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PRODUCﬁO ENZIMATICA DE PRODUTOS DE LECITINA HIDROLISADOS
Campo da Invencdo

A invencdo refere-se a processos para hidrélise
enzimdtica de misturas fosfolipidio-trigliceridio, tal como
as lecitinas, derivadas de produtos naturais, € em
particular & producdo de produtos de lecitina hidrolisada,
e aos produtos de lecitina hidrolisada obtidos através de
tais processos.
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Antecedentes da Invengdo

As lecitinas e lecitinas modificadas s8o amplamente
utilizadas na  indlstria, inclusive nas  indlstrias
alimenticias e  farmacéuticas, como  solubilizantes,
emulsificantes, e outros tipos de aditivos. Obtém-se as
lecitinas a partir de varias fontes animais ou vegetais,
tais como fava de soja ou gema de ovo, e compreende uma
mistura de fosfolipidios e trigliceridios, assim como
quantidades de compostos menores, tals comc glicolipidios,
carboidratos, dcidos graxos, e/ou esterdis.

A hidrélise parcial dos fosfolipidics na lecitina foi
encontrada para melhorar as propriedades de emulsificagdo.
Essa modificacdo &, comumente, mais eficaz no tratamento da
lecitina com fosfolipase Al e/ou A2, que hidrolisa de
maneira seletiva o primeiroc ou o segundo acido graxo
glicerila, respectivamente, de fosfolipidios, que produz
ligsofosfolipidios.

A adic8o de mono e digliceridios para as lecitinas ou as
lecitinas parcialmente hidrolisadas também foi descoberta a fim
de melhorar as propriedades nos produtos finais, tais como as
caracteristicas de cozedura da farinha ou propriedades de anti-
respingo da margarina, especialmente aquelas que possuem um
contetido com pouca gordura, por exemplo, 60% em peso de gordura

ou menos (vide, por exemplo, a Patente nimero EP 253429; Patente
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nimero U.S.3,505.074; PCT nimero de publicacdo WO 02/49444).
Demais exemplos de produtos alimenticios e para alimentagdo nos
quais tals composi¢Bes sdo Gteis, inclugsive massa congelada,
produtos de panificagdo, para melhorar as propriedades de anti-
sustentacdo, produtos de carne emulsificada,  sorvete,
coberturas, e outros sistemas de emulsdo.

Atualmente, produtos de lecitina que contém grandes
quantidades de mono e digliceridios s3o preparados ao
adicionar esses componentes 4as lecitinas. Seria Gtil
preparar tals  produtos  diretamente, numa.  maneira
controlada, através de hidrdlise enzimdtica da lecitina e
composi¢des relacicnadas.

Descrigdo Detalhada Da Invengdo

I.Visdo Geral

Sob um aspecto, a invencdo proporciona um método de
produg¢do de um produto hidrolisado que compreende
fosfolipidios hidrolisados, monogliceridios, e
digliceridios, o método compreende:
{a) entrar em contato com um material de partida derivado
a partir de um O6lec vegetal, que compreende um componente
fosfolipidio e um componente trigliceridio, em um meio
solvente aquoso ou orgdnico, éom uma primeira enzima; e
(b) subseqlentemente, entrar em contato com o produto da
etapa (a} com uma segunda enzima, diferente da primeira
enzima;

onde uma das enzimas & uma fosfolipase ou lipase
eficaz para hidrclisar o fosfolipidio, e a outra das
enzimas & uma fosfolipase ou lipase eficaz para hidrolisar

o trigliceridio.
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Em modalidades selecionadas, a segunda enzima é uma
lipase, e a primeira enzima & uma fosfolipase, por exemplo,
fosfolipase Al e/ou A2. Em uma tal modalidade, a primeira
enzima é uma fosfolipase A2.

Em outra modalidade, a primeira enzima & fosfolipase
D. Essa modalidade pode compreender adicionalmente,
anterior a dita etapa de conexdo (b), a reacdo do produto
da etapa (a) com fosfolipase Al e/ou A2. Ainda em outra
modalidade, a primeira enzima é a fosfolipase C.

Nesse processo, e todos os processcs de hidrdlise
proporcionados no presente, o material de partida &
preferencialmente derivade a partir de uma fonte que ocorre
naturalmente, tais como gema de ovo ou um &leo vegetal. De
preferéncia, o material de partida & derivado diretamente
de uma fonte que ocorre naturalmente, isto &, sem adigdo de
fosfolipidio externo, trigliceridio, mono/digliceridio, ou
componentes de acido graxo.

0 material de partida pode ser um material de
lecitina, por exemplo, dotado de um contelGdo insollvel de
acetona (A.I.) contendo pelo menos 50%, de preferéncia 60%,
por peso. (As proporgdes descritas no presente sdo
percentuais de peso, salvo indicagdes contrérias).
Alternativamente, pode-se usar os materiais de partida
dotados de valores de A.I. menores, por exemplo, 10%-50%
por peso.

0 produto hidrolisado &, preferivelmente, um produto
de lecitina hidrolisada, isto &, dotado de pelo menos 50%,
e mais preferivelmente pelo menos 56%, de materiais

insoltvels de acetona. 0 produto hidrolisado tem, de

preferéncia, um valor acido menor que 45 mg de KOH/grama.
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Em outras modalidades, o produto hidrolisado compreende
pelo menos 60% dos materiails insclivels de acetona.

As etapas (a) e {b) do processo acima pode ser realizado
em um meio aquoso ou, alternativamente, em um solvente
orgédnico, tal como um solvente hidrocarboneto. No dltimo caso,
o material de partida pode ser um retentado de um processo de
degomagem membranar de Oleo vegetal. Em uma modalidade desse
aspecto, as etapas (a) e (b) sdo realizadas na presenga da
membrana eficaz para separar os fosfolipidios hidrolisados,
moncgliceridios, e digliceridios a partir de &cidos graxos
liberados.

Em um aspecto relacionado, a invengdo proporciona um
método adicional para produzir um produto hidrolisado que
compreendem fosfolipidios hidrolisados, monogliceridios, e
digliceridios, o método compreende: entrar em contato com
um material de partida que compreende um componente
fosfolipidio e um componente trigliceridio, em um solvente
orgénico aprético, com primeira e segunda enzimas, onde a
primeira enzima & uma fosfolipase ou lipase eficaz para
hidrolisar o fosfolipidio, e a segunda enzima, diferente da
primeira enzima, € uma lipase ou fosfolipase, de preferé@ncia uma
lipase, eficaz para hidrolisar o trigliceridio.

Em uma modalidade, o material de partida & colocado em
contate com a primeira e segunda enzimas, de maneira
simulté@nea; em outra modalidade, as enzimas sdo empregadas
em seqgléncia, em ambas as ordens. Isto &, a ‘“primeira”
enzima pode ser empregada antes, depois, ou
concorrentemente com a “segunda” enzima.

De preferéncia, a primeira enzima (isto &, a enzima

eficaz para hidrolisar o fosfolipidio) é a fosfolipase Al
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e/ou A2, Em uma modalidade, a primeira enzima é a
fosfolipase A2,

0 solvente orgdnico aprdtico pode ser um solvente
hidrocarboneto, tal comeo hexanc. Em uma modalidade, o
material de partida de lecitina €& um retentado de um
processo de degomagem membranar de Sleo vegetal.

Em um aspecto adicional, a invencdo proporciona um
método de produgdo de produto hidrolisado que compreende
pelo menos dois componentes selecionados a partir de
fosfolipidios, fosfolipidios hidrolisados, monogliceridios,
digliceridios, e trigliceridios, o método compreende:
entrar em contato com um material de partida que compreende
um componente fosfolipidio e um componente trigliceridio,
nun meio solvente orgédnico, com uma lipase ou uma
fosfolipase C, onde o material de partida & um retentado a
partir de um processo de degomagem membranar de &leo
vegetal.

Em uma modalidade, a enzima é uma lipase, e o preoduto
hidrolisado compreende fosfolipidios e digliceridios e, em
alguns casos, monogliceridios. Em outra modalidade, a
enzima é fosfolipase C, e o produto hidrolisado compreende
fosfolipidiog, trigliceridios e digliceridios. Nesse caso,
o método pode compreender adicionalmente a reagdo do
produto hidrolisado com a fosfolipase Al e/ou A2,

Ainda em outro aspecto, a invengdo proporciona um
método de produgdoc de um produto hidrolisado que compreende
fosfolipidios, monogliceridios, e digliceridios, o método
compreende: entrar em contato com um material de partida

derivado a partir de um &6leo vegetal, que compreende um

componente fosfolipidio e um componente trigliceridic, num
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solvente aquoso, com uma lipase, na auséncia de uma
fosfolipase. De preferéncia, a lipase & eficaz para
hidrolisar de forma seletiva os trigliceridics sob as
condigdes de contato.

Cada um dos processos descritos no presente documento,
compreendem, preferivelmente, as etapas adicionais de
remo¢do ou desativacgdo da(s) enzima(s), e remocdo do meio
gsolvente. Essas etapas podem ser seguidas, mais adiante, da
formulagdo do produto hidrolisado dentro de um produto
alimenticio.

Em um aspecto relacionade, a invengdc proporciona um
produto de lecitina hidrolisada, onde o produtc contém
fosfolipidios hidrolisados, monogliceridios, e digliceridios, e
é produzide por qualquer dos processos supra mencionados, onde o
material de partida é derivado diretamente de um 6leo vegetal, e
0 processo inclui as etapas de remogdo ou desativacdo de
enzima(s) e remogdo do meio solvente. O produto de lecitina
hidrolisada consiste, essencialmente, de componentes do
material de partida e substldnciag hidrolisadas, as gquais
sdo obtidas a partir do material de partida através da
reacdo de enzima(s). De preferéncia, o produtc de lecitina
hidrolisada contém pelo menos 50%, e mais preferivelmente
pelo menos 56%, de materials insolliveis de acetona e tem um
valor dcido menor que 45 mg de KOH/grama. Em modalidades
selecionadas, o produto contém pelo menos 60% de materiails
insolGveis de acetona.

Em demais  aspectos  relacionados, a invengdo
proporciona um produto alimenticio que compreende o produto
de lecitina hidrolisada da invencdo. E um wmétodo de

formulagdo de um produto alimenticio, ao combinar um
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produtc de lecitina hidrolisada da inven¢do com
ingredientes consumiveis adicionais.

Egses e outros objetos e caracteristicas da invencdo
sdo melhor descritos na descricdo detalhada da invencdo a
seguir,

II. Processos para Modificacg8c Enzimdtica de Lecitina ou

ComposicBes Relacionadas

A invengdo proporciona métodos para produgdo de produto
hidrolisade, que compreende fosfolipidios e/ou fosfolipidios
hidrolisados, monogliceridics, e digliceridios (os dois 0ltimos
componentes referidos, em conjunto, como mono/digliceridios).
Tipicamente, o produto inclui ainda fosfolipidios ndo-
hidrolisados e trigliceridics. Os fosfolipidios hidrolisados
sdo, tipicamente, lisofosfolipidios, e pode ainda incluir &cido
fosfolipidio e/ou acido lisofosfatideo.

De acordo com a inveng¢do, © produto hidrolisado é
produzido diretamente através de tratamento enzimatico de
um material de partida, conforme descrito abaixo, sem
adi¢do separada de qualquer dos componentes supra
denominados. 0 material de partida &, de preferéncia,
derivado a partir, diretamente, de um &leo vegetal, por
exemplo, um material obtide a partir de um processamento
convencional de um éleo vegetal.

Em modalidades preferidas, o processo produz um
produto de lecitina hidrolisada, que compreende 50%, de
preferéncia 56%, e mals preferivelmente pelo menos 60%, dos
materiais  insoliiveis de acetona (os quals consistem,
primariamente, de fosfolipidics e/ou fosfolipidios hidrolisados)

e que possuem um valor &cido menor que 45 mg de KOH/grama.



10

15

20

25

11/45

A. Materiais de Partida

0 processo descritc no presente emprega um material de
partida dotado de um componente fosfolipidio (de
preferéncia pelo menos 10%, e mais preferivelmente pelo
menos 25%, e mais preferivelmente pelo menos 40% por peso)
e um componente trigliceridio. Quando o material de partida
compreende um nivel de materiails insolliveis de acetona (os
quais consistem, primariamente, de fosfolipidios) que
comporta com padrdes legislativos para “lecitina”, pode-se
referir o material de partida como um material de partida
de lecitina. Esse nivel de insollGvels de acetona &, no
geral, pelo menos 50% por peso, por exemplo, 56% ou mais
por peso, ou 60% ou mais por peso.

O material de partida &, de preferéncia, derivado a
partir de fontes que ocorrem naturalmente, tais como gema
de ovo ou um &lec vegetal, onde um *6leo vegetal” inclui
gualquer 6lec extraido das sementes, frutas ou noz de uma
planta. Exemplog comuns incluem girassol, semente de colza,
canola, semente de algoddo, e, em particular, dleo de scja.
De preferéneia, o material de partida é diretamente
derivado a partir de uma fonte que ocorre de forma natural,
isto &, gem adigdo de fosfolipidio, trigliceridio,
mono/digliceridio, ou componentes de dcido graxo externos.

De maneira conveniente, o material de partida pode ser
produzido via um processamento convencional de materiais
que ocorrem de forma natural, tipicamente um éleo vegetal,
tais como &éleo de soja. Em modalidades preferidas, o
material de partida & um material obtido através de &gua ou

degomagem membranar de um &leo vegetal.
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Por exemplo, em um procedimento tipico para o
processamento de dleo de soja cru, as sojas sdo descascadas
e extraidas com hexano a fim de produzir um extratante
(miscela) que inclui hexano e &leo de soja cru. O 6leo de
soja cru, contém comc componente em maior quantidade, dleo
glicerideo, em adigdo aos fosfolipidios, acglcares,
esterdis, glucosidios esterdis, é&cidos graxos, e outros
componentes em quantidades menores.

Separam-se os fosfolipidics da maioria do &leo
glicerideo na miscela, em um processo conhecido como
“degomagem”. Na degomagem por agua convencional, isso é
feito, no geral, através da remogdo do solvente hexano,
hidratando os fosfolipidios com &agua quente ou vapor, e
centrifugacdo. A remogdo de uma certa quantidade ou da
quantidade total da dgua dada ao material de lecitina crua,
contém, tipicamente, cerca de 60-65% de insolaveis de
acetona, com og trigliceridios primariamente remanescentes,
e quantidades menores de outros componentes, tais como
aglcares, esterol, glucosidios, e/ou dcidos graxos. Pode-se
usar tals materiais come um material de partida nos
processos descritos no presente documento.,

Mais recentemente, desenvolveu-se métodos para a
degomagem membrana de o6leo de soja, o gqual, no geral,
produz um produto mais puro que a degomagem por dgqua. Vide,
por exemplo, Jirjis et al., nas Patentes nlmeros U.S.
6.207.209 e 6.833,149. Em uma modalidade preferida da
presente invencdo, o material de partida & propercionado
através de um tal processc. Na degomagem membranar, um

miscela de Oleo vegetal em um solvente de hidrocarboneto,

tipicamente hexano, é admitido por uma membrana, que produz
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uma corrente permedvel a qual & exaurida em fosfolipidios e uma
corrente de retentadoc que é enriquecida em fosfolipidios, em
relacdo ac contelido de fosfolipidio da miscela.

O retentado, com ou sem o solvente hexano, pode ser
usado como um material de partida nos processos presentes.
0 conteldo de fosfolipidio de tal retentado pode ser
variado ao variar as condigbes de separagdo, por exemplo, a
razdo de permeabilidade do retentado, tempo de separagdo,
e/ou nlmero de estdgios de separagdo. (Vide, por exemplo,
Jirjis et al., supra citado.) O conteldo de fosfeolipidio do
retentado (exclusivo do solvente) pode ser, por exemplo,
entre cerca de 10% e cerca de 85%, e é tipicamente entre
cerca de 50%-85%.

B. Condicdes de Reagdo: Geral

A reagdo pode ser realizada em um meio aquoso, onde os
substratos lipideos sdo, no geral, presentes na forma de
agregados, tails como micela ou vesicula. A expressdo “meio
aquoso”, conforme usada no presente documento, refere-se a
dgua, ou a um meio solvente que contém &gua e em uma
quantidade inferior de um segundo solvente miscivel em
édgua. De preferéncia, o meio aquoso contém nc miximo 10%,
mals preferivelmente no mdximo 5%, de um segundo solvente
miscivel em A&gua. Mais preferivelmente, o meio aquoso
contém menos que 1% ou ndo contém um segundo solvente.

A reagdo pode ser realizada um meio solvente orgadnico.
Conforme wusado no presente, o termo “melc solvente
orgénico” refere-se a um solvente orglnico, de preferéncia
um solvente aprético (isto &, ndo um &lcool ou amina), e
mais preferivelmente um solvente ndo-polar, porém, entende-

se que um meio de reagdo inclui um contelGdo de &gua
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suficiente para ocorrer a hidrélise. De preferéncia, o
contefido de &agua & em um nivel eficaz para promover a
hidrélise e minimizar a transesterificacfoc. Pode-se
adicionar a &gua a um meio de reagdo, por exemplo, a¢ usar
um solvente saturado de &gua, ou pode ser proporcicnado por
indugdo ou Agua residual no material de partida.

Nas modalidades selecionadas, os ©processos de
hidrélise, conforme descrito no presente, sdo realizados
sob condigdes eficazes para inibir a transesterificacgdo dos
fosfolipidios hidrolisados com 4&cidos graxos liberados.
Tais condig¢des podem incluir a presenca de dgua suficiente
para impedir a esterificac¢lc, ou a presenga de sais para
igolar os &cidos graxos liberados. Por exemplo, um sal ou
uma base fraca pode ser adicionado a mistura de reag@o para
isolar os A&cidos graxos liberados. O tal sal pode, por
exemplo, ser um cloreto de cédlcio em excesso. O cloreto de
cdlcio é incluido, rotineiramente, como um ativador idnico
em reagdes que empregam fosfolipase.

De maneira alternativa ou em adigdo, a reagdo pode ser
realizada na presenca de uma membrana dotada de uma
composicdo e tamanho de poro eficaz para remover &cidos
graxos a partir da mistura de reagdo. Essa caracteristica
ainda serve para aumentar o conteido de insoliveis de
acetona (A.I) do produto hidrolisado.

Outras condigdes de reagdo que podem ser variadas nes
processos descritos no presente documento incluem, por
exemplo, o estado da enzima (por exemplo, se estiver
imobilizada ou ndo), temperatura, pH, presenga e
concentracdo de outras atividades, e concentragdoc de

gsubstrato. Condi¢des exemplificativas sdo descritas abaixo.
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C. Procesggos de Hidrdlise de Duas Enzima

Em uma modalidade da invenc¢do, o material de partida &
um hidrolisade em um processo de duas enzimas, que usa duas
enzimas diferentes. De maneira especifica, uma primeira
enzima, tipicamente, uma fosfolipase (ou uma lipase reativa
a fosfolipidio, conforme discutido abaixo) & usada para
hidrelisar fosfolipidios no material de partida em
lisofosfelipidios e/ou acidos fosfatidicos, e uma segunda
enzima, tipicamente uma lipase (ou, em alguns casos, uma
fosfolipase dotada de atividade de lipase) é usada para
hidrolisar trigliceridics em mono/digliceridios. De
preferéncia, a primeira enzima é uma fosfolipase, tal como
a fosfolipase A2, para a hidrdlise de fosfolipidios, e a
sequnda enzima & uma lipase, para a hidrélise de
trigliceridics (Note que o uso de ‘“primeira” e “segunda”,
nesse caso, ndo indica, necessariamente, ordem cronoldgica
de reagdo).

0 uso de duas enzimas diferentes pode proporcionar uma
flexibilidade maior, nas extensdes de componentes de
produtos obtidos, com rela¢do as quantidades relativas de
componentes hidrolisados diferentes presentes, que um (nico
processo enzimdtico. As duas enzimas podem ser usadas
simulténea ou seqliencialmente, em ambas as ordens, conforme
descrito adiante abaixo.

De modo mais genérico, cada uma das duas enzimas
diferentes, €& uma fosfolipase ou uma lipase, onde uma
enzima & proporcionada para hidrolisar fosfolipidios no
material de partida, por exemplo, em lisofosfolipidics, e a
outra & proporcionada para hidrolisar trigliceridios no

material de partida em mono/digliceridics. Tipicamente, uma
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enzima & uma fosfolipase que hidrolisa, de forma seletiva,
fosfolipidios, e a outra & uma lipase que hidrolisa, de
maneira seletiva, trigliceridios. {0 termc ‘“seletivo”
conforme usado aqui, indica que a enzima hidrolisa um
substrato particular, tal como um fosfolipidio, em um grau
maior que o mesmo hidrolisa um substrato diferente, tal
como um trigliceridio, sob condigdes equivalentes. O termo
*grau” de hidrélise refere-se & porcentagem de mol de
hidrolisado de substrato. QO grau de hidrélise de um
substrato relativo a outro através de uma enzima seletiva
pode diferir por um fator de duas ou mais, por um fator de
cerca de 5 ou maig, ou por um fator de cerca de 25 ou cerca
de 50 ou mais.)

Conforme discutido abaixo, algumas lipases sdo
conhecidas para hidrolisar fosfolipidios, em alguns casos,
em um grau maior que estas hidrolisam trigliceridios.
Inversamente, muito embora seja menos comum, algumas
fosfolipase sdo conhecidas para hidrolisar trigliceridios,
em alguns casos, para um grau maior que estas hidrolisam
fosfolipidios. Em geral, a atividade e selegdo de tais
enzimas é dependente das condigbes de reagdo.

Dessa maneira, a selegdo de duas enzimas pode incluir
combina¢des diferentes de lipase(s) e fosfolipase(s),
fornecidas para que uma tenha atividade de lipase
significante e/ou seletiva e a outra tenha atividade de
fosfolipase significante e/ou seletiva, sob as condig¢des da
reagdo. (0 termc atividade “significante” conforme usado
aqui indica que uma enzima hidrolisa pelo menos 1 mol %,

preferivelmente pelo menos 5%, e mais preferivelmente pelo
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menos 10% ou pelo menos 25 mol % de um substrato
particular, sob determinadas condig¢des de reagdo.)

Conforme descrito mails adiante abaixo, a reacdo de
duas enzimas, quando realizada em golvente aqueso,
vantajosamente emprega uma enzima fosfolipase (ou seletivo
fosfolipidio} em um primeirc estdgio, e uma enzima lipase
{ou seletivo trigliceridio) em um estdgio posterior. A
reagdo em solvente orgdnico pode empregar as duas enzimas
de forma seqlencial, em ambas as ordens, ou
gimultaneamente, A {ltima reagdo &, de preferéncia,
realizada em um retentado a partir de um processo de
degomagem membranar.

Cl., Reac¢do de Duas Enzimas em Meio Aquoso

Em uma mecdalidade, o processo de duas enzimas &
realizado em um meio aquoso, conforme definido acima. O
material de partida para tal reacdo contém, conforme
descrito acima, um componente fosfolipidio e um componente
trigliceridio, de preferéncia derivado, diretamente, a
partir de um 6leo vegetal. Tal material de partida pode
ser, por exemplo, um material cru obtido a partir de
degomagem por 4&gua de ©6leo de soja, conforme supra
descrito. No entanto, um wmaterial de partida obtido a
partida de um processo de degomagem membranar pode ainda
ser hidrolisado em um meio aguoso.

Quando se realiza a hidrdlise em um meio aquoso,
descobriu-se que a hidrdlise inicial de trigliceridios pode
ser guiada para um grande aumento na viscosidade do meio.
Dessa maneira, quando se realiza o processc de duas enzimas
em um meio aquosc, prefere-se que o material de partida

seja conectado primeiro com wuma enzima eficaz para
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hidrolisar, seletivamente, fosfolipidios, por exemplo, uma
fosfolipase ou lipase seletiva de fosfolipidio. Apés tempo
suficiente para a reagdo, opcionalmente, a recuperagdc de
um produto intermedidrio, o material entra em contato, de
forma subsegliente, com uma enzima eficaz para hidrolisar de
forma seletiva, trigliceridios, por exemplo, uma lipase ou

uma fosfolipase dotada de atividade de lipase.

L)Y

Tipicamente, a primeira enzima em um tal processo
uma fosfelipase, tal como uma fosfolipase A2, e a segunda &
uma lipase, de preferéncia, uma lipase seletiva de
trigliceridio. Exemplos de tais processos sdo
proporcionados abaixo nas Se¢des V e VI.

Conforme discutido a seguir abaixo, as enzimas podem
ser imobilizadas, o que facilita a remogdo das mesmas da
mistura de reacdo. De maneira alternativa, as enzimas que
ndo sdo imobilizadas sdo desativadas ao completar a reagdo,
por exemplo, por termo-tratamento.

C2. Reagdo de Duas Enzimas em Solvente Orgdnico

O processo de duas enzimas pode ainda ser realizado em
um meio solvente orgdnico, de preferéncia um solvente
aprético, que contém d&gua suficiente para que ocorra a
hidrdlise, e preferivelmente, &dgua suficiente para promover
a hidrdlise e inibir a transesterificacdc. 0O material de
partida & preferivelmente proporcionado no solvente
orgédnico. Em uma modalidade, o processo & realizado em um
retentado obtido na degomagem membranar de &leo vegetal,
tipicamente &leo de soja. Um retentado tipico, conforme
descrito, por exemplo, nas Patentes nimeros U.S.6.207.209 e
6.833.149, contém a maioria dos fosfolipidios presentes no

6leo pré-processado, desde que esses compostos formem
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grandes agregados no solvente de hidrocarboneto, que ndo
penetram nos poros da membrana. No entanto, conforme notado
acima, os retentados que possuem niveis variados de
fosfolipidios podem ser obtidos, ao varias as condigles
usadas durante a separagdo da membrana, por exemplo, ao
variar a razdo de permeabilidade do retentado. O retentado,
em geral, contém também uma fragdo significante de
trigliceridios.

0 solvente orgdnico pode ser qualquer solvente que
seja inerte as condigBes de reagdo, inclusive, por exemplo,
ésteres de peso molecular baixo ou cetona, hidrocarbonetos
halogenados, ou preferivelmente, hidrocarbonetos., 0s
solventes de hidrocarbonetos preferidos incluem alcanos,
cicloalcanos, e hidrocarbonetos aromiaticos sgimples, por
exemplo, benzeno e seus hombélogos que  contenham
substituintes de alquila dotados de acima de quatro atomos
de carbono. Hidrocarbonetos exemplificativos  incluem
benzeno, tolueno, xileno, C;-Cg; ciclealcanog, C;-Cg alcanos,
misturas dos mesmos, por exemplo, éter de petrdleo, e Cs-C
alcanos.

Quando o processo de duas enzimas € realizado em um
sclvente orgénico, as duas enzimas podem ser adicionadas
sequencialmente, conforme descrito acima, com isclamento
opcional de um produto intermedidrio. Alternativamente,
quande um meio solvente orgédnico & usado, as duas enzimas
podem ser usadas de forma simultdnea. Exemplos de ambos og
tipos de reagbes sdo fornecidas abaixo nas Segdes V e VI.

Pode-se realizar © processo, particularmente quando
feitos em um solvente orgdnico, na presenca de uma membrana

eficaz para separar os componentes do produto hidrolisado,
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por exemplo, fosfolipidios, fosfolipidios hidrolisados,
trigliceridios, monogliceridios, e/ou digliceridios, a
partir de &cidos graxos liberados. Uma composicdo membranar
adequada, tamanho de poro, e pressdo de opera¢do podem ser
selecionados, de acordo com métodos conhecidos na técnica,
a fim de permitir que os &cidos graxos livres passem, de
forma seletiva, através da membrana. Essa caracteristica
pode ser eficaz para aumentar o contefide de insollivel de
acetona (A.I) do produtc hidrelisado.

Conforme discutido adiante abaixo, as enzimas podem
ser imobilizadas, o que facilita a remogdo das mesmas a
partir da mistura de reagdo. As enzimas ndo-imobilizadas
sdo desativadas seguindo a finalizacdo da reagéo,
tipicamente por aquecimento.

D. Processo de Enzima Unica

Em outra wmodalidade da invencdo, um retentado do
processo de degomagem membranar de 6leo vegetal, conforme
descrito acima, €& usado como o material de partida em um
processo de hidrélise de enzima Gnica, onde a enzima é uma
fosfolipase ou, de preferéncia, uma lipase. Conforme supra
descrito, e a seguir na Segdo IIT abaixo, algumas lipases
tém atividade de fosfolipase significantes e sdo eficazes
para hidrolisar tanto trigliceridios (em mono/digliceridios)
quanto fosfolipidios (em lisofosfolipidios). A raz8o dessas
atividades em uma preparacdo de enzima muitas vezes varia
com as condigdes de reagdo, particularmente solvente e pH.
De preferéncia, a lipase & um seletivo de trigliceridio,
conforme definido no presente,

Quando a enzima é uma lipase, o produto hidrolisado,

que pode ser um produto de lecitina hidrolisada, dotado de
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50% ou A.I maior, contém, tipicamente, mono/digliceridios,
trigliceridios, e fosfolipidios, e pode ainda conter
fosfolipidios hidrolisados, por exemplo, lisofosfolipidios.
Exemplos de tais reacdes sdo dados abaixo, nas Secgdeg V e
VI.

Em outra modalidade de enzima Unica, um material de
partida derivado a partir de um Oleo vegetal, que contenha
fosfolipidios e trigliceridios, & reagido com uma lipase em
um meio aquoso. O material de partida pode ser derivade a
partir de um processamentc de Oleo vegetal, especialmente
b8leo de soja, conforme supra descrito. Conforme acima, o
material é derivade diretamente, de preferéncia, de uma fonte,
istc &, ndo contém fogfolipidico adiciocnado externamente,
trigliceridio, mono/digliceridio, ou componentes de 4&cido
graxo. A lipase é preferivelmente uma lipase seletiva de
trigliceridio, conforme descrito no presente.

As reacles de enzima Unica ainda sdo contempladas onde a
enzima é uma fosfolipase C. Novamente, ¢ material de partida
pode ser derivado a partir de um processamento de &leo vegetal,
especialmente Oleo vegetal, e &, de preferéncia, derivado de
forma direta de uma tal fonte. Espera-se que a reagdo produza
um produto que contenha fosfolipidios, trigliceridios e
digliceridios, com nenhuma quantidade de monogliceridios ou
lisofosfolipidios significante. Esse produto pode ser
adicionalmente reagido, caso desejado, com uma fosfolipase
A, a fim de produzir um produto que contenha adicionalmente
lisofosfolipidios.

III. Enzimas Adequadas para Uso nos Processos da Invengdoc

A, Fosfolipase
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Conforme supra descrito, os métodos da invengdo podem
empregar uma fosfolipase para hidrolisar fosfolipidios (e,
em alguns casos, trigliceridios) no material de partida. As
enzimas de fosfolipase ja& estdo disponiveis para
comercializag8o, As fosfolipase comuns sdo divididas em
categorias como Al, A2, C, e D com base em que cada ligagdo
em um fosfolipidio & hidrolisado por enzimas, como indicado
abaixo. (A familia fosfolipase B de enzimas compartilham
fosfolipase, lisofosfolipase e atividades de 1liscfosfolipase-
transacilase (Shen et al., 2004) e sdo, em geral, menos

preferidas devido a seletividade mais baixa.)

O presente processo de duas enzimas emprega,
tipicamente, fosfolipase Al (EC 3.1.1.32) e/ou A2 (EC
3.1.1.4), a qual produz lisofosfolipidios ao remover uma
cadeia lateral de acila. Em outras modalidades, uma
fosfolipase D (EC 3.1.4.4) pode ser usada, sozinha ou em
combinagdo com fosfolipase Al ou A2, a fim de proporcionar
dcidos fosfatidicos e/ou &cidos lisofosfatidicos.

Em uma modalidade adicional, a fosfolipase C pode ser
reagida com ¢ material de partida de fosfolipidio/trigliceridio
a fim de produzir um produto que contenha fosfolipidios,
trigliceridios e digliceridios, com uma quantidade de

monogliceridios  ou  lisofosfolipidios gque  nao seja
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significante. Esse produto pode ser adicionalmente reagido,
se desejado, com uma fosfolipase A, a fim de produzir um
produto que contenha adicionalmente lisofosfolipidios.

Em modalidades selecionadas, a fosfolipase D & usada
sozinha ou em combinagdo com a fosfolipase Al ou A2 a fim
de produzir produtos de lecitina hidrolisada dotados de um
dcido fosfatidico ou componente de &cido lisofosfatidico.
Pode-se usar, ainda, em combina¢do com um A&lcool
selecicnado a partir de etanol amina, serina, e inositol,
respectivamente, o conteido de PE, PS ou PI do produto de
lecitina hidrolisada.

A hidrélise de lecitinas com fosfolipase Al ou A2
gozinhas € conhecida na técnica. Veja, por exemplo, a
Patente nlmero GB 1215868 (1970}, a gual descreve um
processo convencional no qual a lecitina é reagida com a
fosfolipase A2 em emulsdo aguosa, na presenga de ions de
cdlcio, a fim de proporcionar liso lecitina. A purificagdo
inclui a extragdo com acetona, gque remove materiais
sollGveis de acetona, tais como &cidos graxos e gliceridios.
Hirai et al., (Patente nGmero U.S5. 5.955.327) descreve a
reagdo de lecitina hidratada com fosfolipase Al ou A2 em
meio aquoso, seguido de separacdes com acetona para isolar
o produto 1liso lecitina. Yesair (Patente nlmero U.S,
5.716.814) descreve um processo no qual uma mistura de
fosfatidil colina e um monogliceridio s8o reagides com
fosfolipase A2, para produzir uma composigdo de dcido graxo
lisofosfolipidio-monogliceridio.

Em alguns casos, conforme descrito acima, uma
fosfolipase pode apresentar uma atividade de lipase

gsignificante e/ou seletiva. Por exemplo, Mustranta et al.,
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1995, supra citado, reportou que uma preparagdo de
fosfolipase Al (A. niger) obteve uma razdo de 2:1 de
atividade de lipase/fosfolipase em meio aquoso. Uma tal
fosfolipase pode ser usada de trigliceridios hidrolisados
nos processos descritos no presente documento, Mais
tipicamente, no entantc, uma lipase, tal c¢omo descrita
abaixo, & usada para hidrolisar trigliceridios.

B. Lipases

Muitas 1lipases diferentes (também referidas como
hidrdlases de triacilglicerol; EC 3.1.1.3), obtidas a
partir de fontes animal, de planta, ou microbial, s8o
conhecidas e/ou disponiveis para comercializacgdo, wmuitas
vezes, em forma imobilizada. Essas enzimas podem variar
amplamente na atividade e seletividade; isto &, no grau de
atividade de 1lipase, atividade de fosfolipase, e/ou
atividade de esterase representada por uma preparagéo
enzimdtica particular,

A informacdo relativa a atividade e seletividade de
uma preparacdo de lipase comercial, muitas vezes, serd
proporcicnada pelo fabricante. A atividade e seletividade
enzimdtica, muitas vezes, variam com as condi¢des de
reagdo, por exemplo, se a reagdo & feita em um meio
orgdnico ou aquoso, se a enzima & imobilizada, etc., e com
a pureza de uma preparac¢do particular. Outros pardmetros
que podem afetar a reatividade e seletividade de uma enzima
inclui o pH, concentra¢do de substrato, e polaridade do
gsolvente (vide, por exemplo, Haas et al., 1995, 1994; supra
citado).

A atividade de uma preparagdo enzimdtica particular

com relagdo aos substratos diferentes, tals como
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fosfolipidios e  trigliceridios, pode ser avaliada
empiricamente por determinadas condigdes de reagdo, caso
desejade, ao usar métodos conhecidos na técnica. Por
exemplo, A. Mustranta et al., (citado acima) determinou o
grau de hidrdlise de soja de fosfatidil colina (isto &,
atividade de fosfolipase} para cada uma das diversas
lipases e fosfolipase, em emulsdo aquosa, ao triturar os
dcidos graxos liberados produzidos pro 30 minutos de
reacdo. A reac¢do similar com 8leo de oliva fol usado a fim
de determinar a atividade de lipase. Nesse relato, uma
lipase A. niger e uma lipase P. cyclopium, ambas mostraram
atividade de fosfolipase, muito embora a atividade de
lipase ter sido maior, particularmente para a lipase A.
niger. Descobriu-se ainda no relatério que as preparagdes
de fosfolipase A2 sdo muito mais seletivas de fosfolipase
do que as preparac¢des de fosfolipase Al.

M.Haas et al., (1995, citado acima)} determinou ¢ grau
de hidrdlise de fosfolipidios e trigliceridics por cada uma
das trés lipases e uma fosfolipase, cada um disponivel para
comercializa¢do na forma imobilizada. Os componentes foram
tratados com enzimas separadamente na A&gua; misturas de
componentes foram tratadas em hexano saturado por &agua.
Determinou-se o degrau de hidrélise ao triturar os &acidos
graxos liberados e através de andlise de HPLC das misturas
de lipidio de produtos. O meio solvente foi encontrade para
ter um amplo efeito na reatividade e seletividade nesse
relatdrio. Por exemplo, ag lipases de R. miehei e C. rugosa
eram muito mais reativas com relagdo acs trigliceridiocs que
em relacgdo aos fosfolipidios em ambos os meios solventes, e

uma terceira lipase, da C. antarctica, mostrou seletividade
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similar ao R. meihei na &gua, porém ndo era reativa no
hexano. A fosfolipase (amano fosfolipase B) hidrolisou
somente os fosfolipidios no hexano e era ndo reativa na
agua.

Em outra andlise, F. Hara et al., (supra citado)
determincu o grau de hidrdlise do fosfatidil colina por
vérias lipases em um sistema micelar reverso por 24 horas e
por 48 horas. O grau de hidrdlise, determinado por andlige
cromatografica, variada de 0 a 100% para as lipases
testadas. Por exemplo, sob as condigdes de reacdo
descritas, as lipases derivas do M. javanicus (Lipase M10,
Amano Pharmaceuticals), do M. miehei (Lipozyme IM20, Novo
Nordisk), de péncreas suino (Pancreatin F, Amano) deram
100% de hidrdlise de fosfatidil colina; lipases derivadas a
partir do Rhizopus sp. (Lipase F, Amano) e R. delemar
{Newlase F, Amano) deram cerca de 35-45% de hidrélise; e
lipases derivadas a partir de A. niger (Lipase A6, Amano) e
C. cylindrica (Lipase AY30, Amano) deram pouca ou nenhuma
hidrélise.

Conforme mostrado nos articulos e outros no campo
supra citados, lipases muitas vezes apresentam atividade de
fosfolipase significante. Tais enzimas, as quais podem ser
referidas como lipases ‘reativas a fosfolipidio* no
presente, podem ser usadas como a primeira enzima nos
processos de duas enzimas descritos aqui. A lipase que &
“reativa a fosfolipidio” pode ser definida como uma que,
sob condigles de reagdo adequadas, tals como aquelas
apresentadas nas rea¢des exemplificativas abaixo, é eficaz
para hidrolisar pelo menos 1 mol %, de preferéncia pelo

menos 5%, e mais preferivelmente pelo menos 10% ou pelo
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menos 25 mol % de fosfolipidios presentes na reag¢do. Tais
condic¢des de reagdo podem incluir reagdc em um meio aquoso,
gque emprega 0,001 a 0,2% de enzimas baseadas em 60% de AI
{insollveis de acetona), a cerca de 40-60°C por 4 a 24
horas, em reagdo em um solvente orgdnico, que emprega o©
mesmo nivel de enzima, a cerca de 20-60°C por 1 a 24 horas.

Mais tipicamente, a primeira enzima na reagdo de duas
enzimas é uma fosfolipase, e as lipases séo empregadas como
a segunda enzima nos processos de duas enzimas descritos
aqui, ou como a enzima Gnica em processos gue objetivam a
hidrdlise seletiva do componente trigliceridico do material
de partida. Para esses propdsitos, pode-se definir as
lipases preferidas como aquelas gque, sob determinadas
condicles de reagdo, sfo seletivas para a atividade de
lipase, isto &€, o grau de hidrblise de acil glicerdis pela
lipase é maior, de preferéncia, por um fator de dois ou
mais que © grau de hidrélise de acil fosfolipidios pela
lipase, sob as condigles da reagdo. (Conforme notado acima,
as condig¢des de reagdo incluem, por exemplo, solvente,
estado da enzima (por exemplo, se estd imobilizada ou ndo),
temperatura, pH, presenga e concentragde de aditivos
ibnicos, e concentracdo de substrato.) Pode-se definir
“grau de hidrélise” como a porcentagem de mol do substrato
hidrolisado, isto &, ©porcentagem de trigliceridios
convertidos em mono/digliceridios, ou porcentagem de
fosfolipidios convertidos em 1lisofosfolipidios. Mais
preferivelmente, © grau & cerca de 5 vezes malor, mais
preferivelmente cerca de 25 ou cerca de 50 vezes maior.

Essas enzimas sdo também referidas no presente como lipases
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“geletivas de trigliceridio”, ou lipases eficazes para
hidrolisar seletivamente trigliceridios.

C. Imobilizacdo de Enzimas

As enzimas usadas nos processos descritos aqui podem
ser imobilizadas, para os diversos materiais e métodos que
sdo conhecidos na técnica; procedimentos exemplificativos
sdo descritos abalxo. Imcbilizacdo de enzimas, em geral,
prolonga a vida Gtil das enzimas, simplifica a purificagdo
dos produtos, e muitas vezes intensifica a atividade de
catalitica da enzima. Os materiais para os quals enzimas
foram imobilizadas incluem silica, vidro poroso, Celite®, terra
diatomacea, resinas de troca de ion, e outros varios substratos
poliméricos que incluem poliamidas, polipropileno, polietileno
glicol, polissacaridios tais como celulose, agarose, e agarose
modificada por alquila e quitina ou quitosano. Proporciona-se
substratos poliméricos, por exemplo, na forma de membranas,
fibras céncavas, ou gotas. Em uma modalidade, uma membrana
usada para separagdo dos acidos graxos na reagdo também
poderia ser usada para a imobilizagdo das enzimas. A
imobilizagdo & freqlientemente alcangada através da simples
adsorgdo, porém pode incluir fixa¢do equivalente, por
exemplo, ao amino ou gilica modificada por aldeido.

A literatura disponibiliza vastas descrigdes sobre a
imobilizagdc enzimatica, inclusive a descrigdo particular
sobre a imobilizagdo de 1lipase e fosfolipase, estdo
disponiveis na literatura. Uma amostragem de referéncias inclui
K. Mosbach, ed., 1988; F.X. Malcata et al., 1990, 1992;
V.M,Balcao et al., 1995; AE.Ivanov et al., 1997;
G.F.Bickerstaff, ed., 1997; Bastida et al., 1998; R. Fernandez-

Lafuente et al., 1998; W.Cho et al., 1999; U.T.Bormscheuer et
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al., 2002; M.V.Ramachandra et al.,2002; e D.Adlercreutz et al.,
2002; todos citados em “Referéneias”. As  enzimas  s3o
freqientemente  fornecidas para comercializagdo na  forma
imobilizada.

IV. Produto Hidrolisado

A invengdo ainda proporciona um produto hidrolisado, obtido
via uma reagdo de hidrdlise enzimitica descrita aqui, que contém
fosfolipidios e/ou fosfolipidios hidrolisados, monogliceridics, e
digliceridios, e  contém, tipicamente, fosfolipidios e
trigliceridios. 0Os fosfolipidios hidrolisados podem incluir
lisofosfolipidios, &cido fosfatidico, e/ou acido lisofosfatidico.
Os fosfolipidios hidrolisados sdo, tipicamente, lisofosfolipidios,
tais como sdo produzidos por reagdo de fosfolipase Al cu A2.

Em diversas modalidades, o produto hidrolisado contém
pelo menos 0,5%, pelo menos 1%, pelo menos 2,5%, pelo menos
7,5%, pelo menos 10%, pelo menos 15%, pelo menos 20%, pelo
menos 25%, pelo menos 30%, pelo menos 40%, ou pelo menos
45% por peso de mono/digliceridios. A porcentagem de mol de
trigliceridios convertidos em wmono/digliceridios &, de
preferéncia, pelo menos 25%, mals preferivelmente pelo
menos 50%, até 75% ou maior.

Os produtos dos processos descritos no presente sdo
nomeados “lecitina hidrolisada” ou “produtos de lecitina
hidrolisada”, se a composigdo dos mesmes estiver de acordo
com os padrdes de classificac¢do para as lecitinas, que pode
variar de acordo com o pais. Por exemplo, de acordo com a
classificagdo padrdo E322 na Europa, as “lecitinas’ sdo
definidas como “misturas de fragles de fosfolipidios, os
quais sdo obtidos a partir de géneros alimenticios animal

ou vegetal, através de processos fisicos”; estas podem
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incluir ‘“gubstincias hidrolisadas que podem ser obtidas
através do uso de enzimas inofensivas e adequadas”. De
acordo com esta clagsificagdo padrdo, uma “lecitina” inclui
pelo menos 60% de substéncias insoliveis de acetona e tem
um valor &acido menor que 35 mg de KOH/grama, e uma
“lecitina hidrolisada” inclui pelo menos 56% de substéncias
insoliveis de acetona e tem um valor dcido menor que 45 mg
de KOH/grama.

0 produto de lecitina hidrolisada da inveng8o pode ser
derivado a partir de um material de partida de lecitina que
contenha misturas de fosfolipidios obtidos a partir de
géneros alimenticios animal ou vegetal, através de
processos fisicos. Um material de partida de lecitina pode
ser obtido, por exemplo, a partir de degomagem por &gua ou
degomagem membranar de &leo de soja cru.

0  produto  hidrolisado da invengéo consiste
essencialmente de componentes de material de partida, o
qual é derivado, diretamente, de um ©&6leo vegetal, e
substdncias hidrolisadas que sdo obtidas a partir do
material de partida através do uso de enzimas inofensivas e
adequadas, especificamente, uma lipase e, na maiocria dos
exemplos, uma fosfolipase, como descrito agui. O material
de partida &, de preferéncia, um material de lecitina,
obtido através da degomagem de um 6lec vegetal, tal como
6leo de soja. O termo “consiste essencialmente de”
significa que o produto hidrolisade pode conter, por
exemplo, &gua, porém este ndo contém componentes lipideos
diferente dos componentes de material de partida e

substéncias hidrolisadas derivadas dos mesmos, como
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especificado acima. Este ndo contém atividade enzimitica
residual.

V. Procedimentos de ReacSes Exemplificativas

As reagbes que se seguem sdo apenas exemplificativas e ndo
pretendem limitar a invengdo. Esses procedimentos, se referem,
tipicamente, a um material de partida de “lecitina”; no
entanto, conforme notadc acima, os materiais de partida que
contém quantidades variantes de fosfelipidios e trigliceridios
podem ser usados. Por exemplo, um retentado oriunde de um
processc de degomagem membranar pode incluir cerca de 10% a
cerca de 85% de fosfolipidios, dependendo das condi¢les de
separagdo, como notado acima.

A. Reac8o em Meio Aquoso; Adicdo Seqiiencial de Duas Enzimas

Uma lecitina de fluido, dotada de um nivel de
insolivel de acetona (AI) de 55%-75%, &€ combinada com &gua,
em uma quantidade de 0,1% a 10%, de preferéncia, cerca de
5-8% baseada em 60% de AI, e fosfolipase A2, em uma
guantidade de 0,001 a 0,2% baseada em 60% de AI. Enquanto a
quantidade de enzima usada & dependente da atividade de
enzima particular, uma gquantidade tipica de ILecitase™
empregada seria cerca de 0,017%. Se necessidrio, o pH é
ajustado a um nivel favoravel para a enzima, e CaCl, é
adicionado para ativar a enzima. O excesso de CaCl, pode
ser usado para separar, de modo eficiente, os acidos graxos
liberados. Realiza-se a reagdo a cerca de 40-60°C por 4 a
24 horas. O ressecamento proporciona um produte que contém
lisolecitina, em uma quantidade determinada pelo tempo de
reagdo e temperatura e concentracdo de enzima.

Adicicna-se uma lipase & esse produto, em uma

guantidade de 0,001 a 0,2%, de preferéncia, 0,1 a 0,2%
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baseado em 60% de AI. Se necessdrio, ajusta-se o pH & um
nivel favordvel para a enzima, e adiciona-se CaCl,.
Realiza-se a invengdo a cerca de 40-60°C por 4 a 24 horas.
0 ressecamento proporciona um produtc de lecitina que
contém lisolecitina e contém, ainda, mono/digliceridios, em
uma quantidade determinada pelo tempo de <reagdo e
temperatura e concentracdo de enzima.

De preferéncia, a concentragdo de lipase e outros
pardmetros sdo eficazes para produzir um produto
hidrolisado que contenha pelo menos 0,5%, pelo menos 1%,
pelo menos 2,5%, pelo menos 5%, pelo menos 7,5%, pelo menos
10%, pelo menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos 25%, pelo
menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, ou pelo menos
45% por peso de mono/digliceridios.

B. Hidrélise em Solvente Orgdnico; Adic8o Seqgiencial de

Duas Enzimas

Uma lecitina de fluido obtida como ¢ retentado, a
partir de um processo de degomagem membranar, conforme
descrito, por exemplo, na Patente nlmero U.S. 6.207.209,
gue possui um nivel de insollivel de acetona (AI) de 55%-
80%, & combinada com fosfolipase A2, a qual pode ser
imobilizada, de prefer&ncia, em uma quantidade de 0,001 a
0,2%, baseada em 60% de AI. Se necessario, ajusta-se o pH a
um nivel favordvel para a enzima, e adiciona-se CaCl, para
ativar a enzima. 0O excesso de CaCl, pode ser usado para
separar, de modo eficiente, og &cidos graxos liberados.
Realiza-se a reacdo a cerca de 20-60°C por 1 a 24 horas.
Recupera-se a enzima imobilizada, e o ressecamento

proporciona um produto que contém lisolecitina, em uma
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quantidade determinada pelo tempo de reagdo e temperatura e
concentracdo de enzima.

Adiciona-se uma lipase & este produto, que pode ser
imobilizado, de preferéncia, em uma quantidade de 0,001 a
0,2%, baseada em 60% de AI. Se necessidrio, ajusta-se o pH a
um nivel favordvel para a enzima, e adiciona-se CacCl,,
Realiza-gse a reacdo a cerca de 20-60°C por 1 a 24 horas.
Recupera-se a enzima imobilizada, e o© ressecamento
proporciona um produto de lecitina que contém lisolecitina
e também contém mono/digliceridics, em uma quantidade
determinada pele tempo de <reagdo e temperatura e
concentracdo de enzima.

Em uma modalidade preferida, realiza-se a reagdo na
presenga de uma membrana dotada de uma composi¢do e tamanho
de poro eficaz para remover de forma seletiva os &cidos
graxos da mistura de reacéo.

De preferéncia, a concentragdo de lipase, e outros
pardmetros sdo eficazes para produzir um produto de
lecitina hidrolisado que contenha pelo menos 0,5%, pelo
menos 1%, pelo menos 2,5%, pelo menos 5%, pelo menos 7,5%,
pelo menos 10%, pelo menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos
25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo mencs 40%, ou
pelo menos 45% por peso de mono/digliceridios. A
porcentagem de mol de trigliceridio convertide em
mono/digliceridio &, de preferéncia, pelo menos 25%, mais
preferivelmente pelo menos 50%, até 75% ou maior.

C. Hidrélise em Solvente Orgénico; Adigdo Simultédnea de

Duas Enzimas
Uma lecitina de fluide obtida como o retentado

originado de um processo de degomagem membranar, como
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descrito, por exemplo, na Patente nimero U.S. 6.207.209,
que possui um nivel de insollivel de acetona (AI) de 55%-
80%, & combinada com fosfolipase A2 e uma lipase seletiva
de trigliceridio, cada uma da qual pode ser imobilizada, de
preferéncia, cada uma em uma quantidade de 0,001 a 0,2%,
baseada em 60% de AI. Se necessdrio, ajusta-se o pH a um
nivel favordvel para as enzimas, e adiciona-se o CaCl,.
Realiza-se a reagdo a cerca de 20-60°C por 1 a 24 horas. Em
uma modalidade preferida, a reagdo é realizada na presenga
de uma membrana dotada de uma composigdo e tamanho de poro
eficaz para remover, de modo seletivo, da mistura de
reagdo, os acidog graxos liberados.

Recupera-se a enzima imobilizada, e o© ressecamento
proporciona um produto de lecitina que contém lisolecitina
e mono/digliceridiog, cada um em uma quantidade determinada
pelo tempo de reagdc e temperatura e respectiva
concentragéo de enzima. De preferéncia, a concentragio de
lipase e outros pardmetros sdo eficazes para produzir um
produto de lecitina hidrolisada que contenha pelo menos
0,5%, pelc menos 1%, pelo mencs 2,5%, pelo menos 5%, pelo
menos 7,5%, pelo menos 10%, pelo menos 15%, pelo menos 20%,
pelo menos 25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos
40%, ou pelo menos 45% por peso de mono/digliceridios. A
porcentagem de mol de trigliceridio convertide em
mono/digliceridio &, de preferéncia, pelo menos 25%, mais
preferivelmente pelo menos 50%, até 75% ou maior.

D, Reacdo em Meio Aquoso; Adigdo Seqgiiencial de Duas Enzimas

(Fosfolipase D e Lipase)

Uma lecitina de fluido dotada de um nivel de insolvel

de acetona (AI) de 55%-75% é combinado com &gua, em uma
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quantidade de 0,1 a 10% baseada em 60% de AI, e fosfolipase
D, em uma quantidade de 0,0001 a 0,5% baseada em 60% de AI.
Se necessario, ajusta-se o pH a um nivel favoravel de
enzima, e adiciona-se CaCl; a fim de ativar a enzima.
Realiza-se a reagdo a cerca de 40-60°C por 4 a 24 horas. O
ressecamento properciona um produto que contém Acido
fosfatidico, em uma quantidade determinada pelo tempo de
reacdo e temperatura e concentracdo de enzima.

Adiciona-ge lipase a este produto, de preferéncia em
uma quantidade de 0,001 a 0,2%, baseado em 60% de AI. Se
necessario, ajusta-se o pH a um nivel favoradvel para a
enzima, adicicna-se CaCl,. Realiza-se a reacdo a cerca 40-
60°C por 4 a 24 horas. 0 ressecamento proporciona um
produto de lecitina que contém &cido fosfatidico e contém
ainda mono/digliceridios, em uma quantidade determinada
pelo tempo de reagdo e temperatura e concentragdo de
enzima.

De preferéncia, a concentragdo de lipase e outros
pardmetros sdo eficazes para produzir um produto de
lecitina hidrolisada que contenha peloc menos 0,5%, pelo
mencs 1%, pelo wmenos 2,5%, pelo menos 5%, pelo mencs 7,5%,
pelo menos 10%, pelo menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos
25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, ou
pelo menos 45% por peso de mono/digliceridio. A porcentagem
de mol de trigliceridio convertido em mono/digliceridio &,
de preferéncia, de pelo menos 25%, mais preferivelmente
pelo menos 50%, até 75% ou maior.

E. Reacdo em Meio Aquoso; Adic8o Seqliencial de Fosfolipase

D, Fosfolipase A2, e Lipase.
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0 primeiro estdgio do processo descrito no item D
acima, é realizado a fim de proporcionar um produto que
contenha &cido fosfatidico, em uma quantidade determinada
pelo tempo de reacdo ¢ temperatura e concentragdo de
enzima.

Adiciona-se fosfolipase A2 & este produto, em uma
quantidade de 0,001 a 0,2%, baseadc em 60% de AIL. BSe
necessdrio, ajusta-se o pH a um nivel favoravel para a
enzima, e adiciona-se CaCl,. Realiza-se a reagdc a cerca de
40-60°C por 4 a 24 horas. O ressecamento proporciona um
produto de lecitina que contém lisofosfolipidio, &cido
lisofosfatidico, e, opcionalmente, &cido fosfatidico, em
uma quantidade determinada pelo tempo de reagdo e
temperatura e concentragdc de enzima.

Adiciona-se wuma lipase a este produto, em uma
quantidade de 0,001 a 0,2%, de preferéncia 0,1 a 0,2%
baseado em 60% de AI. Se necessdrio, ajusta-se o pH a um
nivel favordvel de enzima, e adiciona-se CaCl,. Realiza-se
a reagdo a cerca de 40-60°C por 4 a 24 horas. O
ressecamento proporciona um produto de lecitina que contém
lisofosfolipidios, &acido lisofosfatidico, e, opcionalmente,
dcido fosfatidico, e que contém ainda mono/digliceridios,
em quantidades determinadas por tempo de reagdo e
temperatura e concentra¢doc de enzima.

De preferéncia, a concentragdo de lipase e outros
parametros sdo eficazes para produzir um preduto de
lecitina hidrolisado que contenha pelo menos 0,5%, pelo
menos 1%, pelo menos 2,5%, pelo menos 5%, pelo menos 7,5%,
pelo menos 10%, pelo menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos

25%, pelo mencs 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, ou



10

15

20

25

30

37/45

pelo menos 45% por peso de mono/digliceridios. A
porcentagem de wmolde trigliceridios convertidos em
mono/digliceridios &, de preferéncia, de pelo menos 25%,
mais preferivelmente pelo menos 50%, até 75% ou maior.

Em uma variacdo de reacdes que emprega fosfolipases D,
um 4lcool selecionado a partir de etanclamina, L-serina,
inositol, e um sal de colina é incluido na mistura de
reagdo com fosfolipase D, a fim de variar a distribuigdo de
fosfolipidics (isto &, a razdo PE/PS/PI/PC) nc produto
final.

F. Hidrdlise em Solvente Orgdnico; Enzima Unica

Uma lecitina de £fluido obtida como o retentado, a
partir do processo de degomagem membranar, conforme
descrito, por exemplc, na Patente nimero U.S. 6.207.209,
dotada de um nivel de insolQvel de acetona (AI} de 20-80%,
é combinada com uma lipase seletiva de trigliceridio, a
qual pode ser imobilizada, em uma quantidade de cerca de
0,1 a 0,2% baseado em 60% de AI. Se necessirio, ajusta-se ©
pH a um nivel favordvel para a enzima, e adiciona-se o
CaCl,. O excesso de (CalCl, pode ser usado para separar de
forma eficiente os acidos graxos liberados. Realiza-se a
reacdo a cerca de 20-60°C por 1 a 24 horas. Em uma
modalidade preferida, realiza-se a reag8o na presenca de
uma membrana dotada de uma composigdo e tamanho de poro
eficaz para remover da mistura de reagdo, de forma
seletiva, os &cidos graxog liberados.

Recupera-se a enzima imobilizada, e o ressecamento
proporciona um  produte de lecitina  que contém
mono/digliceridios, em uma quantidade determinada pelo

tempo de reagdo e temperatura e respectiva concentragdo de
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enzima. De preferéncia, a concentra¢do de lipase e outros
pardmetros sdo eficazes para produzir um produto de
lecitina hidrolisada que contenha pelo menos 0,5%, pelo
menos 2,5%, pelo menos 5%, pelo menos 7,5%, pelo menos 10%,
pelo menos 15%, pelo menos 20%, peloc menos 25%, pelo menos
30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, ou pelo menos 45% por
peso de mono/digliceridios. A porcentagem de mol de
trigliceridio convertido em mono/digliceridio &, de
preferéncia, de pelo menos 25%, mals preferivelmente de
pelo menos 50%, até 75% ou maior.

V1. Exemplos de Trabalho

0s exemplos a seguir pretendem ilustrar e ndo limitar
a invengdo.

Imobilizagdo de Enzimas

Pode-se realizar a imobilizacdo de enzimas conforme
descrito, por exemplo, em D.Adlercreutz et al., 2002. Dois
conjugados, preparados conforme descrito abaixo, foram
usados nos Exemplos que seguem.

Conjugado I: A Lecitase®Ultra foi imobilizada no
MP1000 (Membrana, Accurel Systems, Obernburg, Alemanha),
come se segue. O MP1000 (3g) foli molhado usando 25 ml de
etanol (95%), e 2,5 ml de Lecitase®Ultra (uma Fosfolipase
A} em 350 ml 20 mM de tampdoc de fosfato (pH 7) foi
adicionado. Apbés 1 hora de movimentado a 0°C, a enzima
imobilizada foi isclada através de filtracdo e seca a uma
pressdo reduzida.

Conjugado II: Em um procedimento similar, ¢ MP1000
{15g9) foi molhado usando 100 ml de etanol (95%), e 7,5 ml
de Lecitase®Ultra em 350 ml 20 mM de tampdo de fosfato (pH

7) foi adicicnado. Apés 1 hora de movimentado a 0°C, a
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enzima imobilizada foi isolada através de filtragdo e seca
a uma pressdo reduzida.

Exemplo I: Hidrdlise de Lecitina com Fosfolipase A

Um retentado de lecitina de fluido do processe de
degomagem membranar, conforme descrito, por exemplo, na
Patente nlmero 6.207.209, dotado de um nivel de insollvel
de acetona (AI) de 55%-80%, fol recriada ao dissolver
106,49 de lecitina (AI: 65,13, AV: 17,89 mg de KOH/g),
obtido ao secar o tal retentado, e 14,08g de agua em 564,59
de hexano,

Essa solucdo (60ml) fol combinada com 200mg de
Lecitase®Ultra imobilizada (conjugado I, preparado como supra
descrito.) Realizou-se a reacdo em uma temperatura ambiente por
20 horas, e a enzima imobilizada foi recuperada através de
filtragdo. O ressecamento proporcionou um produto dotado de
um valor acido de 35,1 mg de KOH/g e a composigdo seguinte (por
valor acido, P-NMR e GC): 17,8% de é&cidos graxos, 0,1% de
monogliceridios, 0,6% de digliceridios, 26,2% de trigliceridios,
42,0% de fosfolipidios e 2,5% de lisofosfolipidios.

Exemplo II: Reacdc Seqiiencial de Duas Enzimas

Un retentado de lecitina de fluido de um processo de
degomagem membranar, como descrito, por exemplo, na Patente
nimero 6.207.209, possui um nivel de insolivel de acetona
(AI) de 55%-80%, foi recriado ao dissolver 106,4g de
lecitina (AI: 65,13, AV: 17,89mg de KOH/g), obtida ao secar
0 tal retentado, e 14,08h de agua em 564,59 de hexano.

Egssa solugdo (60ml) foi combinada com 200mg de
Lecitase®Ultra imobilizada (conjugado I, preparado conforme

supra descrito.} Realizou-se a reagdo em temperatura ambiente
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por 20 horas, e a enzima imobilizada foli recuperada através de
filtragdo.

Adicionou-se 20 mg de Lipozyme a essa filtragem. Realizou-
se a reagdo em temperatura ambiente por 4 horas, e a enzima
imobilizada foi recuperada através de filtragdo. O ressecamento
proporcionou um produto dotado de um valor acido de 62,5 mg de
KOH/g e a composicdo seguinte (de valor acido, P-NMR e GC):
31,5% de A&cidos graxos, 2,3% de monogliceridios, 5,7% de
digliceridios, ¢,4% de trigliceridios, 30,8% de fosfolipidios e
8,4% de lisofosfolipidios.

Exemplo III: Reagdo Simultdnea de Duas Enzimas

Um retentade de lecitina de fluido de um processo de
degomagem membranar, como descrito, por exemplo, na Patente
nlmero 6.207.209, dotado de wum nivel de insollGvel de
acetona (AI} de 55%-80%, fol recriado ao dissolver 106,4 de
lecitina (AI: 65,13, AV: 17,8%mg de KOH/g), obtida ao secar
o tal retentado, e 14,089 de agua em 564,5g de hexano.

Essa solucdo (60ml) foi combinada com 200mg de
Lecitase®Ultra imobilizada (conjugado II, preparado como
supra descrito) e 10mg de Lipozyme. Realizou-se a reagdo em
temperatura ambiente por 8 horas, e a enzima imobilizada
foi recuperada através de filtragdo. O ressecamento proporcionou
um produtc dotado de valor Aacido de 54,3mg de KOH/g e a
composicdo seguinte (de valor &cido, P-NMR e GC): 27,3% de
acidos graxos, 3,8% de monogliceridios, 5,4% digliceridios, 3,1%
de trigliceridios, 44,6% de fosfolipidios e 1,9% de
lisofosfolipidios.

Exemplo IV: Reagdo Simultdnea de Duas Enzimas

O procedimento do Exemplo III fol repetido, usande 100 mg

do conjugado II ao invés de 200 mg. O ressecamento proporcicnou
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um produto dotado de composigdo seguinte (de valor &cido, P-NMR
e GC): 26% de &cidog graxos, 3,6% de monogliceridios, 5,2% de
digliceridios, 3,1% de trigliceridios, 46% de fosfolipidios e
1,1% de lisofosfolipidios,

Exemplo V: Rea¢8o Simultdnea de Duas Enzimas

Repetiu-se o procedimento do Exemplo III, usando 400mg do
conjugado IT ao invés de 200mg. O ressecamento proporcionou um
produto dotado de uma composigdo sequinte (por valor &cido, P-
NMR e GC): 30,8% de Acidos graxos, 3,9% de monogliceridios, 4,3%
de digliceridios, 2,4% de trigliceridios, 43,6% de fosfolipidios
e 2,6% de lisofosfolipidios.

Exemplo VI: Hidrdlise de Lecitina como uma Lipase

Um retentado de lecitina de fluido do processo de
degomagem membranar, como descrito, por exemplo, na Patente
nimero 6.207.209, dotado de um nivel de insclivel de
acetona (AI) de 55%-80%, fol recriado ao dissolver 106,49
de lecitina (AI: 65,13, AV: 17,89 mg de KOH/g), obtido ao
secar O tal retentado, e 14,089 de A&gua em 564,59 de
hexano.

Essa solugdo (60ml) foi combinada com 10mg de Lipozyme.
Realizou-se a reacdo em temperatura ambiente por 20 horas, e
recuperou-se a enzima imobilizada através de filtracdo. O
ressecamento proporcionou um produto dotado de um valor &cido de
52,1 de KOH/g e a composicdo seguinte (de valor &cido, P-NMR e
GC): 26,2% de acidos graxcs, 4,0% de monogliceridios, 5,3% de
digliceridios, 3,8% de trigliceridios, 47,4% de fosfolipidiocs e
0,8% de lisofosfolipidios.

As Tabelas I e II abaixo resumem os resultados das reagdes
supra descritas. (PL = fosfolipidios; LPL = lisofosfolipidics;

TG = trigliceridios; DG = digliceridios; MG = monogliceridios;FA
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= dcidos graxos.) A Tabela I mostra a distribuicdo de
componentes no produto hidrolisado, por porcentagem de peso. A
Tabela II mostra a razdo molar aproximada de trigliceridios,
digliceridios e monogliceridios (baseado no peso molecular de um
esterol gliceridio) no produte hidrolisado, relativa a soma
desses trés componentes. Como pode se ver, a porcentagem de mol
de trigliceridio convertido em mono/digliceridio, em todos os
Exemplos, exceto o I, & cerca de 60% ou mailor, até cerca de 85%.

Tabela I

Valor Componentes do produto, p/p

Exemplo | Enzima(s) | acido PL | LPL | TG DG MG FA
do
produto

I Lecitase 35,1 42,0 2,5 | 26,2| 0,6 | 0,1 |17,8
preparada
com 200mg

II Lecitase
preparada | 62,5 [30,8| 8,4 9,4|5,7|2,3]31,5
com
200mg,
seguida
de
Lipozyme
20mg

VI Lipozyme 52,1 47,41 0,8 | 3,8 | 5,3 | 4,0 26,2
10mg

IV Lecitase
preparada | n.d. 46,0 1,1 | 3,1 i 5,2 | 3,6 |26,0
com 100mg
+
Lipozyme
10mg

IT1I Lecitase
preparada | 54,3 44,61 1,9 | 3,1 | 5,4 3,8 27,3
com 200mg
+
Lipozyme
10mg

v Lecitase
preparada n.d. 43,61 2,6 | 2,4 | 4,3 | 3,9 130,8
com 400mg
+
Lipozyme
10mg
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Tabela II

Exemplo

Enzima(s)

Razdo molar de TG/DG/MG

% de mol
aproximada
de TG

% de mol
aproximada
de DG

% de mol
aproximada
de MG

o

I Lecitase 96% 3 1%
preparada

com 200mg

IT Lecitase
preparada 40% 35% 25%
com 200mg,
sequida
por
Lipozyme
20mg

VI Lipozyme 18% 36% 46%
10mg

v Lecitase
preparada
com 100mg
+ Lipozyme
10mg

III Lecitase
preparada 15% 38% 47%
com 200mg
+ Lipozyme
10mg

v Lecitase
preparada
com 400mg
+ Lipozyme
10mg

VII. Aplicagles

Os produtos hidrolisados, inclusive os produtos de lecitina
hidrolisada, preparados de acordo com a invengdo podem ser

usados em qualguer aplicacdo onde a lecitina, lecitina

hidrolisada, lecitina fortificada com mono/digliceridios, ou
produtos relaciocnados foram usados. Os produtos hidrolisades da
invengdo podem ser formulados em tals produtos, de acordo com

métodos conhecidos na técnica para formulagdio de lecitina ou

lecitina hidrolisada.
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O produto hidrolisado por ser usado, por exemplo, como um
emulsificante, tensoativo, estabilizador, agente liberador,
agente umectante, agente dispersor, lubrificante, agente
controlador de viscosidade, agente de cristalizagdo, agente
amaciante, emoliente, agente anti-sujeira, ou ingrediente
altamente nutritivo.

Varias aplicagBes, nas quals o produto hidrolisado pode ser
usado, incluem aplicacdes alimenticias nutritivas, técnicas,
cosméticas, e farmacéuticas/nutracéuticas. AplicacOes
alimenticiag exemplificativas incluem chocolate, derivados de
chocolate, panificacdo, confeitaria, glacés, produtos diarios,
produtos de queijo, produtos de massa, margarina, manteiga,
misturas gordurosas, emulsdes, Oleogs de spray, cobertura,
instantaneidade do cacau, leite, pbés de proteina ndo-didria,
agentes liberadores, sopas, condimentos, maioneses, coberturas,
carnes, molhos, carnes enlatadas, andlogos de carnes, agentes
melhoradores de pao, bhebidas, bebidas energéticas, lanches,
sobremesas (tais como sorvete e barras), melhoradores de
farinha, wmwelhoradores de p#8o, chicletes, corantes, misturas
aromatizantes, misturas de emulsificantes, comida para bebés, e
antioxidantes.

Em uma modalidade particular, produtos de lecitina
hidrolisada da invengdo, que contém mono/digliceridios, s8o
Uteis para melhorar propriedades de antisustentagdo em
produtos utilizados em cozimento, tals como margarina ou
manteiga. Conforme proporcicnado no presente, tais produtos
sdo formados, de preferéncia, através de hidrdlise de um
material de partida de lecitina com uma lipase, sozinha ou

em combinacdo com uma fosfolipase.
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Aplicagdes  alimenticias exemplificativas  incluem
emulgificantes e fontes de alto valor nutricional em
alimentos para, por exemplo, peixe, camardo, bezerros (como
gubstituto do leite), porcos, porcas, leitles, pele de
vison, aves domésticas e animais domésticos. Aplicagles
técnicas exemplificativas incluem o uso como um agente
dispersor em, por exemplo, pinturas, tintas, revestimentos,
fitas magnéticas, e discos, como um agente amaciante em,
por exemplo, couro e téxtels, como um emulsificante, em por
exemplo, protegdo de safra e agroquimicos, ou em
lubrificantes, 6leos, adesivos, absorventes, floculante,
inibidores de corrosdo, cerdmicas, vidro, detergentes,
processamento de metal, produtos de papel, produtcs de
petréleo, fotocdpia, fotografia, polimeros, bhorrachas, e
téxteis. As aplicag¢des cosméticas exemplificativas incluem
0 uso como um agente dispersor em batom e polimento da unha e
como um emulsificante/estabilizador em xampus, cremes, e logdes.
As aplicagbes  farmacButicas/nutracéuticas exemplificativas
incluem o uso como uma fonte natural de fosfolipidics, tais como
fosfatidil colina e vitamina E.

Dessa maneira, a inven¢do inclui, adicionalmente, métodos
de formulagdo de um produto hidrolisade, particularmente um
produto de lecitina hidrolisada, conforme preparado por qualquer
dos métodos da invengdo descritos no presente documento, em um
produto como descrito acima, e particularmente em um produto
alimenticio. A invengdo direciona-se, ainda, a um produto,
especialmente um produto alimenticio, que contém um produto
hidrolisado, particularmente um produto de lecitina hidrolisada,
conforme preparado por qualquer um dos métodos da invencdc aqui

descritos.
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REIVINDICACOES
1. Método de producdo de um produto de lecitina
hidrolisada dque compreende fosfolipidios hidrolisados,

monogliceridios e digliceridios, o método caracterizado por

compreender:

(a) colocar um material de lecitina, que
compreende um componente de fosfolipidio e um componente de
trigliceridio, em contato com uma primeira enzima para
criar uma mistura de reacdo em um meic solvente orgénico
compreendendo um solvente orgdnico aprdético, em gque o dito
solvente é um solvente de hidrocarboneto, e agua suficiente
para promover hidrélise, em gque a primeira enzima é
fosfolipase Al, fosfolipase A2, fosfolipase C ou
fosfolipase D que hidrolisa os fosfolipidios;

(b) subsequentemente, colocar o produto da etapa
(a), em um meio solvente orgdnico contendo &gua suficiente
para promover hidrdlise, em contato com uma segunda enzima
que é Lipozyme que hidrolisa os trigliceridios; e

(c) obter o produto de lecitina hidrolisada.

2. Método, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que o solvente é hexano.

3. Método, de acordo com a reivindicacéao 1,

caracterizado pelo fato de que as etapas (a) e (b) sé&o

conduzidas na presengca de uma membrana gue separa oS
fosfolipidios hidrolisados, monogliceridios e digliceridios
dos &acidos graxos liberados.

4. Método, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que o material de lecitina é

compreendido de pelo menos 40% do componente de

fosfolipidio.
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5. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de que o material de lecitina

compreende pelo menos 60% de material insoltavel de acetona.
6. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que o material de lecitina

compreende um retentado de um processo de degomagem
membranar de 6leo vegetal.
7. Método, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que o produto de lecitina

hidrolisado compreende pelo menos 56% de materiais
insoltiveis de acetona e tem um valor &cido menor que 45 mg
de KOH/grama.

8. Método, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que o produto de 1lecitina

hidrolisada compreende ©pelo menos 60% de materiais
insoltveis de acetona.
9. Método, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a primeira enzima é

fosfolipase Al.
10. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de gque a primeira enzima ¢é

fosfolipase AZ2.
11. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a primeira enzima é&

fosfolipase C.
12. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de gue a primeira enzima ¢é

fosfolipase D.
13. Método, de acordo com a reivindicacdo 4,

caracterizado pelo fato de que compreende ainda, antes da
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etapa de contato (b), a reacdo do produto da etapa (a) com
fosfolipase Al ou fosfolipase A2.

14. Método de produgdo de um produto de lecitina
hidrolisada dque compreende fosfolipidios hidrolisados,

monogliceridios e digliceridios, o método caracterizado por

compreender:

colocar um material de lecitina, que compreende um
componente de fosfolipidio e um componente de
trigliceridio, em contato com primeira e segunda enzimas,
em uma mistura de reacdo contendo um solvente orgadnico
aprotico, em que o dito solvente ¢é um solvente de
hidrocarboneto, e &gua suficiente para promover hidrdbélise;
em que a primeira enzima é fosfolipase Al, fosfolipase AZ,
fosfolipase C ou fosfolipase D que hidrolisa 0s
fosfolipidios, e a segunda enzima é Lipozyme que hidrolisa
os trigliceridios; e obter o produto de lecitina
hidrolisada a partir da mistura de reacgédo.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de gque a etapa de contato é

conduzida na presenca de uma membrana dJue separa oS
fosfolipidios hidrolisados, monogliceridios e digliceridios
dos &acidos graxos liberados.

16. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de que o solvente é hexano.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de que o material de lecitina é

compreendido de pelo menos 40% do componente de
fosfolipidio.
18. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de que o material de lecitina
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compreende pelo menos 60% de material insolavel de acetona.
19. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de que o material de lecitina

compreende um retentado de um processo de degomagem
membranar de 6leo vegetal.
20. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de gque o produto de lecitina

hidrolisada compreende pelo menos 56% de materiais
insolGveis de acetona e tem um valor Adcido menor que 45 mg
de KOH/grama.

21. Método, de acordo com a reivindicagdo 14,

caracterizado pelo fato de gque o produto de lecitina

hidrolisada compreende pelo menos 60% de materiais
insoluiveis de acetona.
22. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de gque a primeira enzima ¢é

fosfolipase Al.
23. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de que a primeira enzima é

fosfolipase A2.
24, Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de gque a primeira enzima ¢é

fosfolipase C.
25. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de que a primeira enzima é

fosfolipase D.
26. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de que o material de lecitina é

colocado em contato com a primeira e a segunda enzimas

simultaneamente.
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27. Método de ©producdo de um produto que
compreende fosfolipidios, monogliceridios e digliceridios

por hidrélise enzimdtica, o método caracterizado por

compreender:

colocar um material de lecitina, que compreende um
componente de fosfolipidio e um componente de
trigliceridio, em contato com Lipozyme na auséncia de uma
fosfolipase para criar uma mistura de reagdo em um meio
solvente orgidnico compreendendo um solvente orgénico
aprbético, em gque o dito solvente ¢é um solvente de
hidrocarboneto, e &agua suficiente para promover hidrdlise,
para hidrolisar seletivamente os trigliceridios; e obter o
produto de lecitina hidrolisada a partir da mistura de
reacdo, em que o material de lecitina é um retentado de um
processo de degomagem membranar de &6leo vegetal.

28. Método, de acordo com a reivindicacdo 27,

caracterizado pelo fato de que o material de lecitina é

compreendido de pelo menos 40% do componente de
fosfolipidio.
29. Método, de acordo com a reivindicacdo 27,

caracterizado pelo fato de que o material de lecitina

compreende pelo menos 60% de material insolavel de acetona.
30. Método, de acordo com a reivindicacdo 27,

caracterizado pelo fato de que o produto de Ilecitina

hidrolisada compreende ©pelo menos 56% de materiais
insolGveis de acetona e tem um valor &dcido menor que 45 mg
de KOH/grama.

31. Método, de acordo com a reivindicacdo 27,

caracterizado pelo fato de que o produto de Ilecitina

hidrolisada compreende pelo menos 60% de materiais
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insoltiveis de acetona.
32. Método de ©produgcdo de um produto que
compreende fosfolipidios, monogliceridios e digliceridios,

por hidrélise enzimdtica, o método caracterizado por

compreender:

colocar um material de lecitina, que compreende um
componente de fosfolipidio e um componente de
trigliceridio, em contato com Lipozyme na auséncia de uma
fosfolipase para criar uma mistura de reagdo em um meio
solvente orgidnico compreendendo um solvente orgdnico
aprotico, em que o dito solvente ¢é um solvente de
hidrocarboneto, e &agua suficiente para promover hidrdlise,
para hidrolisar seletivamente os trigliceridios; e

obter o produto de lecitina hidrolisada a partir da
mistura de reacdo, em que a etapa de colocar em contato é
realizada na presenca de uma membrana eficaz para separar
os fosfolipidios, monogliceridios e digliceridios a partir
dos acidos graxo liberados.

33. Método, de acordo com a reivindicacdo 32,

caracterizado pelo fato de que o material de 1lecitina é

o]

compreendido de pelo menos 40% do componente de
fosfolipidio.
34, Método, de acordo com a reivindicacdo 32,

caracterizado pelo fato de que o material de lecitina

compreende pelo menos 60% de material insolavel de acetona.
35. Método, de acordo com a reivindicacdo 32,

caracterizado pelo fato de que o produto de lecitina

hidrolisada compreende pelo menos 56% de materiais
insollveis de acetona e tem um valor &acido menor que 45 mg

de KOH/grama.
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36. Método, de acordo com a reivindicacdo 32,

caracterizado pelo fato de que o produto de 1lecitina

hidrolisada compreende pelo menos 60% de materiais
insoluveilis de acetona.
37. Método, de acordo com a reivindicacdo 6,

caracterizado pelo fato de que o componente de fosfolipidio

compde de 50% a 85% do retentado.
38. Método, de acordo com a reivindicacdo 19,

caracterizado pelo fato de que o componente de fosfolipidio

compde de 50% a 85% do retentado.

39. Método, de acordo com a reivindicacdo 27,

caracterizado pelo fato de que o componente de fosfolipidio

compde de 50% a 85% do retentado.
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