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Relatdrio Descritivo da Patente de Invengado para "DESEMULSIFI-
CAGAO AUXILIADA POR ENZIMA DE EXTRATOS DE LIPIDIO AQUOSOS".

Campo da Invencdo

Isso pertence ao uso de enzimas para auxiliar na extragdo de
lipidios das plantas ou tecidos de planta. Mais particularmente, pertence a
composi¢cbes compreendendo enzimas para emulsbes desemulsificantes
obtidas a partir de extragdo aquosa de lipidios de plantas, e a métodos aper-
feicoados para se uso.

Antecedentes

Lipidios derivados de planta, particularmente o6leos, sdo uma
principal fonte de lipidios para o processamento de alimento, e para o mate-
rial de alimentacdo industrial. Mais recentemente eles sdo de interesse e
usam como alternativas a produtos petroquimicos para combustiveis. Lipi-
dios de planta podem ser derivados de uma ou mais partes de uma planta,
arbusto, ou arvore. Em varias plantas, a raiz, tronco, casca de arvore, folhas,
flores, sementes, frutos, ou outras plantas podem servir como uma fonte de
oleo. Tais lipidios podem ser extraidos mecanicamente, por exemplo, atra-
vés da aplicagdo de pressdo externa, ou quimicamente, por exemplo, atra-
vés de processos de extragdo de solventee organico ou aquoso, Ou proces-
sos de combinacgao.

Oleos de planta sdo frequentemente classificados ou como es-
senciais ou fixos. Oleos essenciais sdo dleos volateis tipicamente derivados
de tecidos outros que ndo a semente de uma planta. Oleos fixos, também
chamados "6leos graxos” incluem oleos derivados de fontes de plantas, por
exemplo, soja, milho, canola (semente de colza), girassol, agafrao, amendo-
im, coco, copra, palma, algoddo em rama, oliva, gergelim, semente de linho,
e outros.

Oleos obtidos a partir de plantas de semente oleosa s&o conhe-
cidas para seus usos em alimento, e produtos alimenticios, bem como para
sabdes, detergentes, logdes, lubrificantes, inseticidas, tintas, revestimentos,
tintas para impressao, e outros produtos industriais ou de consumidor. Embora

a vasta maioria de 6leos de semente oleosa sdo extraidos com um processo
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de extragdo de solventee organico, alguns sdo agora extraidos através de
extragdo aquosa.

Extragdo com solventes organicos é mais rapida e mais eficaz,
provisao de rendimentos mais altos de 6leo. Isso é sem duvida o processo
comercial dominante para a extragdo de, por exemplo, 6leo de soja, com
mais do que 90% da totalidade de 6leo de gréo de soja extraido com hexano
ou outros solventes orgénicos. No entanto, tais solventes possuem questdes
de segurancga substanciais, incluindo o risco de fogo e explosdes de solven-
tes, bem como riscos de exposigdo a conjunto de pessoas. Processos de
extragdo de solvente exigem plantas caras que sdo preparadas para mani-
pular solventes, bem como a exigéncia de medidas de seguranca. Além dis-
SO, 0 uso em grande escala de solventes organicos aumenta as preocupa-
¢oes de administragdo de residuo. Além do mais, para as aplicacdes em
processamento de alimento, as extragdes a base de solvente podem resultar
em proteinas desnaturadas, alteradas ou menos funcionais no restante, porgao
extraida da semente oleosa (por exemplo, o "alimento”), diminuigio do valor ou
do uso dessa porgdo potencialmente mais valiosa da semente oleosa.

Processos aquosos para a extracdo 6leos de sementes oleosas
foram desenvolvidos em anos recentes. Vide Freitas e outros, Fett/Lipidio
99: 333-337, 1997; e Caetano e outros, La Rivista ltaliana Delle Sostanze
Grasse 79: 165-169, 2002. Both Freitas e outros, e Caetano e outros, prove-
em uma combinacao de tratamento de protease e extrusdo para extrair 6leos
Nnos processos aquosos. Etapas de processo aquoso sdo inerentemente
mais seguros do que etapas de extragdo de solvente orgéanico e correspon-
dentemente, o investimento de partida inicial no equipamento de capital é
substancialmente menor para os processos de extragdo aquosa. Processos
de extragdo aquosa, no entanto, frequentemente resultam em rendimentos
menos eficaz e diminuido de 6leos quando comparados com extragdo de
solvente orgéanico.

Ha uma necessidade, portanto, na técnica de etapas de proces-
samento para aperfeicoar meétodos de extragdo aquosa para a obtengdo 6-

leos a partir de fontes de planta, especialmente sementes oleosas. Ha tam-
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bém uma necessidade de aumentar a eficacia ou rendimentos de tais pro-
Cessos.
Sumario

Em varios de seus aspectos, processos sdo providos por uso de
emulsbGes de 6leo em agua desemulsificantes obtidas a partir de extracdo
aquosa de tecidos de planta, particularmente sementes oleosas, por exem-
plo pelo uso de varias enzimas. Também providos sdo métodos para a ob-
tengéo dleo a partir de sementes oleosas em que o método inclui extragao
aquosa e desemulsificagdo enzimatica de uma emulsdo de 6leo em agua
resultante. Oleo derivado pelos processos e métodos, bem como composi-
¢oes compreendendo o 6leo tais como alimento, produtos de consumidor e
materiais de alimentagdo industriais sdo também providos. Composigcoes
compreendendo enzimas capazes de desemulsificar uma emulsido de 6leo
em agua e ulteriormente compreendendo uma emulsio de 6leo em agua sédo
também providos aqui. Em um aspecto, providos sdos processos para a de-
sestabilizagdo de uma emulsdo compreendendo uma fase oleosa e uma fa-
se aquosa, onde a emulsao foi produzida em uma extragao de solvente a-
quoso de um lipidio de uma semente oleosa. O processo compreende a eta-
pa de contato da emulsdo com pelo menos uma atividade de enzima incluin-
do pelo menos uma fosfolipase ou uma protease, ou uma sua combinagio,
sob condigbes que permitem atividade de pelo menos a fosfolipase ou a pro-
tease, ou a combinacgao, por um tempo suficiente para desestabilizar a e-
mulsdo. Em certas concretizagdes preferidas a fase aquosa é a fase conti-
nua da emulsdo e da fase oleosa é a fase descontinua da emuisio.

Em um outro aspecto, processos sao providos para a obtengdo
de oleo a partir de uma semente oleosa. Os processos em geral compreen-
dem as etapas de:

(a) provisdo de uma fragdo de semente oleosa contendo 6leo;
(b) contato da fracdo de semente oleosa contendo dleo com um agente de
extragao aquoso para formar uma fracdo de semente oleosa extraida;
(c) separagao da fragcdo de semente oleosa extraida em uma fase aquosa,

uma emulséo de 6leo em agua, e uma fase insollvel,;
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(d) contato da emulsdo de 6leo em agua com pelo menos uma
atividade de enzima sob condigdes que permitem atividade de enzima por
um tempo suficiente para desestabilizar a emulséo; e

(e) separagao da emulsdo desestabilizada em uma fase aquosa,
uma fase oleosa, e uma fase insolGvel.

Os processos resultam na obtengio de oleo a partir da semente
oleosa. Em uma concretizagdo, a fragdo de semente oleosa contendo 6leo
compreende células e o processo ulteriormente compreende a etapa de
rompimento das células antes do contato da fracdo de semente cleosa com
0 agente de extragdo aquoso.

Também providos aqui sdo 6leos derivados de planta prepara-
dos pelos processos revelados acima, bem como um hospedeiro de produ-
tos alimenticios compreendendo o éleo assim obtido.

Em um outro aspecto da invengdo, composi¢gdes sdo providas
compreendendo pelo menos uma atividade de enzima capaz de desestabili-
zar uma emulsdo de 6leo em agua; e uma emulsdo de 6leo em agua obtida
a partir de uma extragao de solvente aquoso de uma fracdo de semente ole-
osa contendo éleo. Em uma concretizagao a atividade de enzima compreen-
de pelo menos uma fosfolipase ou uma protease, ou qualquer combinagdo
de uma ou mais tais atividades. Também providos aqui sdo 6leos derivados
de planta isolados das composi¢gdes ensinadas aqui. Um outro aspecto pro-
vides métodos para a obtencédo de 6leo de planta a partir de uma fragdo de
semente oleosa. Os métodos compreendem as etapas de:

(a) provisédo de uma composicido compreendendo pelo menos
uma atividade de enzima capaz de desestabilizar uma emulsao de 6leo em
agua, e uma emulsdo de 6leo em agua obtida a partir de uma extragdo de
solvente aquoso de uma fragado de semente oleosa contendo 6leo;

(b) provisdo de condigbes sob as quais a atividade de enzima
desestabiliza a emulsio de 6leo em agua; e

(c) separagdo de uma composicdo em pelo menos uma fase a-
quosa e uma fase de lipidio, onde a fase de lipidio compreende o déleo de

planta.
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Também providos aqui sdo 6leo derivado de planta compreen-
dendo 6leo de planta preparado pelos métodos revelados, bem como produ-
tos alimenticios, produtos de consumidor, e materiais de alimentacéo indus-
triais compreendendo 6leo de planta assim preparado ou obtido. Composi-
¢Oes de proteina preparadas de acordo com os métodos providos aqui séao
também providos — essas sao Uteis como fontes de proteina de funcionali-
dade aperfeigcoada. Produtos alimenticios, produtos de consumidor, e mate-
riais de alimentagao industriais compreendendo proteina preparada pelos
metodos ensinados aqui sdo também providos.

Biocombustiveis ou ecocombustiveis compreendendo os oleos
de planta ou proteinas preparadas por qualqguer um dos métodos revelados
sao também providos aqui.

Esses e outros aspectos serdo ulteriormente ilustrados através
da seguinte descrigdao detalhada, figuras e exemplo, que destinam-se a ilus-
trar as varias concretizagoes.

Breve Descricio dos Desenhos

As figuras anexas servem para ulteriormente explicar ou ilustrar
varios aspectos das composi¢gdes ou métodos descritos mais totalmente aqui
e exemplificados abaixo.

Figura 1: Rendimento de 6leo recuperado como uma fungéo de
concentragdo de enzima. Circulos cheios: Concentrado de protease fungico;
Quadrados abertos: enzima LisoMax®. Reagdes incubadas por 90 min a
50°C.

Figura 2: Rendimento de 6leo recuperado, como uma fungao de
pH. O pH do creme antes que o ajuste fosse 8,0.

Figura 3: Fluxograma que mostra um processo de extragdo a-
quosa exemplar para a obtengio de 6leo a partir de semente oleosa.

Figura 4: Distribuicido oleosa em fragdes especificadas depois da
extragdo aquosa auxiliada por enzima, e o/w de rompimento de emulsdo de-
pois da extracdo aquosa mais e desemulsificagdo auxiliada por enzima com
tratamentos como indicados. Simbolos sdo como se segue: quadrados com:

marcas tracejadas = controle; tiras diagonais = fosfolipase C; diamantes =
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coquetel de enzima da Genencor; tiras horizontais = congelamento-
descongelamento; quadrados cheios = tratamento térmico a 95°C.

Descricdo Detalhada de Concretizacdes llustrativas

Abreviacdes e Acronismos:

EC (ou E. C): Enzima numero de acesso (numero de EC);

FPa: Protease fungica 500.000 (Genencor- A Danisco Division);

FPb (ou FPC): Concentrado de protease fungico (Genencor- A Danisco Divi-
sion);

HCI: Acido cloridrico;

IP3: Trifosfato de inositol;

o/w: emulsdo de 6leo em agua (também algumas vezes chamados de "cre-
me");

PIP2 : Fosfotidilinositol-bisfosfato;

PLI: lisofosfolipase, (G-ZYME(R) G999);

PLZ2: fosfolipase A, (LisoMax(R))

PG6L: Protex [beta]L;

pi: Ponto isoelétrico;

w/w: peso por peso (usualmente expresso como uma percentagem, como
em "% w/w" ou % (w/w)).

Definicoes:

Como usado aqui uma "emulsdo" compreende um pelo menos
sistema transitoriamente estavel compreendendo uma mistura fisica de pelo
menos dois materiais, nao totalmente misciveis com, ou solluveis em, entre
si. Emulsdes preferidas, como usado aqui, ndo prontamente separam quan-
do sao deixadas que se repouse nao interrompidas, e podem permanecer
misturadas por comprimentos de tempo consideraveis. Elas de preferéncia
permanecerao estaveis por periodos de tempo prolongados tais como mais
do que cerca de 1, 2, 4, 8, 12, ou 24 horas, ou ainda mais. Enquanto siste-
mas de emulsao podem compreender soélidos, liquidos, e gases, de prefe-
réncia, as emulsdes para o uso aqui compreendem pelo menos uma fase de
lipidio e uma fase aquosa, ambas as quais estdo no estado liquido. Uma

fase em uma emulsdo é continua, enquanto a outra fase é dispersa em e
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assim, descontinua com, a outra. Por exemplo, uma emulsdo de "6leo em
agua” tem uma fase oleosa descontinua dispersa em uma fase aquosa con-
tinua, enquanto que uma emulsdo de "agua em 6leo" tem uma fase aquosa
descontinua dispersa em uma fase oloesa ou de lipidio constinua. Em um
sentido pratico, a fase descontinua consiste em goticulas pequenas dispe-
sas em e contidas dentro da outra fase. A fase descontinua é assim também
algumas vezes chamadas a fase "internal”, e por analogia, a fase continua é
algumas vezes chamadas a fase "externa". Sob certas circunstancias uma
emulsao pode inverter, isto é, as fases continua e descontinua podem mudar
as regras, por exemplo, uma emulsdo de 6leo em agua se torna uma emul-
sdo de agua em dleo ou vice-versa.

Deve ser entendido que o uso dos termos "6leo em agua" e "a-
gua em oleo” aqui sdo meramente descritivos para auxiliar no entendimento
de leitura que das fases sdo continuas e que sido dispersas em um dado sis-
tema de emuls&o; elas ndo limitam a emulsao literalmente a 6leo e agua. A
fase de "agua" ou aquosa pode conter um ou mais solutos, tais como sais, e
qualquer numero de outros compostos sollveis, ou parcialmente soluveis.
Similarmente, a fase "oleosa" ou lipidica pode conter uma ampla variedade
de compostos soluveis de lipidios ou lipidios.

Alguns compostos tém a capacidade de estabilizar emulsdes,
por exemplo, por alteragao da tensao superficial e/ou tensdo interfacial entre
as fases continuas e descontinuas, por prevencao das "goticulas" de fase
descontinua dispersa de agregagao ou coalescéncia, ou mesmo por aumen-
to da viscosidade da fase continua. Moléculas que tém tanto porg¢des carre-
gadas (por exemplo, idnicas) quanto nao carregadas (nao idnicas) frequen-
temente servem como estabilizadores. Uma vez que elas sdo moléculas an-
fifilicas, que possuem tanto propriedades lipofilicas quanto hidrofilicas, elas
tendem a concentrar nas interfaces entre as duas fases e controlar tensio
superficial. Exemplos de estabilizadores incluem muitas proteinas, tensoati-
vos, glicerol, monoglicerideos, diglicerideos, e fosfolipidios. Um grupo de
fosfolipidios € conhecido como lecitinas. Amplamente usados como emulsifi-

cadores naturais, lecitinas incluem varios componentes, incluindo fosfatidil-
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colina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, e/ou acido fosfatidico. Muitos
tais estabilizadores estdo naturalmente presentes em plantas e mais especi-
ficamente em tecidos contendo lipidio e de armazenagem de lipidio de plan-
tas, tais como sementes oleosas e suas fragbes. Em concretizagdes particu-
larmente preferidas exemplificadas aqui, a semente oleosa € soja. Sojas sao
conhecidas como contendo quantidades significativas de fosfolipidios (por
exemplo, lecitinas) e proteinas que sejam capazes de estabilizar emulsdes.

Como usado aqui "6leo" significa qualquer um grupo de gorduras
(ou lipidios) quer permancem liquido a temperatura ambiente. "Oleo de plan-
ta" como usado aqui significa quaisquer tais 6leos que s&o obtidos a partir
de qualquer tecido de uma planta. Oleos de planta sdo também chamados
aqui alternativamente de "6leos derivados de planta”. Em certas concretiza-
coes Oleos de planta sdo cosmetiveis, enquanto em outras concretizagoes
eles ndao sido necessariamente comestiveis. Alguns 6leos podem ser apro-
priadamente e seguramente usados para a aplicagdo externa a um animal
tal como um ser humano, enquanto outros 6leos podem ser totalmente nao
comestiveis, e também ndo seguros para o uso externo em um animal. Tais
6leos podem apesar disso ser valiosos para o uso de processo industrial,
como lubrificantes, produtos de limpeza ou de polimento, ou simplismente
como material de alimentagdo para a produgdo de outras composigoes ou
produtos que exigem um lipidio como uma matéria-prima. Por exemplo, al-
guns lipidios sdo uteis como combustiveis ou suplementos de combustivel. E
presentemente de interesse significativo em fontes biolégicas ou renovaveis
de combustiveis, tais como combustiveis combustiveis, por exemplo, lipidios
para o uso em biodiesel.

"Semente oleosa" como usada aqui refere-se a qualquer semen-
te contendo dleo, noz, semente, ou semelhantes produzida por uma planta.
Todas as tais plantas, bem como suas sementes, nozes, ou sementes sao
contemplados para o uso aqui. Por exemplo, o National Sustainable Agricul-
ture Information Service lista as seguintes como fontes de dleo para o ali-
mento, especialmente, ou usos industriais: améndoas, sementes de damas-

co, abacate, noz de faia, mirtilio, groselha negra, borragem, castanha-do-
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para, caléndula, semente de alcoravia, noz de caju, semente de ricino, se-
mente citrica, cravo, coco, café, copra (coco seco), coentro, semente de mi-
Iho, semente de algodao, baga de sabugueiro, primula da noite, semente de
uva, amendoim, aveld, semente de canhamo, jojoba, linhaga, noz de maca-
damia, flor da noz-moscada, semente de meldao, semente de mostarda, se-
mente de "neem", semente "niger", noz-mocada, semente de palma, fruto da
paixao, peca, pistache, semente de papoula, semente de abdobora, semente
de colza, semente de framboesa, pimenta vermelha, fruto da roseira brava,
semente de borracha, semente de agafréo, espinheiro cerval do mar, semen-
te de gergelim, soja, euférbio, urtiga, semente de girassol, planta de tropho,
semente de tomate, ou noz. Também Uteis sdo varias plantas relacionadas e
semente oleosa cujo teor de 6leo € de interesse para o uso como combusti-
vel, tais como "ecocombustivel”, biodiesel ou semelhantes. Tais plantas in-
cluem, mas nado sao limitadas a jatropha (por exemplo, Jatropha curcas, J.
mahafalensis, e seus cultivares); Elaeis guineensis (por exemplo, 6leo de
palma), Aleurites fordii (arovre de 6leo de tungue ou arvore de 6leo de ma-
deira), Ricinus communis (arvores de semente de ricino), Copaifera langs-
dorfii (arvore de diesel), e Pongammia pinnata (arovre de 6leo de "honge",
ou arovre de "pongam", e seus cultivares).

Uma "fragdo contendo 6leo” ou "fragdao contendo lipidio” como
usado aqui refere-se a semente oleosa ou alguma sua porg¢édo ou parte, no
entanto, obtida. Em concretizagbes preferidas, a fragdo contendo 6leo com-
preendera a totalidade, ou pelo menos a maior parte do 6leo (ou teor de gor-
dura ou de lipidio) da semente oleosa. Em outras concretizagées, uma etapa
de processamento anterior pode remover pelo menos algum, ou ainda a
maior parte do 6leo a partir da semente oleosa antes da obtengdo da fragéo.
Assim, por exemplo, em certas concretizagdes usando-se soja como fonte
de semente oleosa, a "fragdo" compreende farinha de soja ou flocos de soja.
De preferéncia, a farinha ou flocos obtidos sdo "de gordura completa” como
aquele termo é entendido na técnica. No entanto, que nao preclude o uso
dos processos providos aqui com, por exemplo, fragdes parcialmente de-

sengorduradas, tais como farinha de soja ou flocos de soja. Fatores econé-
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micos podem prover motivagao para usar fragdes contendo pelo menos uma
maior parte de gordura, no entanto ndo ha nenhuma barreira técnica conhe-
cida para o uso das fragdes de processos reveladas compreendendo menos
do que uma maior parte de gordura da semente oleosa inteira.

Para certas concretizagdes, a fragdo contendo 6leo ¢é oriunda de
uma fonte principal de dleo industrial ou alimento. Presentemente, soja, se-
mente de milho, semente de algoddo, e semente de colza, bem como se-
mente de girassol, acafrdo, semente de linho, e amendoim s3o preferidos
como fontes de 6leo de alimento.

Como usado aqui, um "solvente aquoso” compreende pelo me-
nos agua. Solventes aquosos tipicamente compreendem outros componen-
tes tais como sais, compostos de tamponamento, moléculas pequenas, e
mais. Qualquer nimero e concentragdo de componentes adicionais podem
estar presentes proveram o solvente aquoso que é substancialmente uma
suspenséo ou solugdo homogénea em agua. Esse solvente aquoso, com os
componentes adicionais como uma solugdo ou suspensao substancialmente
homogénea, é algumas vezes chamado aqui de um "agente de extracdo a-
quosa” para conveniéncia e para distingui-lo do solvente per se, por exem-
plo, agua. Os dois termos sdo sinbnimos como definidos aqui. De preferén-
cia todos os componentes presentes estdo em solugdo verdadeira no agente
de extragdo aquoso ou solvente aquoso. Um solvente aquoso é distinguido
de um solvente organico pelo fato de que ao inves de agua como o solvente,
o termo "solvente organico" refere-se a maioria dos outros solventes que sio
compostos organicos e contém atomos de carbono. Solventes organicos sio
mais volateis e potencialmente explosivos do que solvente aquosos. Tipica-
mente, extragao de solvente organico de dleos refere-se a qualquer proces-
so usado para remover um Oleo a partir de sementes oleosas através de
contato direto com um solvente organico tais como n-hexano ou outros he-
Xanos.

"Microbiano” como usado aqui refere-se a uma fonte de ativida-
des de enzima, por exemplo, inclui todas as formas de vida e transformadas

em células simples, incluindo mas nao limitadas a bacteriana, fangica, de
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alga (micro e macro), levedura, protozoario e semelhantes. Fontes preferidas
sdo frequentemente bacterianos ou fungicos, especialmente aqueles orga-
nismos que historicamente ou frequentemente foram a fonte de enzimas pa-
ra o processamento de alimento que sdo em geral reconhecidas como segu-
ras ou semelhantes.

"Atividade de enzima" como usado aqui refere-se a uma reagao
quimica catalisada por uma ou mais proteinas cataliticas (enzimas). Uma
enzima particular, ou preparacdo de enzima pode prover uma ou mais ativi-
dades de enzima. Por exemplo, uma enzima pura pode ser capaz de catali-
sar mais do que uma reagao enzimatica (isto €, conversdao de um substrato
em produto(s)) e assim, pode ser dito ter mais do que uma "atividade de en-
zima". A capacidade de converter um substrato particular em um produto ou
produtos correspondentes €, para finalidades aqui, uma "atividade de enzi-
ma" sem relagdo ao numero de proteinas ou sua pureza. Em muitos casos,
preparagoes de enzima comerciais ndo sao enzima(s) bioquimicamente "pu-
ra(s)". Tais preparagdes podem prover uma variedade de atividades de en-
zima em uma ou mais enzimas fisicas. Algumas preparagdes de enzima co-
merciais sdo projetadas para prover mais do que uma atividade de enzima,
para permitir uma faixa mais ampla de aplicagdes para a preparagao de en-
zima. Uma enzima pura tendo uma atividade de enzima simples ndo pode
prover funcionalidade o suficiente a ser util sob condigcbes de processamen-
to, ou em um sistema complexo, tal como uma matriz de alimento. Corres-
pondentemente, para as finalidades aqui, uma "atividade de enzima" néo ¢é
necessariamente sinbnimo com uma enzima. Cada atividade de enzima po-
de ser catalisada por uma ou mais enzimas, € uma dada enzima ou prepara-
¢ao de enzima pode ter uma ou mais tais atividades.

"Diulente de combustivel de diesel" como usado aqui compreen-
de qualquer composi¢cdo que pode ser usada como uma substituicdo ou usar
como substituto de, ou em vez de diesel ou qualquer combustivel derivado
de produto petroquimico, ou para prolongar, diluir, ou aperfeigcoar a eficacia
do uso de tal combustivel derivado de diesel ou outro combustivel derivado

de produto petroquimico. Como usado aqui "diulente de combustivel de die-
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sel" pode ser subsituto de diesel parcial ou completo, uma fonte de combus-
tivel alternativa ou aditivo de combustivel. "Biodiesel" e "ecocombustivel”
sdo termos usados na técnica para significar um exemplo de tais combusti-
veis que oferecem vantagens incluindo derivagao de recursos renovaveis, ou
ainda 6leo a base de planta residual. Como usado aqui, "diulentes de com-
bustivel de diesel" podem ser compativeis com o uso em sistemas de quei-
ma de combustivel padrido, por exemplo, motores de diesel padrao (tais co-
mo caminhdes, 6nibus, ou automédveis a disel), ou podem apenas ser ade-
quados para o uso em sistemas de queima de combutivel padrao que sao
adaptados para sistemas de queima de combustivel. Tal combustivel pode
ser usado para qualquer finalidade normalmente usada para combustiveis a
base de produto petroquimico, por exemplo, geragdo de poténcia, produgdo
de calor, combustivel de motor, e semelhantes. Um 6leo de planta obtido ou
preparado de acordo com o métodos ou processos providos pode ter um uso
inicial, por exemplo, na industria de alimento, € um uso secundario como um
combustivel de acordo com o exposto acima. Assim, € contemplado que cer-
tos 6leos de planta preparados por ou recuperados usando-se a presente
revelagdo sera util para uma, duas ou ainda mais finalidades antes do uso
final como um combustivel.

Em um primeiro dos varios aspectos, métodos ou processos sao
providos para a desestabilizagdo de uma emulsdo compreendendo uma fase
oleosa e uma fase aquosa. A emulsao é derivada de, ou produzida em, uma
extragdo de solvente aguoso de um lipidio de uma semente oleosa. A emul-
sd0 € posta em contato com pelo menos uma atividade de enzima incluindo
pelo menos uma fosfolipase ou uma protease, sob condigées permitindo ati-
vidade de enzima, por um tempo suficiente para desestabilizar a emulso.

Em concretizagdes preferidas, a fase aquosa é uma fase conti-
nua e a fase oleosa é uma fase descontinua, isto é, a emulsdo € uma emul-
sdo de 6leo em agua.

Em certas concretizagdes, os processos ulteriormente incluem
uma etapa de separacio para separar a fase oleosa da fase aquosa. Pro-

cessos para separagao de 6leo da fase aquosas sao conhecidos na técnica.
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Frequentemente, eles envolvem a gravidade ou mais de preferéncia forcas
em excesso de gravidade, por exemplo, forgas aplicadas através de meios
fisicos tal como centrifugacdo. Em uma concretizagao, as emulsdes sdo cen-
trifugadas em um processo por batelada. Em varias concretizagdes, as con-
digdes para a separagdo podem incluir o ajuste da emulsdo depois do trata-
mento com enzima para uma temperatura preferida, por exemplo, por aque-
cimento. Em uma outra concretizagdo, centrifugagdo continua é preferida
para a separagdo do 6leo da fase aquosa. Processos continuos podem ser
preferidos para operagbes em grande escala e sao bem adequados para
manipualagcdo de material pelo recipiente cheio, por exemplo, de silos, tan-
ques, toneis, ou semelhantes, ou ainda em séries ligadas de tais recipientes.

De preferéncia, os processos providos aqui aperfeicoam o ren-
dimento de 6leo a partir da emulsdo. O especialista versado apreciara como
monitorar o rendimento em uma variedade de bases. Em geral, as compara-
¢bes de rendimento sdo produzidas por comparagao, por exemplo, do ren-
dimento de 6leo (por exemplo, com uma base em % de rendimento maximo
tedrico do teor de 6leo da emulsao nao tratada) usando-se os processos re-
velados aqui para o rendimento de uma extragdo aquosa que ndo usa a eta-
pa de contato da emulsdo com a atividade de enzima. Outras bases de ren-
dimento podem ser usadas, por exemplo, um aperfeicoamento de recupera-
¢éo de 6leo usando-se os processos revelados aqui versus um processo de
"controle".

Em concretizagoes preferidas, a emulsdo € posta em contato
com pelo menos uma atividade de enzima compreendendo pelo menos uma
atividade de fosfolipase ou uma atividade de protease. Misturas e combina-
¢bes de enzimas que incluem um ou mais de qualquer ou ambos os tipos
expostos acima de atividades sdo também adequadas. Enquanto tais ativi-
dades de enzima oriundas de qualquer fonte tal como animal, planta, ou mi-
crobiano, sdo contempladas para o uso aqui, a atividade de enzima de prefe-
réncia compreende uma atividade de fosfolipase oriunda de um péancreas de
mamifero, Streptomyces violaceoruber, Aspergillus oryzae, ou Aspergillus

niger. Em uma concretizacio, a atividade de fosfolipase € oriunda de pan-
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creas de porco.

Varias atividades de fosfolipase provadas Uteis para a desestabi-
lizagdo da emulsao de acordo com os processos revelados aqui. Fosfolipa-
ses para as finalidades aqui incluem, mas nao sao limitadas a, fosfolipases A
(incluindo Al e A2), B (também algumas vezes chamada de lisofosfolipase),
C, e D. Fosfolipases sdo uma classe de enzimas que hidrolisam fosfolipidios,
tal como fosfatidilcolina ou fosfatidiletanolamina. Dentro de uma classe de
fosfolipase de enzimas tem cinco principais subclasses, fosfolipases A1, A2,
B, C,eD.

Fosfolipases Al (E. C. 3.1.1.32) de preferéncia hidrolisam as li-
gagoes de éster de snl defosfolipidios, tal como fosfatidilcolina ou fosfatidile-
tanolamina, para dar rendimento de 1-lisofosfolipidios mais acidos carboxili-
cos. Tipicamente, fosfolipases A1 exigem calcio como um cofator. fosfolipa-
ses A1 em geral exibem especificidade mais ampla do que fosfolipase A2.

Fosfolipase A2 (E. C. 3.1.1.4) de preferéncia hidrolisam as liga-
¢cOes de éster de sn2 de fosfolipidios, tal como fosfatidilcolina ou fosfatidile-
tanolamina, para fornecer 2-lisofosfolipidios mais acidos carboxilicos. Além
de fosfolipidios, fosfolipases A2 mostram alguma especificidade para hidroli-
se de derivados de colina e fosfatideos. Tipicamente, fosfolipases A2 exigem
calcio como um cofator.

Fosfolipases B (E. C. 3.1.1.5) sdo também conhecidas como
lisofosfolipases. Elas de preferéncia hidrolisam as ligagoes de éster de sni
de 2-lisofosfolipidios para fornecer glicerofosfatideos mais acidos carboxili-
cos. Fosfolipases B também hidrolisardo as ligagdes de éster de sn2 de 1-
lisofosfolipidios.

Fosfolipases C (E. C. 3.1.4.3) de preferéncia hidrolisam as liga-
coes de fosfato de fosfolipidios, tal como fosfatidilcolina ou fosfatidiletanola-
mina, para fornecer os corresponding diacilgliceréis e fosfatos de colina cor-
respondentes. Além de hidrélise de fosfolipidios, fosfolipases C também agi-
rao nos lisofosfolipidios.

Fosfolipases D (E. C. 3.1.4.4) de preferéncia hidrolisam a ligagao

de fosfato de fosfolipidios tal como fosfatidilcolina ou fosfatidiletanolamina
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para fornecer os acidos fosfatidicos e colina correspondentes. Além de hi-
drolise de fosfolipidios, fosfolipases D também agirdo no lisofosfolipidios.

Fosfolipases podem ser individualmente ou em combinag¢do ou
misturas de uma ou mais atividades das classificagdes de E. C iguais ou di-
ferentes, e de fontes iguais ou diferentes. Preparacdes de enzima bruta ou
parcialmente purificadas contendo uma ou mais atividades de fosfolipase
sao adequadas para o uso em algumas concretizagbes aqui. Fontes comer-
ciais de fosfolipases sdo também adequadas para o uso aqui. Por exemplo,
Genencor- A Danisco Division (Rochester, NY) oferece fosfolipases Liso-
Max® e G-ZYME® G999, de fontes bacteriana e fungica, respectivamente.
Fosfolipase C esta comercialmente disponivel, por exemplo, da Sigma (St.
Louis, MO).

Em outras concretizagdes, a atividade de enzima compreende
uma atividade de protease, tal como uma atividade de protease dos Bacillus
amyloliquifaciens. Em ainda outras concretizacdes a atividade de enzima
compreende uma ou mais atividades de protease oriunda de uma fonte de
planta, animal ou microbiana. Atividades presentemente preferidas derivam
de fontes microbianas incluindo B. subtilis, B. lichenformis, A. niger ox A.
oryzae, além de B. amyloliquifaciens descritas acima. Como com fosfolipa-
ses, combinagdes ou misturas, se purificadas, parcialmente purificadas ou
brutas, compreendendo uma ou mais atividades de protease de qualquer
classificagdo de E. C. e de quaisquer fontes sdo adequadas para o uso aqui.
Em uma concretizagdo, a atividade de protease compreende uma endopep-
tidase. Metaloproteases, se exo- ou endoproteases, forem adequadas para o
UsSO com 0Os processos e composigdes revelados. Metalo-endoproteases sao
preferidos em algumas concretizagbes. Proteases fungicas sido também a-
dequadas para o uso em certas concretizagées. Muitas fontes comerciais de
proteases sao apropriadas. Genencor- A Danisco Division (Rochester, NY)
oferece Protease fungica 500.000 e proteases de concentrado de protease
fangico, cada uma das quais compreende atividade de protease neutra a
acida estavel, e cada uma das quais € exemplificada aqui. Elas também ofe-

recem protease de Protex 6L, também exemplificadas aqui, que compreende
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atividade de protease bacteriana e prefere condigbes neutras a levemente
alcalinas.

Em um outro aspecto, processos sao providos para a obtengao
de d6leo a partir de uma semente oleosa compreendendo as etapas de:

(a) proviséo de uma fragao de semente oleosa contendo 6leo;

(b) contato da fragdo de semente oleosa contendo 6leo com um
agente de extracdo aquoso para formar uma fragdo de semente oleosa ex-
traida;

(c) separagdo da fragdo de semente oleosa extraida em uma
fase aquosa, uma emulsao de éleo em agua, e uma fase insoluvel;

(d) contato da emulsdao de 6leo em agua com pelo menos uma
atividade de enzima capaz de estabilizar a emulsdo sob condi¢gbes que per-
mitem atividade de enzima por um tempo suficiente para desestabilizar a
emulsao; e

(e) separagao da emulsao desestabilizada em uma fase aquosa,
uma fase oleosa, e uma fase insollvel; desse modo obtendo-se éleo a partir
da semente oleosa.

Em uma concretizagdo, a fragdo de semente oleosa contendo
6leo compreende células e o processo ulteriormente compreende a etapa de
rompimento das células antes do contato da fragdo de semente oleosa com
o0 agente de extragdo aquoso. Presentemente métodos preferidos de rompi-
mento de células incluem aplicagao de uma fonte mecénica. Extrusdo € um
método conveniente de rompimento de células em sementes contendo 6leo.
Tal uso de extrusores é conhecido na técnica, por exemplo, extrusores de
parafuso Unico ou de parafuso duplo sdo, portanto, uteis. O especialista ver-
sado pode prontamente determinar os pardmetros para o rompimento de
células em sementes oleosas por medigdo da recuperagio ou rendimento de
6leo, enquanto a variagdo dos parametros de extrusdo tais como tempo,
tempo de transito, pressao, temperatura, pH, e semelhantes. Outros méto-
dos de rompimento de células incluem tratamento quimico e ou enzimatico,
além de métodos mecanicos adicionais tais como pressao, rolamento, abra-

sao, sonicagao, e outros.



10

15

20

25

30

17

Em algumas concretizagoes presentemente preferidas, a emul-
sao de 6leo em agua é posto em contato com atividade de enzima compre-
endendo pelo menos uma atividade de fosfolipase ou uma atividade de pro-
tease, por exemplo de uma fonte de animal, planta, ou microbiana. Combi-
nagdes ou misturas de uma ou mais tais atividades de enzimas sdo também
expressamente incluidas para o uso aqui. Em uma concretizagao, a ativida-
de de enzima compreende uma atividade de fosfolipase de um pancreas de
mamifero (por exemplo, suino, bovino, equino, ovino, ou outro), ou de uma
fonte microbiana se bacteriana, fungica, de alga ou semelhantes, por exem-
plo, de Streptomyces violaceoruber, Aspergillus oryzae, ou Aspergillus niger.
Em uma concretizagao preferida a enzima esta disponivel de um organismo
que é em geral reconhecida como segura ou util com consumiveis tal como
alimento de ser humano e alimento de animal, e outros produtos de consu-
midor tais como cosmeéticos e produtos de cuidado de pele.

Em uma outra concretizagdo, a atividade de enzima compreende
uma atividade de protease, por exemplo, de uma fonte bacteriana, fungica,
ou de alga. Uma fonte bacteriana presentemente preferida de atividade de
protease é Bacillus amyloliquifaciens. Outras fontes presentemente preferi-
das para o uso aqui sdo de fontes microbianas incluindo por exemplo, B.
subtilis, B. lichenformis, A. niger, e A. oryzae. Em certas concretizagoes, a
atividade de protease compreende uma endopeptidase, que pode ser uma
metaloprotease em varias concretizagoes.

O processo pode incluir uma etapa de centrifugagao para cada
ou ambas as etapas de separagdo. O especialista versado apreciara o uso
de centrifugacdo para separacdo de fases de diferentes densidades, tais
como as fases aquosas e oleosas presentes na emulsdo do processo provi-
do.

Em algumas concretizagoes, o pH ¢é ajustado para entre cerca
de 3,5 a cerca de 5 antes da etapa de separacdo. Tal ajuste pode auxiliar a
desestabilizar a emulsdo em uma variedade de modos. Sem limitar o pro-
cesso a qualquer uma teoria de operagdo, um ajuste de pH pode auxiliar a

precipitar uma ou mais proteinas, as ditas proteinas talvez envolvidas na
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estabilizagao da emulsao. Alternativamente, elas podem minimizar diferenca
de carga nos grupos que diminuem ou previnem a fase descontinua de coa-
lescéncia ou agregacgido. Os ajustes de pH podem também trabalhar por
permitir que as enzimas funcionem melhor no processo de estabilizagdo -
por exemplo, permitir que a enzima e o substrato mais rapidamente se asso-
ciem, aumento de catalise real, ou por auxilio que o produtos mais rapida-
mente difusem ou saem do sitio ativo, assim diregdo do converséo de subs-
trato em produto.

Em uma concretizagdo, o prérpio agente de extragdo aquoso
compreende uma ou mais enzimas. De preferéncia as enzimas incluem uma
ou mais de uma protease, uma celulase, uma hemicelulase, uma pectinase,
uma glucanase, uma fosfolipase, uma lipase, uma lecithinase, ou uma ami-
lase. Tais atividades podem aucxiliar na recuperagéo de 6leo e a base de ma-
terial celular que retém o dito 6leo. Em alguns casos, pelo menos uma ativi-
dade de fosfolipase ou uma atividade de protease no agente de extragao
aquoso separa com a emulsao de 6leo em agua na primeira etapa de sepa-
ragcdo. A enzima sobrevivente ou de cosseparagio (fosfolipase ou protease)
€ algumas vezes chamada aqui de atividade de transferéncia. A atividade de
transferéncia esta presente com a emulsido de 6leo em agua e desestabiliza
aquela emulsdo quando provida com condicdes adequadas para a atividade,
por um tempo adequado. Tal processo de provisao de enzima suficiente ini-
cialmente, entdo o emprego de condigdes de processo adequadas para pro-
ver atividade de transferéncia na etapa tardia pode facilitar recuperagao de
6leo por permissdo que a adigdo de uma etapa ser suficiente para o proces-
so total. O especialista versado pode prontamente determinar se atividade
de enzima suficiente transportasse para dentro da emulsdo de 6leo em a-
gua.

Em concretizagdes particulares desse aspecto, a fragdo de se-
mente oleosa ¢ oriunda de soja, semente de milho, semente de colza, se-
mente de palma, semente de girassol, semente de agafréo, coco, amendoim,
semente de algodao, semente de gergelim, semente de linho, semente de

papoula, améndoa, avela, noz, semente de primula da noite, semente de
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uva, semente de cAnhamo, semente de groselha negra, semente de frambo-
esa vermelha, semente de cenoura, semente de cominho, semente de merti-
lio, semente de oxicoco, semente de salsa, semente de ceboula, semente de
aboébora, semente de damasco, semente de mostarda, linhaga, ou semente
de ricino. Como discutido acima, varias espécies consideradas serem uteis
ou potencialmente Uteis para usos relacionados com biodiesel e com com-
bustivel similar incluindo, por exemplo, jatropha, 6leo de palma, arvore de
6leo de madeira ou 6leo de tungue, arvores de semente de ricino, arvore de
diesel, e arvore de 6leo de honge e quaisquer cultivares de qualquer um dos
expostos acima sdo também contemplados para o uso aqui.

Em certas concretizagbes preferidas, a fragédo de semente oleo-
sa compreende uma fragdo de proteina que é util como um alimento, um
ingrediente de alimento, um aditivo alimentar, ou um suplemento alimentar.
E algumas vezes ou ainda frequentemente o caso que a fragdo de proteina
da semente oleosa é mais valiosa do que a fragdo oleosa. Um beneficio an-
tecipado dos processos de extragdo aquosa é que eles deixam o residuo
extraido em um estado nativo ou mais funcional, por exemplo, as proteinas
ndo sao desnaturadas ou retém maior funcionalidade através do contato
com o solvente aquoso; isto é valioso ao processador de alimento. Se para o
uso como alimento ou refeicdo ou outro uso, os processos providos aqui re-
cuperacdo de uma fragdo de proteina que nio foi exposta a solventes orga-
nicos potencialmente perigosos ou nocivos. Como tais as proteinas sao me-
nos provaveis de serem desnaturadas e podem ainda ter melhor aceitagéo
pelo consumidor entre certos grupos de consumidores.

Em uma concretizac¢éo, a fragdo de semente oleosa compreende
flocos de soja ou farinha de soja. E preferido que a fragao de semente oleo-
sa é flocos "de gordura toal" ou “farinha de gordura total". O especialista ver-
sado entendera que "gordura total" € um termo na técnica que trabalha com
fracbes de semente oleosa tais como de soja e milho. Gordura total € em um
sentido o oposto de desengordurado - em que essencialmente todos os lipi-
dios sdo removidos a partir de, por exemplo, flocos de soja, farinha de soja,

ou germe de trigo. O especialista versado apreciara que o processo provido
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aqui € compativel com nao apenas fragbes de gordura total, mas também
com fragbes parcialmente desengorduradas de semente oleosa - se flocos,
farinha grossa, germe, farinha, ou semelhantes.

Em certas concretizagdes, as condigdes incluem o ajuste do pH
da emulsao de 6leo em agua a entre cerca de 3,5 e cerca de 5. Ha uma am-
pla variedade de métodos para afetar o ajuste de pH - incluindo, mas nao
limitado a adigdo de HCI, ou outros acidos, incluindo acidos orgénicos ou
seus sais. Para usos como alimento, tais acidos sdo de preferéncia ingredi-
entes de alimento, ou em geral reconhecidos como seguros para o uso em
alimentos pelos corpos reguladores apropriados.

Em uma concretizagdo preferida, os processos providos aqui
aperfeicoam o rendimento de 6leo a partir da semente oleosa quando com-
parados com aquele de uma extragdo de solvente aquoso que nao usa a
etapa de contato da emulsdo com a atividade de enzima. Em uma concreti-
zagao mais preferida, as abordagens de recuperagdo de d6ieo que obtidas
com uma extragdo de solvente organico.

Em ainda um outro aspecto 6leos derivados de planta sdo provi-
dos, os ditos 6leos preparados por qualquer um dos processos descritos a-
qui. Em uma concretizagao, o 6leo esta substancialmente livre de proteinas,
fosfolipidios, ou impurezas aguosas. Também providos sdo produtos alimen-
ticios compreendendo o 6leo.

Em um outro aspecto aqui, composi¢des sdo providas que com-
preendem pelo menos uma atividade de enzima capaz de desestabilizar
uma emulsdo de 6leo em agua; e ulteriromente compreendem uma emulsdo
de 6leo em agua obtida a partir de uma extragao de solvente aquoso de uma
fragdo de semente oleosa contendo 6leo. Tais composigdes sao intermedia-
rios nos processos providos. Elas sao uteis como material de partida na ex-
tracdo de 6leo de uma emulsao de 6leo em agua obtida a partir da extragao
de solvente aquoso de uma semente oleosa. Elas podem também ser uteis
como um ingrediente funcional para a adigdo diretamente a um alimento.
Essas composi¢cdoes podem auxiliar a prover um componente de lipidio de

alta qualidade, enquanto provisdo simultanea de proteina funcional de alta
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qualidade e teor de fosfolipidio. Uma vez que a adigdo da enzima tendera a
desestabilizar a emulsdo, processadores podem encontrar que essa compo-
sigdo tem utilidade para adigdo direta a um processo. Em outras concretiza-
cdes, de preferéncia depois da desestabilizagdo da emulsdo, a composigao
€ separada em pelo menos uma fase lipidica e uma fase aquosa, em que as
atividades de enzima separam com a fase aquosa. As fases lipidicas e a-
quosas assim separadas sdo cada uma Uteis como um componente ou um
ingrediente em um processo de alimento.

Em uma concretizacé@o preferida, a atividade de enzima compre-
ende pelo menos uma fosfolipase ou uma protease. A atividade de enzima
como provida aqui e acima pode compreender uma atividade de fosfolipase
de uma fonte de animal, planta, ou microbiana, por exemplo, pancreas de
mamifero, Streptomyces violaceoruber, Aspergillus oryzae, ou Aspergillus
niger. Atividade de fosfolipase oriunda de pancreas de suino, equino, bovino,
ou ovino sdo concorrentemente preferidas como fontes de animal. A ativida-
de de enzima pode também ou alternativamente compreender uma atividade
de protease oriunda de uma fonte de animal, planta ou microbiana. Por e-
xemplo, uma protease é oriunda de uma fonte bacteriana tais como Bacillus
amyloliquifaciens, Bacillus subtilis, Bacillus lichenformis, ou uma fonte fungi-
ca tal como um Aspergillus niger, ou Aspergillus oryzae. Em certas concreti-
zagOes a protease € uma endopeptidase, tal como uma metaloprotease.

Também providos aqui sdo dleos derivados de planta isolados
das composigcoes expostas acima.

Em um outro desses aspectos, métodos sdo providos para a
obtengdo o6leo de planta de uma fragdo de semente oleosa. Os métodos
compreendem as etapas de:

(a) provisdo de uma composigdo compreendendo pelo menos
uma atividade de enzima capaz de desestabilizar uma emulséo de 6leo em
agua, e uma emulsdo de d6leo em agua obtida a partir de uma extragéo de
solvente aquoso de uma fragdo de semente oleosa contendo Oleo;

(b) provisdo de condigbes sob as quais a atividade de enzima

desestabiliza a emulsado de 6leo em agua; e
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(c) separagao de uma composigdo em pelo menos uma fase a-
quosa e uma fase de lipidio, a dita fase de lipidio compreendendo o 6leo de
planta.

Em certas concretizagbes, as condigdes na etapa (b) incluem um
pH que esta cerca do ponto isoelétrico de uma proteina presente na emulsao
de oleo em agua. Um pH presentemente preferido € um que esta entre cerca
de 3,5 a cerca de 5.

Em varias concretizagbes, a etapa de separagio ulteriormente
produz uma porgao insoluvel, de preferéncia que compreende uma proteina.
Como discutidos acima, processos de extragdo de solvente aquoso podem
prover proteinas que retém funcionalidade maior do que aquelas produzidas
por extragao de solvente organico de plantas de semente oleosa. Essas pro-
teinas tendo a maior funcionalidade tém valor aumentado, e frequentemente
sdo mais valiosas do que os derivados de 6leo da semente oleosa.

Também providos aqui sdo 6leos derivados de planta compre-
endendo 6leo de planta preparado pelo método exposto acima, ou qualquer
outro revelado aqui. Produtos alimenticios compreendendo um 6leo de plan-
ta preparado por esses métodos sdo também providos, como sao materiais
de alimentacao industriais e produtos de consumidor compreendendo o 6leo
de planta assim preparado.

Composicdes de proteina preparadas pelos métodos descritos
aqui sao também providos, como sdo produtos alimenticios, produtos de
consumidor, e material de alimento industrial compreendendo uma proteina

preparada pelos métodos ou processos revelados aqui.

Exemplos

Exemplo 1
Desemulsificagdo de uma emulsdo de dleoc em agua obtida a

partir de extrudado e enzima tratada com flocos de soja de gordura total Tri-
agem de Enzimas: Protease e Fosfolipase

Tabela 1-1 sumariza as enzimas que foram testadas em uma
emulséo de 6leo em agua a uma concentragdo de 500 mg (2% w/w de dleo

em agua emulsao). Cerca de 1,2 kg de flocos de soja de gordura total extru-
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dado foi usado como o material de partida. Depois do ajuste da temperatura
até 50°C com um banho-maria de temperatura controlada equipado com um
Lab-Stirrer LR 400C (Fisher Scientific) a um tempo de 150 rpm, e ajuste do
pH para 7,0 usando-se NaOH a 2 N, Multifect Neutral(R) (Genencor- A Da-
nisco Division) foi adicionado a 0,5% (w/w) (com base em peso de floco de
soja). A temperatura e pH da reagdo foram mantidos por 1 h nos valores a-
firmados. Depois da incubag&o por 1 hora, o pH foi aumentado para 8,0 por
15 min. Residuo insolivel foi removido por centrifugagcdo em um rotor de
angulo fixo SLA-3000 (Sorvall RC5BPIlus, Newtown, CT) a 3,000 g por 15
min. Depois da centrifugagdo, a emulsdo de 6leo em agua (incluindo qual-
quer 6leo separado) e fragdes aquosas foram coletadas em um funil e foram
armazenadas a 4°C de um dia para o outro. A emulsdo de 6leo em agua e
fragéo livre de éleo (separado) foram coletadas depois da separacdo de ca-
mada e usadas para a desemulsificagdo enzimatica. As reacbes de enzima
para desemulsificar a emulsdo de 6leo em agua foram incubadas por 90 min
em um dotima temperatura e pH para cada enzima. As enzimas foram adicio-
nadas ou independentemente, em combinagdo, ou em sequéncia, de acordo

com o projeto experimental (vide descricdo na nota de rodapé da Tabela 1-2).
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Resultados:

Os resultados sdo mostrados na Tabela 1-2. A concentragao de
enzima nesse primeiro conjunto de experiéncias era relativamente alto (500
mg, isto &, 2% de peso por peso). Duas enzimas foram selecionadas para
determinar o impacto de concentragdo de enzima na desestabilizagdo da
emulsdo de 6leo em agua. Concentrado de protease fungico (FPC) e enzima
LisoMax®, ambas trabalhando a pH 8, foram selecionadas.

Quando uma enzima foi adicionada independentemente, subs-
tancialmente a totalidade do 6leo foi liberada (Rendimento de 6lec recupera-
do ¢ igual a -100%) independentemente da natureza da enzima. Uma vez
que o tratamento com protease individual ou fosfolipases resultou em quase
100% de liberagdo de 6leo, nenhuma conclusdo pode ser nas vantagens de
uma combinacgdo de enzimas. Surpreendentemente, no entanto, a lisofosfo-
lipase (PLI) trabalhou bem como a fosfolipase A2 (PL2). Isso n&do era espe-
rado uma vez que ela foi considerada que a atividade de PLI que converte os
substratos de PLI nos produtos correspondentes ndo poderiam desestabili-
zar a emulsdo tanto quanto a conversdo de substrato correspondente no
produto por PL2. Por um outro ponto de vista, os potenciais substratos para
PLI ndo foram considerados serem como responsaveis pela estabilidade da
emuisdao como eram os substratos para PL2.

Tabela 1-2. Efeitos de enzima na desemulsificagdo de emulsdo de dleo em

agua.

Enzima(s) Rendimento de 6leo | Percentagem de oleo em
recuperado (%) emulsado residual depois da

recuperacao de dleo (%)

Enzima Simples

PL2 100,7 3,0
PL1 97,7 4,8
P6L 104,2 7,7
FPa 87,7 4.8

FPb 95,6 7,2
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Tabela 1-2. -continuagao-

Enzima(s) Rendimento de 6leo | percentagem de o6leo em
recuperado (%) emulsao residual depois da

recuperacao de o6leo (%)

Combinagao de Enzimas

Enzimas adicionadas juntas

PL2+PL1* 102,5 3.1
PL2+PFb* 105,0 2,5
PL2+P6L*

Enzimas sequencialmente adicionadas | 96,5 6,2
PL2 - PL1 106,1 3,7

Observagao: Cerca de 20 g da emulsao de 6leo em agua foram
usados para cada teste. Quinhentos (500) mg de enzima foram adicionados.
* a temperatura de reacgdo era de 40°C. Para abreviacgdes, vide a Tabela 1-1.

Observagao para os resultados: (A) Rendimento de éleo recupe-
rado (%) € calculado como a razao de 6leo (g) recuperado depois da incuba-
g¢ao enzimatica para o 6leo (g) na emulsdo de 6leo em agua original, expres-
sa como uma percentagem (B) Oleo na emulsdo residual depois da recupe-
ragcado de 6leo (%) e calculado como a razdo de oleo deixada na emulsao
residual para o 6leo na emulsdo de 6lec em agua original, expressa como
uma percentagem.

Exemplo 2: Efeito de concentragcdo de enzima no rendimento
livre de dleo

Enzima de (0,5, 5, 50, ou 500 mg cada) foi adicionada a 20 g de
amostras da emulsdo de 6leo em agua. A quantidade de enzima correspon-
de a uma percentagem de 0,002, 0,02, 0,2 e 2 % (w/w), respectivamente. Os
resultados sdo mostrados graficamente na Figura 1. Figura 1 mostra as cur-
vas de rendimento como uma fungdo de concentragdo para cada uma das
enzimas, Concentrado de proteina flingica e LisoMax®, respectivamente.
Cada ponto de dados provido € a média de duas experiéncias independen-
tes. Um rendimento de 6leo recuperado de 44% foi obtido para o controle,

isto €, emulsdo de 6leo em agua sem atividade de enzima adicionada. A
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0,2% de FPC adicionado, 88% do oleo foram recuperados. Em contraste
com isso, apenas 48% do 6leo foram recuperados com a mesma concentra-
¢do de enzima LisoMax®. Assim, embora ou das atividades de protease ou
de fosfolipase sejam capazes de aperfeigoar o rendimento quando a concen-
tragdo da enzima foi aumentada, a concentragdes mais baixas, concentrado
de protease fungico era mais eficaz na maximizagao de recuperagéo de 6leo
do que enzima LisoMax®.

Exemplo 3: Efeito de pH sobre desemulsificagdo de emuldo de
6leo em agua emulsao de sojas.

O pH da emulsao foi ajustado para o ponto desejado com acido
cloridrico. A emulsao foi agitada por 10 min a 50°C antes da centrifugagéo,
para separar e recuperar o 6leo. Como pode ser visto a partir do grafico pro-
vido na Figura 2, houve uma relagéo direta entre o valor de pH e o rendimen-
to de oleo recuperado. Os rendimentos mais altos foram obtidos entre cerca
de pH 4 e cerca de 4,5, uma faixa que corresponde ao pl de proteinas de
soja. Um pH de cerca de 4,2-4,3 pareceu ser uma 6tima condigao para a
recuperacao de Oleo a partir da emulsdo. Recuperagdes de 6leo a pH's aci-
ma de cerca de 6 eram substancialmente menores (cerca de 40% ou menos)
do que aquelas obtidas nos pH's abaixo de cerca de 5,5 (cerca de 50% ou
mais). Foi observado que a curva de resposta era reminescente daquelas
obtidas para a solubilidade de proteina de soja como uma fungéao de pH.

Exemplo 4:
Extrac3o de flocos de soja de gordura total com a extrus&o e extragdo aquosa

Condi¢des para a extrusdo de flocos de soja de gordura total
foram otimizados usando-se um extrusor de parafuso duplo (American Leis-
tritz). Foi determinado que a extrusdo a 100°C, a um tempo de parafuso de
100 rpm e o teor de umidade a cerca de 14-15% proveram resultados prefe-
ridos.

Flocos de soja de gordura total foram extrudados diretamente
em agua. A mistura de floco de soja aquosa foi tratada com uma etapa en-
zimatica por adigdo de enzima (Multifect Neutral, Genencor- A Danisco Divi-

sion) a 0,5% w/w com uma base de solidos de peso seco. A mistura foi incu-
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bada a 50°C por 1 h com agitagédo. Depois da incubagé@o a mistura foi sepa-
rada por centrifugagdo a cerca de 3000 x g para fornecer uma fragao insolu-
vel e um sobrenadante aquoso. O sobrenadante aquoso continha dleo ("éleo
livre"), uma emulsdo de 6leo em agua, e uma fragdo aquosa. Assim a totali-
dade do o6leo era ou livre ou na emulsdo. O éleo livre e a fragdo aquosa fo-
ram separadas pelo assentamento de gravidade de um dia para o outro no
frio (menos do que cerca de 10°C). A fragdo aquosa mais pesada foi primei-
ramente removida, e entdo o 6leo e emuisdo foram coletados juntos. Figura
3 € um fluxograma que mostra o processo como usado. O especialista ver-
sado apreciara que o processo pode ser variado em certas etapas na manu-
tenc&do com o espirito dos métodos e composigdes providos.

A emulséo foi entdo submetida a um processo enzimatico dese-
mulsificante. As enzimas selecionada para essa etapa eram fosfolipases.
Amostras de emulsao foram tratadas ou com as duas atividades de fosfoli-
pase sob as condigdes providas abaixo:

Tratamento de enzima 1: Fosfolipase C: Enzima foi obtida a par-
tir de Sigma (Numero de produto P-7633-500UN, 10-50 unidades/mg, Sig-
ma, St. Louis, MO). Cerca de 15 mg de enzima foram adicionados a cerca
de 18-20 g de 6leo mais mistura de emulsdo como descritos acima. Agitagdo
foi provida durante a incubagao por 90 min a 37°C e pH 7.

Tratamento de enzima 2: Fosfolipases: Enzimas LisoMax(R) e
G-ZYME G999 (Genencor- A Danisco Division) foram usadas em uma razdo
de 1:1. Cerca de 500 mg de cada uma das enzimas foram adicionados a
cerca de 18-20 g da mistura de 6leo e emulsdo. Amostras foram agitadas
durante a incubagéo por 90 min a 50°C e a um pH de cerca de 5.

Depois da incubagido, o 6leo desestabilizado mais misturas de
emulsdo de dleo em agua foram separados por centrifugacdo a cerca de
1000 x g. O dleo foi coletado. Os resultados foram expressos como dleo re-
cuperado, que era a percentagem do 6leo total nos flocos extruados. O dleo
total nos flocos extrudados foi medido com base no procedimento de hidrdli-
se de acido de Mojonnier (AOAC Method 922.06, cuja totalidade que é in-
corporada aqui por referéncia). Vide AOAC, Official Methods of Analysis,
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15th edicao, Association de Official Analytical Chemists, Washington, DC.

Resultados: A recuperacdao média de oleo depois da extruséo
mais extragdo aquosa seguida pela desemulsificagdo era 73% para o trata-
mento de enzima 1 versus 68% para o tratamento de enzima 2. Esses nao
foram estatisticamente diferentes no nivel de p<0,05. Calculos estatisticos
foram determinados usando-se the General Linear Model, PROC GLM, SAS
statistical software (versdo 8.2, SAS Institute, Inc., Cary, N.C.). Recupera-
¢Oes de Oleo tipicas aproximam-se cerca de 97% do dleo total quando do
uso de métodos de extragao organica, tal como com hexano. Procedimentos
de extracao aquosa tipicamente extraem 6leo em forma emulsificada. Quan-
do da extrusdo ou outro pré-tratamento € usado antes da extragao aquosa,
cerca de 10-15% do 6leo total sdo recuperados como 6leo livre ndo na forma
emulsificada.

Uma comparagao foi também produzida da etapa enzimatica
desemulsificante com outros métodos fisicos ou mecanicos conhecidos co-
mo rompimento de emulsdes, por exemplo, aquecimento, e ciclos de conge-
lamento e descongelamento repetidos. Esses processos, uma vez que o €s-
pecialista versado apreciara ndo pode apenas ser mais dificil de implementar
do que uma etapa enzimatica, mas eles podem ter energia intensa. Os tra-
tamentos realmente testados eram como se segue:

Tratamento de controle: um extrato aquoso oriundo dos flocos
de soja extrudados foi centrifugado e o sobrenadante de centrifuga foi ulteri-
ormente fracionado usando-se um funil separador para fornecer a emulsao
residual o/w (fragéo de "creme"), a fragdo soluvel (fragao de "escumacgéao”), e
Oleo livre.

Tratamento de Fosfolipase C: um extrato aquoso oriundo de flo-
cos de soja foi centrifugado. A fragdo de sobrenadante foi entdo tratada com
0,075% (w/w) de fosfolipase C a 37°C e pH 7 por 90 minutos. Um sobrena-
dante tratado com fosfolipase C foi ulteriormente fracionado via um funil se-
parador para fornecer as fracbes de 6leo livre, escumagéo, e creme residual
(como descrito acima).

Tratamento de coquetel de enzima Genencor: um extrato aquo-
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so oriundo de flocos de soja foi centrifugado. O sobrenadante foi tratado com
2,5% (w/w) de LisoMax® mais 2,5% (w/w) de G-ZYME G999 a 50°C e pH 5
por 90 minutos. Um sobrenadante tratado com enzima foi ulteriormente fra-
cionado via funil separador para fornecer as fragdes de dleo livre, escuma-
G¢ao, e creme residual.

Tratamento de congelamento-descongelamento: um extrato a-
quoso oriundo de extrudado flocos de soja foi centrifugado e o sobrenadante
de centrifuga foi submetido a 3 ciclos de congelamento-descongelamento.
Entdo o sobrendante tratado foi ulteriormente fracionado via um funil sepa-
rador para para fornecer as fragcdes de 6leo livre, escumacao, e creme resi-
dual.

Tratamento térmico a 95°C: um extrato aquoso oriundo de extru-
dado flocos de soja foi centrifugado. O sobrenadante de centrifuga foi aque-
cido até 95°C e foi mantido nessa temperatura por 30 minutos, e entao foi
resfriado para 25°C. O sobrenadante tratado foi ulteriormente fracionado via
um funil separador para fornecer as fragoes de o6leo livre, escumacéo, e
creme residual.

Os resultados da experiéncia de comparagao exposta acima séo
mostrados na Figura 4.

Varias publicagdes, incluindo patentes, pedidos publicados, arti-
gos técnicos e artigos escolares sao citados através do relatério. Cada uma
dessas publicagdes citadas é incoporada por referéncia aqui, em sua totali-

dade para todas as finalidades.
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REIVINDICAGCOES

1. Processo para a desestabilizagdo de uma emulsdo compre-
endendo uma fase oleosa e uma fase aquosa, a dita emulsdo produzida em
uma extragdo de solvente aquoso de um lipidio de uma semente oleosa, o
processo compreendendo a etapa de contato da emuisdo com pelo menos
uma atividade de enzima incluindo pelo menos uma fosfolipase ou uma pro-
tease, sob condigdes que permitem atividade de pelo menos a fosfolipase ou
a protease por um tempo suficiente para desestabilizar a dita emulsao.

2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a fase a-
quosa ¢ uma fase continua e a fase oleosa € uma fase descontinua.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, ulteriormente
compreendendo a separacao da fase oleosa da fase aquosa.

4. Processo de acordo com a reivindicagao 3, em que a etapa de
separagao compreende centrifugagao.

5. Processo de acordo com a reivindicagao 1, que aperfeigoa o
rendimento de 6leo da semente oleosa quando comparado com aquele de
uma extragcdo aquosa que ndo usa a etapa de contato da emulsdo com a
atividade de enzima.

6. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que a emulsao
é posto em contato com pelo menos uma atividade de enzima compreen-
dendo pelo menos uma atividade de fosfolipase ou uma atividade de protea-
se, ou uma sua combinagéo.

7. Processo de acordo com a reivindicagao 6, em que a ativida-
de de enzima compreende uma atividade de fosfolipase oriunda de um péan-
creas de mamifero, Streptomyces violaceoruber, Aspergillus oryzae, ou As-
pergillus niger.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 7, em que a ativida-
de de enzima compreende uma atividade de fosfolipase oriunda de pancreas
de suino.

9. Processo de acordo com a reivindicagao 6, em que a ativida-
de de enzima compreende uma atividade de protease oriunda de Bacillus

amyloliquifaciens, Bacillus subtilis, Bacillus lichenformis, Aspergillus niger, ou
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Aspergillus oryzae.

10. Processo de acordo com a reivindicagao 6, em que a ativi-
dade de protease compreende uma endopeptidase.

11. Processo de acordo com a reivindicagdo 10, em que a endo-
peptidase € uma metaloprotease.

12. Processo de acordo com a reivindicagdo 3, em que o pH é
ajustado para entre cerca de 3,5 a cerca de 5 antes da etapa de separacao.

13. Processo para a obtengao de oleo a partir de uma semente
oleosa compreendendo as etapas de:

(a) provisdo de uma fracdo de semente oleosa contendo dleo;
(b) contato da fragdo de semente oleosa contendo 6leo com um agente de
extragdo aquoso para formar uma fragdo de semente oleosa extraida;

(c) separagdo da fragdo de semente oleosa extraida em uma
fase aquosa, uma emulsdo de 6leo em agua, e uma fase insoluvel;

(d) contato da emulsdo de éleo em agua com pelo menos uma
atividade de enzima sob condigdes que permitem atividade de enzima por
um tempo suficiente para desestabilizar a emulséao; e

(e) separagao da emulsao desestabilizada em uma fase aquosa,
uma fase oleosa, e uma fase insollivel; desse modo obtendo-se 6leo a partir
da semente oleosa.

14. Processo de acordo com a reivindicagéo 13, em que a frag&o
de semente oleosa contendo 6leo compreende células e o processo ulteri-
ormente compreende a etapa de rompimento das células antes do contato
da fragao de semente oleosa com o agente de extragao aquoso.

15. Processo de acordo com a reivindicagao 14, em que a etapa
de rompimento compreende aplicagdo de uma fonte mecanica.

16. Processo de acordo com a reivindicagao 14, em que a etapa
de rompimento compreende extruséo.

17. Processo de acordo com a reivindicagao 13, em que a emul-
sdo de 6leo em agua é posto em contato com atividade de enzima compre-
endendo pelo menos uma atividade de fosfolipase ou uma atividade de pro-

tease, ou uma sua combinagéo.
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18. Processo de acordo com a reivindicagao 17, em que a ativi-
dade de enzima compreende uma atividade de fosfolipase oriundo de pan-
creas de mamifero, Streptomyces violaceoruber, Aspergillus oryzae, ou As-
pergillus niger.

19. Processo de acordo com a reivindicagdo 18, em que a ativi-
dade de enzima compreende uma atividade de fosfolipase oriundo de pan-
creas de suino.

20. Processo de acordo com a reivindicagdo 17, em que a ativi-
dade de enzima compreende uma atividade de protease oriundo de Bacillus
amyloliquifaciens, Bacillus subtilis, Bacillus lichenformis, Aspergillus niger, ou
Aspergillus oryzae.

21. Processo de acordo com a reivindicagdo 20, em que a ativi-
dade de protease compreende a endopeptidase.

22. Processo de acordo com a reivindicagédo 21, em que a endo-
peptidase € uma metaloprotease.

23. Processo de acordo com a reivindicagao 13, em que cada ou
ambas as etapas de separagdo compreendem centrifugagéo.

24. Processo de acordo com a reivindicagdo 23, em que o pH €&
ajustado para entre cerca de 3,5 a cerca de 5 antes da etapa de separagao.

25. Processo de acordo com a reivindicagédo 13, em que o agen-
te de extragdo aquoso compreende uma ou mais enzimas.

26. Processo de acordo com a reivindicagao 25, em que as en-
zimas incluem uma ou mais de uma protease, uma celulase, uma hemicelu-
lase, uma pectinase, uma glucanase, uma fosfolipase, uma lipase, uma leci-
thinase, ou uma amilase.

27. Processo de acordo com a reivindicagdo 26, em que as en-
zimas compreendem pelo menos uma atividade de fosfolipase ou uma ativi-
dade de protease, e pelo menos uma porgdo da dita atividade de enzima no
agente de extracdo aquoso separa na emulséo de 6leo em agua e desesta-
biliza a emulsado de 6leo em agua.

28. Processo de acordo com a reivindicagao 13, em que a fragao

de semente oleosa € de grdo de soja, semente de milho, semente de colza,
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semente de palma, semente de girassol, semente de acafrdo, coco, amen-
doim, semente de algodéo, semente de gergelim, semente de linho, semente
de papoula, améndoa, avela, noz, semente primlula da noite, semente de
uva, semente de canhamo, semente de groselha negra, semente de frambo-
esa vermelha, semente de cenoura, semente de cominho, semente de merti-
lio, semente de oxicoco, semente de salsa, semente de ceboula, semente de
abdbora, semente de damasco, semente de mostarda, linhaga, semente de
ricino, ou jatropha.

29. Processo de acordo com a reivindicagao 28, em que a fragao
de semente oleosa compreende uma fragao de proteina que € util como um
alimento, um ingrediente de alimento, um aditivo alimentar, ou um suplemen-
to alimentar.

30. Processo de acordo com a reivindicagido 28, em que a fragao
de semente oleosa compreende flocos de soja ou farinha de soja.

31. Processo de acordo com a reivindicagdo 30, em que fragdo
de semente oleosa é flocos de gordura total ou farinha de gordura total.

32. Processo de acordo com a reivindicagado 13, em que as con-
di¢cbes incluem o ajuste do pH da emulsdo a entre cerca de 3,5 e cerca de 5.

33. Processo de acordo com a reivindicagdo 13, que aperfeicoa
o rendimento de 6leo da semente oleosa quando comparado com aquela de
uma extracdo de solvente aquoso que nao usa a etapa de contato da emul-
sao com a atividade de enzima.

34. Oleo derivado de planta preparado pelo processo como defi-
nido na reivindicagao 1.

35. Produto de alimento compreendendo o 6leo como definido
na reivindicagao 34.

36. Oleo de acordo com a reivindicacdo 34, que esta substanci-
almente livre de proteinas, fosfolipidios, ou impurezas aquosas.

37. Composigao compreendendo: pelo menos uma atividade de
enzima capaz de desestabilizar uma emulsdo de 6leo em agua; e uma emul-
sdo de 6leo em agua obtida a partir de uma extragcdo de solvente aquoso de

uma fragcdo de semente oleosa contendo 6leo.
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38. Cmposicao de acordo com a reivindicagao 37, em que a ati-
vidade de enzima compreende pelo menos uma fosfolipase ou uma protea-
se, ou uma sua combinagao.

39. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 38, em que a
atividade de enzima compreende uma atividade de fosfolipase oriundo de
um pancreas de mamifero, Streptomyces violaceoruber, Aspergillus oryzae,
ou Aspergillus niger.

40. Composigao de acordo com a reivindicagdo 39, em que a
atividade de enzima compreende uma atividade de fosfolipase oriundo de
pancreas de suino.

41. Composigdo de acordo com a reivindicagao 38, em que a
atividade de enzima compreende uma atividade de protease oriundo de Ba-
cillus amyloliquifaciens, Bacillus subtilis, Bacillus lichenformis, Aspergillus
niger, ou Aspergillus oryzae.

42. Composigao de acordo com reivindicagdo 41, em que a ati-
vidade de protease compreende uma endopeptidase.

43. Composigdo de acordo com reivindicagdo 42, em que a en-
dopeptidase é uma metaloprotease.

44. Oleo derivado de planta isolado da composigdo como defini-
do na reivindicagao 37.

45. Método para a obtencéo 6leo de planta a partir de uma fra-
¢ao de semente oleosa compreendendo as etapas de:

(a) provisdo de uma composi¢do compreendendo pelo menos
uma atividade de enzima capaz de estabilizar uma emuls&o de 6leo em a-
gua, e uma emulsdo de 6leo em agua obtida a partir de uma extragao de
solvente aquoso de uma fragdo de semente oleosa contendo 6leo;

(b) provisdo de condigbes sob as quais a atividade de enzima
desestabiliza a emulsdo de 6leo em agua; e

(c) separacado de uma composigdo em pelo menos uma fase a-
quosa e uma fase de lipidio, a dita fase de lipidio compreendendo o 6leo de
planta.

46. Método de acordo com a reivindicagao 45, em que as condi-
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goes na etapa (b) incluem um pH que é cerca do ponto isoelétrico de uma
proteina presente na emulsdo de 6leo em agua.

47. Método de acordo com a reivindicagdo 46, em que o pH esta
entre cerca de 3,5 a cerca de 5.

48. Método de acordo com a reivindicacdo 46, em que a etapa
de separagao ulteriormente produz uma porgéo insoluvel.

49. Método de acordo com a reivindicagcdao 48, em que a porgao
insoluvel compreende uma proteina.

50. Oleo derivado de planta compreendendo 6leo de planta pre-
parado pelo método de acordo com a reivindicagédo 45.

51. Produto de alimento compreendendo 6leo de planta prepa-
rado pelo método de acordo com a reivindicagao 45.

52. Um material de alimento industrial compreendendo 6leo de
planta preparado pelo método de acordo com a reivindicagao 45.

53. Produto de consumidor compreendendo 6leo de planta pre-
parado pelo método de acordo com a reivindicagdo 45.

54. Composigao de proteina preparado pelo método como defi-
nido na reivindicagao 49.

55. Produto de alimento compreendendo proteina preparada
pelo método como definido na reivindicagao 49.

56. Produto de consumidor compreendendo proteina preparada
pelo método como definido na reivindicagao 49.

57. Material de alimento industrial compreendendo proteina pre-
parada pelo método como definido na reivindicagéo 49.

58. Diulente de combustivel de diesel compreendendo um déleo
de planta preparado pelo método como definido na reivindicagcdo 1 ou como

definido reivindicacao 45.
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RESUMO
Patente de Invencgdo: "DESEMULSIFICAGAO AUXILIADA POR ENZIMA DE
EXTRATOS DE LIPIDIO AQUOSOS".

A presente invengao refere-se a composigoes e processos para
desestabilizar uma emulsdo 6leo-em-agua resultante da extragao de solven-
te aquoso de dleos de plantas. Os processos compreendem o uso de uma
ou mais atividades de enzima incluindo atividade fosfolipase e protease. Os
processos sdo Uteis para melhorar a extragdo de 6leo das sementes oleo-
sas, bem como para obtencdo de proteinas mais desejaveis daquelas se-

mentes oleosas.
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