm, de manera muy
particularmente preferida a menos de 10 ppm, asimismo de manera preferida a menos de 8 ppm y lo mas
preferiblemente a menos de 4 ppm. En una forma de realizacién muy particularmente preferida el contenido en
calcio y magnesio se reduce a menos de 3 ppm.

Métodos

Se utilizaron los siguientes métodos de analisis:

Determinacion del contenido de fésforo en los aceites vegetales

La determinacion de fésforo tuvo lugar mediante ICP conforme a DEV E-22.
Determinacioén del contenido de calcio y magnesio en los aceites vegetales
La determinacion de fésforo tuvo lugar mediante ICP conforme a DEV E-22.
Determinacion del contenido de acidos grasos libres (FFA)

El contenido de acidos grasos libres se determina a través del consumo de hidroxido sédico o hidroxido de potasio a
través de una reaccion de saponificacion. Se obtiene el contenido porcentual de acidos grasos libres en el aceite
investigado. La determinacion tuvo lugar conforme a la norma DIN 53402 (método DGF C-V 2).

Determinacion del volumen de mucilago

Con ayuda de esta determinacion se mide la fase mucilaginosa contenida en el aceite de mucilago no tratado
enzimaticamente y tratado enzimaticamente. Un tubo de centrifuga de 10 mL se calienta a la temperatura de trabajo
de la tanda de reaccion, se introducen las muestras (2 x 2 mL) y se centrifugan atemperadas durante al menos 4
minutos a 3000 rpm con el fin de separar del aceite la fase mucilaginosa. De las fases oleosas superiores se toman
muestras para la analitica. Para fines de documentacion, se fotografia adicionalmente el resultado de la formacion
de fases.

Determinacion del contenido de aceite en la fase mucilaginosa

La determinacion del contenido de aceite residual en la fase mucilaginosa tiene lugar segun la extraccion de Soxhett
conforme a la norma DIN ISO 659.

Variante 1:

La cantidad de aceite bruto a tratar, 400 a 500 g, se incorpora en un reactor Duran DN120 de 1000 mL y se toman
muestras para la analitica. El aceite en el reactor Duran se calienta con ayuda de una capa calefactora hasta una
temperatura de 35 a 60 °C, en particular 48 °C, debiéndose mantener una temperatura a la que la enzima no se
desnaturalice. Una vez alcanzada la temperatura, se comienza con el pre-acondicionamiento. Para ello, se afade
dosificadamente al aceite una cantidad definida de acido citrico diluido (p. €j., 450 ppm, 1,372 mL) dependiente de la
cantidad de aceite. A continuacién, la mezcla se combina a fondo con un Ultraturrax durante 1 minuto. Como
alternativa, se incuba durante 1 hora bajo agitacion a aproximadamente 600 rpm con el fin de esperar la reaccion del
acido. A continuacion, se afiade una cantidad definida de lejia de sosa (1 mol/L, cantidad restante hasta 2% v/v o
bien 3% v/v, restando el agua de la adicion del acido y la adicion de enzima) y se incuba durante otros 10 minutos
bajo agitacion. En este punto tiene lugar la adicion de la enzima, de la mezcla de enzimas o del producto
inmovilizado, preferiblemente disuelto en tampoén. La enzima se mezcla para lo cual el nUmero de revoluciones del
agitador puede ser aumentado brevemente (1 minuto hasta 900 rpm), a continuacién se contintia agitando a un
numero bajo de revoluciones.

La toma de muestras tiene lugar a intervalos de tiempo definidos. La muestra se recoge con ayuda de una pipeta, se
introduce en un tubo de centrifuga atemperado (temperatura de la tanda de reaccion) y atemperada se centrifuga
durante al menos 4 minutos a 3000 rpm con el fin de separar del aceite la fase mucilaginosa. Para fines de
documentacién se fotografia el resultado de la formacién de fases, del sobrenadante se toman muestras para la
determinacion del contenido de fésforo, calcio y magnesio.

Variante 2:

En ofra realizacion, se afiaden al aceite bruto fosfolipasas y enzimas adicionales en una combinacién adecuada en
forma de enzimas libres o enzimas inmovilizadas, junto con una fase acuosa (tampdn enzimatico, pH 5) al 0,05
hasta 5% p/v. Se mezcla a fondo la emulsion consistente en agua, enzima y eventualmente soportes de enzima y
aceite. De manera ideal, la reaccion se lleva a cabo de forma atemperada entre 20 y 70 °C, mejor entre 40 y 65 °C.
A continuacion, se espera la separacion de fases, los sdlidos se depositan o se pueden separar segun un
procedimiento estandar conocido por el experto en la materia, p. €j., a través de centrifugacion o filiracion. Como
tratamiento posterior, el aceite se puede desproveer del resto de mucilago con acido diluido (p. €j., acido citrico) o
lejia seguin un procedimiento conocido como “Degumming” (desmucilaginacion) por el experto en la materia.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2676455713

Variante 3:

En ofra realizacion, la fase mucilaginosa se trata con enzimas. A la fase mucilaginosa, la cual se obtiene segun un
procedimiento conocido por el experto en la materia como “degumming” se afiaden junto a fosfolipasas, otras
enzimas. Estas se pueden encontrar disueltas en una fase acuosa, o suspendidas en un disolvente organico. La
tanda se atempera de manera ideal hasta una temperatura entre 20 y 70 °C mejor hasta una temperatura entre 35y
60 °C. La tanda se mezcla a fondo hasta que haya concluido el proceso. Esto puede verificarse mediante
mediciones de la viscosidad o visualmente mediante disolucion de la fase mucilaginosa, por lo demas sdlida.
Mediante centrifugacion se puede alcanzar una separacion de fases, las distintas fases pueden ser separadas. Por
norma general, la fase superior se compone del aceite obtenido, la fase media de los fosfolipidos y la fase inferior es
una fase acuosa y contiene las enzimas. Mediante la reutilizacion de la fase acuosa, las enzimas se pueden reciclar
y reutilizar. En funcién del contenido de iones bivalentes, el aceite o la fase acuosa que contiene la enzima pueden
ser purificados de los iones mediante la adicion de agentes complejantes antes del uso ulterior.

Variante 4:

En otra realizacién, el aceite bruto se lleva a una temperatura elevada, preferentemente 70 a 100 °C, mas
exactamente 75 a 85 °C. El aceite bruto se acondiciona con acido y lejia segun el procedimiento arriba descrito, la
temperatura se mantiene y se afiaden enzimas termoestables. Por lo demas, se procede como ya se ha descrito. La
enzima se mezcla para lo cual se puede aumentar brevemente el numero de revoluciones del agitador (p. €j., 1
minuto a 900 rpm), a continuacion se contintia agitando a 600 rpm hasta que finalice la reaccion. La separacion de la
fase mucilaginosa puede tener lugar tal como se ha descrito precedentemente.

Ejemplos y Figuras:

La invencioén se explica con mayor detalle en lo que sigue con ayuda de Figuras y Ejemplos. Se hace en este caso
hincapié en que los Ejemplos y las Figuras posen unicamente un caracter ilustrativo e ilustran formas de realizacion
particularmente preferidas de la presente invencion. Ni los Ejemplos ni las Figuras limitan el marco de la presente
invencion.

Muestran:
Fig. 1 aceite de soja: pre-acondicionamiento con 2% de porcion total de agua

Fig. 2 aceite de soja: pre-acondicionamiento con adicion de enzima PLA 1 0,3 unidades/g de aceite y 2% de
porcion total de agua

Fig. 3 aceite de soja: pre-acondicionamiento con adicién de enzima PLA 1 0,3 unidades/g de aceite y la enzima a-
amilasa de Bacillus spec 1 unidad de aceite, 2% de porcion total de agua

Fig. 4 aceite de soja: pre-acondicionamiento con adicion de enzima PLA 1 0,3 unidades/g de aceite y la enzima
mananasa 0,3 unidades/g de aceite, 2% de porcion total de agua (no conforme a la invencion)

Fig. 5 aceite de colza: pre-acondicionamiento con 3% de porcion total de agua

Fig. 6 aceite de colza: pre-acondicionamiento con adicion de enzima PLA 1 0,3 unidades/g de aceite y 3% de
porcion total de agua

Fig. 7 aceite de colza: pre-acondicionamiento con adicion de enzima PLA 1 0,3 unidades/g de aceite y la enzima
amilasa PET 1 unidad de aceite, 3% de porcion total de agua

Fig. 8 aceite de colza: pre-acondicionamiento con adicion de enzima PLA 1 0,3 unidades/g de aceite y la enzima
a-amilasa de Aspergillus, 1 unidad/g de aceite, 3% de porcion total de agua

Ejemplo 1:

Conforme a la variante de reaccion 1 se utilizd un aceite de soja con los siguientes contenidos de partida: fésforo
700 ppm, calcio 65,6 ppm, magnesio 62,6 ppm y un contenido de acidos grasos libres de 1%. El aceite bruto se
sometié a un pre-acondicionamiento con ayuda de acido citrico acuoso (450 ppm) y lejia de sosa acuosa (1 mol/L).
Se tomaron regularmente muestras (véase la Tabla 1). Como comparacion este pre-acondicionamiento se llevé a
cabo precisamente con la adicién de una enzima, fosfolipasa A1 del organismo Thermomyces lanuginosus (Sigma-
Aldrich) (véase la Figura 2, Tabla 2). En la Figura 3, Tabla 3, se representan resultados del pre-acondicionamiento
con la adicion de la enzima PLA 1 y de otra enzima, una a-amilasa del organismo Bacillus spec. (Sigma-Aldrich). En
la Figura 4, Tabla 4, de nuevo el mismo proceso bajo la adicién de la enzima PLA 1y de otra enzima, una mananasa
(ASA-Spezialenzyme). La Figura 4 y la Tabla 4 muestran un ejemplo no de acuerdo con la invencion.
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Tab. 1 Pre-acondicionamiento con 2% de porcion total de agua, contenido en fésforo, calcio, magnesio y FFA

Tiempo [min] 10 60 120 180 240
Ca [ppm] 7,8 8,8 9,3 9,7 9,8
Mg [ppm] 41 3,2 3,1 3,3 3,2
P [ppm] 33 20 18 20 21
FFA [%] 0,75 0,76 0,78
Fase mucilaginosa [%] 45 45 45 4,0 4,0

Tab. 2 Pre-acondicionamiento con adicion de PLA1 de Thermomyces lanuginosus 0,3 unidades/g de aceite y 2% de
porcion total de agua, contenido en fésforo, calcio, magnesio y FFA

Tiempo [min] 10 60 120 180 240
Ca [ppm] 9,6 9,9 9,3 8,1 7
Mg [ppm] 4.4 3,2 3,6 3 2,2
P [ppm] 23 14 18 15 10
FFA [%] 0,79 1,24 1,32
Fase mucilaginosa [%] 45 45 45 4,0 4,0

Tab. 3 Pre-acondicionamiento con adiciéon de PLA1 0,3 unidades/g de aceite y a-amilasa de Bacillus spec. 1

unidad/g de aceite, 2% de porcion total de agua, contenido en fésforo, calcio, magnesio y FFA

Tiempo [min] 10 60 120 180 240

Ca [ppm] 41 7.1 5,6 4.8 4.1

Mg [ppm] 1,9 2,2 1,8 1,6 1,4

P [ppm] 13 11 9,4 8,9 6,2

FFA [%] 0,86 1,19 1,16

Fase mucilaginosa [%] 4,0 2,5 2,5 2,5

Tab. 4 Pre-acondicionamiento con adicion de PLA1 0,3 unidades/g de aceite y mananasa 0,3 unidades/g de aceite,
2% de porcion total de agua, contenido en fésforo, calcio, magnesio y FFA (no conforme a la invencion)

Tiempo [min] 10 60 120 180 240
Ca [ppm] 5,6 6 5,4 4,6 4,3
Mg [ppm] 3,5 2,3 2,1 1,8 1,7
P [ppm] 27 14 13 12 11
FFA [%] 0,75 1,19 1,24
Fase mucilaginosa [%] 45 2,8 2,6 2,5 2,5

Como se puede observar de la Figura 1, la aplicacion de acido y lejia sobre el aceite bruto como pre-
acondicionamiento conduce a un volumen nada desconsiderable de la fase mucilaginosa el cual posteriormente, a
pesar del empleo de un agitador a 600 rpm, no disminuye esencialmente. La Unica foto corresponde en este caso a
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una toma de muestra, las tomas de muestra tienen lugar en los instantes 10, 60, 120, 180 y 240 minutos (en cada
caso de izquierda a derecha). En la Tabla 1 se recogen los correspondientes datos analiticos, el contenido en
fésforo descendio después de 240 minutos de 33 ppm a 21 ppm, la concentracion de los iones bivalentes calcio y
magnesio aumenta ligeramente en el caso del calcio de 7,8 ppm a 9,8 ppm, la concentracion del magnesio
disminuye de 4,1 ppm a 3,2 ppm en el transcurso de la reaccion. El contenido de acidos grasos libres permanece
casi invariable. El pre-acondicionamiento sirve como reaccion de preparacion para la desmucilaginacion del aceite vy,
al mismo tiempo, como tratamiento de referencia.

En la Figura 2, en el caso de utilizar la enzima fosfolipasa A1 de Thermomyces lanuginosus (Sigma-Aldrich), se
puede reconocer una disminucion de la fase mucilaginosa en el transcurso de la reaccion (en funcion de la medicion
/ toma de muestras una foto). Los datos correspondientes y los instantes de la toma de muestras se representan en
la Tabla 2. En la Tab. 2 resulta una disminucién de la concentracién de calcio de 9,6 ppm a 7 ppm, una disminucion
de la concentracion de magnesio de 4,4 ppm a 2,2 ppm y una disminucion del contenido de fésforo de 23 ppm a 10
ppm, el contenido de acidos grasos libres aumenta de 0,79% a 1,32%. A partir del aumento en el contenido de los
acidos grasos libres y de la disminucién del contenido de fésforo se puede concluir que la PLA 1 es enzimaticamente
activa y, por consiguiente, la desmucilaginacién de aceite funciona con éxito. El aumento del acido graso libre es un
simbolo de la actividad de la PLA 1 que disocia los acidos grasos de las moléculas de fosfolipidos y también la fase
mucilaginosa disminuye de forma continua. Con el fin de abrir para el aceite una mas amplia paleta de aplicacion, el
objetivo es continuar disminuyendo el contenido en fosforo.

En la Figura 3 se representa el volumen de la fase mucilaginosa de un aceite bruto pre-acondicionado, tratado con
PLA 1 y adicionalmente con alfa-amilasa de Bacillus spec. (Sigma-Aldrich). A partir de los correspondientes datos
analiticos de la Tabla 3 se puede observar que, sorprendentemente, ya después de 60 minutos se alcanza una fase
mucilaginosa reducida de 2,5%. Adicionalmente, el contenido de acidos grasos libre aumenta de 0,86% a 1,16% vy,
con ello, apunta a la actividad de la fosfolipasa. El contenido en fésforo se ha reducido de 700 ppm en el aceite bruto
a 13 ppm y finalmente, después de 240 minutos, a 6,2 ppm. La concentracion del calcio oscila ligeramente, el
magnesio disminuye ligeramente.

En la Figura 4 y la Tabla 4 (no conforme a invencion) se representan datos experimentales en el caso de utilizar otra
combinacién enzimatica. Se utilizé de nuevo la fosfolipasa A1 y una mananasa (ASA-Spezialenzyme). A partir de los
datos se puede observar que ya después de 60 minutos ha tenido lugar una fuerte reducciéon de la fase
mucilaginosa. El contenido de acidos grasos libre aumenta de 0,75 % a 1,24 %, el contenido en fésforo disminuye de
700 ppm en el aceite bruto, a través de 27 ppm (muestra de 10 minutos), a 11 ppm después del tratamiento durante
240 minutos con ambas enzimas. También las concentraciones de iones bivalentes disminuyen a lo largo de todo el
transcurso de la reaccion. Los resultados confirman que, sorprendentemente, mediante medicion de una enzima
disociadora de glicosidos adicional se produce una reduccion mas rapida e intensa de la fase mucilaginosa.

Ejemplo 2:

Conforme a la variante de reaccion 1, se utilizé un aceite colza con los siguientes contenidos de partida: fésforo
1150 ppm, calcio 370 ppm, magnesio 146 ppm y un contenido en acidos grasos libres de 1,95 %. El aceite bruto se
sometio a un pre-acondicionamiento con ayuda de acido citrico acuoso (1000 ppm) y lejia de sosa acuosa (4 mol/L).
Se tomaron regularmente muestras (véase la Tabla 5). Como comparacion, este pre-acondicionamiento se realizé
precisamente con la adicién de una enzima, fosfolipasa A1 del organismo Thermomyces lanuginosus (Sigma-
Aldrich) (véase la Figura 6, Tabla 6). En la Figura 7, Tabla 7, se representan los resultados del pre-
acondicionamiento con la adiciéon de la enzima PLA 1 y de otra enzima, una amilasa PET del organismo Bacillus
subtilis (ASA Spezialenzyme GmbH). En la Figura 8, Tabla 8, de nuevo el mismo proceso bajo la adicion de la
enzima PLA 1y de otra enzima, una a-amilasa de Aspergillus oryzae (Sigma-Aldrich).

Tab. 5 Pre-acondicionamiento con 3% de porcion total de agua, contenido en fésforo, calcio, magnesio y FFA

Tiempo [min] 10 60 120 180 240
Ca [ppm] 76 11 9,5 9,4 9,5
Mg [ppm] 31 2,8 1,7 1,6 1,7
P [ppm] 247 20 14 13 14
FFA [%] 1,73 1,68 1,72
Fase mucilaginosa [%] 5,8 6,5 6,0 6,0 5,8
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Tab. 6 Pre-acondicionamiento con adicion de PLA1 de Thermomyces lanuginosus 0,3 unidades/g de aceite y 3% de
porcion total de agua, contenido en fésforo, calcio, magnesio y FFA

Tiempo [min] 10 60 120 180 240

Ca [ppm] 26 9,7 8,7 7,9 7,9

Mg [ppm] 9,7 2,1 1,8 1,4 1,5

P [ppm] 82 17 15 12 12

FFA [%] 1,76 2,35 2,14

Fase mucilaginosa [%] 6,5 5,6 5,0 45 55

Tab. 7 Pre-acondicionamiento con adiciéon de PLA1 0,3 unidades/g de aceite y amilasa PET 1 unidad/g de aceite,
0,3% de porcion total de agua, contenido en fosforo, calcio, magnesio y FFA

Tiempo [min] 10 60 120 180 240
Ca [ppm] 16 14 13 12 11
Mg [ppm] 4,8 2,8 2,7 24 1,9
P [ppm] 38 21 19 15 13
FFA [%] 1,84 2,24 2,20
Fase mucilaginosa [%] 6,9 5,3 4,0 3,8 3,4

Tab. 8 Pre-acondicionamiento con adicion de PLA1 0,3 unidades/g de aceite y una a-amilasa de Aspergillus
unidad/g de aceite, 3% de porcion total de agua, contenido en fésforo, calcio, magnesio y FFA

Tiempo [min] 10 60 120 180 240

Ca [ppm] 39 12 9,3 8,1 7.1

Mg [ppm] 15 3,2 2,2 1,7 1,3

P [ppm] 130 25 19 14 10
FFA [%] 1,92 2,49 2,45

Fase mucilaginosa [%] 6,5 5,1 4,6 4.4 3,6

Como se puede observar de la Figura 5, la aplicacion de acido y lejia sobre el aceite bruto como pre-
acondicionamiento conduce a un volumen considerable de la fase mucilaginosa, el cual posteriormente, a pesar del
empleo de un agitador a 600 rpm, no disminuye esencialmente. La Unica foto corresponde en este caso a una toma
de muestra, las tomas de muestras tienen lugar en los instantes 10, 60, 120, 180 y 240 minutos (de izquierda a
derecha). En la Tabla 5 se recogen los correspondientes datos analiticos, el contenido en fésforo descendié después
de 240 minutos de 247 ppm a 14 ppm, la concentracion de los iones bivalentes calcio y magnesio disminuye en el
caso del calcio de 76 ppm a 9,5 ppm, la concentracion del magnesio disminuye de 31 ppm a 1,7 ppm en el
transcurso de la reaccion. El contenido de acidos grasos libres permanece casi invariable. El pre-acondicionamiento
sirve como reaccion de preparacion para la desmucilaginacion del aceite y, al mismo tiempo, como tratamiento de
referencia.

En la Figura 6, en el caso de utilizar la enzima fosfolipasa A1 de Thermomyces lanuginosus (Sigma-Aldrich), se
puede reconocer una ligera disminucién de la fase mucilaginosa en el transcurso de la reaccion (en funcion de la
medicion / toma de muestras una foto) a aprox. 5% al final de la reaccion.

Los datos correspondientes y los instantes de la toma de muestras estan representados en la Tabla 6. El contenido
de acidos grasos libres aumenta de 1,76 % a 2,14 %. El aumento del acido graso libre es un sintoma de la actividad
de la PLA 1 que disocia los acidos grasos a partir de las moléculas de fosfolipidos.
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Sorprendentemente, se encontré entonces que mediante la adicion de una enzima disociadora de glicésidos a la
fosfolipasa se reduce claramente la fase mucilaginosa del tratamiento de aceite de colza, véanse las Figuras 7y 8 y
los correspondientes datos de las Tablas 7 y 8. En la Figura 7 se afiadié una amilasa PET (ASA Spezialenzyme), en
la Figura 8 una a-amilasa de Aspergillus oryzae (Sigma-Aldrich). Los resultados confirman también aqui que,
sorprendentemente, mediante la adicién de otra enzima disociadora de glicésidos se produce una reduccion mas
rapida e intensa de la fase mucilaginosa que significa un aumento del rendimiento en aceite.

Tabla 9: Aceite de colza: Rendimiento total de las reacciones del Ejemplo 2 segun la extraccion de Soxhlet de la fase
mucilaginosa

Rendimiento en aceite [%]
H3Cit (acido citrico) 96
PLA1 97
PLA1 + amilasa PET 98,5
PLA1 + a-amilasa de Aspergillus 98

En la Tabla 9 se representa el rendimiento total de aceite (aceite de colza) de las reacciones del Ejemplo 2 segun la
extraccion de Soxhlet de la fase mucilaginosa. En este caso, se puede observar que una enzima adicional
disociadora de glicosidos en combinacion con la PLA 1 aumenta considerablemente el rendimiento de aceite de 96%
de rendimiento en el caso de tratamiento sin enzima (H3Cit) o bien 97% de rendimiento en el caso de tratamiento
con la enzima PLA 1 sola, a en cada caso 98% (PLA 1 + a-amilasa de Aspergillus) o bien a 98,5% (PLA 1 + amilasa
de PET).

Cada ario se producen en todo el mundo aprox. 22,1 millones de toneladas de aceite de colza (USDA FAS — 2010).

En el caso de un aumento del rendimiento de aceite de 2-2,5% mediante el proceso enzimatico representado en
esta memoria se podrian producir aprox. 440.000.-550.000 toneladas mas de aceite de colza al afo.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para reducir la emulsionabilidad de aceite vegetal en fases acuosas, que comprende las etapas:

a) puesta en contacto del aceite vegetal bruto con una composicidon que comprende un primer componente
enzimatico que comprende al menos una enzima disociadora de fosfolipidos, asi como un segundo
componente enzimatico que comprende al menos una enzima no disociadora de fosfolipidos, tratandose del
segundo componente enzimatico de una a-amilasa;

b) separacion de las mucinas del aceite vegetal, en el que antes de la puesta en contacto conforme a la
etapa a), el aceite vegetal bruto se pone en contacto con agua y/o acido, pero antes de la etapa a) no tiene
lugar separacion alguna de la fase acuosa, sino que el aceite bruto pre-acondicionado se emplea
directamente en la etapa a).

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el primer componente enzimatico se elige del grupo consistente
en fosfolipasa A1, fosfolipasa A2, fosfolipasa C, fosfolipasa B, fosfolipasa D y aciltransferasa.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que la fosfolipasa A, procede de Thermomyces lanuginosus,
Fusarium oxysporium, Aspergillus oryzae, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes, especies de Pseudomonas, pancreas de cerdo o pancreas de ganado bovino; y/o
independientemente, la fosfolipasa A, procede de pancreas de cerdo, pancreas de ganado bovino, Streptomyces
violaceoruber, Naja mossambica, Thermomyces lanuginosus, Fusarium oxysporium, Aspergillus oryzae, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes o especies de Pseudomonas; y/o
independientemente, fosfolipasa C procede de Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes,
Thermomyces lanuginosus, Fusarium oxysporium, Aspergillus oryzae, Bacillus cereus o especies de Pseudomonas;
y/o independientemente, la fosfolipasa B procede de Thermomyces lanuginosus, Fusarium oxysporium, Aspergillus
oryzae, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, especies de
Pseudomonas, pancreas de cerdo o pancreas de ganado bovino.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 2 o 3, en el que la fosfolipasa A1 procede de Thermomyces lanuginosus,
Fusarium oxysporium y/o independientemente, fosfolipasa A, procede de pancreas de cerdo, pancreas de ganado
bovino, Streptomyces violaceoruber o Naja mossambica, y/o independientemente, fosfolipasa C procede de Bacillus
cereus, Clostridium perfringens o Listeria monocytogenes.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1-3, en el que la alfa amilasa disocia enlaces alfa(1-
4)glicosidicos, alfa(1-2)glicosidicos, alfa(1-6)glicosidicos), beta(1-3)glicosidicos, beta(1-4)glicosidicos y/o beta(1-
6)glicosidicos.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, en el que la alfa-amilasa es una alfa-amilasa de
Bacillus sp., Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
stearothermophilus, Pseudomonas aeroginosus, Pseudomonas fluorescens, Aspergillus oryzae o Aspergillus niger.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, en el que la relacion de la actividad enzimatica del
primer componente enzimatico a la actividad enzimatica del segundo componente enzimatico se encuentra en el
intervalo de 0,01 : 6 unidades/g de aceite a 6 : 0,01 unidades/g de aceite.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, en el que el primer y/o el segundo componente
enzimatico se presenta/presentan en forma soportada.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, en el que al mismo tiempo con las mucinas
también se separa del aceite vegetal el primer y/o el segundo componente enzimatico.

10. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, en el que en lugar del aceite vegetal se emplea
mucilago de aceite vegetal.
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