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“METODO PARA PRODUZIR GORDURAS OU OLEOS”

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Campo da Invengao

[001] A presente abordagem diz respeito a métodos para
produzir gorduras e Oleos. Especificamente, a presente abor-
dagem diz respeito ao prolongamento da atividade enzimdtica
de uma enzima usada para transesterificacdo ou esterificacéao
de um substrato para a producdo de gorduras e dleos por puri-
ficacdo do substrato antes da transesterificacdo ou esterifi-
cacao.

Técnica relacionada

[002] Lipases (triacilglicerol acilidrolases, EC 3.1.1.3)
sdo capazes de catalisar uma variedade de reagdes. Tais enzi-
mas sado comercialmente disponiveis de uma ampla faixa de fa-
bricantes e organismos, e sdo usadas em reacgdes cataliticas
com &éleos e gorduras de consumo. Ver, por exemplo, Xu, X.,
“Modification of oils and fats by lipase-catalyzed intereste-
rification: Aspects of process engineering”, in Enzyms, 1in
Lipid Modification, 190-215 (Bomscheuer, U. T., ed., Wiley-
VCH Verlag GmbH, Weinbeirn, Germany, 2000). Lipases sao usa-
das para hidrolisar glicerideos tais como triacilgicerdis e
fosfatideos. Eles também sdo usados na sintese de ésteres de
dcidos graxos e dalcoois industriais. Além do mais, lipases
sdo usadas para alcodlises (trocando alcoois ligados a éste-
res) para produtos tais como biodiesel e glicerideos parci-
ais. Lipases também podem ser usadas para catalisar reagdes
de troca de acila tal como interesterificacdo (também conhe-

cido como transesterificacao) de substratos de éster mistura-
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do para criar misturas Unicas de triacilgicerdis com caracte-
risticas funcionais desejadas.

[003] Biocatalisadores, tais como lipases também sao
atrativos por causa do seu uso sob condigdes de operacdo
brandas e seus altos graus de seletividade. Biocatalisadores
também oferecem caminhos sintéticos que evitam a necessidade
para produtos quimicos ambientalmente prejudiciais.

[004] Lipases sao adicionalmente usadas para a fabricacao
de glicerideos exclusivos. Por exemplo, 1,3-lipases especifi-
cas sao usadas na fabricacdo de 1,3-diglicerideos, como des-—
crito, por exemplo, em Patente U.S. No. 6.004.611.

[005] A reacdo de transesterificacdo tem também se torna-
do uma solucdo importante para uma ameaca recentemente iden-
tificada para a salde humana: dcidos graxos trans. Esses dci-
dos graxos trans foram ha muito desejados por suas caracte-—
risticas funcionais no uso de alimento e foram produzidos em
escala de bens de consumo por hidrogenacgdo parcial de &éleos
vegetais. Assim, eles foram facilmente disponiveis e relati-
vamente baratos por décadas. Atualmente, fornecedores de pro-
dutos alimenticios estdao procurando gorduras para substituir
6leo vegetal parcialmente hidrogenado, preferivelmente a pre-
¢os equipardveis ou mais altos. Transesterificacdo de gordu-
ras e 6leos propriamente selecionados podem fornecer gorduras
para substituir &leo vegetal parcialmente hidrogenado. Se
tails gorduras sdo produzidas por transesterificacdo de gordu-
ras e Oleos livres de acidos graxos trans, acidos graxos
trans serdo substancialmente ausentes a partir de gordura

transesterificada. A selecdo adequada de composigdes de acido
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graxo de gorduras e Oleos de partida fornecerd funcionalidade
adequada nas gorduras de substituicdo transesterificadas por
6leo parcialmente hidrogenado vantajosamente sintetizados por
interesterificacdo catalisada por lipase.

[006] A estabilidade de biocatalisadores tal como lipases
é mais convenientemente expressa em termos de meia vida, que
é o tempo apds o qual a atividade do catalisador inicial tem
diminuido pela metade o valor original. Diks, Rob M. M., *“Li-
pase stability in o0il”, Lipid Technology, 14(l1): 10-14
(2002). Um outro meio de expressar estabilidade da enzima é a
produtividade da enzima, que é medida pela quantidade do pro-
duto por unidade de enzima (g éleo produzido/g enzima), du-—
rante a primeira meia vida. Meias vidas de lipase tipicas em
reacbes de interesterificacdo sdo sete dias. Ver, por exem-—
plo, Huang, Fang-Cheng and Ju, Yi-Hsu, *“Interesterification
of palm midfraction and stearic acid with Rhizopus arrhizus
lipase immobilized on polypropylene”, Journal of the Chinese
Institute of Chemical Engineers, 28(2): 73-78 (1997); Van der
Padt, A. et al., *“Synthesis of triacylglycrols. The crucial
role of water ativity control”, Progress in Biotechnology, 8
(Biocatalysis in Non-Conventional Media): 557-62 (1992). Mei-
as vidas variam muito dependendo das lipases entre si.

[007] Entretanto, meias vidas também variam dependendo da
qualidade dos substratos. Quando biocatalisadores, tais como
enzimas, sdo usados componentes na mistura do substrato podem
diminuir o tempo de vida efetivo do catalisador. Em operacdes
continuas, a razao de substrato processado na enzima € muito

alta, dessa maneira, componentes menores de éleoc podem ter um
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efeito deletério cumulativo na atividade da enzima. Diversos
compostos de oxidagdo em &éleo, tais como hidroperédéxidos e
produtos de oxidagdo secundarios (por exemplo, aldeidos ou
cetonas), podem causar inativacdo significativa de lipase em
6leos. Ver, por exemplo, Pirozzi, Domenico, *“Improvement of
lipase stability in the presence of commercial triglyceri-
des”, European Journal of Lipid Science and Technology
105(10): 608-613 (2003); Gray, Jr. L, *“Measurement of Lipid
Oxidation: A Review”, J. Amer. 0il Chem. Soc. 55: 539-54¢6
(1978); Patent U.S. Application Publication No. 200510014237
Al, e publications cited therein. Produtos de oxidag¢do inclu-
em espécie oxidativa que inicia caminhos da reagdo radical
auto propagados, ou outra espécie de oxigénio reativa (tais
como perdxidos, o0zdbnio, superdxido, etc.). Estes e outros
constituintes que causam ou aparecem da degradacdo de gordura
ou d6leo podem resultam em degradacgao de enzima. A presencga de
dgua e outras substdncias também pode influenciar fortemente
a atividade de lipases usada na transesterificacdo. Ver, por
exemplo, Jung, H. J. And Bauer, W., “Determination of process
parameters and modeling of lipase-catalyzed transesterifica-
tion in a fixed bed reactor”, Chemical Engineering & Techno-—
logy, 15(5): 341-8 (1992). Alguns ions metdlicos (Mg 2+ e Fe
2,) tém também sido citados como inibidores para algumas li-
pases. Entretanto, os processos e fatores causadores pelos
quals lipases tornam-se inativas nado sdao completamente enten-
didos.

[008] Observou-se dque usando diferentes lotes da mesma

matéria prima em um catalisado por lipase 6leo deu amplas va-
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riacdes em meia vida de lipase. Diks, Rob M. M., “Lipase sta-
bility in o0il”, Lipid Technology, 14(1): 10-14 (2002). Nenhum
relacionamento foi encontrado entre meia vida de lipase e o
PV do 6leo ou o valor para—-anisidina (PAV). Além do mais, ne-
nhuma correlagdo entre os niveis metdalicos (Fe e Cu), glice-
rideos polimerizados, ou fosfolipidios e meia vida de lipase
poderiam ser estabilizados.

[009] Uma investigacdo a respeito da causa de perda de
atividade de lipase imobilizada na aciddélise de déleo de gi-
rassol alto oléico com &cido estearico determinou que produ-—
tos de oxidacdo aumentaram a taxa de desativacgdo, mas a remo-—
cdo de produtos de oxidacdo a partir de d6leos impediu a perda
da atividade. Nezu, T. et al., “The effect of lipids oxida-
tion on the ativity of interesterification of triglyiceride
by immobilized lipase”, in Dev. Food Eng., 6th Proc. Int.
Congr. Eng. Food, 591-3 (Yano, T. et al., eds., Blackie,
Glasgow, 1994). Lipases imobilizadas incubadas com 2-aldeidos
insaturados (tipicamente formados como produtos de oxidacao
secundarios na quebra oxidativa de &éleos) perdem sua ativida-
de catalitica. Hidroperdéxidos de &cido linoléico a niveis de
PV >5 meq/kg causam perda de atividade da lipase, e o taxa de
inativacdo de enzima aumenta a medida que PV aumenta; o meca-
nismo de inativacdo de enzima fol a geracdao de radicais 1li-
vres na enzima como os perdéxidos decompostos. Wang, Y. And
Gordon, M. H., “Effect of lipid products of oxidation on the
transesterification ativity of the immobilized lipase”, Jour-—
nal of Agricultural and Food Chemistry, 39(9): 1693-5 (1991).

Quando lipidios oxidados foram separados de uma amostra de
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6leo de palmeira e fracionados, eles demonstraram que fracdes
exibindo altos graus de inativacdo poderiam ser isoladas, mas
os compostos inibidores ndo foram identificados. Id.

[010] E comum a atividade rédpida da lipase diminuir du-
rante reagdes catalisadas de lipase continuas. Ver, por exem-—
plo, Ferreira-Dias, S. et al. *“Recovery of the ativity of an
immobilized lipase after its use in fat transesterification”,
Progress in Biotechnology, 15 (Stability and Stabilization of
Biocatalysis): 435-440 (1998); Diks, Rob M. M., “Lipase sta-
bility in o0il”, Lipid Technology, 14(1):10-1 4 (2002).

[011] Diversos métodos foram testados para eliminar perda
de atividade ou recuperar a atividade de lipase inativada.

a) Recuperacdo de atividade da lipase perdida nas
reacbes de transesterificacdo foli realizada lavando a prepa-—
racdo da lipase com hexano e ajustando a atividade da &gua da
preparacgao até 0,22. Ferreira Dias, S§. et al. “Recuperation
of the ativity of an immobilized lipase after its use in fat
transesterification”, Progress in Biotechnology, 15 (Stabi-
lity and Stabilization of Biocatalysis): 435-440 (1998). Em-
bora o mecanismo seja desconhecido, este tipo de recuperacao
da atividade é consistente com a perda da atividade causada
por acumulo de compostos inibidores, tais como produtos de
oxidagao de lipidio. Id.

b} Redugdo da atividade da &dgua de um substrato de
transesterificagdo (6leo de palmeira bruto/ éleo de semente
de colza degomado) de 280 ppm para 60 ppm fol acompanhada por
um aumento de meia vida de lipase imobilizada de 10 horas até

100 horas. Huang, Fang-Cheng and Ju, Yi-Hsu, *“Interesterifi-
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cation of palm midfraction and stearic acid with Rhizopus ar-
rhizus lipase immobilized on polypropylene”, Journal of the
Chinese Institute of Chemical Engineers, 28(2):73-78 (1997).

c) Meia vida de lipase fol aumentada imobilizando
certas composicdes com lipase. Por exemplo, a meia vida de
lipase imobilizada em silica de poro controlado aumentou cin-
co vezes quando PEG-1500 foi co-imobilizada com a lipase. So-
ares, C. M. F. et al., “Selection of stabilizing additive for
lipase immobilization on controlled pore silica by factorial
design”, Applied Biochemistry e Biotechnology, 91-
93 (Symposium on Biotechnology for Fuels and Products chemi-
cals, 2000):703-718 (2001).

d) JP 11-103884 descreve que a adicadao de pequenas
quantidades (0,01 - 5% em peso) de fosfolipidios a uma lipase
Alcaligenes imobilizada causou um aumento dez vezes em meia
vida de lipase.

e) Outros tém meia vida de lipase prolongada por
meio de pré-tratamento do é6leo do substrato. JP 08-140689 A2
descreve o uso de resina de troca idnica Duolite A-7 para
tratar uma mistura de 6leo de palmeira com estearato de etila
antes da interesterificagdo usando uma lipase Rhizopus imo-—
bilizada para aumentar a meia vida de 3 dias até 8 dias. Duo-
lite A-7 é uma resina de troca ibénica contendo grupos amino.
JP 08-140689 A2 também descreve pré-tratamento de dleos do
substrato com proteinas ou peptideos contendo um grande nUme-
ro de residuos de aminodcido bdsicos tais como histona, pro-
tainina, lisossomo ou polilisina. JP 08-140689 A2 estabelece

gue grupos amino reagem com aldeidos ou cetonas (produtos de
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oxidagdo secundarios) para formar uma base de Schiff; e que
tais produtos de oxidagdo secunddrios sdo um fator na inati-
vagao de lipase.

f) JP 02-203789 A2 descreve extensdo da meia vida
de lipase imobilizada por pré-tratamento do substrato com uma
substédncia alcalina. Quando uma mistura igual de déleo de se-—
mente de colza e 6leo de palmeira foi interesterificada em
uma coluna de lipase imobilizada em Celite 535, a meia vida
da lipase foi 18 horas. Quando o substrato fol misturado com
uma solucgdo de hidréxido de potdssio (substrato 5 mL/kg) a
meia vida da atividade da enzima foi 96 horas. Uma abordagem
alternativa é para tratar celite com hidréxido de sédio e
misturar isto na mesma mistura de substrato. Usando esta
abordagem, meia vida de lipase fol estendida até 33 horas. JP
02 203790 M.

g) Demonstrou-se que, Novozima 435 é mailis afetada
por produtos de oxidagdo secunddrios gque por hidroperdxidos
(Pirozzi, Domenico, “Improvement of lipase stability in the
presence of commercial triglycerides”, FEuropean Journal of
Lipid Science and Technology 105(10):608-613 (2003)). Com
esta lipase, mostrou-se que grupos sulfidrila de lipase inte-
ragem com dois aldeidos do produto de oxidacgdo secundarios,
4-hidroxinonenal (4-HNE) e malondialdeido (MDA). Neutralizan-
do 4-HNE e MDA em 6leo com albumina, a estabilidade da enzima
foi aumentada.

h) Pedido de patente U.S. No, 2003/0054509 descreve
o0 uso de meio de purificacdo ndo modificado (por exemplo, si-

lica gel) para aumentar meia vida enzimdtica. Pedido de pa-
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tente U.S. No. 2005/0014237 descreve o uso de processos de
desodorizagdo para aumentar meia vida enzimatica.

[012] Consequentemente, existe uma antiga necessidade na
técnica de catdlise enzimatica para solugbes desta perda de
atividade. Ver também Diks, Rob M. M., “Lipase stability in
oil”, Lipid Technology, 14(1):10-14 (2002); Wang, Y. And
Gordon, M. H., “Effect pf lipid products of oxidatin on the
transesterification activity of the immobilized lipase”,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 39(9):1693-5
(1991). O periodo de tempo sob o qual lipase retém sua ativi-
dade enzimatica é uma importante considerag¢do de custo na in-—
teresterificacdo catalisada por lipase. A perda de atividade
efetiva da enzima € prejudicial ao processo industrial por
causa do custo de substituir enzima e tempo de produgdo ne-—
cessdario para trocar enzimas, trocar colunas, e estabilizar
uma nova coluna. Assim, a extensdo de meila vida da enzima é
extremamente critica para o sucesso da comercializag¢do de in-
teresterificacdo enzimdtica. Esta necessidade antiga € uma
barreira primdria para a expansdo de reacdes catalisadas por
enzima para producdo de bens de consumo ou produtos quimicos
“em massa”.

[013] Embora mais dos mecanismos de inativacdo de lipase
e sua prevencdo sejam pouco entendidos atualmente, a presente
abordagem descreve uma solucdo efetiva para prevenir degrada-
¢cdo de lipase e aumentar sua produtividade e meia vida.

SUMARIO DA INVENCAO

[014] Modalidades da invengdo sdo direcionadas a varios

métodos para produzir gorduras ou 6leos, fazendo contato com
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um substrato inicial compreendendo um ou mais glicerideos com
um ou mais tipos de meio de purificagdo para gerar um subs-—
trato purificado, e fazer contato com o substrato purificado
com lipase para efetuar esterificagdo, interesterificag¢ao ou
transesterificagdo criando as gorduras ou dleos. Nas varias
modalidades da invencdo, o meio ou meios de purificacdo pode
ser um ou mais de aminoacidos, peptideos, polipeptideos ou
proteinas. Os aminodcidos, peptideos, polipeptideos, ou pro-
teinas podem ser revestidos em um veiculo de suporte, forman-
do dessa maneira um meio ou meios de purificagdo usados nos
métodos da invencgao.

[015] Em uma modalidade da inveng¢dao, proteina vegetal é
usada como um meio de purificagdo. Assim, uma modalidade da
invengdo € direcionada a um método para produzir gorduras ou
6leos compreendendo: (a) fazer contato com um substrato ini-
cial compreendendo um ou mais glicerideos com um ou mais ti-
pos de proteina vegetal para gerar um substrato purificado; e
(b) fazer contato com o substrato purificado com lipase para
efetuar esterificacdo, interesterificacdo ou transesterifica-
¢do criando as gorduras ou &6leos. Em varias modalidades da
invencdo, a proteina vegetal pode ser uma proteina de soja,
ou uma proteina vegetal texturizada tais como uma proteina de
soja texturizada.

[016] Em uma outra modalidade da invencdo, um ou mais dos
adcidos sdo revestidos em um ou mais tipos de meio de purifi-
cagdo. Assim, uma modalidade da invencgao é direcionada a um
método para produzir gorduras ou déleos compreendendo: (a) fa-

zer contato com o substrato inicial compreendendo um ou mais
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glicerideos com um ou mais tipos de meio de purificacdo para
gerar um substrato purificado; e (b) fazer contato com o
substrato purificado com lipase para efetuar esterificacéo,
interesterificacdo ou transesterificacdo criando as gorduras
ou 6leos; em que um ou mais dos dcidos sdo revestidos em um
ou mais tipos de meio de purificacdo. Em varias modalidades
da invencgdo, um ou mais aminodcidos pode ser qualguer um de
arginina, lisina, histidina e/ou cisteina.

[017] Ainda em uma outra modalidade da invencdo, um ou
mais peptideos, polipeptideos e/ou proteinas (“material de
proteina”) sao revestidos em um ou mais tipos de meio de pu-
rificagdo. Assim, uma modalidade da invencgdo é direcionada a
um método para produzir gorduras ou Oleos compreendendo: (a)
fazer contato com um substrato inicial compreendendo um ou
mais glicerideos com um ou mais tipos de meio de purificacéo
para gerar um substrato purificado; e (b) fazer contato com o
substrato purificado com lipase para efetuar esterificacao,
interesterificacdo ou transesterificacdo criando as gorduras
ou 6leos; em que um ou mais peptideocs, polipeptideos, ou pro-
teinas (um ou mais “materiais de proteina”) sdo revestidos em
um ou mais tipos de meio de purificacdo. A meia vida da ati-
vidade enzimatica da lipase pode ser mais que cerca de 2,5
vezes maior que a meia vida da atividade enzimdtica resultan-
te do contato com a lipase com o substrato inicial.

[018] Ainda em uma outra modalidade, a invencgao ¢ direci-
onada ao uso de uma proteina como um meio de purificacédo. As-
sim, uma modalidade da invencao € direcionada a um método pa-

ra produzir gorduras ou &leos compreendendo: (a) fazer conta-
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to com um substrato inicial compreendendo um ou mais gliceri-
deos com um ou mais proteinas para gerar um substrato purifi-
cado; e (b) fazer contato com o substrato purificado com 1li-
pase para efetuar esterificacdo, interesterificacdo ou tran-
sesterificagcdo criando as gorduras ou Oleos. A meia vida da
atividade enzimdtica da lipase pode ser mais que cerca de 2,5
vezes maior que a meia vida da atividade enzimdtica resultan-
te do contato com a lipase com o substrato inicial.

[019] Ainda em uma outra modalidade, a invencgao ¢ direci-
onada ao uso de uma proteina texturizada como um meio de pu-
rificacdo. Assim, uma modalidade da invencdo é direcionada a
um método para produzir gorduras ou 6leos compreendendo: (a)
fazer contato com um substrato inicial compreendendo um ou
mais glicerideos com um ou mais tipos de proteina texturizada
para gerar um substrato purificado; e (b) fazer contato com o
substrato purificado com lipase para efetuar esterificacéo,
interesterificacdo ou transesterificacdo criando as gorduras
ou 6leos.

[020] Em vdrias modalidades da invencgdo, os métodos para
produzir as gorduras ou 6leos também podem incluir (c) moni-
torar atividade enzimatica medindo uma ou mais propriedades
fisicas das gorduras ou &éleos apds fazer contato com a 1li-
pase; (d) ajustar o tempo de duracdo para que o substrato pu-
rificado faca contato com a lipase, ou ajustar a temperatura
do substrato inicial, o substrato purificado; um ou mais ti-
pos de meio de purificacdo ou a lipase em resposta a uma mu-
danca na atividade enzimdtica para produzir gorduras ou &leos

tendo uma maior proporgao substancialmente uniforme de este-
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rificacdo, interesterificacdo, ou transesterificacdo com re-
lagdo ao substrato inicial; e/ou (e) ajustar a quantidade e
tipo de um ou mais tipos de meio de purificacdo em resposta a
mudangas nas propriedades fisicas das gorduras ou déleos para
aumentar produtividade enzimética do lipase. Uma ou mais pro-
priedades fisicas podem incluir a temperatura do ponto de go-
tejamento Mettler das gorduras ou 6leos e/ou o perfil do teor
de gordura sdélida das gorduras ou Oleos.

[021] Nos métodos inventivos, o substrato inicial pode
também incluir qualquer dos dcidos livres de gordura, dlcoois
monoidroxilicos, dlcoois poliidroxilicos, ésteres e suas com—
binacdbes.

[022] Um ou mais glicerideos usados nos métodos inventi-
vos pode ser qualquer um de i) gordura de manteiga, manteiga
de cacau, substitutos de manteiga de cacau, gordura de ilipé,
manteiga de kokum, gordura de leite, gordura mowrah, manteiga
phulwara, gordura de sal, manteiga de karité, sebo de bornéu,
banha de porco, lanolina, gordura de boi, gordura de carnei-
ro, gordura de vela, gordura animal, &éleo de canola, &leo de
ricino, éleo de coco, éleo de coentro, éleo de milho, éleo de
semente de algoddo, 6leo de aveld, déleo de cédnhamo, 6leo de
pinho manso (jatropha), &leo de semente de linho, éleo de se-
mente de manga, ©6leo de limnanto (meadowfoam), &leo de mos-—
tarda, 6leo de mocotd, bleo de oliva, déleo de palmeira, déleo
de palmiste, 6leo de amendoim, &leo de semente de colza, déleo
de farelo de arroz, O6leo de agafroa, dbleo de sasanqua, man-
teiga de karité, &éleo de soja, 6leo de semente de girassol,

6leo de pinho, &éleo de tsubaki, o6leos vegetails, &6leos mari-
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nhos que podem ser convertidos em gorduras plasticas, &éleos
marinhos que podem ser convertidos em gorduras sélidas, 6leo
de peixe, &bleo de peixe-carvdo do Pacifico, éleo de figado de
bacalhau, 6leo de peixe olho-de-vidro laranja, &6leo pileherd,
6leo de sardinha, d&leos de baleia, &éleos de arenque, 1,3-
dipalmitoil-2-monooleina (POP), 1(3) palmitoil-3(1)-
estearoil-2-monooleina (POSt), 1, 3-diestearoil-2-monooleina
(StOst), triglicerideo, diglicerideo, monoglicerideo, trigli-
cerideo do &dcido beénico, trioieina, tripalmitina, tristeari-
na, &éleo de palmeira, estearina de palmeira, déleo de palmis-
te, estearina de semente de palmeira, glicerideos de &cidos
graxos de cadeia média; ou suas combinagdes ii) dleos parci-
almente hidrogenados processados de (i); iii) o6leos totalmen-—
te hidrogenados processados de (i); ou iv) o6leos fracionados
de (1i).

[023] O substrato inicial wusado nos métodos inventivos
pode também incluir ésteres. Os ésteres podem ser dqualquer
dos ésteres de cera, ésteres de alquila, ésteres de metila,
ésteres de etila, ésteres de isopropila, ésteres de octadeci-
la, ésteres de arila, ésteres de propileno glicol, ésteres de
etileno glicol, ésteres de 1,2-propanodiol, ésteres de 1,3-
propanodiocl, e suas combinagdes. Os ésteres podem ser forma-
dos a partir da esterificagdo ou transesterificagdo de alco-
0lis monoidroxilicos ou alcoois poliidroxilicos. Os &lcoois
monoidroxilicos ou os &alcoois poliidroxilicos podem ser com-—
postos de alcoois primarios, secunddrios ou terciarios de ca-—
deia anular, reta ou ramificada. Os &alcoois monoidroxilicos

pode ser qualquer um de alcool metilico, dlcool isopropilico,
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dlcool alilico, etanol, propanol, n-butanol, iso-butanol,
sec-butanol, terc-butanol, n-pentanol, iso-pentanol, n-—
hexanol ou alcool octadecilico. Os &alcoois poliidroxilicos
podem ser qualquer um de glicerol, propileno glicol, etileno
glicol, 1,2-propanodiol ou 1,3-propanodiol.

[024] O substrato inicial wusado nos métodos inventivos
pode também ter &lcoois monoidroxilicos primarios, secunda-—
rios ou terciarios de compostos de cadeia anular, reta ou ra-—
mificada. Os dlcoois monoidroxilicos podem ser gqualguer um de
dlcool metilico, alcool isopropilico, alcool alilico, etanol,
propanol, n-butanol, iso-butanol, sec-butanol, terc-
butanol, n-pentanol, iso-pentanol, n-hexanol ou alcool octa-—
decilico.

[025] O substrato inicial wusado nos métodos inventivos
pode também ter &lcoois poliidroxilicos primarios, secunda-—
rios ou terciarios de compostos de cadeia anular, reta ou ra-—
mificada. Os dlcoois poliidroxilicos podem ser qualguer um de
glicerol, propileno glicol, etileno glicol, 1,2 propanodiol
ou 1,3-propanodiol.

[026] O substrato inicial wusado nos métodos inventivos
pode também ter um ou mais acidos graxos que sdo saturados,
insaturados ou poli-insaturados. Um ou mais acidos graxos po-
dem ter cadeias de carbono de cerca de 4 a cerca de 22 carbo-
nos de comprimento. Os acidos graxos podem ser qualquer um de
dcido palmitico, &cido estedrico, d&dcido oléico, acido 1li-
noléico, acido linilénico, &acido araquiddnico, acido ertucico,
dcido caprdico, acido caprilico, acido caprico acido laurico,

dcido miristico, acido eicosapentaendico (EPA), &cido docos-
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saexaendico (DHA), &dcilido 5-eicossendico, acido butirico, &acido
y—-linolé&nico ou dcido linoléico conjugado.

[027] Em modalidades usando os métodos inventivos, um ou
mais tipos de meio de purificagcdo na lipase sdo empacotados
em uma ou mais colunas. As colunas podem ser colunas encami-
sadas nas quais a temperatura do substrato inicial, o subs-
trato purificado, um ou mais tipos de meio de purificagdo ou
a lipase é regulada.

[028] Em outras modalidades usando os métodos inventivos,
o0 substrato purificado pode ser preparado misturando o subs-
trato inicial com um ou mais tipos de meio de purificacdo em
um tangque para uma reacdo de purificacdo de lama em lotes ou
misturando o substrato inicial em uma série de tanques para
uma série de reagdes de purificagao de lama em lotes. O subs-
trato purificado pode ser separado a partir de um ou mais ti-
pos de meio de purificacdo por meio de filtracdo, centrifuga-
¢do ou concentracdo antes de reagir o substrato purificado
com a lipase. O substrato purificado pode entdo ser misturado
com a lipase em um tangue para uma reacdo de lama em lotes,
ou escoando o substrato purificado através de uma coluna con-—
tendo a lipase.

[029] Ainda em outras modalidades dos métodos da inven-
¢do, um leito de um ou mais tipos de meio de purificacgdo é
colocado sob um leito da lipase dentro de uma coluna. A colu-
na pode ser uma coluna encamisada na qual a temperatura do
substrato inicial, o substrato purificado, um ou mais tipos
de meio de purificacgdo ou a lipase é regulada.

[030] A lipase usada nos métodos da invencdo pode ser ob-
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tida de uma linha celular eucaridtica ou procaridtica culti-
vada. A lipase pode ser uma lipase 1,3-seletiva ou uma lipase
nao seletiva. As gorduras ou &éleos produzidos podem ser 1,3-
diglicerideos.

[031] Em modalidades da invencgdo, um ou mais glicerideos
usados nos métodos da invencgdo podem ser parcialmente éleo de
soja hidrogenado, 6leo de milho parcialmente hidrogenado,
6leo de semente de algoddo parcialmente hidrogenado, &6leo de
soja totalmente hidrogenado, &éleo de milho totalmente hidro-
genado, e/ou 6leo de semente de algoddo totalmente hidrogenado.

[032] Em outras modalidades da invencdo, um ou mais gli-
cerideos usados nos métodos da invencdo podem ser &leo de
palmeira parcialmente hidrogenado, 6leo de palmiste parcial-
mente hidrogenado, &éleo de palmeira totalmente hidrogenado,
6leo de palmiste totalmente hidrogenados, fracionados éleo de
palmeira, &éleo de palmiste fracionado, déleo de palmeira par-
cialmente hidrogenado fracionado, e/ou éleo de palmiste fra-
cionado parcialmente hidrogenado.

DESCRICAO RESUMIDA DAS FIGURAS

[033] Figura 1 mostra o ajuste da taxa de bombeamento em
funcdo do tempo de corrida para lipase exposta a substrato
nao tratado (circulos abertos), substrato tratado com argini-
na granular (circulos fechados), ou substrato tratado com me-
silica revestida com arginina (losangos fechados).

[034] Figura 2 mostra o ajuste da taxa de bombeamento em
funcdo do tempo de corrida para lipase exposta a substrato
tratado com silica revestido com arginina (losangos fecha-

dos), silica revestida com lisina (circulos abertos), silica
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revestida com histidina (tridngulos fechados), e silica re-
vestida com cisteina (estrelas “*").

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

[035] A presente abordagem diz respeito ao aumento da
produtividade ou meia vida enzimdtica de enzimas que catali-
sam esterificacado, interesterificacdo ou transesterifica-
cdo. De maneira particular, a presente abordagem diz respeito
a remocgdo de um substrato inicial de constituintes que causam
degradacdo da lipase. Tais constituintes podem causar ou apa-
recer da degradagdo de gordura ou 6leo, do tratamento ou pro-
cessamento do substrato, ou a partir de outras causas. Tais
constituintes podem ser removidos pelo tratamento do substra-
to inicial com um meio de purificacdo antes de fazer contato
com a lipase. O meio de purificacdao pode ser um ou mais ami-
noacidos, peptideos, polipeptideos ou proteinas, que sdo man-—
tidos separados a partir de enzima. Os aminodcidos, pepti-
deos, polipeptideos ou proteinas podem ser revestidos em um
veiculo de suporte sélido por meio de absorg¢do, adsorcgdo, 1li-
gagcdes covalentes, ligagbes ib6nicas ou ligagdes de hidrogé-
nio.

[036] Tratamento de substratos com aminodcidos & vantajo-
so sob o uso de substdncias contendo grupo amino convencio-
nais, tais como os descritos em JP 08-140689 A2. A vantagem
de usar aminoacidos € por causa da maior liberdade estérica
de aminodcidos livres. Grupos amino de substdncias contendo
grupo amino convencionais sdo ligados e menos facilmente dis-—
poniveis para reagir com produtos de oxidagdo secunddrios.

[037] A presente abordagem também diz respeito a testar
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aminoacidos por sua capacidade para serem usados para purifi-
car substrato inicial e aumentar a meia vida de enzimas. Um
aminoacido que € crucial para a inativagdo de uma enzima pode
ser especificamente selecionado por experimentos para a pro-
tecdo de uma enzima. Por exemplo, cisteina pode ser usada pa-
ra a enzima cuja inativagdo esté relacionada com a oxidacgdo
do grupo sulfidrila.

[038] Acredita-se que a desnaturacdo das cadeias laterais
de enzimas, especialmente nos sitios ativos, seja uma causa
da perda de atividade da enzima. A desnaturacdo pode ser cau-
sada por reacdes entre as cadeias laterais de aminodcido nas
constituintes de impureza da enzima e substrato que causam
degradacdo de enzima. Entretanto, diferentes enzimas tém di-
ferentes cadeias laterais de aminodcido envolvidas em desna-—
turacdo de enzima. Consequentemente, a presente abordagem
contempla classificagdo de aminoacidos, peptideos, polipepti-
deos ou proteinas por sua capacidade de reagir com consti-
tuintes de impureza do substrato isolados e consequentemente
serve como um meio de purificacdo do substrato inicial para
aumentar meia vida enzimdtica. Tal classificacgdo pode também
ser feita com substrato inicial que contém os constituintes
de impureza do substrato. Alternativamente, a presente abor-
dagem contempla usar aminodcidos ou peptideos ou polipepti-
deos para purificacdo do substrato inicial onde sabe-se que
um ou mais residuos de aminodcido particulares sdo propensos
a reagir com impurezas do substrato onde as reacgdes resultam
em enzima de inativacgdo. Assim, aminodcidos, peptideos ou po-

lipeptideos podem ter um efeito protetor para enzimas funcio-
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nando como uma “armadilha” para reagir e remover compostos de
inativacdo nos substratos, impedir as enzimas de serem desna-
turadas pelos compostos. Aprisionamento dos compostos de ina-
tivagcdo pode também fornecer um meio para concentrar os com-—
postos de inativacdo para recuperacdo e uso, tal como o uso
como inativadores de enzima seletivos.

[039] Aminodcidos consistem em um grupo amino € um grupo
carboxila, ambos ligados a um dtomo de carbono, que € chamado
carbono alfa. O carbono alfa é tipicamente adicionalmente 1i-
gado a um hidrogénio e um grupo R, referido como uma cadeia
lateral. Entretanto, o carbono alfa pode também ser ligado a
dois grupos R. Cadeias laterais wvariam de tamanho, forma,
carga, capacidade de ligacao de hidrogénio e reatividade qui-
mica. Cadeias laterais podem ser apolar, polar, carregadas ou
ndo carregadas. Alguns aminodcidos tém cadeias laterais basi-
cas com mais gue um grupo amino. Exemplos de tais aminoacidos
incluem lisina, arginina e histidina. Asparagina e glutamina
tém cadeias laterais amida. Cisteina e metionina tém cadeia
lateral contendo enxofre. O grupo amino (ligado ao carbono
alfa, ou parte da cadeia lateral do grupo R) pode ser um gru-—
po amino primario, secunddrio ou tercidrio. Qualquer aminoda-—
cido pode ser usado de acordo com a presente abordagem, in-
cluindo aminodcidos artificiais e isoméricos.

[040] Exceto para o uso no contexto de um residuo que é
parte de um peptideo, polipeptideo ou proteina, *“aminoacido”
da maneira aqui usada refere-se a um aminodcido ndo ligado a
outros aminodcidos por meio de uma ligagcdo de peptideo (ou,

por meio de uma ligacdo de amida). Exceto para o uso no con-
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texto de residuos que sdao parte de um peptideo, polipeptideo
ou proteina, “um ou mais aminodcidos” da maneira aqui usada
refere-se a um ou mais tipos de aminodcidos, em que oS amino-—
dcidos ndo sédo ligados um ao outro por meio de uma ligacdo de
peptideo (ou, por meio de uma ligagdao de amida). Peptideos,
polipeptideos e proteinas todos contém mais que um aminodcido
covalentemente ligado um ao outro através de ligagao de ami-
das (-NH-C(O)CHR, onde R é o grupo R ligado ao carbono alfa).
Peptideos e polipeptideos podem ser compreendidos dos mesmos
ou diferentes tipos de residuos de aminoacido (isto é, amino-
acidos tendo os mesmos ou diferentes tipos de grupos R anexa-
dos ao carbono alfa).

[041] Exemplos ndo limitantes de aminodcidos usados de
acordo com o presente incluem alanina, valina, leucina, iso-
leucina, prolina, fenilalanina, triptofano, metionina, glici-
na, serina, treonina, c¢isteina, tirosina, asparagina, gluta-
mina, &cido aspartico, 4dacido glutémico, 1lisina, arginina,
histidina, 4&acido 2-aminoadiico, acido 3-aminoadipico, beta-
alanina, &acido 2-aminobutirico, acido 4-aminobutirico, &cido
6—aminocaprdico, acido 2—-aminoeptandico, acido 2—
aminoisobutirico, acido 3-aminoisobutirico, acido 2—-
aminopimélico, acido 2,4-diaminocbutirico, desmosina, d&cido
2,2'-diaminopimélico, acido 2,3-diaminopropidnico, N-
etilglicina, N-etilasparagina, hidroxilisina, aloidroxilsina,
3-hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina, isodesmosina, alo-—
isocleucina, N-metilglicina, N-metilisoleucina, 6—-N-
metilisina, N-metilvalina; norvalina, norleucina, e omitina.

Aminodcidos podem ser do esteroisdmero levulorotdrio conven-—
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cional, ou do esteroilsbédmero dextrorotdrio. Em uma modalidade
preferida, o aminoacido é arginina, lisina, histidina ou cis-—
teina.

[042] Da forma agqui usada, o termo “material de proteina”
é aqui usado para referir-se a e englobar peptideos, polipep-

rZi

tideos e proteinas. Por exemplo, entende-se que o termo “um
ou mais materiais de proteina” seja para referir-se a um ou
mais peptideos, polipeptideos e/ou proteinas.

[043] Um outro aspecto da presente abordagem é aminodci-
dos, peptideos, polipeptideos ou proteinas revestidos em vei-
culos de suporte para aumentar o contato da area da superfi-
cie. Aminocdcidos ndo sdo soluveis em éleo e ndo podem ser bem
dispersos no substrato do &éleo para reagdo com as impurezas
de inativacdo no éleo do substrato. Aminodcidos ndo sdo qual-
quer material poroso. Grande &rea da superficie é benéfica
para um contato eficiente entre os aminodcidos e impurezas.
Uma outra vantagem de usar veiculos de suporte é o custo. Ve-
iculos de suporte sdo normalmente mais baratos que aminodci-
dos. Da forma aqui usada, “revestido” refere-se a um revesti-
mento que resulta de mistura, adsorcgao, absorcdo, ligacdo co-
valente, ligacgdo de hidrogénio ou associagdo ibnica de amino-
dcidos, peptideos, polipeptideos ou proteinas aos veiculos de
suporte.

[044] Exemplos nado limitantes de wveiculos de suporte sé-
lidos incluem carbono ativado, carbono ativado de pedra, car-
bono ativado de madeira, carbono ativado de turfa, carbono
ativado de casca de coco, minerais naturais, minerais proces-—

sados, montmorilonita, atapulgita, bentonita, paligorsquita,
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terra de Fuller, diatomita, esmectita, hormita, areia de
quartzo, limestona, caulim, argila de bola, talco, pirofili-
ta, perlita, silica, silicato de sdédio, silica hidrogel, si-
lica gel, silica pirogénica, silica precipitada, silica co-
loidal, silica dialitica, materiais fibrosos, celulose, éste-
res de celulose, éteres de celulose, celulose microcristali-
na; alumina, zeolita, amidos, peneiras moleculares, lipase
imobilizada previamente usada, terra diatomdcea, resina de
troca 16nica, resina de cromatografia exclusdo de tamanho,
resinas quelantes, resinas quirais, cinza de casca de arroz,
silica de fase reversa, e argilas de lixiviagdo. O meio de
purificagdo pode ser resinoso, granulado, particulado, mem-
branoso ou fibroso.

[045] Preferivelmente, o suporte sdélido é relativamente
barato e tem uma grande &area da superficie. Exemplos ndo li-
mitantes de tais suportes incluem carbonos ativados, minerais
naturais (tais como argilas), minerais processados (tails como
argilas ativadas por &cido), diatomita, caulim, talo, perli-
ta, varios produtos de silica, alumina, zeolita, amidos, pe-
neiras moleculares, areia de quartzo, limestona, materiais
fibrosos (tals como celulose, ou celulose microcristalina},
terra diatomdcea, cinza de casca de arroz e resinas de troca
ibnica.

[046] A presente abordagem também diz respeito ao uso de
proteina como um meio de purificacgdo do substrato. A proteina
pode ser proteina vegetal (por exemplo, proteina de soja),
proteina vegetal texturizada (por exemplo, proteina de soja

texturizada) e/ou outras proteinas, tal como proteina de so-—
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ro. Em particular, a presente abordagem & direcionada ao uso
de uma proteina como essa para purificar o substrato inicial
antes de fazer contato do substrato com lipase. Em uma moda-—
lidade da presente abordagem, proteina vegetal texturizada é
usada. Proteina vegetal texturizada tem uma textura rigida e
uma estrutura aberta expandida, que fornece maior area da su-—
perficie para interagir com &leo, conferindo assim vantagens
substanciais sob proteina convencional no seu uso para trata-
mento de &éleo.

[047] Ao contrdrio, grupos amino em peptideos convencio-
nais ou proteinas (tais como os descritos em JP 08-140689 A2)
sdao ligados e nao facilmente disponiveis para reagir com pro-
dutos de oxidacdo secunddrios. Em uma matriz ndo aquosa, for-
¢cas ib6nicas mantém proteinas agrupadas tendem a ser pelo me-
nos uma ordem de grandeza maior gue outras forgas (por exem-
plo, interagdes Van der Waals ou ligagcdo de hidrogénio). Pro-
teinas convencionais em uma matriz ndo aquosa tende a se
agrupar e apresentar a menor area total da superficial possi-
vel ao meio ndo aquoso. Assim, proteinas convencionais mini-
mizam os grupos amino disponiveis para interacdo com os com-—
ponentes dos &leos que sao considerados causadores de inati-
vacdo da enzima. Consequentemente, aminodcidos de proteinas
convencionais sdo relativamente impenetrdaveis (e ndo disponi-
vels) em &leos e outro meio ndo agquoso, e ndo reagem tdao fa-
cilmente com os componentes do 6leo considerados causar a
inativag¢do da enzima.

[048] As proteinas usadas de acordo com a presente abor-

dagem fornecem vantagens sobre proteinas convencionais. De
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acordo com uma modalidade da presente abordagem, proteina ve-
getal texturizada da marca TVP® disponivel de Archer-Daniels-
Midland Company of Decatur, Illinocis é usada. O teor de umi-
dade deste produto é tipicamente cerca de 6%. Vantagens con-
feridas pelo processo de texturizacdo incluem rigidez da par-
ticula e aumento na area da superficie com relacdo a proteina
ndo texturizada. Outros tratamentos tais como expansores de
fava de soja tipica e dispositivos de formacdo de coleta tam-
bém podem ser usados para conferir propriedades desejadas na
proteina.

[049] Um bom contato entre o substrato inicial e um meio
de purificacdo do substrato da proteina pode ser facilitado
usando uma proteina que € relativamente seca. Assim, em uma
modalidade, o teor de umidade da proteina (por exemplo, uma
proteina vegetal ou uma proteina vegetal texturizada) é menor
que cerca de 5%. Por exemplo, o teor de umidade da proteina
pode ser de cerca de 0% a cerca de 5%, ou qualgquer quantidade
entre cerca de 0% e cerca de 5% (por exemplo, cerca de 0%,
cerca de 1%, cerca de 2%, cerca de 3%, cerca de 4%, ou cerca
de 5%), ou qualquer faixa entre cerca de 0% e cerca de 5%
(por exemplo, cerca de 2% a cerca de 4%).

[050] A faixa de umidade da proteina (por exemplo, uma
proteina vegetal ou uma proteina vegetal texturizada) pode
ser controlada durante fabricacdo para dar o teor de umidade
desejado. Alternativamente, o teor de umidade da proteina po-
de ser ajustado apds fabricagao, por exemplo, por forno de
secagem ou contato com um solvente que remove alguma da umi-

dade da proteina vegetal texturizada. Umidade pode ser remo-
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vida por outros métodos conhecidos, tal como lavando com sol-
ventes anidros. Por exemplo, o teor de umidade de proteina
vegetal texturizada contendo 6% de umidade pode ser reduzido
lavando com etanocl anidro. Proteina vegetal texturizada lava-
da com etanol pode ser rinsada com um solvente que tem boa
miscibilidade com triacilgicerdis, tails como acetona, acetato
de etila ou hexano.

[051] A composicgdo tipica da fava de soja é cerca de 18%
de 6leo, cerca de 38% de proteina, cerca de 15% de carboidra-
to insoltvel (fibra dietética), cerca de 15% de carboidrato
sollveis (sacarose, estaquiose, rafinose, outros) e cerca de
14% de umidade, cinza e outros. Ver, por exemplo, Egbert, W.
R., "“Isolated soy protein: Technology, properties, and appli-
cations”, 1in soybeans as Functional Foods and Ingredients,
134-163 (KeShun L., ed., AOCS Press, Champaign, IL 2004).
Proteina de soja texturizada é feita primeiramente trincando
as favas de soja para remover a casca e laminando as favas em
flocos totalmente gordurosos. O processo de laminacdo rompe a
célula do 6leo, facilitando a extracdo do solvente do &6leo.
Apdés o Oleo ser extraido, o solvente é removido e os flocos
sdo secos, criando flocos de soja desengordurados. Os flocos
desengordurados podem em seguida ser moido para produzir fa-
rinha de soja, dimensionada para produzir grdos de soja ou
texturizada para produzir proteina de soja texturizada tal
como proteina vegetal texturizada da marca TVP® Archer-
Daniels-Midland Company's. 0Os flocos desengordurados podem
ser adicionalmente processados para produzir concentrados de

proteina de soja e proteina de soja isolada. Isto é acompa-
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nhado pela remocdo dos componentes de carboidrato de fava de
soja seguido pela secagem.

[052] Proteinas de soja sao geralmente classificados em
trés grupos: farinha de sojas, concentrados de proteina de
soja e proteinas de soja isoladas com teores proteina minimos
de cerca de 50%, cerca de 65% e cerca de 90% (base seca),
respectivamente. Farinhas de soja sdo vendidas tanto como pds
finos quanto graos com um tamanho de particula variando de -
0,2 a 5 mm. Esses produtos podem ser fabricados usando aque-
cimento minimo para manter a atividade da enzima inerente da
soja, ou ligeiramente a altamente torrados para reduzir ou
eliminar a enzimas ativas. Farinhas de soja e grados foram
tradicionalmente usados como um ingrediente na industria de
padaria.

[053] Concentrados de proteina de soja sdo tradicional-
mente fabricados usando alcool aquoso para remover os aguca-
res solUveis a partir de flocos de soja desengordurados (fa-
rinha de soja). Este processo resulta em uma proteina com
baixa solubilidade e um produto que pode absorver &gua, mas
ndo tem a capacidade para gelificar ou emulsificar a gordura.

[054] Concentrados lavados de alcool tradicional sdo usa-—
dos para fortificagdo de proteina de alimentos bem como na
fabricacao de concentrados de proteina de soja texturizada.
Concentrados de proteina de soja funcionais ligam &gua, emul-
sificantes de gordura e formam um gel mediante aquecimento.
Concentrados de proteina de soja funcionails podem ser produ-—
zidos de concentrado lavado de alcool usando aguecimento e

homogeneizacdo seguido por secagem por aspersao; ou produzi-
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dos usando um processo de lavagem com &gua a um pH acidico
para remover os acglUcares solUvels seguido por neutralizacgéao,
processo térmico, homogeneizagao e secagem por aspersao. Con-
centrados de proteina de soja funcionais sdo amplamente usa-—
dos na industria de carne para ligar agua e emulsificar gor-—
dura. Estas proteinas também sdo efetivas em estabilizar mo-
lhos e sopas altamente gordurosos.

[055] Proteinas de soja texturizadas ou estruturadas po-
dem ser feitas de farinha de soja, concentrado de proteina de
soja ou proteina de soja isolada. Proteina vegetal texturiza-
da da marca TVP® é fabricada através de extrusdo termoplasti-
ca de farinha de soja sob calor uUmido e alta pressdao. Versa-—
dos na técnica sdo familiarizados com as variedades de prote-—
ina vegetal texturizada. Concentrado de proteina de soja tex-
turizada ¢ produzido de pds concentrados de proteina de soja
usando tecnologia de fabricagdo similar a proteina wvegetal
texturizada da marca TVP® da Archer-Daniels-Midland Company.
Produtos de proteina texturizada uUnicos podem ser produzidos
usando combina¢des de proteina de soja ou outros ingredientes
de proteina pulverizados tal como gluten de trigo em combina-
¢do com varias fontes de carboidrato (por exemplo, amidos).
Versados na técnica sdo familiarizados com os produtos textu-
rizados fabricados pela tecnologia de extrusdo termoplastica.
Tals produtos sdo distribuidos por todo o mundo na forma se-
ca. Estes produtos s&o hidratados em dgua ou solugbes flavo-
rizadas antes do uso em produtos de carne processados, vege-—
tarianos andlogos ou usados sozinhos em outros produtos ali-

menticios acabados para simular carne. Tecnologia de fibra
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formada por extrusdo continua pode ser usada para produzir
uma proteina texturizada fibrosa de proteina de soja isolada
com uma estrutura que se parece muito com fibras de carne.

[056] Proteinas de soja isoladas podem ser fabricadas de
flocos de soja desengordurados por separacgao da proteina de
soja tanto de carboidrato soltvel quanto insoldvel da fava de
soja.

[057] Proteina de soja adequada para © uso na presente
abordagem inclui proteina vegetal texturizada da marca TVP®
Archer-Daniels-Midland Company's (Decatur, IL). Tal proteina
de soja é um produto de comércio contendo nominalmente cerca
de 53% de proteina, cerca de 3% de gordura, cerca de 18% de
fibra dietética total, cerca de 30% de carboidratos e cerca
de 9% de umidade méxima. Este material é disponivel em uma
variedade de texturas, tamanhos e cores e ¢ usado na indus-
tria de alimento como um substituto para carne moida em bifes
de carne moida, salsicha, alimentos vegetarianos, mistura de
carne moida e outras aplicacgbes de alimentos similares. Um
produto preferido é Archer-Daniels-Midland Co. product code
165 840, que é fornecido na forma de grdnulos amarelo desbo-
tado de cerca de didmetro de 1/16 polegadas.

[058] Proteina de soja fabricada de acordo com outros
processos é também usada na presente abordagem. Por exemplo,
a proteina de soja pode também ser como proteinas vegetais
texturizadas descritas na patente U.S. 4.103.034 e 4.153.738,
gue sao por meio destas incorporadas pela referéncia.

[059] A presente abordagem também diz respeito a usar um

meio de purificagdo ndo modificado para reduzir dentro de um
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substrato de gordura ou &éleo os constituintes que causam ou
aparecem da degradacdao de gordura ou &6leo. Dessa maneira, o
método de fabricar um produto esterificado, transesterificado
ou 1interesterificado pode compreender adicionalmente fazer
contato com o substrato inicial (gorduras ou &leos sozinhos,
ou misturados com componentes adicionais tails como ésteres,
dcidos livres de gordura ou dlcoois) com um ou mais tipos de
meio de purificagdo ndo modificado produzindo dessa maneira
um substrato processado por meio de purificacdo. O meio de
purificagdo pode fazer contato com o substrato em uma ou mais
colunas ou em uma ou mals reacgdes do tipo lama em lotes. O
meio de purificagdo preferivelmente entra em contato com o
substrato antes de o substrato entrar em contato com a enzi-
ma. Qualgquer meio de purificacdo e métodos de uso descritos
no pedido de publicacdo de patente U.S.2003/0054509 Al podem
ser usados junto com a presente abordagem, e sdo por meio
destas incorporadas pela referéncia.

[060] Desodorizacgdo pode ser usada junto com as técnicas
de purificacdo descritas pela presente abordagem. Exemplos de
processos de desodorizacgdo incluem as técnicas de desodoriza-
cdo descritas por O. L. Brekke, Deodorization, in Handbook
of Soy 0Oil Processing and Utilization, Erickson, D. R. et
al. eds., pp. 155-191 publicada pela American Soybean Associ-
ation and the American Oil Chemists' Society; or by Bailey's
Industrial 0il and Fat Products, 5a ed., Vol. 2 (pp. 537-540)
and Vol. 4 (pp. 339-390), Hui, Y. H. ed., publicado por John
Wiley e Sons, Inc. Desodorizacdo a temperatura ambiente pode

também ser usada da forma como ela serd removido do ar do
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6leo, que causa oxidacgdo de d6leo. Outros processos de desodo-
rizagdo sdo descritos nas Patentes U.S. Nos. 6.172.248 e
6.511.690; e no pedido de publicagcdo de patente U.S.
2005/0014237 Al. Todas essas técnicas de desodorizacgdo sdo
por meio destas incorporadas pela referéncia. Em uma modali-
dade preferida, os métodos de pré-tratamento da presente
abordagem obviam a necessidade para desodorizacdo de substra-
to antes do contato com a lipase.

[061] A presente abordagem também contempla prevenir
oxidagao do substrato do 6leo mantendo o 6leo sob gases iner-
tes, tals como nitrogénio, didéxido de carbono ou hélio duran-
te ou apds a purificacgao. Os produtos esterificados, transes-—
terificados ou interesterificados da presente abordagem tam-
bém podem ser desodorizados apds o tratamento com enzima.

[062] Com o propdsito aqui, o termo *“substrato inicial”
inclui gorduras ou 6leos refinados ou ndo refinados, branque-
ados ou ndo brangqueados e/ou desodorizados ou ndo desodoriza-
dos. As gorduras ou O&leos podem compreender um gordura ou
6leo simples ou combinagdes de varias gorduras ou O6leos. De
acordo com a presente abordagem, um substrato pode ser reci-
clado (isto ¢é, desodorizados, colocados em contato com meio
de purificacdo, esterificado, transesterificado ou intereste-
rificado mais que uma vez). Consequentemente, versados na
técnica reconheceriam que *“substrato inicial” inclui i) subs-
tratos que nunca foram desodorizados, ii) substratos que fo-
ram desodorizados uma ou mais vezes, 1ii) substratos que ja-
mais entraram em contato com o meio de purificagado, iv) subs-

tratos que tiveram contato com o meio de purificacdo uma ou
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mais vezes, V) substratos que nunca foram esterificados,
transesterificados ou interesterificados, e vi) substratos
que foram esterificados, transesterificados ou interesterifi-
cados uma ou mais vezes. O processo de esterificacdo, tran-
sesterificacdo ou interesterificacdo pode ser catalisado en-
zimaticamente, tal como com um lipase, ou quimicamente, tal
como com alcali ou catalisadores alcdxido.

[063] Os termos “substrato processado por meio de purifi-
cagao” ou *“substrato purificado” referem-se a um substrato
gue entrou em contato com um ou mais meio de purificagdo pelo
menos uma vez. Antes do seu contato com enzima, um substrato
inicial ou um substrato processado por meio de purificacao
pode ser misturado com componentes adicionais incluindo éste-
res, acidos livres de gordura ou alcoois. Estes ésteres, aci-
dos livres de gordura ou alcoois que sdo adicionados ao subs-—
trato inicial ou substrato processado por meio de purificacéao
podem opcionalmente entrar em contato com o meio de purifica-
cdo antes de fazer contato com enzima.

[064] Os termos *“produto” e *“produto esterificado, tran-
sesterificado ou interesterificado” sadao usados intercambia-
velmente e incluem gorduras esterificadas, transesterificadas
ou interesterificadas, o6leos, triglicerideos, diglicerideos,
monoglicerideos, &lcoois mono ou poliidroxilicos, ou ésteres
de alcoois mono ou poliidroxilicos produzidos por meio da
transesterificagdo enzimdtica ou processo de esterificacgdo. O
termo “produto” da forma aqui usada tem entrado em contato
pelo menos uma vez com uma enzima capaz de causar esterifica-

cdo, transesterificacdo ou interesterificacdo. Um produto po-
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de ser um fluido ou sélido a temperatura ambiente, e & aumen-
tado em seu teor proporcional de gorduras esterificadas,
transesterificadas ou interesterificadas, o6leos, trigliceri-
deos, diglicerideos, monoglicerideos, alcoois mono ou polii-
droxilicos, ou ésteres de dlcoois mono ou poliidroxilicos co-—
mo um resultado de seu contato com a enzima de transesterifi-
cacdo ou esterificacdo. Produto esterificado, transesterifi-
cado ou interesterificado é para ser distinguido a partir
de teores de substrato inicial ou substrato processado por
meio de purificacdo, em que o produto tem submetido reacdo de
transesterificagdo ou esterificagdo enzimdtica adicional. A
presente abordagem contempla o uso de qualquer combinacdo dos
processos de desodorizacado, purificacdo e transesterificacao
ou de esterificacdo para a producgcdo de gorduras esterifica-
das, transesterificadas ou interesterificadas, &éleos, trigli-
cerideos, diglicerideos, monoglicerideos, dlcoois mono ou po-—
liidroxilicos, ou ésteres de alcoois mono ou poliidroxilicos.
[065] O termo *“enzima” da forma usada no método da pre-
sente abordagem inclui, mas sem limitacdes, lipases da manei-
ra aqui discutida, ou qualquer outra enzima capaz de causar
modificar gorduras ou dleos, tal como pela esterificacéo,
transesterificacdo, ou interesterificacdo de substrato. Ou-
tras enzimas capazes de modificar gorduras e &6leos incluem,
mas sem limitacgdes, oxidoredutases, peroxidases e esterases.
[066] Gorduras e Oleos sao compostos principalmente de
triglicerideos feitos de uma espinha dorsal de glicerol nas
quais os grupos hidroxila s&o esterificados com acidos carbo-

xilicos. Ao passo que gorduras sdlidas tendem a ser formadas
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por triglicerideos tendo acidos graxos saturados, trigliceri-
deos com acidos graxos insaturados tendem a ser liquidos
(6leos) a temperatura ambiente. Monoglicerideos e digliceri-
deos, tendo respectivamente um éster de adcido graxo e dois
grupos alcodlicos ou dois ésteres de acido graxo € um grupo
alcodlico, também sdao encontrados em gorduras e &6leos em uma
menor quantidade do que os triglicerideos.

[067] Glicerideos usados na presente abordagem incluem
moléculas da férmula quimica CHpRCHR’CH2R’’ em que R, R’ e
R’’ sdo &lcoois (OH) ou grupos de acido graxo dados por -
OC(=0)R’'’’, em que R’’’ é uma cadeia de carbono saturada, in-
saturada ou poli-insaturada, reta ou ramificada com ou sem
substituintes. R, R’, R’’ e o0s grupos de 4acido graxo em um
glicerideo dado podem ser os mesmos ou diferentes. Os grupos
do &cido R, R’ e R'’ podem ser obtidos de gqualquer um dos
dcidos livres de gordura aqui descritos. Glicerideos para a
presente abordagem incluem triglicerideos nos quais R, R’ e
R’’ sdo todos os grupos de &cido graxo, diglicerideos nos
quais dois de R, R’ e R’’ sdo grupos de &dcido graxo e uma
funcionalidade do 4&alcool €& presente; monoglicerideos nos
quais um de R, R’ ¢ R’ & um grupo de acido graxo e duas fun-
cionalidades do dlcool sdo presentes; e glicerol no qual cada
qual de R, R’ e R’’ & um grupo alcool. Glicerideos usados co-
mo materiais de partida da presente abordagem incluem gordu-
ras e Oleos naturais, gorduras e &éleos processados, gorduras
e O6leos refinados, gorduras e O6leos refinados e brangqueados,
gorduras e 6leos refinados, brangueados e desodorizados, gor-

duras e &leos expelidos, e gorduras e &leos sintéticos. O
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processo pode também ser realizado na presenca de um substra-
to em contato com um solvente. Um exemplo € miscela de &leo
de fava de soja, que é o produto de extracdao do solvente de
6leo de fava de soja e muitas vezes compreende &6leo de fava
de soja bruto em hexano. Exemplos de gorduras e &éleos refina-
dos sdo aqui descritos em Stauffer, C., fats and oils, Eagan
Press, St. Paul, Mims. (1996). Exemplos de gorduras e Oleos
processados sao refinados, gorduras e &leos refinados e bran-
qgueados, hidrogenados e fracionados.

[068] Os termos *“grupos de acido graxo” ou “grupos acido”
ambos referem-se a grupos gquimicos dados por -OC(=Q)R’’’.
Tais *grupos de acido graxo” ou *grupos dcido” sdo conectados
ao restante do glicerideo por meio de uma ligagdo covalente
ao atomo de oxigénio que é unicamente ligado ao carbono da
carbonila. Ao contrdrio, os termos “acido graxo” ou *“acido
graxo livre” ambos referem-se a HOC(=O)R’’’ e ndo sado cova-
lentemente ligados a um glicerideo. Em *“grupos de acido gra-
x0”, *“grupos dacido”, *acidos livres de gordura”, e *“acidos
graxos”, R’’’ é uma cadeia de carbono saturada, insaturada ou
poliinsaturada, reta ou ramificada com ou sem substituintes,
da forma aqui discutida. Versados na técnica reconhecerao que
R’’’ dos *“4cidos livres de gordura” ou *&dcidos graxos” (isto
é, HOC(=0)R’’’) aqui descritos sdo usados como R’’’ nos “gru-
pos de acido graxo” ou “grupos acido” anexados aos gliceri-
deos ou a outros ésteres usados como substratos na presente
abordagem. Isto ¢, um substrato da presente abordagem pode
compreender gorduras, 6leos ou outros ésteres tendo grupos de

dcido graxo formados a partir dos acidos livres de gordura ou
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dcidos graxos aqui discutidos.

[069] Um ou mais gordura de manteiga, manteiga de cacau,
substitutos de manteiga de cacau, gordura de 1lipé, manteiga
de kokum, gordura de leite, gordura mowrah, manteiga phulwa-
ra, gordura de sal, manteiga de karité, sebo de bornéu, banha
de porco, lanolina, gordura de boi, gordura de carneiro, gor-—
dura de vela, gordura animal, éleo de canola, déleo de ricino,
6leo de coco, éleo de coentro, 6leo de milho, éleo de semente
de algoddo, éleo de aveld, 6leo de cénhamo, 6leo de pinho
manso (jatropha), ©éleo de semente de linho, &éleo de semente
de manga, &éleo de limnanto (meadowfeoam), &leo de mostarda,
6leo de mocotd, dleo de oliva, bleo de palmeira, d6leo de se-—
mente de palmeira, 6leo de amendoim, &éleo de semente de col-
za, Oleo de farelo de arroz, &6leo de acafroa, dleo de sasan-
qua, manteiga de karité, &éleo de soja, 6leo de semente de gi-
rassol, 6leo de pinho, éleo de tsubaki, éleos vegetais, &éleos
marinhos que podem ser convertidos em gorduras pldasticas,
6leos marinhos que podem ser convertidos em gorduras sélidas,
6leo de peixe, Oleo de peixe—-carvao do Pacifico, 6leo de fi-
gado de bacalhau, 6leo de peixe olho-de-vidro laranja, ©o6leo
pileherd, &leo de sardinha, déleos de baleia, &6leos de aren-—
que, 1,3-dipalmitoil-2-monooleina (POP), 1(3) palmitoil-3(1)-
estearoil-2-monooleina (POSt), 1, 3-diestearoil-2-monooleina
(StOst), triglicerideo, diglicerideo, monoglicerideo, trigli-
cerideo do &dcido beénico, trioieina, tripalmitina, tristeari-
na, 6éleo de palmeira, estearina de palmeira, déleo de semente
de palmeira, estearina de semente de palmeira, glicerideos de

dcidos graxos de cadeia média, ou suas combinagdes.
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[070] Gorduras e Oleos processados tals como gorduras e
6leos hidrogenados ou fracionados também podem ser usados.
Exemplos de gorduras fracionadas incluem &6leo de palmeira,
estearina de palmeira, &6leo de semente de palmeira, e estea-
rina de semente de palmeira. Formas totalmente ou parcialmen-
te hidrogenadas, saturadas, insaturadas ou poliinsaturadas
das gorduras supralistadas, o6leos, triglicerideos ou diglice-
rideos também sdo usados para a presente abordagem. Para o
método desta abordagem, as gorduras descritas, &éleos, trigli-
cerideos ou diglicerideos sdo usdveils unicamente, ou pelo me-
nos dois deles podem ser usados na mistura.

[071] “Esterificacao” ou “transesterificacgdo” sao os pro-
cessos pelos qualis um grupo de acido graxo € adicionado, re-—
posicionado ou substituido em um ou mais componentes do subs-
trato. O grupo &dcido pode ser derivado de uma gordura ou &leo
que é parte do substrato inicial, ou de um acido graxo livre
ou éster que foi adicionado ao substrato inicial ou substrato
processado por meio de purificacao.

[072] O termo “esterificacdo” inclui o processo no qual
R, R’ ou R’ em um glicerideo é convertido de um grupo alcod-
lico (OH) para um grupo de dcido graxo dado por —-OC(=0)R''’,
O grupo de acido graxo que substitui o grupo alcodlico pode
vir a partir do mesmo glicerideo ou diferente glicerideo, ou
de um dcido graxo livre ou éster que foi adicionado ao subs-—
trato inicial ou o substrato processado por meio de purifica-
gdo. A presente abordagem também contempla esterificacao de
dlcoois que foram adicionados ao substrato inicial ou o subs-

trato processado por meio de purificagdo. Por exemplo, um al-
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cool assim adicionado pode ser esterificado por um &cido gra-
x0 livre adicionado ou por um grupo de dcido graxo presente
em um glicerideo que fol um componente do substrato inicial.
Um exemplo ndo limitante de esterificacdo inclui reacdo de um
dcido graxo livre com um alcool.

[073] Esterificacgdo também incluil processos pertencendo a
fabricacdo de biodiesel, tal como discutido nas Patentes U.S.
Nos. 5.578.090; 5.713.965; e 6.398.707, que sao por meio des-
tas incorporadas pela referéncia. O termo “biodiesel” inclui
ésteres de alquila inferior de grupos de dcido graxo encon-
trados em glicerideos animais ou vegetais. Esteres de alquila
inferior incluem éster de metila, éster de etila, éster de n-
propila, e éster de isopropila. Na produgcdo de biodiesel, o
substrato inicial compreende gorduras ou ©&éleos. Um ou mais
dlcoois inferiores (por exemplo, metanol, etanol, n-propanol
e isopropanol) sao adicionados a este substrato e a mistura
em seguida entra em contato com enzima. A enzima faz com que
0s alcoois a serem esterificados com os grupos de acido graxo
que € parte dos glicerideos de gordura ou déleo. Por exemplo,
R, R’ ou R’ em um glicerideo é um grupo de acido graxo dado
por -OC(=0)R’’’. Mediante esterificacdo de metanol, o produto
do biodiesel €& CH30C(=0)R’’’. Produtos do biodiesel também
incluem esterificacdo de &alcoois inferiores com acidos livres
de gordura ou outros ésteres que sdo adicionados ao substrato
inicial ou substrato processado por meio de purificacgéao.

[074] O termo *“transesterificacdo” inclui o processo no
qual R, W ou R’/ em um glicerideo € um primeiro grupo de aci-

do graxo dado por —-OC(=0)R’’'’, e o primeiro grupo de acido
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graxo € substituido por um segundo grupo de acido graxo dife-
rente. O segundo grupo de &dcido graxo que substitui o primei-
ro grupo de dcido graxo pode vir a partir da mesma ou dife-
rente gordura ou 6leoc presente no substrato inicial. O segun-
do acido graxo pode também vir de um acido graxo livre ou és-—
ter adicionado ao substrato inicial ou o substrato processado
por meio de purificacdo. A presente abordagem também contem-
pla transesterificacdo ou interesterificacdo de &lcooils ou
outros ésteres esterificados que foram adicionados ao subs-—
trato inicial ou o substrato processado por meio de purifica-
¢cdo. Por exemplo, um dlcool assim adicionado pode ser tran-—
sesterificado ou interesterificado por um &cido graxo livre
adicionado, por um grupo de &dcido graxo em um éster adiciona-
do, ou por um grupo de &dcido graxo presente em um glicerideo
qgque fol um componente do substrato inicial. Um exemplo néao
limitante de transesterificacdo inclui reacdo de uma gordura
ou 6leo com um dlcool (por exemplo, metanol) ou com um éster.

[075] O termo “interesterificacdo” inclui, por exemplo, o©
processo de aciddlise, alcodlise, glicerdlise e transesteri-
ficacdo. Exemplos destes processos sao aqui descritos, em Fo-
usseau, D. and Marangoni, A.G., “‘Chemical Interesterification
of Food Lipids: Theory and Practice”, in Food Lipids Chemis-—
try, Nutrition, and Biotechnology, Second Edition, Revised
and Expanded, Akoh, C.C. and Min, D.B. eds., Marcel Dekker,
Inc., New York, NY, Chapter 10, que é por meio desta incorpo-
rada pela referéncia. Aciddélise inclul a reagdo de um &acido
graxo com um éster, tal como um triacilglicerol; alcodlise

inclui a reacdo de um &lcool com um éster, tal como um tria-
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cilglicerol; e glicerdlise incluil reagdes de alcodlise nas
quais o alcool é glicerol. Um exemplo ndo limitante de inte-
resterificacdo ou transesterificacdo inclui reacbes de dife-
rentes triglicerideos resultando em reorganizagdao dos grupos
de acido graxo nos glicerideos e triglicerideos resultantes.

[076] Um produto esterificado, transesterificado ou inte-
resterificado foram respectivamente submetidos ao processo de
esterificacdo, transesterificacdo ou interesterificacao. A
presente abordagem diz respeito as enzimas capazes de efetuar
o0 processo de esterificacdo, transesterificacdo ou de inte-
resterificacdo para gorduras, déleos, triglicerideos, diglice-
rideos, monoglicerideos, &cidos livres de gordura, &lcoois
mono ou poliidroxilicos, ou ésteres de alcoois mono ou polii-
droxilicos.

[077] Da forma aqui usada, a “meia vida” de uma enzima é
o tempo no qual a atividade enzimdtica de uma amostra de en-
zima € diminuida pela metade. Se, por exemplo, uma amostra de
enzima diminui sua atividade relativa de 100 unidades para 50
unidades em 10 minutos, entdoc a meia vida da amostra de enzi-
ma € 10 minutos. Se a meia vida desta amostra € constante,
entdo a atividade relativa serd reduzida de 100 para 25 em 20
minutos (duas melas vidas), a atividade relativa serd reduzi-
da de 100 para 12,5 em 30 minutos (trés meias vidas), a ati-
vidade relativa serd reduzida de 100 para 6,25 em 40 minutos
(quatro meias wvidas), etc. Da forma aqui usada, a expressao
“meia vida de uma enzima” significa a meia vida de uma amos-
tra enzimatica.

[078] Uma meia wvida “prolongada” refere-se a uma “meia
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vida” maior. Prolongar a meia vida de uma enzima resulta em

o

aumentar a meia vida de uma enzima por cerca de 1%, 2%, 3%,

X

4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%,
105%, 110%, 115%, 120%, 125%, 130%, 135%, 140%, 145%, 150%,
155%, 160%, 165%, 170%, 175%, 180%, 185%, 190%, 195%, 200%,
210%, 220%, 230%, 240%, 250%, 260%, 270%, 280%, 290%, 300%,
320%, 340%, 360%, 380%, 400%, 420%, 440%, 460%, 480%, 500% ou
mais comparado a meia vida de uma enzima usada em um Processo
de producdo de gordura ou 6leo esterificado, transesterifica-
do ou interesterificado que ndo emprega um meio de purifica-
cao.

[079] Exemplos ndo limitantes de “constituintes que cau-
sam ou aparecem da degradacgdo de gordura ou 6leo” incluem es-—
pécie oxidativa ou de oxidacgdo, espécie de oxigénio reativa,
produtos de oxidagdo de gordura ou éleo, perdxidos, ozdnio
(O3), O2, superdxido, dcidos livres de gordura, compostos vo-
lateis e orgédnicos, radicails livres, metais tracgos, e pré-
oxidantes naturais tal como clorofila. Tais constituintes
também incluem outros compostos caracterizados ou ndao carac-—
terizados reconhecidos pelos versados na técnica para causar
ou surgir da degradacdao de gordura ou éleo. Tais constituin-
tes podem surgir a partir de caminhos de oxidacdo, ou a par-
tir de outros caminhos reconhecidos pelos versados na técnica
para resultar em degradacdo de gordura ou &éleo. *“Reduzir” os
constituintes que causam ou aparecem da degradacdo de gordura
ou 6leo em uma amostra do substrato refere-se a baixar a con-

centracdo, porcentagem ou tipos de tais constituintes na
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amostra.

[080] O método de fazer um produto esterificado, transes-
terificado ou interesterificado pode compreender adicional-
mente misturar o substrato inicial e/ou o substrato processa-
do por meio de purificacdo com a enzima em um ou mais tanques
para uma reacdo de lama em lotes, ou escoar o substrato ini-
cial e/ou o substrato processado por meio de purificacgdo
através de uma coluna contendo a enzima. Um leito de um ou
mais tipos de meio de purificacdo pode ser colocado sob um
leito da enzima dentro de uma coluna a montante a partir de
enzima.

[081] O substrato inicial, o substrato processado por
meio de purificacdo, o produto e a enzima esterificados,
transesterificados ou interesterificados podem ser em um meio
ambiente de gds inerte. O gds inerte pode ser selecionado a
partir de grupo que consiste em Nz, CO2, He, Ar e Ne. Prefe-
rivelmente, os métodos da presente abordagem compreendem adi-
cionalmente prevenir degradacdo oxidativa do substrato ini-
cial, o substrato processado por meio de purificacdo, o pro-
duto esterificado, transesterificado ou interesterificado ou
a enzima. O método de fazer um produto esterificado, transes-
terificado ou interesterificado pode compreender adicional-
mente prevenir degradacdo oxidativa ao substrato inicial, o
substrato processado por meio de purificacdo, o produto este-
rificado, transesterificado ou interesterificado ou a enzima.

[082] Versados na técnica reconhecerao gue com relagdao ao
método de fazer um produto esterificado, transesterificado ou

interesterificado, qualquer combinacdo das particularidades
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descritas anteriormente pertencentes a opgdes de desodoriza-
¢cao (por exemplo, vazao, tempo de permanéncia ou residéncia,
temperatura, pressdo, escolha de gas inerte), substrato ini-
cial, componentes (por exemplo; acidos livres de gordura, és-—
teres ndo glicerideos, &lcoois) opcionalmente adicionados ao
substrato inicial ou o substrato processado por meio de puri-
ficagdo, enzima, monitorar ou ajustar métodos, gorduras ou
6leos produzidos, uso de colunas ou reagdes de lama em lotes,
e meio de purificacdo sdo usados na presente abordagem.

[083] Transesterificacdo, esterificacdo ou interesterifi-
cacdo de acordo com a presente abordagem € efetuada por um
lipase. A lipase pode ser especifica ou nao especifica com
relacdo a seu substrato. O substrato inicial pode ser compos-—
to de um ou mais tipos de gordura ou éleo e tem suas proprie-—
dades fisicas modificadas em um processo de esterificacao,
transesterificacdo ou de interesterificacdo. Enzimas ndo se-
letivas causam reorganizacdo por transesterificacdo em todas
as trés posicgbes em um glicerideo e podem resultar em rando-
mizagcdo em equilibrio termodindmico; mas 1,3-lipases especi-
ficas causam reorganizacgdes preferivelmente nas posicgdes sn-1
e sn-3 em um glicerideo. Por exemplo, gquando uma mistura de
6leo de oliva e dleo de semente de palma totalmente hidroge-
nado é tratado com uma enzima ndo seletiva, os componentes do
produto tém diferentes propriedades fisicas de qualquer dos
substratos iniciais. Tanto 1,3-lipases especificas quanto 1li-
pases ndo seletivas sdo capazes deste processo de reorganiza-
¢ao.

[084] Preferivelmente, a lipase ¢ uma lipase 1,3-
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seletiva, que preferivelmente catalisa esterificacgdo ou tran-
sesterificacdo dos ésteres terminais nas posig¢des sn-1 e sn-3
de um glicerideo. A lipase pode também ser uma lipase ndo se-
letiva, ndo especifica. O processo pode produzir gorduras es-—
terificadas, transesterificadas ou interesterificadas sem ne-
nhum ou poucos acidos graxos trans para margarina, banha, e
outras gorduras de confeitaria tal como manteiga de cacau
substituta. O produto esterificado, transesterificado ou in-
teresterificado pode também ser um 1,3-diglicerideo, tal como
0 revelado em Patente U.S. No. 6.004.611.

[085] A enzima usada de acordo com a presente abordagem
pode ser um lipase obtido de uma linha celular eucaridtica ou
procaridética cultivada ou tecido animal. Tais lipases tipica-
mente incorrem em uma das trés categorias (Macrae, A. R.,
J.A.0.C.8 60:243A 246A (1983)). A primeira categoria inclui
nao lipases especificas capazes de liberar ou ligar qualquer
grupo de acido graxo de ou para qualquer posicdo de gliceri-
deo. Tais lipases foram obtidas de Candida cilindracae,
Coiynebacterium acnes and Stafilococcus aureus (Macrae,
1983; U.S. Pat. No. 5,128,251). A segunda categoria de lipa-
ses somente adiciona ou remove grupos de Aacido graxo especi-
ficos para ou de glicerideos especificos. Assim, estas lipa-
ses sado usadas em produzir ou modificar glicerideos especifi-
cos. Tais lipases foram obtidas de Geotrichum candidium and
Rhizopus, Aspergillus, and Mucor genera (Macrae, 1983; U.S.
Pat. No. 5,128,251). A Ultima categoria de lipases preferi-
velmente catalisa a remogdo ou adicdo de grupos de acido gra-—

X0 a partir de carbonos de glicerideo no final nas posigdes 1
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e 3. Tais 1lipases foram obtidas de Thermomyces lanuginosa,
Rhizomucor naiehei, Aspergillus niger, Mucor javanicus, Rhi-
zopus delemar, acid Rhizopus arrhizus (Macrae, 1983). Enzimas
de fontes animais, tal como lipase péancreas de porco, também
podem ser usadas.

[086] Sdo muitos micro-organismos a partir dos quais as
lipases usadas na presente abordagem sdo obtidas. Patente
U.S. No. 5.219.733 lista exemplos de tails micro—-organismos
incluindo os do género Achromobacter tal como A. iofurgus and
lipoliticum; o género Chromobacterium tal como C. viscosum
var. paralipoliticum; o género Corynebacterium tal como C.
Acnes; o género Stafilococcus tal como S. Aureus; o género
Aspergillus tal como A. niger and A. Oryzae; o género Candida
tal como C. cilindracea, C. Antarctica b, C. rosa and C. ru-
gosa; o género Humicora tal como H. lanuginosa; o género Pe-
nicillium tal como P. caseicolum, P. crustosum, P. ciclopium
and P. rogqueforti; o género Torulopsis tal como T. ernobii; ©
género Mucor tal como M nziehei, M. japonicas and M. javani-
cus; O género Bacillus tal como subtilis; o género Ther-
momyces tal como T. ibadanensis and T. lanuginosa (ver Zhang,
H. et al. J.A.0. C.S. 78: 57-64 (2001)); o género Rhizopus
tal como R. delemar, R. japonicas, R. Arrhizus and R. neveus;
o género Pseudomonas tal como P. Aeruginosa, P. fragi, P. ce-
pacia, P. mephitica var. lipolitica and P. fluorescens; o gé-
nero Alcaligenes; o género Rhizomucor tal como R. miehei; o
genus Humicolo tal como H. rosa; e o0 género Geotrichum tal
como G. candidum. Diversas lipases obtidas destes organismos

sdo comercialmente disponiveis como enzimas purificadas. Ver-
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sados na técnica reconhecerao outras enzimas capazes de rea-
lizar esterificacdo, transesterificacdo ou interesterificacao
incluindo outras lipases usadas para a presente abordagem.

[087] Lipases obtidas a partir dos organismos anteriores
sao imobilizadas para a presente abordagem em veiculos ade-
quados por um método usual conhecido pelos versados na técni-
ca. Patentes U.S 4.798.793; 5.166.064; 5.219.733; 5.292.649;
e 5.773.266 descrevem exemplos de lipase imobilizada e méto-
dos de preparacao. Exemplos de métodos de preparacgao incluem
o método aprisionamento, veiculo inorgdnico método de ligacgdo
covalente, ligagdo de veiculo orgdnico método covalente, e o
método de adsorgdo. A lipase usada nos exemplos a seguir foi
obtida de Novozimas (Denmark) mas pode ser substituida com
lipase purificada e/ou imobilizada preparada por outras. A
presente abordagem também contempla o uso preparagdes de en-
zima bruta ou células de micro-organismos capazes de sobre
expressar lipase, uma cultura de tais células, uma solucgdo de
enzima do substrato obtida tratando a cultura, ou uma compo-—
sigcdo contendo a enzima. A presente abordagem também contem-
pla o uso de mais que uma preparacdo de enzima, tal como mais
gue uma preparacao de lipase.

[088] Patentes U.S 4.940.845 e 5.219.733 descrevem as ca-
racteristicas de diversos veiculos usados. Veiculos wusados
sao preferivelmente microporosos e tém uma superficie porosa
hidrofdébica. Normalmente, os poros tém uma proporgcao média de
cerca de 10 A a cerca de 1.000 A&, e uma porosidade de cerca
de 20 a cerca de 80% por volume, mais preferivelmente, de

cerca de 40 a cerca de 60% por volume. Os poros deram ao vei-
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culo uma area de ligacgdo a enzima maior por particula do vei-
culo. Exemplos de veiculos inorgénicos preferidos incluem vi-
dro poroso, ceradmicas porosas, celite, particulas metdlicas
porosas tails como titdnio 6xido, ago inoxidével ou alumina,
silica gel porosa, peneira molecular, carbono ativo, argila,
caulimita, perlita, fibras de vidro, terra diatomdcea, bento-
nita, hidroxiapatita, gel de cdlcio fosfato, e alquilamina
derivados de veiculos inorgénico. Exemplos de veiculos orgéd-
nicos preferidos incluem Teflon microporoso, polimero olefi-
nico alifatico (por exemplo, polietilena, polipropileno, um
homo- ou copolimero de estireno ou uma mistura deste ou um
suporte inorgdnico pré-tratado) nailon, poliamidas, policar-
bonatos, nitrocelulose e acetilcelulose. Outros veiculos or-
génicos adequados incluem polissacarideos hidrofilicos tais
como gel de agarose com um grupo hidrofdébico alquila, fenila,
tritiala ou outro similar para fornecer uma superficie porosa
hidrofdébica (por exemplo, *“Octil-Sefarose CL-4B”, “Fenil-
Sefarose CL-4B”, ambos produtos de Pharmacia Fine Chemicals
(Kalamazoo, Michigan). Resinas de adsorcdo microporosas in-
cluem aquelas feitas de estireno ou polimero alquilamino, re-—
sina de quelato, resina de troca ibénica *“DOWER MWA-1" como
essa (resina de troca anidnica fracamente basica fabricada
por Dow Chemical Co., tendo uma amina tercidaria como O grupo
de troca, compostos basicamente de cadeias de poliestireno
reticuladas com divinilbenzeno, 150 A em raio de poro médio e
malha 20-50 em tamanho de particula), e resina de celulose
hidrofilica, tal como um preparado mascarando o grupo hidro-

filico de um veiculo celulédsico, por exemplo, *“Cellulofine
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GC700-m” (produto de Chisso Corporation (Tokyo, Japan), 45-
105 pm em tamanho de particula).

[089] A esterificacdo, transesterificacdo ou interesteri-
ficacdo pode ser conduzida em uma coluna ou em reac¢des do ti-
po lama em lotes como descrito na secdo dos exemplos a se-
guir. Nas reacgdes de lama em lotes, a enzima e substratos séao
misturados vigorosamente para assegurar um bom contato entre
eles, tomando cuidado para ndo misturar sob alto cisalhamen-
to, que causaria perda da atividade da enzima. Preferivelmen-
te, a reacdo de transesterificacdo ou esterificacgao é reali-
zada em um reator de leito fixado com lipases imobilizadas.

[090] Os grupos de acido graxo aqui descritos podem ser
adicionados ao substrato inicial ou o substrato processado
por meio de purificagdo para esterificar grupos alcodlico
presentes em glicerideos do substrato inicial, ou grupo al-
coblicos de outros compostos (por exemplo, alcoois ou éste-
res) adicionados ao substrato processado por meio de purifi-
cagdo. Glicerideos tendo qualquer dos grupos de d&cido graxo
como aqui descrito também podem ser usados no substrato ini-
cial; e outros ésteres tendo qualquer dos grupos de 4&cido
graxo aqui descritos podem ser adicionados ao substrato ini-
cial ou substrato processado por meio de purificacado. Tais
dcidos graxos incluem cadeia reta saturada ou grupos de &cido
graxo ramificados, cadeia reta insaturada ou grupos de &cido
graxo ramificados, grupos de acido graxo hidréxi, e grupos
dcido policarboxilico, ou contém substituintes ndo carbono
incluindo oxigénio, enxofre ou nitrogénio. 0Os grupos de &acido

graxo podem ser de ocorréncia natural, processados ou refina-
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dos de produtos naturais ou sinteticamente produzidos. Embora
ndao haja nenhum limite superior ou inferior para o comprimen-—
to da cadeia de carbono maior em acidos graxos usados, € pre-
ferivel que seu comprimento seja cerca de 6 a cerca de 34
carbonos de comprimento. Grupos de acido graxo especificos
usados para a presente abordagem podem ser formados a partir
dos dcidos graxos descritos nas patentes U.S 4.883.684;
5.124.166; 5.149.642; 5.219.733; e 5.399.728.

[091] Exemplos de grupos de &cido graxo de cadeilia reta
saturada usados tendo um numero par de atomos de carbono po-
dem ser formados a partir dos acidos graxos descritos na Pa-
tente U.S. No. 5.219.733 incluindo &acido acético, &acido buti-
rico, acido caprdico, dcido caprilico, acido caprico acido
laurico, d&acido miristico, &cido palmitico, &cido estearico,
dcido aracico, acido beénico, acido lignocérico, acido hexa-
cossandico, acido octacossandico, acido triacontandico, acido
n-dotriacontandico, e aqueles com um numero impar de &tomos
de carbono, tais como dcido propidnico, 4dcido n-valérico,
dcido enédntico, acido pelargdnico, acido hendecandico, &cido
tridecandico, acido pentadecandico, &cido heptadecandico,
dcido nonadecandico, &cido heneicossandico, acido tricossa-
néico, acido pentacossandico e dcido heptacossandico.

[092] Exemplos de grupos de acido graxo ramificados satu-
rados usados podem ser formados dos dacidos graxos descritos
na Patente U.S. No. 5.219.733 incluindo &cido isobutirico,
dcido isocaprdico, &cido isocaprilico, acido isocédprico acido
isolaurico, &cido 1ll-metildodecandico, &cido isomiristico,

dcido 13-metil-tetradecandico, acido isopalmitico, &cido 15-



50/75

metilexadecandico, acido isocestedarico, acido 17-
metiloctadecandico, acido isoaracico, acido 19-metil-
eicossandico, acido a—etil-hexandico, acido o-hexildecandico,
dcido o-heptilundecandico, dcido 2-deciltetradecandico, 2-
dcido undeciltetradecandico, d&acido 2-decilpentadecandcioic,
dcido 2-undecilpentadecandécio, e acido Fine oxocol 1800 (pro-
duto de Nissan Chemical Industries, Ltd.)

[093] Exemplos de grupos de &cido graxo ramificados de
carbono impar saturados usados podem ser formados dos &cidos
graxos descritos na Patente U.S. 5.219.733 incluindo A&acidos
graxos anteiso terminando com um grupo isobutila, tais como
dcido 6-metil-octandico, &cido 8 metil-decandico, acido 10-
metil-dodecendico, &cido 1l2-metil-tetradecandico, &cido 14-
metilexadecandico, &dcido 16-metil-octadecendico, 4&cido 18-
metil-eicossandico, &cido 20-metil-docossandico, 4&cido 22-
metil tetracossandico, &cido 24-metil-hexacossandico e 26—
dcido metiloctacossandico.

[094] Exemplos de grupos de acido graxo insaturados usa-
dos podem ser formados de dcidos graxos descritos na Patente
U.S. 5.219.733 incluindo &dcido 4-decendico, acido caproléico,
dcido 4-dodecendico, &dcido 5-dodecendico, 4&acido lauroléico,
dcido 4-tetradecendico, 4&acido 5-tetradecendico, 4&cido 9-
tetradecendico, acido panitoléico, acido 6-octadecendico,
dcido oléico, acido 9-octadecendico, &acido ll-octadecendico,
dcido 9-eicossendico, acido cis-ll-eicossendico, &cido ceto-
léico, &dcido 13-docossendico, acido 15-tetracossendico, acido
17-hexacossendico, acido 6,9,12,15 hexadecatetraendico, acido

linoléico, acido linilénico, acido a-eleoestedrico, &acido Pe-
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leocestedarico, acido punicico, acido 6,9,12,15-
octariecatetraendico, dcido parinarico, acido 5,8,11,14- ei-
cossatetraendico, acido 5,8,11,14,17- eicossapentaendico
(EPRA), acido 7,10,13,16,19-docosapentaendico, acido
4,7,10,13,16,19- docossaexaendico(DHA) e similares.

[095] Exemplos de grupos de &dcido graxo hidrdéxi usados

podem ser formados de dcidos graxos descritos na Patente U.S.

5.219.733 incluindo acido o-hidroxildurico, acido o—
hidroximiristico, acido o-hidroxipalmitico, acido o—
hidroxiestedrico, acido o—hidroxildurico, acido o—

hidroxiardcico, &dcido 9-hidréxi-12-octadecendico, acido rici-
noléico, acido o-hidroxibeénico, 9-hidréxi-trans-10,12- acido
octadecadienico, é&cido camolénico, acido i1purdlico, d&cido
9,10-diidroxiestedrico, dcido 12 hidroxiestedrico e similares.

[096] Exemplos de grupos do a&cido graxo de acido policar-
boxilico usados podem ser formados de acidos graxos descritos
na Patente U.S. 5.219,733 incluindo &dcido oxdalico, a&acido ci-
trico, &dcido maldnico, &cido succinico, acido glutarico, &ci-
do adipico, acido pimélico, d&cido subérico, acido azelaico,
dcido sebdcico, &cido D,L-malico e similares.

[097] Preferivelmente, os grupos de 4&acido graxo tém ca-
deias de carbono de cerca de 4 a cerca de 34 carbonos de com-
primento. Mais preferivelmente, os grupos de acido graxo tém
cadeias de carbono de cerca de 4 a cerca de 26 carbonos de
comprimento. Mais preferivelmente, os grupos de &cido graxo
tém cadeias de carbono de cerca de 4 a cerca de 22 carbonos
de comprimento. Preferivelmente os grupos de acido graxo sdao

formados a partir do grupo seguinte de acidos livres de gor-
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dura: &cido palmitico, &acido estedrico, &cido oléico, acido
linoléico, acido 1linolénico, acido araquiddénico, acido eru-
cico, 4&acido caprdico, écido caprilico, &acido cédprico, écido
eicossapentandico (EPA), &dcido docossaexaendico (DHA), &cido
ldurico, &cido miristico, &dcido 5-eicossendico, &acido butiri-
co, acido y-linolénico e acido linoléico conjugado. Grupos de
adcido graxo formados de 4&cidos graxos derivado de varias
plantas e gorduras animais e &6leos (tais como &acidos graxos
de 6leo de peixe) e acidos graxos processados ou refinados de
planta e gorduras animais e 6leos (tal como acidos graxos de
6leo de peixe fracionados nos quais EPA e DHA sdo concentra-
dos) também podem ser adicionados. Grupos de dcido graxo tam-—
bém podem ser formados de &cidos graxos de cadeia média (como
descrito por Merolli, A. et al., MFO, 8:597-603 (1997)).
Também preferivelmente, o0s grupos de acido graxo sdo formados
de acidos livres de gordura tendo cadeias de carbono de cerca
de 4 a cerca de 36, cerca de 4 a cerca de 24, ou cerca de 4 a
cerca de 22 carbonos de comprimento.

[098] Alcoois ou ésteres de &lcoois também podem ser adi-
cionados ao substrato inicial ou o substrato processado por
meio de purificagdo. Estes alcoois e ésteres podem ser este-—
rificados, transesterificados ou interesterificados por gru-
pos do acido presentes nos glicerideos do substrato inicial.
Alternativamente, estes alcoois ou ésteres destes podem ser
esterificados, transesterificados ou interesterificados por
dcidos livres de gordura ou ésteres adicionados ao substrato
processado por meio de purificacdo. “Esteres” incluem qual-

quer um dos dlcoois aqui descritos esterificados por qualquer
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um dos acidos graxos aqui descritos.

[099] Exemplos de ésteres usados sem ser glicerideos in-
cluem ésteres de cera, ésteres de algquila tais como metila,
etila, isopropila, hexadecila ou ésteres de octadecila, éste-
res de arila, ésteres de propileno glicol, ésteres de etileno
glicol, ésteres de 1,2-propanodiol e ésteres de 1,3-
propanodiol. Esteres podem ser formados a partir de esterifi-
cagdo, transesterificagcdo ou interesterificagdo de &lcoois
monoidroxilicos ou &lcooils poliidroxilicos pelos acidos 1li-
vres de gordura, gorduras ou éleos da forma agqui descrita.

[0100] O substrato inicial ou substrato processado por
meio de purificagdo pode ser misturado com alcoois monoidro-
xilicos ou alcoois poliidroxilicos antes do contato com o
meio de purificacdo ou a enzima. O produto esterificado,
transesterificado ou interesterificado pode ser formado a
partir de esterificacdo, transesterificacdo ou interesterifi-
cagdo dos &dlcoois monoidroxilicos ou alcoois poliidroxilicos.
Os &alcoois monoidroxilicos ou os &dlcoois poliidroxilicos po-—
dem ser primdrios, secunddrios ou tercidrios &alcoois de com-
postos de cadeia anular, reta ou ramificada. Os &dlcoois mo-
noidroxilicos podem ser selecionados a partir de grupo gue
consiste em alcool metilico, &lcool isopropilico, &lcool ali-
lico, etanol, propanol, n-butanol, iso-butanol, sec-butanol,
terc-butanol, n-pentanol, isopentanol, n-hexanol, &lcool he-
xadecilco ou alcool octadecilico. Os alcoois poliidroxilicos
podem ser selecionados a partir de grupo que consiste em gli-
cerol, propileno glicol, etileno glicol, 1,2-propanodiol e

1, 3-propanodiol.
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[0101] Exemplos de d&lcoois usados na presente abordagem
incluem &dlcoois monoidroxilicos ou alcoois poliidroxilicos.
Os dlcoois monoidroxilicos podem ser primdrios, secunddrios
ou tercidrios &alcoois de compostos de cadeia anular, reta ou
ramificada com um ou mais carbonos tais como alcool metilico,
dlcool isopropilico, 4&lcool alilico, etanol, propanol, n-
butanol, iso-butanol, sec-butanol, terc-butanol, n-pentanol,
iso—-pentanol, n-hexanol, &alcool hexadecilico ou alcool octa-
decilico. O grupo hidroxila pode ser anexado a um anel aroma-—
tico, tal como fenol. Exemplos de alcoois poliidroxilicos in-
cluem glicerol, ©propileno glicol, etileno glicol, 1,2-
propanodiol e 1,3-propanodiol.

[0102] Patente U.S. 5.219.733 indica outros &alcoois usa-
dos para a presente abordagem. Estes dlcoois incluem, mas sem
limitacdes, l4-metilexadecanol-1l, l6-metiloctadecanol-1l, 18-
metilnonadecanol, 18-metileicossanol, 20-metileneicossanol,
20-metildocossanol, 22-metiltricossanol, 22—
metiltetracossanol, 24-metilpentacossanol-1 e 24—
metilexacossanol.

[0103] Um ou mais tipos de meio de purificacdo e a enzima
podem ser empacotados juntos ou separadamente em uma ou mais
colunas através das quais o substrato inicial, o substrato
processado por meio de purificacdo ou o produto esterificado,
transesterificado ou interesterificado escoa. As colunas po-
dem ser colunas encamisadas nas quals a temperatura de um
ou mais do substrato inicial, o substrato processado por meio
de purificacdo, um ou mais tipos de meio de purificacdo, a

enzima ou o produto esterificado, transesterificado ou inte-
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resterifcado pode ser regulado. O substrato processado por
meio de purificacdo pode ser preparado misturando o substrato
inicial com um ou mais tipos de meio de purificacdo em um
tanque para uma reacdo de purificacdo de lama em lotes ou
misturando o substrato inicial em uma série de tanques para
uma série de reagdes de purificagao de lama em lotes. O subs-
trato processado por meio de purificacdo pode ser separado a
partir de um ou mais tipos de meio de purificacdo por meio de
filtracdo, centrifugacdo ou concentracdo antes de reagir o
substrato processado por meio de purificagdo com a enzima.
Preferivelmente, o meio de purificacgao ¢ mantido separado da
enzima. Mantendo o meio de purificacdo separado da enzima, os
constituintes de impureza do substrato inicial que degradam
lipase ndao entram em contato com a lipase.

[0104] No método da presente abordagem, um ou mais tipos
de meio de purificacdo e a lipase sdo empacotados em uma ou
mais colunas. Em todas as modalidades, o meio de purificacao
é mantido separado de (isto €, ndo intermisturou com) a li-
pase ativa. Se tipos multiplos de meio de purificacgdo séao
usados, eles podem ser misturados juntamente e empacotados em
uma coluna simples ou mantidos separados em diferentes colu-
nas. Em uma modalidade alternativa, um ou mais tipos de meio
de purificacdo sdo colocados sob um leito de lipase empacota-
das dentro de uma coluna. Alternativamente, a lipase ativa
pode ser mantida separada a partir de meio de purificacdo em-
pacotando-a em sua prépria coluna. Mais que um tipo de meio
de purificacdo pode ser usado com propdsitos de remover dife-

rentes tipos de impurezas no substrato inicial. As colunas e
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outros condutos de fluido podem ser encamisados de maneira a
regular a temperatura do substrato inicial, o substrato pro-
cessado por meio de purificagdo, o meio de purificacdo ou a
enzima. O meio de purificacdo pode ser regenerado para uso
repetido.

[0105] Também no método da presente abordagem, o substrato
processado por meio de purificagdo € preparado misturando o
substrato inicial com um ou mais tipos de meio de purificacao
em um tanque para um lama em lotes tipo purificacdo reacdo ou
misturando o substrato inicial em uma série de tanques para
uma série de reagbes do tipo lama em lotes de purificacgao.
Nestas reacbes do tipo lama em lotes de purificacdo, os dife-
rentes tipos de meio de purificacdo podem ser mantidos sepa-
rados ou podem ser combinados. Apds reagir com um tipo de
meio de purificacadao (ou mistura especifica de meio de purifi-
cagao), o substrato inicial € separado a partir de meio de
purificacdo (ou meios) por meio de filtracdo, centrifugacao
ou concentracgdo. Apds esta etapa de separacgao, o substrato
inicial é adicionalmente purificado com outro meio de purifi-
cacdo ou serve como substrato processado por meio de purifi-
cacdo e reage com lipase. O substrato processado por meio de
purificacdo preparado por este método de reagdo de purifica-
cdo tipo lama em lotes pode reagir com lipase em um tanque
para transesterificacdo ou esterificacdo tipo lama em lotes.
Alternativamente, o substrato processado por meio de purifi-
cagcdo pode ser forgcado a escoar através de uma coluna de 1li-
pase. Os tanques de reacdo, colunas e outros condutos de flu-

ido podem ser encamisados de maneira a regular a temperatura
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do substrato inicial, o substrato processado por meio de pu-
rificacdo, o meio de purificagcdo ou a enzima. Outras maneiras
de regulagem da temperatura, tais como serpentinas de aqueci-
mento/resfriamento ou ambientes controlados pela temperatura,
sao contemplados e bem conhecidos na técnica. O meio de pu-
rificacdo pode ser regenerado pelo uso repetido.

[0106] Atividade da lipase enzimatica é também afetada por
fatores tais como temperatura, luz e teor de umidade. Tempe-
ratura € controlada como descrito anteriormente. Luz pode ser
mantida fora usando varios meios de bloguear ou filtrar a luz
conhecidos na técnica. Teor de umidade, que incluili umidade
atmosférica ambiente, ¢é controlado operando © pProcesso como
um sistema fechado. Onde o processo inclul desodorizacédo
usando vapor como um agente removedor, o processo de desodo-
rizagcdo pode ser mantido isolado a partir de enzima. Em fun-
cdo da desodorizacdo ser realizada a alta temperatura e sob
vacuo, teor de umidade no 6leo desodorizado é muito baixo.
Onde o processo de desodorizacdo usa um gas inerte como o
agente removedor, o processo de desodorizacdao € opcionalmente
mantido isolado a partir de enzima. Alternativamente, um lei-
to de gds nitrogénio (ou outro gds inerte) pode ser colocado
no topo do leito ou coluna contendo tanto meio de purificacéao
quanto enzima. Estas técnicas tém o beneficio adicionado de
manter espécie oxidativa atmosférica (incluindo oxigénio) fo-
ra do substrato, produto ou enzima.

[0107] Lipase imobilizada pode ser misturada com substrato
inicial ou substrato processado por meio de purificacdo para

formar uma lama que ¢ empacotada em uma coluna adequada. Al-
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ternativamente, substrato ou substrato purificado pode escoar
através de uma coluna de enzima pré-empacotada. A temperatura
do substrato é regulada de maneira que ela possa escoar con-—
tinuamente através da coluna para contato com a enzima de
transesterificagao ou esterificacao. Se gorduras, déleos, tri-
glicerideos ou diglicerideos sélidos ou muito wviscosos séo
usados, o substrato é aquecido em um estado fluido ou menos
viscoso. O substrato pode ser forgcado a escoar através da co-
luna(s) sob a forga de gravidade, usando uma bomba peristal-
tica ou pistédo, sob a influéncia de uma bomba de sucgdo ou a
vacuo, ou usando uma bomba centrifuga. As gorduras e &6leos
transesterificados produzidos sdo coletados e os glicerideos
desejados sdo separados a partir de mistura de reacdo produ-
tos por métodos bem conhecidos na técnica. Este método conti-
nuo envolve uma probabilidade reduzida de permitir exposicéao
dos substratos ao ar durante reacdo e tem entdo a vantagem de
gque os substratos ndo serdo expostos a umidade ou espécie
oxidativa. Alternativamente, tanques de reacdo para producdo
tipo lama em lotes como descrito anteriormente também podem
ser usados. Preferivelmente, estes tanques de reacgdao também
sdao selados do ar de maneira a prevenir exposigdo ao oxigé-
nio, umidade, ou outra espécie oxidante do ambiente.

[0108] O método da presente abordagem também compreende
monitorar atividade enzimatica medindo uma ou mais proprieda-
des fisicas do produto esterificado, transesterificado ou in-
teresterificado; e opcionalmente ajustar o tempo de duracéao
para que o substrato purificado faca contato com a lipase, ou

ajustar a temperatura do substrato inicial, o substrato puri-
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ficado, um ou mais tipos do meio de purificacdo ou a lipase
em resposta a uma mudanca na atividade enzimdtica, para pro-
duzir gorduras ou 6leos tendo uma maior proporgdao substanci-
almente wuniforme de esterificacdo, interesterificacdo, ou
transesterificacdo com relacdo ao substrato inicial como me-
dido pelas propriedades fisicas. O tempo de duracdo para que
o substrato purificado faca contato com a lipase pode ser
ajustado ajustando a vazado de substrato purificado fornecido
para contato com a lipase. Também, a quantidade e tipo de um
ou mais tipos de meio de purificacdo pode ser ajustado em
resposta a mudancgas nas propriedades fisicas das gorduras ou
6leos para aumentar ou melhorar produtividade enzimdtica do
lipase.

[0109] Pela frase *“maior proporg¢do substancialmente uni-
forme de esterificacdo, interesterificacado, ou transesterifi-
cacdo com relacdo ao substrato inicial”, deve-se entender que
a quantidade ou grau de esterificacdo, interesterificacdo, ou
transesterificagao do déleo ou gordura produzidos de um subs-
trato inicial particular pelos métodos da invengao varia nao
mais que cerca de 10%, preferivelmente ndo mais que cerca de
5% com medido por uma mudanca em uma das medidas de proprie-
dades fisicas, a seguir.

[0110] Na presente abordagem, mudancas na atividade enzi-
matica sdo monitoradas pelas seguintes mudancas nas proprie-—
dades fisicas do produto. Como a atividade enzimatica dimi-
nui, a taxa de conversdao do substrato diminui de maneira que
menos do substrato € convertido no produto por meio de este-

rificacdo, transesterificacdo ou interesterificacdo a uma va-
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zdo dada a quantidade inicial de conversdao. Consequentemente,
como a atividade enzimatica decai, as propriedades fisicas do
produto progressivamente se parecem com as propriedades fisi-
cas dos componentes do substrato. Versados na técnica reco-
nhecem que pelas seguintes mudancas nas propriedades fisicas,
0s pardmetros do processo de produgdo esterificado, transes-
terificado ou interesterificado podem ser ajustados, aumen-—
tando assim a proporgao do produto esterificado, transesteri-
ficado ou interesterificado com relacdo ao substrato, de ma-
neira que gorduras e 6leos com um grau de esterificacao, in-
teresterificacdo, ou transesterificacdo desejado possam ser
produzidos enquanto melhora a produtividade enzimatica do 1li-
pase.

[0111] Uma ou mais propriedades fisicas do produto de gor-
duras ou déleos que pode ser medida durante os métodos da in-
vencdo incluem o ponto de gotejamento temperatura do produto,
o perfil do teor de gordura sdélida do produto, e mudancas em
espectro ético.

[0112] O ponto de gotejamento de Mettler (MDP) é um exem-—
plo de uma propriedade fisica que pode ser medida para seguir
mudangas na atividade enzimatica. O MDP é determinado usando
instrumentos de andlise térmica de Mettler Toledo, Inc. (Co-
lumbus, OH) de acordo com o American 0Oil Chemists Society Of-
ficial Method #Cc 18-80. O MDP é a temperatura na qual uma
mistura de gorduras ou 6leos torna-se fluido.

[0113] O perfil do teor de gordura sdélida do produto (SFC)
(em funcdo de temperatura) ¢é uma outra propriedade fisica

usada para rastrear mudancas na atividade enzimatica. SFC po-
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de ser medido de acordo com American 0il Chemists Society Of-
ficial Method #Cd 16b-93.

[0114] Acompanhar as mudangas no espectro ético € um outro
meio de monitorar mudanc¢as na atividade enzimdatica. O subs-—
trato e produto cada qual tem um espectro ético caracteristi-
co. Como a atividade da lipase decai, a quantidade de produto
que deu origem aos sinails de espectroscdpicos que podem ser
atribuidos ao produto esterificado, transesterificado ou in-
teresterificado (e que ndo podem ser atribuidos ao substrato)
diminui.

[0115] Todas essas propriedades sao medidas usando tecno-
logias bem conhecidas na técnica, e sao usadas no acompanha-
mento de mudangas na atividade enzimdtica e para determinar a
uniformidade de esterificacdo, interesterificacdo, ou tran-
sesterificacdao dos dleos ou gorduras produzidos.

[0116] Por exemplo, como a atividade da lipase enzimdtica
decai, menos substrato é convertido no produto resultando em
uma razdo em peso maior substrato:produto. Esta razado em peso
maior é manifestada em uma mudanca de propriedades fisicas do
produto que escoa para fora tendendo em direcdo as proprieda-—
des fisicas do substrato nao esterificado ou ndo interesteri-
ficado. Para minimizar esta mudanga, a vazao do substrato é
reduzida de maneira que ela seja exposta por um longo periodo
de tempo a lipase empacotada. A redugdo da vazdo aumenta a
razao em peso do produto: substrato e consequentemente as
propriedades fisicas das gorduras ou dleos que escoam para
fora refletem a do o produto esterificado, transesterificado

ou interesterificado desejado. Outros paré@metros do processo
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que podem ser alterados incluem a vazao, temperatura ou
pressdao do substrato inicial ou o substrato processado por
meio de purificagéao.

[0117] Onde substrato processado por meio de purificacédo
reage com lipase em um tangque para producdo tipo lama em lo-
tes, mudangas nas propriedades fisicas do produto também po-
dem ser monitoradas como descrito anteriormente. Em um pro-
cesso tipo lama em lotes, um tempo de duracdo otimizado é de-
terminado para fazer contato com o substrato inicial com o
meio de purificacdo (ou meios). Um tempo otimizado € também
determinado para fazer contato com o substrato processado por
meio de purificacdo com enzima.

[0118] Assim, modalidades da invencdao envolvem monitorar
atividade enzimatica medindo uma ou mais propriedades fisicas
do produto apds ter escoado através da lipase, ajustar vazao,
tempo de residéncia da coluna, ou temperatura do substrato
inicial, ou substrato processado por meio de purificacdo, e
ajustar os parédmetros do processo ou a quantidade e tipo do
meio de purificacdo em resposta a mudangas nas propriedades
fisicas a fim de aumentar ou melhorar a produtividade enzima-
tica da lipase e/ou para aumentar a proporg¢do de gorduras es-
terificadas, transesterificadas ou interesterificadas ou
6leos no produto me maneira que gorduras e &6leos com um grau
de esterificacdo, interesterificacdo, ou transesterificacéo
desejado possas ser produzidos, particularmente aqueles tendo
uma maior proporcgdo substancialmente uniforme de esterifica-
¢do, interesterificacdo, ou transesterificacdo com relacdo ao

substrato inicial.
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[0119] O produto esterificado, transesterificado ou inte-
resterificado pode ser submetido a processos de refinamento
do éleo usual incluindo processo de refinamento, branqueamen-
to, fracionamento, separacdo ou purificacdo, ou processo de
desodorizacgdo adicional. O produto do processo presente pode
ser separado de qualguer dcido graxo livre ou outros subpro-
dutos refinando técnicas bem conhecidas na técnica. No caso
de métodos tipo lama em lotes, o produto desejado pode ser
separado usando um solvente adequado tal como hexano, remo-
vendo o material do dcido graxo com um alcali, desidratando e
secando a camada do solvente, e removendo o solvente a partir
da camada. O produto desejado pode ser purificado, por exem-—
plo, por cromatografia de coluna. Os produtos desejados assim
obtidos sdo usaveis para uma ampla variedade de aplicacgdes
culinarias.

[0120] Os exemplos seguintes mostram o efeito do pré-
tratamento do substrato na produtividade da enzima.

EXEMPLOS

[0121] Os exemplos descritos a seguir mostram que a produ-
tividade da transesterificacdo ou esterificagdo enzimatica é
bastante melhorada por purificagcao do d&éleo substrato. Os
exemplos seguintes sdo somente ilustrativos e ndo devem limi-
tar o escopo da invencado da forma definida pela reivindicacéao
anexa.

EXEMPLO 1

[0122] O exemplo seguinte mostra o efeito do pré-

tratamento de arginina do substrato na meia wvida de lipase.

Os trés experimentos seguintes foram realizados neste exem-



64/75

plo: i) a atividade de lipase foil monitorada mediante exposi-
¢ao ao substrato que ndo foi submetido ao pré-tratamento de
arginina (*controle”); ii) a atividade de lipase foi monito-
rada mediante exposicgdo ao substrato que foi pré-tratado com
arginina granular; e iii) a atividade de lipase foi monitora-
da mediante exposicdo ao substrato que foi pré-tratado com
silica revestida com arginina.

[0123] 9,4 g de enzima (TL IM de Novozimas A/S, Denmark)
foram empacotadas em uma coluna encamisada de 1,5 cm de dia-
metro (30 cm comprimento) a uma altura de 11,8 cm, que deu
20,8 mL de volume do leito da enzima. A agua circulante atra-
vés da camisa de coluna foi mantida a 70°C. A bomba do pistéao
e linhas de alimentacdo foram envoltas com fita de aquecimen-—
to e coberta com insolacdo para impedir qualquer solidifica-
¢do do substrato.

[0124] Os materials de pré-tratamento (isto é, meio de pu-
rificagdo) foram testados como pré-colunas de 6leo adicionado
1,5 vezes o volume do leito de material de pré-tratamento pa-
ra a coluna no topo da lipase imobilizada. Para o controle,
somente enzima foli empacotada na coluna sem nenhuma pré-
coluna no topo. Arginina granular foi adquirida de Sigma Che-
mical (St Louis, Mo), e usada sem nenhuma modificacdo adicio-
nal para testar o efeito de arginina granular. Silica reves-—
tida de arginina foi preparada dissolvendo arginina granular
em agua deionizada a 50°C antes da adigdo de silica gel (Da-
visil grau 636 da Aldrich Chemical). Apds misturar a solugdo
de silica gel-arginina por 15 minutos, o liquido foi separado

a partir de silica gel filtrando através de um papel de fil-
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tro de grau médio sob baixa pressdao. A silica gel uUmida co-
berta foi seca em um forno a 70°C por toda a noite.

[0125] Substrato do éleo foi feito com éleo de fava de so-
ja refinado, branqueado (RB), que formou a porgdo liquida de
6leo no substrato, e éleo de fava de soja totalmente hidroge-
nado, que fez a gordura sdélida no substrato. Uma mistura de
substrato de éleoc de fava soja RB e 6leo de fava de soja to-
talmente hidrogenado (80/20 por peso) foi preparada e intro-
duzida no topo da coluna usando uma bomba de pistdo para ali-
mentar substrato.

[0126] A extensdo de reacdo da enzima fol monitorada pela
mudanca de propriedades de fusdo do substrato e produtos, me-
dida por ponto de gota de Mettler (MDP) como revelado no pe-—
dido de patente U.S. 2003/0054509 Al. A mistura de substrato
foi bombeada para a coluna a uma taxa que deu o ponto de gota
de Mettler desejado (105-107°F) do 6leo produto saindo da co-
luna de lipase, e a taxa de bombeamento foi ajustada durante
testes para compensar a perda de atividade da lipase. Figura
I mostra o ajuste da taxa de bombeamentos para substrato nao
tratado (circulos abertos), substrato tratado com arginina
granular (circulos fechados), ou substrato tratado com silica
revestida de arginina (losangos fechados).

[0127] Os resultados na Figura 1 sdo sumarizados na Tabela
1l que mostra as meias vidas e produtividades da lipase expos-
tas a substrato ndo tratado ou tratado com arginina. A pri-
meira meia vida for cada caso foil determinada quando a taxa
de bombeamento foi reduzida pela metade da taxa de bombeamen-—

to inicial. Produtividade foi determinada dividindo as quan-—
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tidades totais do produto feite durante a primeira meia vida
pela quantidade de enzima (9,4 g).
[0128] Tabela 1. Efeito do pré-tratamento de Arginina na

meia vida produtividade da enzima TL IM e

Tratamento Meia wida Produtividade
{dias) {g de dlec/g de enzima)
Controle ; 13 ; 1220
Arginina Granular 15 1451
Bilica revestida de ar- 62 5000
ginina

[0129] A primeira meia vida do controle foi 13 dias, dando
uma produtividade de 1220 g de déleof/g enzima. Esta perda da
atividade inicial &€ muite tipica para lipases imcbilizadas
usadas desta maneira. Controle ndo mostra o efeito de prote-
cdo inicial, gque os tratamentos de arginina demonstram. A ar-
ginina granular preservou a atividade da enzima inicial pelos
primeiros 8 dias, e entdc sucedeu-se uma gqueda rapida. Meia
vida e produtividade foram melhoradas pelo tratamento de ar-
ginina granular. Substrato pré-tratamento com silica revesti-
da de arginina impediu a perda de atividade da enzima pelos
primeiros 20 dias antes de mostrar um sinal de declinic da
atividade da lipase. &4 meia wvida e produtividade de pré-
tratamento com silica revestida de arginina € malor que qua-
tro vezes que a do controle.

[0130] Estes experimentos mostram ogque arginina granular
melhora significativamente a meia wvida de lipase TL IM. Uma
melhora ainda mailor na meia vida de lipase TL IM & demonstra-

da gquando silica revestida de arginina gel € usada como o
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meio de purificagdo. Acredita-se gque esta melhora maior na
melia vida & pelo fato de que silica revestida de arginina ter
maior Area da superficie do que arginina granular.

[0131] Outros amincacidos foram testados por sua capacida-
de para aumentar a meia vida de lipase. Preparacdes da silica
revestida de amincdcido e condicdes para operacace da coluna
foram as mesmas descritas ne Exemple 1. A& extensaoc de reagao
da enzima fol monitorada pela mudanga de propriedades de fu-
540 do substrato e produtos, medidas por ponte de gota de Me-
ttler {(MDP) como revelado na Pedido de publicagaoc U.S. No.
200210054509 Al. A mistura de substrato fol bombeads para a
coluna em uma taxa gue deu o ponto de gota de Mettler deseja-
do (105 - 407°F) de d&lec do produto saindeo a coluna de 1li-
pase, e a taxa de bombeamento fol ajustada durante testes pa-
ra compensar a perda de atividade da lipase.

[0132] Figura 2 mostra o ajuste da taxa de bombsamentoe pa-
ra substrato tratado com silica revestida de arginina (losan-
gos fechadeos), silica revestida com lisina (circulos aber-
tos), silica revestida com histidina (tridngulos fechados), e
silica revestida com cisteina ({estrelas “*7). 0Os dados de
Figura 2 sao sumarizados na Tabela 2,

[0133] Tabkela 2: Efeito do pré-tratamento de arginina, Li-
sina, Histidina ou Cisteina na meia vida e produtividade da

enzima TL IM rrr

Tratamento Meia wvida {dias) Produtividade

Arginina

S5ilica em Lisina &7 Q00
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Silica em Histidina 50 4631

3ilica em Cisteina 15 1520

[0134] Efeito de protecdo significativo fol obtido com 1li-
sina e histina em silica. Cisteina forneceu um pequeno efeito
de protegac na mela vida de lipase {15 dias} com relagaoc ao
controle {13 dias}

EXEMPLO 3

[0135] 9,4 g de enzima (TL IM de Novozimas) fol empacotado
em uma coluna encamisada de 1,5 cm de didmetro (30 ecm de com-
primento) a uma altura de 11,8 cm, gque deu um volume de leito
da enzima de 20,8. A agua circulante atraves da camisa de co-
luna foi mantida a 70C, A mistura do substratoe de dleo de
fava de soja e dlec de fava de soija hidrogenado (BO/20 por
pese) fol preparada e introduzida no topo da coluna usando
uma komba HFLC no substrato de alimento. A bomba HPLC e as
linhas de alimento foram envoltas com fita de aquecimento e
cobertas com isolante para impedir gualguer solidificacdo do
substrato. A extensido de reagdo da enzima fol monitorada pela
mudanga de propriedades de fusaoc do substratce e produtos, me-
didas por ponto de gota de Mettler (MDE) como revelado no Pe-
dido de publicagdo U.S5. Ho. 2003/005%450%2 Al. A mistura de
substrato fol bombeada para a celuna em uma taxa gue deu o
ponte de gota de Mettler desejado {105 - 107°F) de &leo sain-
do da coluna, & a taxa de bombeamento fol ajustada durante
testes para compensar a perda de atividade da lipase.

[0136] Subkstrato do éleo fol feito em alguns cascs com
dlec de fava de soja refinade, brangueados, desodorizado

{RED), gue & egquivalente ao preoduto de comércio. Em alguns
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cases, substrato deo alec feol feite com dleoc gque foi somente
submetido a refinamento e hranqueamento do édlec (RB). O Ulti-
mo Slea forma um substrate preferido a partir de ponto de
vista de custo do processc. Estes 6leos formam a porgiao 1i-
quida do &leo no substrato na Tabela 3.

[0137] Takela 3. Exemplos comparatives. Todos &leos subs-
trate contiveram 20% do éleo de fava de seoja totalmente hi-

drogenado e B0% do oleo indicado na tabela.

Material Cleo liguido Produtividade g
Mela vida de
da preée- de oleoc/g de en-
lipase (dias)
coluna ) Zima
Menhum scja RB 4] 462, 4
Menhum scja RBD 8 h81,9
Nenhum soja RBD (repetido) B , 798, 4
Nenhum soja BBD, temperatu-— 7 423,32

ra da coluna 80°C

Nenhum soja BRBD, temperatu-— K 618, 4

ra da coluna 20°C

Menhum Soja BBD (dleoc do 10 F86, 4
substrato re-

desodorizado recen-

temente)

[01328] Mela vida da enzima usando substrato feito com oleo
RED na média de 8 dias, e fol somente & dias usande substrato
feite com soja RB. Ré-desodorizando a mistura de socja RBD e
olec de soja totalmente hidrogenade a meia vida fol estendida
para 10 dias.

EXEMPLC 4
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[0139] Os testes da Tabkela 4 foram conduzidos come no
Exemplo 3 a 70°C, e materiais foram testados como pre-colunas
de &leo adicionande um wvolume igual do leito de material &
coluna no topo da lipase imecbilizada. A extensaoc de reagaoc da
enzima fol monitorada pela mudanga de propriedades de fusao
do substrato e produtes, medida peloe ponto de gota de Mettler
{MDE) come  revelado no  Pedideo de Publicacde U.5. HNo.
2003/005450% Al. A mistura de substrato fol bombeada para a
coluna em uma taxa gue deu o ponto de gota de Mettler deseja-
do {105-107°F) do dleo do produte saindo da coluna de lipase,
e a taxa de bombeamento fol ajustada durante testes para com-
pensar a perda de atividade da lipase.

[0140] Tabela 4

Material da Mela vida da Produtividade de g
pré-coluna Oleo liguido lipase (dias) de élec/g de enzima
0,2% de vitri-
103,2
to de sdédio soda RB 1
Gluten de mi-
257,49
lho soja RBD 3
Lisina Granu-
304,9
lar soja RED 5
Sacarose soja RED 5 530
Citrato de sé-
5 MNA
dic anidro soja RBD
Silicate de
& 398,06
magnésio soja RBD
Glicose soja RBD 6 , 430
Massa celular soja RBD G 469
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de Rhizopus

Lipase* TL IM 8 798, 4

usada soja RBD
* Lipase TL IM usada € a enzima gque fol previamente usada em
reagdes de Iinteresterificacgdo idénticas ate a atividade ser
esgotada.
EXEMPLO 5
[0141}) Resinas de troca idnica foram testadas como pre-
colunas {Tabela 5); os testes foram conduzidos de cutra forma
a 70°C g¢omo no Exemplo 3. Para fazer uma mistura ré-
desodorizadeo, ¢leo de fava de soja totalmente hidrogenado foi
fundido no &¢leo RBD de soja e a mistura fundida fol desodori-
zada sob condigdes padrdes de refinamento de édleo comestivel.
B extensioc de reacac da enzima fol monitorada pela mudanca de
propriedades de fusac do substratce e produtos, medida pelo
ponto de gota de Mettler {(MDP) como revelado em Pedido de pu-
blicacdo U.5. No. 20032/005450% Al. A mistura de substrato foi
bombeada para a coluna em uma taxa que deu o ponto de gota de
Mettler desejado {105-107°F) de é&leo do preoduto saindo da co-
luna de lipase, e a taxa de bombeamento foli ajustada durante
testes para compensar a perda de atividade da lipase.

[0142] Takela =

Resina de pré- Oleo ligquido Meia vida de Produtividade g de
coluna lipase {dias) oleo/g de enzima
soja RBD, ré- BEl,9
EXCD4 desodorizado ’
Eohm & Haas BA- 825, 2
i soja RED ’




12/75

Fohm & Haas A soda RBD la 1478, 3

7, seco**

* A resina de troca idnica foi seca a 110°C por 2 horas.
**h resina de troca ifdnica feoi seca em etanol e o etanol foi
remevido antes do uso.

[0143) DQuando resina Robm & Haas A-7 fol seca com etancol
antes do uso, um aumentc na mela vida de lipase & produtivi-
dade foi notado.

EXEMPLO &

[0144] Materiais contendo proteina & um amincdcide foram
testados como pré-colunas (Tabela 6}; os testes foram condu-
zidos de cutra forma a 70°C como no Exemple 3. A proteina ve-
getal texturizada particular wusada fol proteina wvegetal tex-
turizada da marca TVP® de Archer Daniels-Midland Company, cé-
dige do produto 165 840 {(grénulos de 1/16 polegadas), com um
teor de umidade da forma recebida de 6%. A extensac de reagdo
da enzima fol monitorada pela mudanca de propriedades de fu-
sdo do substrato e produtos, medida pelo ponto de gota de Me-
ttler (NIDP) como reveladeo em Pedideo de publicagac U.5. No.
200310054509 al. A mistura de substrato fol bombeada para a
coluna em uma taxa gque deu o ponto de gota de Mettler dese-
jade (105-107°F) de &leo do produte sainde da coluna de 1i-
pase, e a taxa de bombeamento fol ajustada durante testes
para compensar a perda de atividade da lipase.

[0145] Tabela &

Mela vida Produtividade

Material da pré-coluna Oleo liguido de lipase g de &leo/g de

(dias) ErEima
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Arginina S30ja RB 13 1242,1
Lipase TL IM Submetida Zodja RBD, re- 15 1119,1
a autoclave desodorizado
Proteina vegetal tex- 5o0ja RB com 200 ppm

turizada da marca TVP?| TBHD, korrifamento de

da forma recebida nitrogénioc 16 1531, 2

Proteina vegetal tex-

turizada da marca TWVP®

35ja RB
seca no forne por toda
a noite a TO-80°C 17 1587,1
Proteina vegetal tex- Soja RB com 200 ppm

turizada da marca TVFY| TEHQ, borrifamento de
da forma recebida {(re- nitrogeénic

peridal 18 1341, 8

Proteina vegetal tex-
turizada da marca TVF¥ Soia RBD, re-

da forma recebida descdorizado, coberta =18 1644, 8

Proteina wvegetal Tex-
rurizada da marca TVP®| Soda RBD com 200 ppm

seca no forno por toda| TEHR, borrifamento de

a noite a T-30°C nitrogénic 42 32440,1

[0146] Quande secos por toda a noite a T0-80°C antes do
uso, um aumento da mela wvida de lipase e produtividade fel
notado.

EXEMELO 7

[0147] Uma reacac de interesterificacic na escala de pro-

dugao fol realizada usande proteina wvegetal texturizada da

marca TVE?® de Archer-Daniels-Midland Company como meio de pu-
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rificagdo. Um lote de TVP® tendo cdédigo do produto 165 840
(granulos de 1/16 polegadas) foli seco em um secador de cor-—
reias a 275°F durante a fabricacdo para um teor de umidade
final de 2%. O TVP® seco foi empacotado em duas colunas do
meio de purificacgdo (12 polegadas de didmetro e 46 polegadas
de altura, 87,5 lb TVP® por coluna). Lipase (TL IM Novozima,
240 1b) foi empacotada em uma coluna de reator aquecido (2-ft
de didmetro e 5-ft de altura).

[0148] Oleo de alimentacgdo (uma mistura compreende 80 par-—
tes 6leo de fava de soja desodorizado refinadas, branqueadas,
de e 20 partes de 6leo de fava de soja totalmente hidrogena-
do) foi misturado e aquecido a 70°C para assegurar fusdo to-
tal do déleo de fava de soja hidrogenado e completa mistura
dos componentes do dleo de alimentacgdo. O éleo de alimentacao
fol bombeado através do meio de colunas de purificacao da ba-
se do topo em série antes de entrar na base da coluna do rea-
tor aquecida a uma vazdo inicial de cerca de 4 gal/min. &éleo
interesterificado saiu do topo da coluna de reator aquecida
como produto. A vazdao do 6leo de alimentacdo foi reduzida co-
mo a atividade da enzima diminuiu lentamente para fornecer o
produto tendo propriedades de fusdo consistentes. A extensao
de reacdo da enzima foi monitorada pela mudanca de proprieda-
des de fusdo do substrato e produtos, medida pelo ponto de
gota de Mettler (MDP) como revelado no Pedido de publicacado
U.S. No. 2003/0054509 Al. A mistura de substrato foi bombeada
para a coluna em uma taxa que deu o ponto de gota de Mettler
desejado (105-107°F) de déleo do produto saindo da coluna de

lipase, e a taxa de bombeamento foi ajustada durante testes
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para compensar a perda de atividade da lipase. A temperatura
da coluna de reator agquecida fol mantida a 70°C.

[0149] A lipase produziu 994,800 libras de éleo intereste-
rificado tendo propriedades de fusdo satisfatdérias (ponto de
gota de Mettler 105-107°F), de maneira que a produtividade da
lipase foi 4,145 g de dleo/g de enzima.

[0150] Embora a invencdo anterior tenha sido descrita com
certo detalhe com o propdsito de esclarecimento e entendimen-—
to, versados na técnica perceberdo na leitura desta revelacgao
que varias mudancas na forma e detalhe podem ser feitas sem
fugir do escopo da invencgdo e reivindicagdo anexa. Todos os
pedidos de patente supramencionados sdo por meio desta incor-

porados na sua integra pela referéncia.
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REIVINDICAGOES

1. Método para produzir gorduras ou 6leos
CARACTERIZADO por compreender:

colocar um substrato inicial compreendendo gorduras
ou d6leos em contato com uma ou mais proteinas vegetais textu-
rizadas para gerar um substrato purificado; e

colocar o substrato purificado em contato com 1li-
pase para efetuar esterificacdo, interesterificacdo ou tran-
sesterificacdao, criando as gorduras ou 6leos e recuperando as
gorduras ou &éleos.

2. Método, de acordo <com a reivindicagao 1,
CARACTERIZADO pelo fato da proteina vegetal texturizada ser
uma proteina de soja texturizada.

3. Método, de acordo com a reivindicagcao 1,
CARACTERIZADO pelo fato da proteina vegetal texturizada ter
um teor de umidade menor que 5%.

4. Método, de acordo com a reivindicagado 3,
CARACTERIZADO pelo fato do teor de umidade da proteina vege-

tal ser de 2% a 4

o

5. Método, de acordo com a reivindicacao 1,
CARACTERIZADO pelo fato do substrato inicial ainda compreen-
der qualquer um dentre 4acidos graxos livres, alcoois monoi-
droxilicos, d&lcoois poliidroxilicos, ésteres ou combinacgdes
destes.

6. Método, de acordo com a reivindicacao 1,
CARACTERIZADO pelo fato das gorduras ou dos éleos compreende-
rem qualquer um dentre:

(1) gordura de manteiga, manteiga de cacau, substi-
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tutos de manteiga de cacau, gordura de ilipé&, manteiga de
kokum, gordura de leite, gordura mowrah, manteiga phulwara,
gordura sal, gordura de karité, sebo de bornéu, banha de por-
co, lanolina, gordura de boi, gordura de carneiro, sebo, gor-
dura animal, &6leo de canola, &éleo de ricino, &éleo de coco,
6leo de coentro, 6leo de milho, &6leo de semente de algodéo,
6leo de aveld, 6leo de canhamo, 6leo de pinhdo manso (jatro-
pha), &éleo de semente de linho, &leo de semente de manga,
6leo de limnanto (meadowfoam), O6leo de mostarda, éleo de mo-
cotd, Obleo de oliva, déleo de palmeira, &6leo de semente de
palma, &éleo de amendoim, &leo de semente de colza, dleo de
farelo de arroz, 6leo de acafroa, 6éleo de sasanqua, manteiga
de karité, déleo de soja, 6leo de semente de girassol, déleo de
pinho, &éleo de tsubaki, oéleos vegetais, Oéleos marinhos que
podem ser convertidos em gorduras plédsticas, ©6leos marinhos
que podem ser convertidos em gorduras sdélidas, d6leo de peixe,
6leo de peixe-carvao do Pacifico, é6leo de figado de bacalhau,
6leo de peixe olho-de-vidro laranja, 6leo pileherd, &6leo de
sardinha, &leos de baleia, déleos de arenque, 1,3-dipalmitoil-
2-monooleina (POP), 1(3) palmitoil-3(l)-estearoil-2-
monooleina (POSt), 1,3-diestearoil-2-monooleina (StOSt), tri-
glicerideo, diglicerideo, monoglicerideo, triglicerideo do
dcido beénico, trioieina, tripalmitina, tristearina, oleina
de palma, estearina de palma, oleina de semente de palma, es-—
tearina de semente de palma, glicerideos de &dcidos graxos de
cadeia média;

(ii) o6leos parcialmente hidrogenados processados de
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(iii) &éleos totalmente hidrogenados processados de

(iv) bleos fracionados de (i).

7. Método, de acordo <com a reivindicagdo 5,
CARACTERIZADO pelo fato dos ésteres compreenderem qualgquer um
dentre ésteres de cera, ésteres de alquila, ésteres de meti-
la, ésteres de etila, ésteres de isopropila, ésteres de octa-
decila, ésteres de arila, ésteres de propileno glicol, éste-
res de etileno glicol, ésteres de 1,2-propanodiol ou ésteres
de 1,3-propanodiol.

8. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato do substrato inicial ainda compreen-
der um ou mais acidos graxos.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato da proteina vegetal texturizada e da
lipase serem empacotadas em uma ou mais colunas.

10. Método, de acordo com a reivindicagédo 1,
CARACTERIZADO pelo fato do substrato purificado ser preparado
misturando-se o substrato inicial com a proteina vegetal tex-—
turizada em um tangque para uma reacdo de purificacdo de lama
em batelada ou misturando-se o substrato inicial em uma série
de tanques para uma série de reacbes de purificagdo de lama
em batelada.

11. Método, de acordo com a reivindicacgado 10,
CARACTERIZADO por ainda compreender misturar o substrato pu-
rificado com a lipase em um tangue para uma reacdo de lama em
batelada, ou escoar o substrato purificado através de uma co-

luna contendo a lipase.
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12. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,
CARACTERIZADO pelo fato da lipase ser uma lipase 1,3-
seletiva.

13. Método, de acordo com a reivindicagédo 1,
CARACTERIZADO pelo fato da lipase ndo ser uma lipase seleti-
va.

14. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
CARACTERIZADO por ainda compreender:

monitorar a atividade enzimdtica medindo-se uma ou
mais propriedades fisicas das gorduras ou 6leos apds ter en-
trado em contato com a lipase; e

ajustar o tempo de duracdo para que o substrato pu-
rificado faca contato com a lipase, ou ajustar a temperatura
do substrato inicial, do substrato purificado, da proteina
vegetal texturizada ou da lipase em resposta a uma mudanc¢a na
atividade enzimdtica para produzir gorduras ou &éleos tendo
uma maior proporcgdo substancialmente uniforme de esterifica-
cdo, interesterificacdo ou transesterificacdo com relacdo ao
substrato inicial.

15. Método, de acordo com a reivindicacao 14,
CARACTERIZADO por ainda compreender:

ajustar a quantidade e tipo da proteina vegetal em
resposta a mudancgas nas propriedades fisicas das gorduras ou
6leos para aumentar a produtividade enzimdtica da lipase.

16. Método, de acordo com a reivindicagédo 1,
CARACTERIZADO pelo fato das gorduras ou éleos produzidos se-
rem 1,3-diglicerideos.

17. Método, de acordo com a reivindicagao 1,
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CARACTERIZADO pelo fato das gorduras ou O6leos compreenderem
6leo de soja parcialmente hidrogenado, éleo de milho parcial-
mente hidrogenado, &éleo de semente de algoddo parcialmente
hidrogenado, éleo de soja totalmente hidrogenado, é6leo de mi-
lho totalmente hidrogenado, éleo de semente de algodao total-
mente hidrogenado, &éleo de palma parcialmente hidrogenado,
6leo de semente de palma parcialmente hidrogenado, &éleo de
palma totalmente hidrogenado, é6leo de semente de palma total-
mente hidrogenado, &leo de palma fracionado, 6leo de semente
de palma fracionado, &éleo de palma fracionado parcialmente
hidrogenado ou déleo de semente de palma fracionado parcial-
mente hidrogenado.

18. Método, de acordo com a reivindicagédo 1,
CARACTERIZADO pelo fato da meia-vida da atividade enzimatica
da lipase resultante do contato com o substrato purificado
ser mais que 2,5 vezes maior que a meia-vida da atividade en-
zimdtica resultante do contato da lipase com o substrato ini-

cial.
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Figura 2. Efeito de aminocidos na estabilidade de enzimas
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