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ES 2295783 T3

DESCRIPCION

Proceso para la preparacion de dcidos grasos conjugados.

Esta invencidn se refiere a un proceso para la produccién de un 4cido graso conjugado di- o poli- insaturado que
tiene de 12 a 24 dtomos de carbono, o una sal o éster de éste, y al producto del proceso.

Los isémeros conjugados de 4dcidos grasos poli-insaturados de cadena larga son conocidos por sus beneficios
potenciales, por ejemplo cuando se utilizan en productos alimenticios. Ejemplos de tales dcidos incluyen los isdmeros
del acido linoleico; tipicamente, los isémeros cis-9, trans-11 y trans-10 y el cis-12, que son los de presencia mas
abundante en estos materiales; en general en una relacién en peso de 1:1. Los isémeros conjugados pueden producirse
a partir de los dcidos grasos no conjugados correspondientes

La Patente Europea A-0799033 revela un proceso para la produccién de isémeros conjugados en los cuales se
utiliza el etilenglicol. El etilenglicol sin embargo tiene la desventaja de que es muy dificil de eliminar totalmente del
producto de reaccién del proceso de isomerizacién. Es mds, los resultados deseados de los isémeros poli-insaturados
conjugados en el producto de reaccion de la conversion en presencia de la base, son relativamente bajos.

Segtin la WO 97/46 230, los 4dcidos linoleicos conjugados pueden obtenerse a partir de la isomerizacion del dcido
linoleico o aceite de alazor sometiendo el material de partida a una base (KOH) en propilenglicol a 180°C. El producto
de la reaccién contiene cantidades relativamente grandes de isémeros diferentes a los isdémeros linoleicos conjugados
deseados. Esto puede deberse a la severidad de las condiciones de reaccién. La Patente Europea A-0839897 descri-
be también un proceso para la produccién de dcidos linoleicos conjugados sometiendo grasas, que contienen acido
linoleico, a una base en propilenglicol.

La Patente Europea A-0902082 revela un proceso para la preparacion de materiales que comprenden principal-
mente isémeros conjugados de 4cidos grasos poli-insaturados de cadena larga, en el que un aceite o una composicién
libre del 4cido graso o una composicion de éster de alquilos de éste, contentiva de al menos 25% en peso de al menos
un isémero diferente de los isémeros conjugados de dcidos grasos poli-insaturados de cadena larga, se somete a un
tratamiento con una base en un solvente, y en el que el solvente es un alcohol con al menos 3 dtomos de carbono y
al menos dos grupos hidroxi que tienen: una relacién del nimero de 4tomos de carbono: nimero de grupos OH de al
menos 1,25 pero menor de 3,5, preferentemente de 1,5 a 2,75, mientras que la reaccién se lleva a cabo entre 100 y
180°C, mas preferentemente entre 120 y 180°C.

Seria apropiado que el proceso para la produccion de acidos grasos conjugados utilizara un sistema de solventes
que fuera menos costoso y de mds facil manipulacién que los solventes utilizados en la técnica anterior.

La Patente de los EE.UU. 2242230 revela un proceso para la produccién de conjugacion en polienos no conjugados.
El proceso se lleva a cabo en condiciones no acuosas y cualquier agua que se forme en el proceso se retira de la reac-
cion. El proceso se lleva a cabo en presencia de una base que es una solucién alcohdlica de KOH seco en alcohol seco o
una solucién de un alcéxido de un metal alcalino formado mediante reaccién del metal alcalino con el alcohol. Se evita
la presencia de agua, ya que el documento ensefia que el agua inhibe la reaccién y reduce el rendimiento del producto.

Sastry et al, “Isomerised Safflower Oil”, Paint Manufacture, vol 40, n° 8, 1 agosto 1970, paginas 32 a 34, describe
la isomerizacién del aceite de alazor seguida de elaidinizacién para obtener los isémeros trans, trans. La reaccion se
lleva a cabo a 210-215°C y se obtienen cantidades sustanciales de isémeros trans, trans durante el primer paso de
isomerizacion.

Moore, “Specroscopic changes in fatty acids”, Biochemical Journal, vol 31, 1937, paginas 138-154, se refiere a
los cambios en los espectros de absorcion UV de grasas tratadas con hidréxido de sodio. Luego de la saponificacion,
las grasas se someten a reflujo durante 24 horas.

La Patente de los EE.UU. 6479683 revela un proceso para la produccién de ésteres de acidos grasos conjugados
mediante la reaccién de un éster con un catalizador alc6xido de metal alcalino en un alcohol monohidrico. Es evidente
a partir de los materiales utilizados que el proceso se lleva a cabo en ausencia de agua.

Hemos descubierto que cuando el proceso se lleva a cabo en condiciones anhidras, la reaccién anhidra puede dar
lugar a productos colaterales indeseables, incluyendo dialquil-cetonas (DACs, DAK por sus siglas en inglés). Es mds,
la mezcla de la reaccidn se hace muy viscosa y es dificil de remover a gran escala.

Ahora hemos encontrado un proceso para la produccién de dcidos grasos conjugados di- o poli- insaturados que
tienen de 12 a 24 dtomos de carbono, o sales o ésteres de éstos, que emplea el etanol como solvente pero que evita
las desventajas de los procesos de la técnica anterior descrita mds arriba. Contrario a las ensefianzas de la Patente
de los EE.UU. 2242230, hemos encontrado que las desventajas disminuyen al incluir agua en el sistema de reaccién
y, sorprendentemente, que la presencia de agua a ciertos niveles tiene un efecto inhibitorio escaso o ninguno en la
formacién de los dcidos grasos conjugados. Inesperadamente, la reaccién en etanol también procede mds rapido que
la reaccion en otros sistemas de solventes de la técnica anterior. El proceso tiene ventajas si se lleva a cabo a una
temperatura en el intervalo de 120°C a 200°C. Esta combinacién de condiciones del proceso permite un rendimiento
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incrementado, y/o la reduccién en la cantidad de isémeros geométricos (tales como isémeros trans, trans) y/o una
reduccioén en la cantidad de productos colaterales indeseables (tales como las dialquil-cetonas (DACs).

Segtin la presente invencion, se proporciona un proceso para la produccion de un 4cido graso di- o poli- insaturado
que tiene de 12 a 14 dtomos de carbono, o una sal o éster, de éste que comprende la reaccion de un dcido graso no
conjugado, o una sal o éster de éste, con una base en presencia de un solvente que comprende un alcohol monohidrico
que tiene de 1 a 6 d&tomos de carbono, en la que la reaccién se lleva a cabo a una temperatura de 120°C a 200°C en
presencia de agua en cantidad de al menos 4% en peso en base al alcohol.

En otra realizacioén, la invencién proporciona el producto del proceso de la presente invencion.

Preferentemente la presente invencion proporciona un producto que comprende un 4cido graso conjugado di- o
poli- insaturado que tiene de 12 a 24 dtomos de carbono, o una sal o éster de éste y que contiene dialquil-cetonas en
cantidad menor que 100 ppm, preferentemente menor que 50 ppm, y ésteres del dcido graso conjugado con el alcohol
monohidrico. Preferentemente los ésteres estdn presentes en una cantidad de 0,01 a 2% en peso.

La presente invencién implica el uso de agua en una cantidad de al menos 4% en peso en base al alcohol como un
cosolvente con un solvente que comprende un alcohol monohidrico que tiene a 1 a 6 4&tomos de carbono, en un proceso
para la produccién de un dcido graso di- o poli- insaturado que tiene de 12 a 24 d4tomos de carbono, o una sal o éster de
éste, que comprende la reaccidn de un dcido graso libre insaturado o una sal o éster de éste, con una base, para reducir
la formacién de productos colaterales no deseados en productos alimenticios, tales como las dialquil-cetonas (DACs).

Los 4cidos grasos producidos en el proceso de la presente invencion son di- o poli-insaturados, i.e., contienen al
menos dos enlaces dobles carbono-carbono.

Tipicamente, los dcidos grasos contienen 2, 3, 4 6 5 enlaces dobles carbono-carbono, preferentemente dos enlaces
dobles carbono-carbono. En los productos de la presente invencion, los enlaces dobles carbono-carbono se conjugan
entre si (i.e., estdn espaciados entre si en la molécula por un enlace sencillo carbono-carbono). Los materiales de
partida utilizados en el proceso comprenden los dcidos grasos no conjugados correspondientes, i.e., los enlaces dobles
carbono-carbono estdn separados entre si en la molécula por méds de un enlace sencillo carbono-carbono y estdn
separados preferentemente entre si por mds de un grupo metileno.

El término 4cidos grasos y los términos relacionados utilizados en la presente solicitud se refieren a 4cidos car-
boxilicos que comprenden un grupo alquilo o alquenilo (que comprende dos o mds enlaces dobles carbono-carbono)
que pueden estar ramificados o ser de cadena lineal, pero son preferentemente de cadena lineal. El dcido carboxilico
contiene de 12 a 24 dtomos de carbono, preferentemente de 14 a 22 dtomos de carbono, mas preferentemente de 16 a
20 4dtomos de carbono y lo més preferente atin 18 dtomos de carbono, incluyendo el dtomo de carbono del grupo de
acido carboxilico. El acido graso no conjugado y el 4cido graso conjugado son preferentemente acidos grasos C18:2,
mads preferentemente 4cido linoleico y dcido linoleico conjugado (CLA). Los 4dcidos grasos pueden ser mezclas de dos
o mas 4cidos grasos o de isémeros de éstos.

El 4cido graso producido en el proceso de la presente invencién puede ser un acido graso libre, o una sal o un
éster de éste, o una mezcla de dos o mds de estos materiales. Las sales incluyen sales con metales alcalinos y metales
alcalino-térreos tales como el sodio, potasio, calcio y magnesio, preferentemente sodio o potasio. Los ésteres incluyen
mono, di- y triglicéridos y mezclas de éstos, y ésteres de alquilos C; a C¢ (en los que el grupo alquilo puede ser de
cadena lineal o ramificada). Tipicamente, en el proceso se producen sales y acidos libres. Las sales pueden convertirse
en 4cidos libres elevando el pH de la mezcla de reaccion al final del proceso. Los 4cidos libres pueden convertirse en
ésteres mediante reacciones de esterificacion bien conocidas en la técnica.

El 4cido graso libre no conjugado, o la sal o éster de éste, utilizado como material de partida en el proceso,
se selecciona entre el grupo que consiste en aceites vegetales, acidos libres derivados de estos aceites y ésteres de
alquilos C; a C¢ de estos dcidos libres (en los que el grupo alquilo sea de cadena lineal o ramificada). El 4cido graso no
conjugado, o sal o éster de éste, puede estar presente en el material de partida en cantidad de 10 a 100% en peso, mas
preferentemente de 25% a 100% en peso, tal como de 25% a 90% en peso. Los materiales de partida preferidos son los
aceites vegetales, y lo mas preferente es que el aceite vegetal se seleccione entre el aceite de girasol, de semilla de colza,
de soja, de alazor o de linaza y de mezclas de éstos. El aceite de alazor es un aceite vegetal de particular preferencia.

El proceso de la presente invencion se lleva a cabo en presencia de un solvente que comprende un alcohol mo-
nohidrico que tiene de 1 a 6 dtomos de carbono. Preferentemente, el alcohol se selecciona entre etanol, metanol y
sus mezclas, méds preferentemente etanol. El solvente ademds incluye agua en cantidad de al menos 4% en peso en
base al alcohol. Otros cosolventes pueden estar presentes en cantidades de hasta 50% en peso en base al alcohol,
preferentemente hasta 40%, mds preferente hasta 30%, tales como hasta 20% o hasta 10% en peso en base al alcohol.
Sin embargo, preferentemente el solvente no comprende sustancialmente cosolventes diferentes del alcohol y el agua
o comprende dichos otros cosolventes en una cantidad menor que 5%, o mds preferente menor que 2%, y ain mas
preferente menor que 1%, como menos del 0,1% en peso en base al alcohol. Preferentemente, la cantidad de agua es
de 5% a 35% en peso en base al alcohol, mas preferente del 10% al 30% en peso en base al alcohol, tal como 15% al
25% en peso en base al alcohol. El contenido del agua se refiere al contenido total de agua e incluye el agua presente
en los materiales de partida, asi como cualquier agua afiadida. El agua puede provenir del agua afiadida al sistema y/o
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puede ya estar presente en el proceso en el solvente de alcohol o en otros materiales de partida, incluyendo la base y
el 4cido graso. Por tanto, dependiendo del contenido de agua en los materiales de partida, puede o no ser necesario
afiadir agua al sistema. La cantidad de agua en el proceso de la presente invencién puede determinarse por métodos
bien conocidos en la técnica, mediante andlisis de los materiales de partida y/o de la mezcla de reaccion. El método
de Karl Fischer es un ejemplo apropiado de un método de determinacién del contenido de agua.

El proceso de la presente invencion se lleva a cabo en presencia de una base. La base eleva el pH de la mezcla
de reaccion. La base es apropiadamente por ejemplo, un hidréxido de metal alcalino seleccionado entre hidréxido de
potasio, hidréxido de sodio y sus mezclas. La relaciéon molar de la base al dcido graso libre no conjugado, o a la sal o
éster de éste empleada en el proceso es preferentemente de 1,07 a 3,5, mds preferente de 1,2 a 2,5 y atin mds preferente
de 1,3al,6.

Las condiciones del proceso para llevar a cabo la reaccién pueden variarse dependiendo de la velocidad deseada y
del rendimiento del producto. La reaccion se lleva a cabo tipicamente a una temperatura por encima del punto de ebulli-
cién normal del alcohol (i.e., el punto de ebullicién a presién atmosférica), aunque pueden emplearse temperaturas mas
bajas. Generalmente, mientras mds elevada sea la temperatura de reaccién, mds rdpida serd la velocidad a la que pro-
cede la reaccién. La reaccion se lleva a cabo a una temperatura de 120°C a 200°C, preferentemente de 140°C a 180°C.
Cuando la reaccioén se lleva a cabo a una temperatura superior al punto de ebullicién del alcohol, la reaccién se lleva a
cabo a una presion superior a la atmosférica en un recipiente que pueda resistir presiones superiores a la atmosférica.

El proceso de la invencién puede llevarse a cabo en lotes o como un proceso continuo. El proceso es adecuado para
utilizarse a gran escala en un aparato apropiado, i.e., capaz de la produccién de dcidos grasos conjugados o sales o éste-
res de éstos en cantidades superiores a los 100 kg, mds preferentemente de mas de 1 000 kg diarios. Cuando el proceso
se lleva a cabo en tandas preferentemente debe llevarse a cabo entre 1 y 10 horas, mds preferentemente de 2 a 6 horas.

El proceso se lleva a cabo preferentemente durante un tiempo a una temperatura para formar un producto que
comprenda més del 60% en peso, mas preferente mas del 70% en peso, en base al dcido graso total y las sales y ésteres
de éste, de los isdmeros del dcido graso conjugado cis-9, trans-11 y trans-10, y cis-12.

El proceso puede llevarse a cabo durante un tiempo a una temperatura para formar un producto que comprenda me-
nos del 3% en peso de dcido linoleico y sales y ésteres de éste, en base al 4cido graso total y las sales y ésteres de éste.

El proceso de la presente invencion puede resultar en la formacién de cantidades menores de isémeros trans, trans
de 4cidos grasos que en los procesos correspondientes llevados a cabo utilizando etanol en condiciones anhidras.
Preferentemente, la reaccién produce isdmeros trans, trans de dcidos grasos conjugados en una cantidad inferior al
5%, mds preferente menor que 3% y atn la mas preferente menor que 1%, dichos porcentajes en peso en base al 4cido
graso total y la sal y los ésteres de éste. Por tanto, la cantidad de isémeros trans, trans en el dcido graso conjugado
que es producto del proceso es preferentemente menor que 5%, mas preferente menor que 3% y aun la mas preferente
menor que 1%, siendo dichos porcentajes en peso basados en el dcido graso total y en las sales y ésteres de éste.

El proceso de la invencién se lleva a cabo preferentemente en ausencia sustancial de microorganismos y enzimas
afiadidos, preferentemente en ausencia de microorganismos y enzimas afiadidos.

El proceso de la presente invencién comprende opcionalmente uno o dos pasos adicionales. Un paso adicional
apropiado en el proceso incluye por ejemplo, la separacion del dcido graso conjugado de la mezcla de reaccién me-
diante un método que comprende el tratamiento con un 4cido y la separacion de la fase acuosa de la fase organica. Otro
paso adicional opcional en el proceso comprende la purificacién del 4dcido graso conjugado. Atin otro paso opcional
adicional comprende la formacién de un mono, di- o triglicérido del dcido graso conjugado.

El producto del proceso contiene preferentemente cantidades relativamente bajas de dialquil-cetonas (DACs). Pre-
ferentemente, el producto contiene dialquil-cetonas en una cantidad inferior a 100 ppm, més preferente menor que 50
ppm, y aun mds preferente menor que 25 ppm. Las dialquil-cetonas son tipicamente de la férmula RR’CO, en la que
R y R’ son iguales o diferentes y son o grupos alquilos saturados, o grupos alquenilos saturados que tienen al menos
un enlace doble carbono-carbono (preferentemente uno o dos enlaces dobles), conteniendo el grupo alquilo y alque-
nilo de 12 a 24 (e.g., 12 a 20), preferentemente de 14 a 18 dtomos de carbono, siendo de cadena lineal o ramificada,
preferentemente de cadena lineal. El producto puede comprender también ésteres del dcido graso conjugado con el
alcohol monohidrico utilizado en el proceso, tales como, por ejemplo, ésteres de etilo. El término plural “ésteres” se
utiliza para reflejar el hecho de que diferentes isémeros del dcido graso conjugado estardn generalmente presentes y
por tanto, el producto contendra diferentes compuestos ésteres. Tipicamente, el producto contiene dichos ésteres en
una cantidad del 0,01% al 2% en peso, mds preferente de 0,1% al 1% en peso en base al total del 4cido graso y sales y
ésteres de éste. La determinacién del nivel de ésteres en el producto puede llevarse a cabo por métodos conocidos por
los expertos en la técnica.

Los productos de la presente invencién son apropiados preferentemente para uso en un producto a ingerir, mas
preferente para uso en un producto comestible, un suplemento alimenticio o un producto farmacéutico.

Los productos de la presente invencién pueden utilizarse como tales. Alternativamente, los productos de la presente
invencién pueden utilizarse como materiales de partida para una modificacién posterior, tal como el enriquecimiento
de un isémero, tal como el isémero conjugado del acido linoleico cis-9, trans-11 o el trans-10 y el cis-12.
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Los productos de los procesos pueden utilizarse en un producto alimenticio, suplemento alimenticio o producto
farmacéutico. Los productos de la invencidn se utilizan opcionalmente mezclados con una grasa complementaria. Por
ejemplo, la mezcla puede contener 0,3-95% en peso, preferentemente 2-80% por peso, mds preferente 5-40% en peso
del producto de la presente invencion y 99,7-5% en peso, preferentemente 98-20% en peso, mas preferente 95-60% en
peso de una grasa complementaria elegida entre: mantequilla de cacao, equivalentes de la mantequilla de cacao, aceite
de palma o fracciones de éste, aceite de palmiche o fracciones de éste, mezclas interesterificadas de dichas grasas
o fracciones de éstas, o aceites liquidos, seleccionados entre: aceite de girasol, aceite de girasol altamente oleico,
aceite de soya, aceite de semilla de colza, aceite de semilla de algodén, aceite de pescado, aceite de alazor, aceite de
alazor altamente oleico, aceite de maiz y aceites MCT. Los productos alimenticios (cuyo término incluye alimentos
para animales) contienen una fase grasa, en los que la fase grasa contiene el producto de la presente invencién. Los
productos alimenticios se seleccionan apropiadamente de entre el grupo que consta de: rellenos, margarinas, cremas,
alifios, mayonesas, helados, productos panaderos, alimentos para nifios, chocolate, pasteles, salsas, cubiertas, quesos
y sopas. Los suplementos alimenticios o productos farmacéuticos pueden tener forma de cdpsulas u otras formas,
apropiadas para aplicacién enteral o parenteral e incluyen un producto de la presente invencion.

El producto de la presente invencién se describe ahora con referencia a los ejemplos siguientes no limitantes. En
los ejemplos y a lo largo de esta solicitud, todos los porcentajes, partes y proporciones se establecen en peso a menos
que se indique lo contrario.

Ejemplos
Los ejemplos incluyen la referencia a la Figura 1.

La Figura 1 que muestra la separaciéon por HPLC (por las siglas de la expresion inglesa, High Pressure Liquid
Chromatography) de DACs utilizando una columna de Silice de Econosphere (150 x 4,6 mm; 3 um) y Deteccién por
Dispersién Evaporativa de la Luz.

Meétodo General

A un recipiente para presién encamisado de 1 litro se le coloc6 un agitador mecédnico, un conector para nitrégeno
y una vélvula para extraer la muestra. La temperatura del recipiente se controlé mediante un bafio de aceite controlado
mediante termostato. El tiempo total de calentamiento de la mezcla de reaccién fue de aproximadamente 45 minutos.

Los materiales utilizados en el proceso fueron aceite de alazor, base (bolitas de hidréxido de sodio o potasio) y
como solventes: etanol (EtOH) o propilenglicol.

Las bolitas de hidréxido, el aceite de alazor y el solvente se afiadieron al recipiente de reaccion y la mezcla obtenida
se calent6 hasta la temperatura deseada revolviendo en nitrégeno, a una velocidad promedio. Durante el curso de la
reaccion, se extrajeron muestras y se sometieron a andlisis. Después de 6 horas, la reaccién se detuvo enfriando la
mezcla de reaccién a temperatura ambiente. La mezcla final no se trabajé ulteriormente en términos de separacion,
secado y destilacion.

En las tablas y en los ejemplos se utilizan las siguientes abreviaturas:

Nombre sistematico Nombre comin
C14:0 Acido tetradecanoico Acido miristico
C16:0 Acido hexadecanoico Acido palmitico
C18:1C Acido cis-9-hexadecenoico Acido paimitoléico
C18 Acido octadecanoico Acido estedrico
CLATT Acido total trans-octadecadienvico conjugado
CL911C Acido octadecadienoico cis-9, cis-11
CL1012 Acido octadecadienoico cis-10, cis-12
CL1118 Acido octadecadienoico cis-11, cis-13
C18:.1C Acido octadecenoico cis-8 Acido oleico
C18:17T Acido octadecenoico frans-9
CLA OX Acido octadecadienoico oxidado conjugado
c18:.2T Acido octadecadienoico trans-9, frans-12
C18:2C Acido octadecadienoico cis-9, cis-12 Acido linoleico
C20:0 Acido eicosoico Acido araguidico
C20:1C Acido eicosengico cis-9 Acido gadoléico
£22:0 Acido docosoico Acido behénico
SAFA Acidos grasos saturados
CT.ISOCLA Acido octadecadienocico total cis-9, trans-11 y

trans-10, cis-12
911CT CLA Acido octadecadienoico cis-9, trans-11
1012TC CLA Acido octadecadienoico trans-10, cis-12
TCLA Acido octadecadienoico total conjugado
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Ejemplo 1

Se llevé a cabo una comparacién entre reacciones realizadas en un 96% de etanol (segtn la presente invencion) y
99,9% de etanol (etanol seco, ejemplo comparativo). Ambas reacciones se catalizaron mediante hidréxido de sodio,
utilizado en forma de pequefias bolas secas. El aceite de alazor se utilizé como fuente del dcido linoleico. La mezcla
extraida a t=0 h es la primera muestra tomada al alcanzar la temperatura deseada:

Condiciones de reaccion:

Aceite de alazor 275 ml

NaOH 66,45 g

96% o EtOH seco 275 ml

Temperatura °C 150

Presi6n 1 x 10° N.M~2 (10 bar).

% [H,0] 12,9* para el ejemplo que utiliza 96% EtOH

0 para el ejemplo que utiliza 99,9% EtOH

* El balance de agua adicional se afiadi6 a los pelets de hidr6xido de sodio seco antes de la reaccion.

Se analiz6 la mezcla de reacciéon mediante el método de éster metilico de dcido graso (FAME) utilizando cromato-
grafia gaseosa.

Los resultados del proceso utilizando etanol al 96% se presentan en la siguiente tabla:

Tiempo [h] 0 1 2 3 4 5 6
C14:0 0 0.1 0.1 0,1 0,1 0.1 0.1 0,1
C16:0 0,1 5,3 53 5.2 53 | 53 52 | 53
C16:1C 55 0.1 0,1 0,1 0.1 0,1 0.1 0,1
C18:0 2,2 2,2 2,2 22 | 23 | 22 22 | 22
CLATT 0 0,1 0,2 02 {0304 | 05 | 08
CL911 C 0 0,1 04 | 07 0,8 0,8 09 | 09
CL1012 0 0,1 0,4 06 | 0,7 | 0,8 08 | 0,8
CL1113 0 0.1 0,1 0,1 0,2 | 03 04 | 05
C18:1C 10,5 | 10,4 | 104 | 105 | 10,6 | 10,5 | 10,5 | 10,4
CLA OX 0 0,1 0,2 02 | 04 | 03 | 03 | 04
C18:2T 0,3 0,3 0,3 0,4 03 | 04 05 | 06
c18:2C 80,3 | 66,1 | 40,5 | 23,1 | 125 | 7,3 4 2,7
C20:0 0,3 0,3 0,3 03 | 04|04 | 04 |03
C20:1C 0.2 0.2 0,2 0,2 0,2 02 | 02
C22:0 0,3 0,3 0.3 03 | 03 | 03 03 | 03
SAFA 8,2 8,2 8.2 8.4 8,3 83 | 83
CT.ISO CLA 0 13,8 | 388 | 556 | 65,5 | 70,5 | 73,5 | 74,4
911CT CLA 0 69 | 19,3 | 27,7 | 32,6 | 351 | 36,6 | 37,1
1012TC CLA 0 69 | 195 | 28 | 328 | 354 | 368 | 37,3
TCLA 0 14,2 | 39,7 | 57,5 | 67,9 | 73,1 | 76,3 | 77,6
Otros 0.3 0.6 0.1 0.1 0,1 0,1 0,1
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Los resultados del proceso utilizando etanol al 99,9% se muestran en la tabla siguiente:

Tiempo [h] 0 1 2 3 4 5 6

C14:0 014 {01 |0o1]o1]oe1] 01| 01
C16:0 53 | 563 | 53 | 53 | 53 | 53 | 53
c16:1C o1 101101010t 01] 04
C18:0 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22| 22
CLATT 02 | 03 | 04 |05 | 07 | 08 | 1

cLo11 03 | 07 | 09 | 1 1 1 |11
CL1012 06 | 07 | 08 | 09 | 08 | 009
CL1113 01 | 01 | 02 | 03 | 03 | 04 | 0,6
C18:1C 10,4 | 105 | 105 | 104 | 104 | 105 | 10,4
CLA OX 03 | 04 | 03 | 04 | 02 | 02
C18:2T 03 | 04 | 05 | 05 | 06 | 07 | 0,8
C18:2C 573|219 | 79 | 29 [ 1.3 | 07 | 04
C20:0 03 1 03 103 |04 04! 03] 03
£20:1C 02 | 02 {02 10210202 02
C22:0 03 | 03 |03 | 03| 03] 03| 03
SAFA 83 | 83 | 83 | 83 | 83 | 83 | 82
CTISOCLA | 222 | 565 | 699 | 74,5 | 757 | 76,2 | 76
911 CTCLA | 111 | 28,3 | 351 | 374 | 38 | 384 | 38,2
1012TCCLA | 11,1 | 28,1 | 349 | 37,1 | 37,7 | 37,8 | 37,7
TCLA 22,7 | 585 | 72,5 | 774 | 789 | 794 | 796
Otros 06 | 02 | 010202101 02

Cuando se utiliz6 el etanol al 96% con adicion de agua extra, el 96,6% de C18:2c se convirti6 en 6 horas. Utilizando
el etanol seco arrojé una conversion de 99,5% en 6 horas. Sin embargo, la mezcla de reaccién con el contenido de
agua menor, produjo cantidades superiores del isémero conjugado trans, trans, era muy viscosa y dificil de revolver,

asi como de extraer las muestras.

Ejemplo 2

Se llevo a cabo un experimento para comparar los procesos realizados utilizando etanol (EtOH) (segtn la presente
invencién) y propilenglicol (MPG) (ejemplo comparativo). Estas reacciones se catalizaron mediante hidréxido de
potasio. Se utiliz6 el aceite de alazor como fuente de 4cido linoleico. El agua en el sistema proviene del hidréxido de

potasio utilizado.

Condiciones de reaccion:

Aceite de alazor 275 ml
Pelets de KOH 108 g
EtOH o MPG 275 ml
Temperatura 150°C
Presion 1-1,2x 10°N.M~2(bar 10-12)
% (H,0) EtOH MPG
14,6 5,7

Mol. KOH: mol aceite

1,79 1,89.
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Los resultados del analisis FAME de la reaccién en etanol fueron como sigue:

Tiempo [h] 0 1 2 3 4 5 ]
C14: 0 0,11 0.1 011011 0,1 0,1 0.1
C16:0 55 53 53 53 53 54 54
C16:1C 01170111 010111011011 0,1
c18:0 2,2 2,3 22 22 23 23 23
CLA_TT 0 0,5 0,9 1,2 1,6 1,8 2,2
CL911C 0 0.9 0,9 1 1 1 1
CL1012 0 0,8 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
CL1113 0 0,2 0,3 0,3 0,4 0,4 0,6
C18:1T 0,1 0 0 0 0.1 0 0.1
Cc18:1C 10,5 | 10,5 | 10,4 | 10,5 | 105 | 105 | 10,4
CLAOX 0 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2
Cc18: 2T 0,3 0.6 08 1 1,1 1.1 1,2
C18:2C 80,3 | 28 0,4 0,3 0.3 0,3 0.3
C20: 0 0,2 0,4 0.4 0,4 0,4 0,4 04
C20:1C 0.3 0.2 0.2 0 0.2 0,2 0.2
C22: 0 03 0.3 0,3 0.3 03 0,3
SAFA 8,5 8,4 8,3 8,3 8,4 8,4 8,4
CTsO CLA 0 74,6 | 76,3 76 | 75,1 75 | 743
911CT CLA 0 369 | 37,7 | 375 | 31,3 | 31,2 37
1012TC CLA 0 37,6 | 38,7 | 384 | 379 | 37,8 | 37,3
TCLA 1] 77,3 | 79,6 | 79,5 79 | 79,3 | 79,2
Otros 0.1 0.1 0.3 0.3 0,1 0.1

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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Los resultados del analisis por FAME de la reaccién en propilenglicol fueron como sigue:

Time [hr] 0 1 2 3 4 5 6
C14: 0 01, 01| 0,1 0,1 0.1 0,1 0.1
C16:0 55| 54| 55 5,8 55 5,6 5,6
C16:1C 0,11 0,11 01 0,1 0,1 0,1 0,1
C18:0 221 23 22 2,2 2,2 2.2 2,2
CLATT 0 0,2] 03 0.4 0.5 0,7 0,8
CcL911C 0 0,6 08 0,8 0,8 0,9 0,9
CL1012 0 06| 0,8 0,8 0,9 0,9 0,9
CL1113 0 0,1] 0,2 0,3 0,4 0.5 0,6
C18:1T 0,1/ 0,1 0 0 0 0.1 0,1
c18:1C 10,5104 | 10,5 10,6 10,5 10,5 10,6
CLAOX 0 0,2/ 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3
c18:2T 0,3 0.5 0,6 0.6 0,7 0,8
Cc18:2C 80,3/20,3| 7,5 2,7 1,3 0,7 0,5
C20:0 02! 04| 04 0,3 04 0,3 0,4
C20:1 C 03| 02 0 0 0 0 0
c2z2:0 03! 03 0.3 0.3 0.3 0,3
SAFA 1] 85| 86 8,8 8,6 8,6 8,6

8
CTISOCLA | © 58,7, 70,2 74,4 75,8 759 1 757
911 CTCLA | © 28,9 34,6 36,8 37,4 37,5 | 375
0
0

29,8| 35,6 37,6 384 38,3 | 38,2
60,4] 72,6 77 78,6 79 79,1

1012TC CLA
TCLA

Cuando se utilizo el etanol al 96% como solvente, se convirti6 el 99,5% del C18:2c en 2 horas. El uso del propilen-
glicol arrojé una conversion del 90,7% en 2 horas. La conversion al 99,4% se obtuvo solamente después de revolver

la mezcla durante 5 horas.

Ejemplo 3

Se llevo a cabo una serie de cinco experimentos utilizando aceite de alazor (300 g), bolitas de hidréxido de potasio
y etanol al 96% (250 ml) como el solvente. La cantidad de hidréxido de potasio varié (72,6 g, 77,5 g, 85,3 g, 103 g
y 120,6 g). Como las pequefias bolas utilizadas contenian alrededor del 15% de agua, también vari6 el contenido de
agua como resultado de variar la cantidad de hidréxido de potasio.

La cantidad de agua utilizada en las muestras fue del 10,9%, 11,3%, 11,9%, 13,3% y 14,6%. Una medicién de la
conversion del 4cido linoleico mostré que la velocidad de reaccién aumentaba al incrementar el contenido de agua, a
estos niveles del contenido de agua.

Ejemplo 4
(Ejemplo Comparativo)

Se llevé a cabo un ejemplo comparativo para mostrar la formacién de isémeros trans, trans a temperaturas fuera
del intervalo reivindicado.

El aceite de alazor (200 g), la sosa cdustica (45 g) y el alcohol etilico al 95-97% (450 ml) se calentaron a una
presion de 3-3.2 x 10° N.M™! (30-32 bar) a 210-215°C durante 4 horas. Las muestras de la mezcla de reaccién se

9
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tomaron al principio de la reaccién, y a las 2 y 4 horas. La mezcla de reaccion se analizé por el método del éster
metilico de 4cido graso (FAME) usando cromatografia de gases. Los resultados para los isdmeros conjugados trans,
trans, son los siguientes

0 horas 0,9%
2 horas 13,6%
4 horas 20,9%
Ejemplo 5
Andlisis de DACs
Se analizé un producto segtn la presente invencién y se encontré que contenia 23 ppm de DACs.
Se analizaron siete productos disponibles comercialmente respecto a su contenido de DAC. Los resultados fueron
como sigue:
Muestra DACs (ppm)
Invencién 23
Producto comercial 1 411
Producto comercial 2 142
Producto comercial 3 135
Producto comercial 4 2365
Producto comercial 5 4118
Producto comercial 6 4713
Producto comercial 7 5340
El siguiente es un método general que se utiliza para el andlisis de DACs.
Andlisis de Dialquil-cetonas (DACs)

La muestra se saponifica con una solucién etandlica de hidréxido de potasio. Los compuestos no saponificables
se extraen con éter de petrdleo. Después del lavado se evapora el solvente y el residuo se disuelve en una mezcla de
tolueno y hexano. Esta solucién se analiza en un sistema HPLC de fase directa en silice con Deteccién Evaporativa
por Dispersién de la Luz.

Reactantes y materiales

Etanol (grado analitico)
Hidréxido de potasio (grado analitico)
Eter de petréleo (40-65)

Agua destilada

Cloruro de sodio (grado analitico)
Hexano (grado analitico)
Tolueno (grado analitico)
Acetato de etilo (grado analitico)
Acido férmico (grado analitico)

10
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2M KOH etandlica: se disuelven 35 gramos KOH en 25 ml de agua bajo flujo suave de nitrégeno. Se permite que
la solucidn se enfrie a temperatura ambiente y diluye con etanol a 250 ml.

Solucién primaria de DAC: se pesa 25 mg de DAC en un recipiente de 100 ml. Se disuelve el material en una
mezcla de tolueno/hexano (1:1). Se registra el peso del solvente.

Dilucién 1 de DAC: Pipeta de 2 ml de la solucién primaria en un recipiente de 10 ml y se registra el peso de la
solucién. Diluir con tolueno/hexano (1:1) y registrar el peso del solvente.

Dilucién 2 de DAC: Pipeta de 2 ml de la dilucién 1 de DAC en un recipiente de 10 ml y registrar el peso de la
solucién. Se diluye con tolueno/hexano (1:1) y se registra el peso del solvente.

Aparatos y equipamiento
Tubo de pruebas de 20 ml con tapa roscada
Pipeta Eppendorf de 1000 pd
Balanza analitica
Agitador
Viales de 2 y 24 ml

Bloque de calentamiento.

Pretratamiento

La muestra tiene que calentarse hasta fusién total. Evitar el sobrecalentamiento de la muestra. En este estado la
muestra debe estar clara. Debe eliminarse la humedad afiadiendo Na,SO;,.

Curva de calibracion

Transferir parte de las soluciones DAC diluidas 1 y 2 a viales de auto muestreo para la HPLC. Llenar un vial con
parte de la mezcla de hexano/tolueno (1:1) para utilizarla como referencia. Establecer el auto muestreo para inyectar
la siguiente secuencia: referencia (20 ul); soluciéon DAC 2 (20, 40, 60 y 80 ul), solucién DAC 1 (20, 40, 60 y 80 ul).
Establecer una curva de calibracién trazando la cantidad de DAC versus el area pico (ver: Cuantificacion).

Saponificacion

Medir 1000 ul de la muestra en un tubo de ensayo y registrar el peso. Afiadir 10 ml de solucién etandlica 2N
de KOH vy algunas piedras hirvientes. Cerrar el vial firmemente y calentar la solucién durante 20 minutos a 90°C.
Enfriar el tubo de ensayo a temperatura ambiente, afiadir aproximadamente 10 ml de agua y agitar. De ser necesario,
la muestra puede calentarse para disolver la sustancia jabonosa.

Afadir 5 ml de éter de petréleo y mezclar la solucion varias veces con una mezcladora. Medir en una pipeta unos
cuantos ml de una solucién acuosa saturada de NaCl para obtener una separacion clara. Transferir la capa completa de
éter de petréleo a un segundo tubo de ensayo. Repetir la extraccion dos veces y recolectar todo el éter de petrdleo en
un tubo de ensayo secundario.

Afadir 10 ml de una solucién de agua/etanol (1:1) al éter de petr6leo combinado y mezclar la solucién varias veces
con ayuda de una agitadora. Esperar hasta que las dos capas sean visibles antes de afiadir 2 x 2 ml de una solucién
acuosa saturada de NaCl. Transferir la capa superior a un tercer tubo de ensayo de 20 ml y repetir el paso de lavado.
Finalmente, transferir la capa de éter de petréleo cuidadosamente a un vial de 20 ml. Colocar el recipiente en un bloque
de calentamiento y evaporar el solvente en un flujo suave de nitrégeno. Medir en la pipeta exactamente 4 ml de una
mezcla de tolueno/hexano (1:1) en el recipiente y disolver el residuo. Transferir parte de la solucién de la muestra a
un recipiente de auto muestreo para HPLC.

11
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Andlisis por HPLC
Las muestras se analizan mediante un sistema HPLC en las siguientes condiciones:
Solventes:
A: hexano
B: acetato de etilo
C: tolueno (2,5 ml/l1 de acido férmico).

Todos los solventes deben ser de grado para HPLC con excepcion del dcido férmico. Mezclar el dcido férmico
totalmente para asegurar que esté bien disuelto.

TABLA

Gradiente empleado en la HPLC para la separacion de DAC en no saponificables utilizando una columna
Econosphere de Alltech con Silice para HPLC (150 x 4,6 mm,; 3 um)

[Tiempo (min) Flujo {mi/min} Solvente Curva
A B C

0 0,9 50 0 50 6

5 0,9 50 0 50 6
0,9 0 25 75 6

10 0.9 ’ 0 25 75 6

13 0.9 50 0 50 6

25 0,9 50 0 50 6

Flujo: 0,9 ml/min
Tiempo del andlisis: 25 min.
Volumen de inyeccién: 20 ul.

Detector: ELSD (tubo de deriva: 75°C; nebulizador: 1,75 SLPM nitrégeno).

Cuantificacion

Identificacion del pico: véase la Figura 1 que muestra la separaciéon HPLC de la DAC en no saponificables utili-
zando la columna de Econosphere de silice (150 x 4,6 mm: 3 um) y la Deteccién Evaporativa por Dispersiéon de la
Luz.
Cdlculo

Calcular la cantidad de DAC que ha sido inyectada expresada en ng. Establecer una curva de calibracién mediante
trazado del 4rea del pico (y) contra la cantidad calculada de DAC (x) utilizando la ecuacién siguiente: La cantidad
de DAC presente en la muestra (DAC (ng)) puede encontrarse por interpolacion del drea del pico en la curva de

calibracion.

y=aXxXx°

La cantidad de DAC puede calcularse mediante:

DAC(mg/kg) = (DAC(ng) X V(ml)) + (v(ul) X muestra (g))

12
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Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es solamente para conveniencia del lector. No forma parte del
documento de la patente europea. Aunque se ha tomado gran cuidado en la compilacién de las referencias, no pueden
excluirse errores u omisiones y la CEP desconoce cualquier responsabilidad en este sentido.
Documentos de patentes citados en la descripcion

¢ PE 0799 033 A

e WO 9746 230 A

e PE 0839 897 A

e PE 0902 082 A

e EE.UU. 2242 230 A

e EE.UU. 6 479 683 B

e WO 9718320 A
Literatura no asociada a patentes citada en la descripcion

© SASTRY et al. Isomerised Safflower Oil. Paint Manufacture, 01 August 1970, vol. 40 (8), 32-34.

e MOORE. Specroscopic changes in fatty acids. Biochemical Journal, 1937, vol. 31, 138-154.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la produccion de un dcido graso conjugado di- o poli-insaturado que tiene de 12 a 24 dtomos de
carbono, o una sal o éster de éste, que comprende la reaccién de un dcido graso libre no conjugado, o una sal o éster
de éste, con una base en presencia de un solvente que comprenda un alcohol monohidrico que tenga de 1 a 6 dtomos
de carbono, en el que la reaccién se lleva a cabo a una temperatura de 120°C a 200°C en presencia de agua en una
cantidad de al menos 4% en peso en base al alcohol.

2. Proceso tal como se reivindica en la Reivindicacion 1, en el que el alcohol se selecciona entre etanol, metano) y
mezclas de éstos.

3. Proceso tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la base es un
hidréxido de metal alcalino seleccionado entre hidréxido de potasio, hidréxido de sodio y mezclas de éstos.

4. Proceso tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cantidad de
agua es del 5% al 35% en peso en base al alcohol.

5. Proceso tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cantidad de
agua es del 10% al 30% en peso en base al alcohol.

6. Proceso tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el dcido graso
conjugado contiene menos del 5% en peso, preferentemente menos del 3% en peso, més preferente menos del 1% en
peso de isémeros trans, trans.

7. Proceso tal como se reivindica en la Reivindicacién 6, en el que la reaccién se lleva a cabo a una temperatura de
140°C a 180°C.

8. Proceso tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la relaciéon molar
de la base al 4cido graso libre no conjugado, o sal o éster de éste, es de 1,07 a 3,5, més preferente de 1,2 a 2,5, atin
mas preferente de 1,3 a 1,6.

9. Proceso tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el dcido graso
libre no conjugado, o sal o éster de éste, se selecciona entre el grupo que consta de aceites vegetales, 4dcidos libres
derivados de estos aceites, y ésteres de alquilos C;, a C¢ de estos dcidos libres.

10. Proceso tal como se reivindica en la Reivindicacién 9, en el que el aceite vegetal se selecciona entre aceite de
girasol, aceite de semilla de colza, aceite de soya, aceite de alazor, aceite de semillas de linaza y mezclas de éstos.

11. Proceso tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el dcido graso
no conjugado y el dcido graso conjugado son acidos grasos C18:2.

12. Proceso tal como se reivindica en la Reivindicacién 11, en el que el proceso se lleva a cabo durante un tiempo
y a una temperatura para formar un producto que comprenda mas del 70% en peso, mas preferente mas del 80% en
peso, en base al dcido graso total y sal y éster de éste, de isdmeros cis- 9, trans-11 y trans-10, y cis-12 del 4cido graso
conjugado.

13. Proceso tal como se reivindica en la Reivindicacion 11 o la Reivindicacién 12, en el que el proceso se lleva a
cabo durante un tiempo y a una temperatura para formar un producto que comprenda menos del 3% en peso de dcido
linoleico y sales y ésteres de éste, en base al total del 4cido graso y sales de éste.

14. Proceso tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas
la separacion del dcido graso conjugado de la mezcla de reaccién mediante un método que comprenda el tratamiento
con un dcido y la separacion de la fase acuosa de la fase orgénica.

15. Proceso tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende ademas
el paso de purificacion del acido graso conjugado.

16. Proceso tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende ademas
el paso de formacién de un mono-, di- o triglicérido del 4cido graso conjugado.

17. Producto del proceso de una cualquiera de las Reivindicaciones de la 1 a la 16.
18. Producto segin la Reivindicacién 17 que comprende un 4cido graso conjugado di- o poli- insaturado que tiene

de 12 a 24 atomos de carbono, o una sal o un éster de éste y que contiene dialquil-cetonas en una cantidad menor que
100 ppm, y ésteres del dcido graso conjugado con el alcohol monohidrico.
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19. Producto tal como se reivindica en la Reivindicacién 18, en el que las dialquil- cetonas estdn presentes en una
cantidad menor que 50 ppm.

20. Producto tal como se reivindica en la Reivindicacién 18 o la Reivindicacion 19, el que contiene dichos ésteres
en una cantidad de 0,01% a 2% en peso.

21. Producto tal como se reivindica en una cualquiera de las Reivindicaciones de la 18 a la 20, en el que los ésteres
son ésteres de etilo.

22. Producto tal como se reivindica en una cualquiera de las Reivindicaciones de la 18 a la 21, en el que el 4dcido
graso conjugado es dcido linoleico conjugado.

23. Producto tal como se reivindica en la Reivindicacién 22, que comprende menos del 5% en peso de isdmeros
trans, trans del 4cido linoleico conjugado.

24. Producto tal como se reivindica en una cualquiera de las Reivindicaciones de la 18 a la 23, el cual se puede
obtener mediante el proceso de una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a la 16.
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