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Intelectual
Oficina internacional .
(10) Niimero de Publicacién Internacional

{(43) Fecha de publicacidn internacional =
9 de diciembre de 2010 (09.12.2010) PCT WO 2010/139085 Al
(51) Clasificacién Internacional de Patentes: (81) Estados deslgnados (@ meros que se indigue otra cosa,
A23D 9/02 (2006.01) C11C 3/60 (2006.01) para toda ciase de proteccidn nacional admisible): AE,
C1IC 1402 (2006.01) AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR,
(21) Namero de la solicitud internacional: BW, BY, BZ, CA, CH, C!"' CN, CO, CR, CU, CZ, DE,
PCT/CLZOIOIOOOOIS DK, DM, DO, DZ, EC, I, LG, ES§, F1, GB, GD, GE,
GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, 18, JP, KL;, KG,
(22) Fecha de presentaclén internaclonal: KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU,
1 dc junio dc 2010 (01.06.2010) LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ,
NA, NG, NI, NO, NZ, OM, P, PG, PH, PL, PT, RO, RS,
(25) 1dloma de presentaci6n: espaiiol RU, 8C, 8D, SE, G, 8K, SL, SM, ST, 8V, Y, Tl, TJ,
(26) Idioma de publicacién: espatiol ;']\L; :g;r TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA,
(30) Datos relativos a la prioridad: ’
1343-2009 2 de junio de 2009 (02.06.2005) cL (84) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion regional admisible):
(71) Solicitante (para todos fos FEstados designados salvo ARIPO (BW, GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, 8D,
US): GOLDEN OMEGA S.A. [CL/CL]; Av. El1 Golf N°¢ SL, 8Z, TZ, UG, ZM, ZW), euroasiatica (AM, AZ, BY,
150, piso 15, Las Condes, Santiago (CL). KG, KZ, MD, RU, T), TM), eurcpea (AL, AT, BE, BG,
) CH, CY, CZ, DL, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, 11U,
(72) Inventores;e
(75) Inventures/Sollcitantes  (para  US  solamente): IE 15, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT.’ NL, NO, PL, PT,
HARTING GLADE, TOMAS FRANCIS [CL/ICL]. I RO, SE, 51, SK, SM, TR), OAPI (BF, B, CF, CG, C,
CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, 8N, TD, TG).

Quisco 3140, Las Condes, Santiago (CL). DIAZ
FUENZALIDA, Migue! Angel [CL/CL], E! Quisco Declaracifnes segin la Regla 4.17:

3140, Las Condes, Sanmtiago (CL). MARKOVITS __ , ,
ROJAS, AleJandro [CL/CL} El Quisco 3140, Las sobre la calidad de inventor (Regla 4.17(iv))
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Europa 2035, Providencia, Santiago {CL).

(54) Title: METHOT} FOR PRODUCING A CONCENTRATE OF EICOSAPENTAENOIC AND DOCOSAHEXAENOIC
ACID ESTERS

(54) Titulo : PROCESO PARA LA OBTENCION DE UN CONCENTRADO DE ESTERES DE ACIDOS
EICOSAPENTAENOICO Y DOCOSAHEXAENOICO.

{57) Abstract: The present invention relates to methods for producing concentrates of cicosapentsenoic and docosshexacnoic acid
esters intended for use in regular, mass human consumption, either as a pharmaccutical ingredient or a food ingredient. The
concentrale is characterised in that it has neutral, siable organoleptic properties, without the typical side effects associaled with
derivatives of matine oils and with low levels of persistent organic pollutants.

(57) Resumen: La presente invensién divulga procesos para la obtencidn de concentrados de esteres de &cido eicosapentaenoico y
fcido docosahiexaenoico para su uso en consumo humano masivo y regular ya sea como ingredienmte farmacéutico o como
ingrediente de alimentos, caracterizado por poseer propiedades organolépticas neuiras y estables, libre dc efectos secundarios
tipicos de derivados de aceites marinos, y con bajo contenido de contaminantes organicos persistentes.
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WO 2010/139085 ! PCT/CL2010/000018

PROCESO PARA LA OBTENCION DE UN CONCENTRADO DE
ESTERES DE ACIDOS EICOSAPENTAENOICO Y
DOCOSAHEXAENOICO.

Campo de Aplicacitn.

La presente invenci6n se relaciona con un proceso para la obtencién a partir de aceites de

origen marino de un concentrado de ésteres de 4cidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico.

Antecedentes en ¢l estado de la técnica.

Actualmente estd ampliamente conocida y documentada la importancia de los dcidos grasos
poliinsaturados de cadena larga del tipo w-3, los 4cidos (todo cis)-5, 8, 11, 14, 17
eicosapentaenoico, en adelante EPA, y (todo cis)4, 7, 10, 13, 16, 19 docosahexaenoico, en
adelante DHA, como base para ingredientes alimentarios o farmacéuticos por su utilidad,
entre otras, para prevenir la arteriosclerosis y enfermedades cardiovasculares, aliviar
condiciones inflamatorias y retardar el crecimiento de tumores. Como consecuencia de lo
anterior, los expertos recomiendan la ingestién diaria de tales dcidos grasos en dosis que

varian entre 0,5 10 g.

Una de las fuentes mas ricas en EPA y DHA son los accites de origen marino como los
aceites de pescado de diferente origen tales como sardina, jurel, anchoveta, salmén, bacalao y
otros. El contenido combinado de EPA y DHA en tales aceites es tipicamente entre 10 a 35 %
en peso. En consecuencia, los primeros intentos para proveer suplementos alimentarios y
farmacéuticos ricos en EPA y DHA estaban basados en aceites de pescado refinados para
eliminarles los olores y sabores desagradables caracteristicos, y de este modo poder elaborar
algan tipo de ingrediente alimentario o farmacéutico apto para consumo humano. Tales
procesos de refinacién recurrian mayoritariamente a los clasicos procesos de refinacion de
aceites de origen vegetal y adaptaciones especificas de dichos procesos a la materia prima en
cuestién (Lindsay, USP 4,915,876; Chang, USP 4,874,629, Marschner, USP 4,804,555;
Stage, USP 4,599, 143; Merck, USP 4,838,997).
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No obstante, en la actvalidad los intentos de proveer un ingrediente alimentario o
farmacéutico de EPA y DHA elaborados sobre 1a base de aceites de origen marino refinados
no han sido capaces de proveer un producto de caracteristicas organolépticas aceptables y sin
los tipicos efectos secundarios tales como reflujo, irritacién estomacal, irritacién de la piel,
meteorismo, entre otros. Esta caracteristica se acentia cuando se consumen EPA y DHA en
dosis superiores a 1 g, es decir, dosis equivalentes de aceite de pescado de alrededor de 5 g,

generando en el consumidor los efectos secundarios mencionados.

En consecuencia, los esfuerzos para proveer EPA y DHA se han dirigido a la obtencion de
concentrados de estos dcidos a partir de aceites marinos. Dichos concentrados pueden
contener entre 40 a 95 % de EPA y DHA en peso ya sea en forma de 4cidos libres, en forma
de ésteres, tipicamente ésteres etilicos 0 mono, di o triglicéridos. La finalidad principal de
tales procesos es proveer concentrados de EPA y DHA de mejores caracterfsticas
organolépticas de sabor, olor y color, que puedan ser utilizados ya sea directamente en
productos de uso terapéutico en humanos, como ingrediente activo farmacéutico o
ingredientes alimentarios en general. No obstante, los procesos del estado de }a téenica no son
capaces de proveer productos que conserven sus propiedades organolépticas deseables en el
tiempo, es decir productos en que no se produzca una reversién indeseable de las
caracteristicas organolépticas, olor y sabor principalmente, con el transcurso del tiempo y los
tipicos efectos secundarios de los aceites marinos y sus derivados, como reflujo, eructos,
alergia entre otros. Prueba de ello es que ninguno de los concentrados de EPA y DHA
disponibles comercialmente en la actualidad es utilizado intensivamente como ingrediente
alimentario, sino sélo en forma de jarabes con enmascaramiento de sabor o en forma de
grageas o microencapsulados, todos ellos con el fin de oc:ultan o minimizar los sabores y
olores indeseables que se desarrollan en tales productos con el transcurso del tiempo. En
adicién, tales concentrados tampoco son aptos para usos terapéuticos que normalmente
requieren dosis relativamente altas de EPA o DHA, varios gramos diarios, ya que a estas dosis

se acentian ain mis los efectos secundarios indeseables de los concentrados.

Otro de los enfoques para proveer EPA o DHA para consumo humano a partir de aceites
marinos ha sido el desarrollo de procesos para la obtencién de EPA o DHA puros, como se
revela en patente US 6,846,942, No obstante la obtencion de EPA o DHA puros pasa primero
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por la obtencién de una mezcla de EPA y DHA, de modo que comerciaimente no se divisa
una ventaja de dicho enfoque, y como se puede observar en los documentos de Tabla 1, la
mayorfa de los procesos revelados tratan de la elaboracién de concentrados conteniendo EPA

y DHA, ya sea en forma de 4cidos libres o en la forma esterificada.

En la Tabla 1 se muestran numerosos procesos divulgados en el estado de la técnica, dirigidos

a la obtenci6n de concentrados de Acidos grasos @-3 a partir de aceites.

Patente europea N° 0 409 903 revela un proceso para preparar mezclas conteniendo EPA y
DHA a partir de aceites animales o vegetales. El proceso comprende las etapas de saponificar
la materia prima, ¢l aceite animal o vegetal, inmediatamente acidificar la mezcla saponificada
y luego extraer los Acidos formados con éter de petréleo hasta agotamiento. Los extractos son
lavados con agua, el solvente removido y el residuo es luego sometido a una o més etapas de
destilacién molecular a la presion de 0,133 Pa y temperatura entre 110 - 120°C. Se obtiene un

destilado conteniendo entre 35 y 90 % de EPA y DHA.

Tabla 1: Solicitudes y Patentes internacionales sobre obtencién de DHA y EPA

Documento Titulo

20030027865 | Método para aislar dcidos grasos altamente purificados utilizando cristalizacion

20040022923 | Aceites marinos con niveles reducidos de contaminantes

20040236128 | Método para preparar EPA puro y DHA puro

20050201997 | Promotor de eltminacion de dioxinas

20050256326 Proceso para disminuir contaminantes ambientales en un aceite o grasa, un fluido
para disminuir contaminantes ambicntales volatiles, un suplemento alimenticio

20080268117 | Método de purificacion de aceites que contienen EPA y DHA

31682993 Purificacitn de aceites

4554107 Aceites de pescado refinados y el proceso de produccién de los mismos

4599143 Proceso para desodorizacién y/o refinamiento fisico de aceites, grasas y ésteres
organicos comestibles de alto punte de ebullicién

4623488 Aceites de pescado refinados y el proceso de produccidn de los mismos

4675132 Acidos grasos poliinsaturados de aceites de pescado

4692280 Purificacién de aceites de pescado

4792418 Método de extraccién y purificacién de 4cidos grasos poliinsaturados provenientes
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de fuentes naturales
4838997 Proceso de desodorizacién para aceite triglicérido
4855154 Proceso para desodorizacion de aceites marinos
4874629 Purificacion de aceite de pescado
4915876 Proceso para la desodorizacién y estabilizacion de aceites poliinsaturados
4966734 Desodorizacién de mezclas de ésteres grasos '
5006281 Proceso para la produccitn de aceite de animales
5023100 Aceite de pescado
5130061 . Proceso para la extraccion de ésteres de dcidos grasos poliinsaturados a partir de
aceites de pescado
5679809 Concentrado de etil ésteres de dcidos grasos poliinsaturados
5693835 Aceite de pescado con menor aroma a pescado y un método para su preparacion
5945318 Refinacién de composiciones de aceite
Proceso para producir aceite de pescado refinado de calidad'comestible a partir de
6190715 arengue, y otros peces similares que contienen #cidos grasos omega-3 de cadena
larga
6204401 Purificacién de glicérdos de 4cidos grasos poliinsaturados
6214396 Método y planta de extraccién de aceite de pescado y productos resultantes
6261608 Método para la elaboracién de aceite de pescado refinado
6528669 Recuperacién de écidos grasos poliinsaturados a partir de aductos de urea
6537787 Métodos enziméticos para enriquecimiento con 4cidos grasos poliinsaturados
6664405 Meétodo para aislamiento de 4cidos grasos insaturados altamente purificados
utilizando cristalizacién
6846942 Método de preparacidn de EPA puro y DHA puro
EP0409903B1 | Proceso para preparar 4cidos grasos poliinsaturados
EP0749468B1 [Refinamiento de composiciones de aceites
EP0968264B1 |Purificacién de glicéridos de 4cidos grasos poliinsaturados
EP1153114B1 | Esterificacitn de aceite marino catalizada por lipasa
EP1178103A1 | Purificacitn de accites crudos con acidos grasos poliinsaturados
EP1202950B1 |Recuperacion de dcidos grasos poliinsaturados a partir de aductos de urea
EP1996686A1 |Omega 3
IP2007138181 Proceso para preparar material con aito contenido de dcidos grasos poliinsaturados
de cadena larga
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En patente norteamericana US 5,130,061 se revela un proceso para la preparacién de una
mezcla de ésteres etilicos con alta concentracién en EPA y DHA, a partir de aceites de
pescado de diferentes origenes. El proceso revelado comprende las etapas de transesterificar
el aceite de pescado con alcohol etilico, seguido de la extraccién del producto
transesterificado con hexano y la cromatografia en silica gel del producto extraido. El
producto proveniente de la cromatografia luego es sometido a una o més etapas de destilacion
molecular a la presidén de alrededor de 0,001 mmHg y temperatura entre 65 a 70°C.
Opcionalmente, antes de la destilaci6n, el producto proveniente de la cromatografia puede ser

cristalizado en acetona a -40°C y luego sometido a destilacién.

Muchos de los procesos revelados son capaces de proveer un producto de aceptables
caracteristicas organolépticas pero en todos ellos se producen los efectos secundarios antes
descritos y la reversidon a los olores y sabores de pescado en el tiempo, a diferencia del
producto obtenido mediante el proceso de la presente invencitn que mantiene caracteristicas
organolépticas neutras en condiciones de almacenamiento a condiciones ambientales durante

un perfodo de al menos tres meses y sin efectos secundarios significativos. Por caracteristicas

organolépticas neutras se entiende un producto con caracteristicas organolépticas aceptables

en ausencia de aditivos para el enmascaramiento del sabor o del olor, mientras que por
caracteristicas organolépticas aceptables se entiende un producto evaluado organoléptica y
sensorialmente por un panel organoléptico calificado para evaluar aceites comestibles,
compuesto por a lo menos 9 panelistas, evaluando las caracteristicas de apariencia, aroma y
sabor del producto con una calificacion de cada pardmetro igual o mayor al 60 % del valor
méximo de dicho pardmetro, y rancidez, con una calificacin igual o mayor al 80 % del valor
maximo de dicho pardmetro.

Por caracteristicas organolépticas estables se entiende un producto evaluado organoléptica y
sensorialmente después de 24 semanas de almacenamiento del producto en condiciones
ambientales, por un panel organoléptico calificado para evaluar aceites comestibles,
compuesto por a lo menos 9 panelistas, evaluando las caracteristicas de apariencia, aroma y

sabor del producto con una calificacién de cada pardmetro igual o mayor al 60 % del valor

10
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méximo de dicho pardmetro, y rancidez, con una calificacion igual o mayor al 80 % del valor
méximo de dicho pardmetro.

Los concentrados de EPA y DHA: en adicion al requerimiento de caracteristicas
organolépticas aceptables y estabilidad durante almacenamiento por perfodos prolongados,
deben cumplir adem4s con una serie de normas regulatorias en cuanto a su contenido de
compuestos contaminantes conocidos con ¢l nombre de Contaminantes Organicos Persistentes
(COP) también conocidos por sus sigla en inglés como POP’s (Persistent Organic Pollutants)
que son sustancias quimicas que persisten en el medio ambiente, se bicacumulan en la cadena
alimentaria ¥ suponen un riesgo de causar efectos adversos a la salud humana y al medio
ambiente. Entre estos contaminantes, que la actualidad comprende 17 sustancias reconocidas
durante la tercera conferencia de las Partes del Convenios de Estocolmo de Mayo de 2007, se
encuentran entre otros derivados de dioxinas, furanos, policlorados, bifenilos, hidrocarburos
arométicos policiclicos etc., cuya concentracidn en los aceites de pescado ha ido en aumento
con el tiempo, obligando a dirigir esfuerzos al desarrollo de procesos especialmente
concebidos para remover estos contaminantes de los aceites marinos. Entre las Partes del
Convenio de Estocolmo existen en la actualidad estrictas normas sobre los limites méximos
permisibles de los COP en productos de consumo humano, entre ellos aceite de pescado y sus
derivados. Procesos especificamente dirigidos para la remocion de los COP se encuentran,
entre otros, en los procesos revelados en solicitudes de patente US 20050256326 y US
20040022923 y solicitud intemacional WO 02/06430. Otro grupo de contaminantes regulados

son los metales pesados como arsénico, mercurio, cadmio, plomo, entre otros.

Los procesos para la produccién de concentrados de EPA y DHA descritos en patente europea
N° 0 409 903 y en patente norteamericana US 5,130,061 no hacen referencia al problema de la
presencia de los COP. De modo que para comparar la eficacia para la remocién de
contaminantes de los procesos revelados con la eficacia del proceso de la presente invencion
se reprodujeron los procesos mencionados con materia prima con concentracién de COP
conocida y los productos obtenidos se compararon con el producto del proceso de la presente
invencién como se muestra en los ejemplos. En patente norteamericana US 6,846,946 solo se

refiere a policlorobifenilos (PCBs) sin proporcionar informacion cuantitativa.

11
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Se encontré, que en forma sorprendente el proceso de 1a presente invencion, a diferencia con
los procesos del estado de la técnica para la obtencion de concentrados de EPA y DHA, es
capaz de proveer un producto de caracteristicas organolépticas aceptables, sin que se produzca
reversion a las caracteristicas desagradables de olor y sabor durante un ticmpo de
almacenamiento en condiciones ambientales de al menos tres meses y ademdés, a diferencia
con los procesos del estado de la técnica para la obtencion de concentrados de EPA y DHA es
también capaz de reducir o eliminar eficientemente los COP y metales pesados.
Adicionalmente el proceso inventado no s6lo no promueve la isomerizacién cis-frans de EPA
y DHA, isomeros de propiedades metabdlicas desconocidas, sino que sorprendentemente

reduce el contenido de isémeros trans cuando estos estdn presentes en las materias primas.

Otro proceso del estado de la técnica para la produccion de concentrados de ésteres etilicos de
EPA y DHA para su uso como ingrediente activo farmacéutico es el proceso de Pronova

BioPharma que se encuentra divulgado en su pagina web www.pronova.com.

En dicho proceso el aceite de pescado crudo es primeramente deacidificado para obtener
aceite refinado y este aceite refinado es sometido a un proceso de “stripping” especificamente
dirigido a la remocién de contaminantes mediante el proceso que se revela en solicitud de
patente norteamericana  US 20050256326. El producto que se obtiene es luego
transesterificado con alcohol etilico. El producto transesterificado luego es sometido a varios
pasos de destilacién molecular. El destilado es tratado con urea, luego blanqueado y vuelto a
destilar molecularmente, obteniéndose un producto final con hasta 90 % de 4cidos grasos -3
de cadena larga entre EPA y DHA. Entre las desventajas del proceso se pueden mencionar
que el proceso de eliminacién de los contaminantes en una etapa de “stripping” de los
triglicéridos con un fluido de trabajo (etil ésteres) a temperaturas sobre 180°C puede
promover la formacion de isémeros trans. El producto comercial revierte a olor y sabor de

pescado, y se pueden observar los efectos secundarios antes mencionados.

Napro Pharma tiene un proceso para la produccion de un concentrado de etil ésteres de EPA y
DHA similar al proceso de Pronova BioPharma, pero sin la etapa de “stripping” ni la etapa de

tratamiento con urea (www.napro-pharma.no/production). El producto posee caracteristicas
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organolépticas deficientes, revierte a olor y sabor a pescado y se pueden observar los efectos

secundarios antes mencionados.

En comparacién con los concentrados de EPA y DHA obtenidos mediante los procesos del
estado de la técnica, el concentrado obtenido mediante el proceso inventado tiene
sorprendentes ventajas que no se podrian esperar en consideracién del estado de la técnica,
ventajas que quedaran claramente evidenciadas de [a descripcidn detallada de fa invencién.
Entre tales ventajas estd primeramente la caracteristica de un producto organolépticamente
neutro y estable ya que no presenta reversion a olores y sabores tipicos de aceites marinos,
libre de efectos secundarios y con nivel de Contaminantes Orgénicos Persistente que cumple
con las normas regulatorias internacionales. Ademd4s, el proceso no tan solo no promueve la
formacion de isémeros cis-trans, sino por el contrario, en forma sorprendente e incsperada
disminuye la concentracién de isomeros frans cuando estos se encuentran presentes en las
materias primas. Todas estas caracterfsticas combinadas hacen que el producto obtenido
mediante el proceso de la presente invencién sea especialmente adecuado para su uso en

terapias que requieren dosis altas de EPA y DHA y como ingrediente alimentario.

Resumen de la invencién.

Un objetivo de la presente invencitn es proveer un proceso nueve para la elaboracion de un
concentrado de¢ ésteres de EPA y DHA a partir de aceites de origen marino que sea
organolépticamente neutro y estable y con contenido de contaminantes organicos persistentes
bajo normas vigentes y en consecuencia aptos para su uso en consumo humano masivo y

regular ya sea como ingrediente farmacéutico o como ingrediente de alimentos.

Dicho objetivo se logra mediante un concentrado que comprende etil ésteres de EPA y DHA

obtenido mediante el proceso que comprende:

a) contactar aceit¢ marino crudo o refinado con uno o maés dlcalis y agua a una
temperatura no mayor & 100°C hasta obtener una mezcla que comprende aceite marino

saponificado;
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b) contactar la mezcla con uno o més solventes orgéanicos para formar una fase de
extracto y una fase de refinado que comprende las sales alcalinas de dcidos grasos ;

c) separar la fase de extracto de la fase de refinado;

d) mezelar la fase de refinado con una solucién acuosa de un 4cido para formar una fase
acuosa y una fase no acuosa que comprende 4cidos grasos;

¢) separar la fase acuosa de la fase no acuosa;

f) mezclar la fase no acuosa sepatada con un alcohol y un catalizador de esterificacién a
una temperatura no mayor a 150°C hasta obtencr una mezcla esterificada que
comprende ésteres de &cidos grasos;

g) remover e} catalizador de la mezcla esterificada para obtener la mezcla esterificada
libre de catalizador;

h) desolventizar la mezcla esterificada libre de catalizador para obtener los €steres de los
Acidos grasos, y

i} destilar los ésteres en columna de destilacién de senda corta a una temperatura de a lo
mds 180°C y presion de menos de 1 mbar para obtener un concentrado que comprende
ésteres de EPA y DHA.

Las etapas del proceso forman un todo sinérgico que en forma concertada convergen al
objetivo de la invencién y ninguna de las etapas por sf s6lo o en combinacién con menos de la
totalidad de las etapas es capaz de cumplir con los objetivos de la invencién como se muestra

en los ejemplos.

Descripcion detallada de la invencién.

Materia Prima.

Para llevar a cabo la invencién se puede utilizar cuaiquier materia prima que contenga EPA o
DHA, preferentemente de origen marino. Materia prima adecuada para los propésitos de la
presente invencién comprende aceites de animales marinos tales como sardina, anchoveta,
jurel, caballa, atin, bacalao, salmén, krill, moluscos y mezclas de tales aceites, aceites de los
subproductos de! faenamiento de animales marinos tales como las visceras de animales

marinos, y también aceites de microalgas como por ejemplo Nannochloropsis sp y de

A
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plancton. En la presente invencién el término aceite incluye también grasas o ceras que
contengan EPA o DHA y sus derivados, como glicéridos y dcidos grasos.

Si bien, se prefiere la utilizacién de una materia prima con nimero de Totox menor a 30, ¢l
proceso de la presente invencion puede utilizar materias primas con un niimero de Totox

mayor como se muestra en los ejemplos.

Para llevar a cabo el proceso de la presente invencion, aceite marino crudo o refinado es

primeramente sometido a un proceso de saponificacién para hidrolizar con un élcali los
glicéridos u otros ésteres de &cidos grasos presentes en aceite marino crudo o refinado para
obtener una mezcla saponificada qué comprende las sales alcalinas de los compuestos
saponificables del aceite marino crudo o refinado y materia no saponificable. Para elio se
contacta aceite marino crudo o refinado con agua y uno o més élcalis apropiados, y en forma
opcional con uno o més solventes tales como alcoholes ¢ hidrocarburos o con uno o més
antioxidantes apropiados. Alcalis apropiados para la saponificacién comprenden hidréxidos
de sodio, potasio, fitio, magnesio y mezclas de dichos hidréxidos. La cantidad de dlcali puede
variar entre 5 a 40 g de alcali por cada 100 g de aceite marino crudo o refinado, aunque la
raz6n preferida de élcali a aceite marino crudo o refinado es aproximadamente 15 gramos de
dlcali por cada 100 g de aceite marino crudo o refinado. La cantidad de agua utilizada puede
variar entre 10 y 500 g de agua por cada 100 g de aceite marino crudo o refinado, aunque la
razdn preferida de agua a aceite marino crudo o refinado es entre 50 y 200 g de agua por cada
100 g de aceite marino crudo o refinado. Cuando se utiliza alcoholes tales como etancl, la
cantidad de alcoho! puede variar entre 10 y 500 g de alcohol por cada 100 g de aceite marino
crudo o refinado, aunque la razon preferida de alcohol a aceite marino ¢rudo o refinado es
entre 50 y 200 g de alcohol por cada 100 g de aceite marino crudo o refinado. Cuando se
utilizan hidrocarburos tales como hexano u otro solvente, la cantidad de solvente puede variar
entre 10 y 500 g de solvente por cada 100 g de aceite marino crudo o refinado,
preferentemente entre 50 y 200 g de solvente por cada 100 g de aceite marino crudo o
refinado. Cuando se utilizan antioxidantes apropiados, como por ¢jemplo BHT, tocoferoles o
4cido ascorbico y sus derivados, la cantidad utilizada de antioxidante es preferentemente no
mayor a 1 g por cada 100 g de aceite marino crudo o refinado. El contacto entre aceite marino

crudo o refinado, agua, uno o mds Alcalis y opcionalmente uno o mds solventes, se puede
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llevar a cabo, ya sea en forma continua o por lotes en un reactor agitado a temperaturas entre
10 y 100°C, preferentemente a temperaturas entre 40 y 85°C y a presiones entre 0,1 y 5 bar,
preferentemente a presién atmosférica. Esta etapa del proceso es una etapa de saponificacién
ya que conduce la formacién de sales alcalinas de los dcidos grasos de los ésteres y 4cidos

grasos hidrolizados del aceite marino crudo o refinado.

El tiempo de reaccién hasta obtener una mezcla que comprende aceite marino crudo o
refinado saponificado en el caso de operacién por lote o, el tiempo de residencia en caso de
operacién continua puede variar entre 10 y 400 minutos, preferentemente entre 30 y 120

minutos.

La mezcla que comprende aceite marino saponificado se contacta con uno o més solventcs
orgénicos hasta formar una fase de extracto que comprende solvente orgdnico y materia
disuelta en dicha fase y una fase de refinado inmiscible con la fase de extracto que comprende
las sales alcalinas de los &cidos grasos. A continuacion dichas fases se separan ya sea
mediante decantacién o mediante centrifugacion. El contacto entre la mezcla que comprende
aceite marino crudo o refinado saponificado y los solventes orgédnicos se puede llevar a cabo
ya sea por lote 0 en forma continua a temperaturas entre 10 y 100°C, preferentemente entre 20
y 80°C y a presiones entre 0,1 y 5 bar, preferentemente a presion atmosférica. Solventes o
mezclas de solventes orgénio_:os apropiados para la extraccion se puede elegir del grupo que
consiste en éter de petrdleo, pentano, hexano, heptano, octano, ciclohexano, metilciclohexano,
acetona, tolueno, xilenos, metilxilenos, etil benceno, diclorometano, cloroformo, tetracloruro
de carbono, dicloroetano, tricloroetano, percloroetileno, dimetilsulféxido y tetrahidrofurano.
No obstante, solventes preferentes comprenden hidrocarburos alifiticos como éter de
petréleo, pentano, hexano, heptano, octano o mezclas de estos solventes. La razén del
solvente o solventes en relacién a la mezcla que comprende aceite marino saponificado puede
variar entre 50 y 1000 g por cada 100 g de mezcla, preferentemente entre 100 y 500 g por
cada 100 g de mezcla. Una vez separada la fase de refinado de la fase de extracto, si se desea,
la fase de refinado se puede volver a contactar con uno o més de los solventes y en las
condiciones reveladas para formar una segunda fase de refinado y segunda fase de extracto.
La produccién de adicionales fases de extracto y fases de refinado por el proceso descrito se

puede repetir si se desea.
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En la etapa denominada de acidulaci6n, la fase de refinado se mezcla con una solucién de un
dcido tal como dcido sulfiirico, 4cido clorhidrico, 4cido fosférico, dcido acético, é&cido
tricloroacético o dcido carbdnico, hasta formar una fase acuosa y una fase no acuosa que
comprende Acidos grases. La cantidad de 4cido utilizada en la etapa de acidulacién puede ser
hasta 1,5 veces la cantidad estequiométrica de alcali utilizada en la etapa de saponificacidn,
preferentemente 1,05 veces la cantidad estequiométrica de 4lcali requerida para la
neutralizacién total de la fase de refinado. La cantidad de dcido requerida para acidular la fase
de refinado se puede determinar midiendo la alcalinidad total de la fase de refinado. El
mezclado de la fase de refinado y la solucion de dcido se puede llevar a cabo por lotes o en
forma continua en un reactor agitado a temperaturas entre 10 y 100°C, preferentemente entre
20 y 60°C, a presiones entre 0,1 y 5 bar, preferentemente a presién atmosférica y con un
tiempo de reaccién o tiempo de residencia, en caso de operacion continua, que puede variar
entre | y 120 minutos, preferentemente entre 5 y 60 minutos. En forma opcional, la mezcla
puede comprender también un antioxidante 0 mezcla de antioxidantes como por ejemplo
BHT, tocoferoles o 4cido ascérbico y sus derivados. A continuacién la fase no acuosa se
separa de la fase acuosa por decantacidn o centrifugacion. La fase no acuosa separada se lava
con una mezcla de lavado que comprende agua, alcohol monohidrico, acetona o sus mezcias,
o una solucién acuosa de sulfato de sodio o de cloruro de sodio, a temperaturas entre 10 y
100°C, preferentemente entre 20 y 60°C y a presiones entre 0,1 y 5 bar, preferentemente
atmosférica. La fase no acuosa lavada opcionalmente se puede filtrar para eliminar sélidos
insolubles. El término fase no acuosa a continuacion designa tanto a la fase no acuosa lavada
como la fase no acuosa lavada y filtrada, obtenidas después de la etapa de acidulacién como

mis arriba se ha descrito.

Cualquiera de las fases no acuosas se puede opcionalmente desolventizar en forma parcial o
total mediante evaporacion del solvente, preferentemente a presién reducida y temperaturas
inferiores a 150°C obteniéndose lo que a continuaci6n se refiere como una fase no acuosa

parcial o totalmente desolventizada.

Opcionalmente, cualquiera de las fases no acuosa o no acuosa parcial o totalmente

desolventizada se puede someter a una etapa de cristalizacién. Para ello, la fase que se
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cristaliza se mezcla con un solvente o mezcla de solventes elegidos del grupo que consiste en
éter de petrdleo, pentano, hexano, heptano, octano, ciclohexano, metilciclohexano, tolueno,
xilenos, metilxilenos, etil benceno, diclorometano, cloroformo, tetracloruro de carbono,
dicloroetano, tricloroctano, percloroetileno,  dimetilsulféxido, dimetilformamida vy
tetrahidrofurano, metanol, etanol, acetona, metil etil cetona, diacetona alcohol 0 sus mezclas.
Solventes preferidos para esta etapa son hexano, etanol, acetona o sus mezclas. La cantidad de
solvente a utilizar en esta etapa puede variar entre 50 y 1000 g por cada 100 g de Ia fase que
se cristaliza, preferentemente entre 100 y 500 g por cada 100 g de fase que se cristaliza . A
continuacion la mezcla formada se enfria hasta una temperatura entre 0 y -50°C,
preferentemente entre -20 y -40°C hasta la formacién de una fasc sélida cristalizada y una fase
liquida. La operacion de cristalizacion puede lievarse a cabo mediante lotes o de forma
continua y preferentemente a presion atmosférica. La fase sélida cristalizada y la fase liquida
luego son separadas por fiitracion o centrifugacion, preferentemente a la misma temperatura
final de la cristalizacién. A continuacién se remueve, parcial o totalmente los solventes de fa
fase liquida mediante evaporacidn del solvente, para obtener lo que a continuacién se refiere
como una primera fase parcial o totalmente desolventizada producida en la ctapa de
cristalizacion, que comprende EPA y DHA en una concentracion relativa superior a la del

aceite marino crudo o refinado.

Opcionalmente, cualquiera de las fases no acuosa, o cualquiera de las fases no acuosa parcial
o totalmente desolventizada o la primera fase parcial o totaimente desolventizada producida
en la etapa de cristalizacién se puede someter a una etapa de tratamiento con urea u otro
compuesto formador de complejos o aductos con 4cidos grasos o sus derivados mediante los
métodos de formacion de complejos o aductos con urea para e! fraccionamiento de 4cidos
grasos de aceites vegetales y animales. Para ello se forma una disolucién a temperatura entre
50 y 100°C donde la disolucién comprende entre 5 y 40 g de la fase que s¢ somete al
tratamiento por cada 100 g de una solucién del compuesto formador de complejos o aductos
en un solvente orgénico, preferentemente urea en etanol, que contiene, a la temperatura de la
disolucioén, aproximadamente 30 g de urea por cada 100 g de etanol. Luego la disclucion es
enfriada a la temperatura ambiente o menor formdndose una fase sélida conteniendo
complejos o aductos y una fase liquida libre de sélidos. Los complejos o aductos y la fase

liquida libre de sélidos se separan mediante técnicas conocidas como filtracién o

1P
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centrifugacion, y la fase liquida libre de s6lidos se lava con agua o una solucién 4cida hasta
extraer ¢l compuesto formador de complejos o aductos remanente disuelto en dicha fase. A
continuacién se remueve parcial o totalmente los solventes de la fase liquida libre de sélidos,
para obtener lo que a continuacién se refiere como una segunda fase parcial o totalmente
desolventizada producida en la etapa de formacién de complejos, que comprende EPA y DHA

en una concentracién relativa superior a la de la materia prima.

A continuaci6n, cualquiera de las fases no acuosa o cualquiera de las fases no acuosa parcial o
totalmente desolventizada o la primera fase parcial o totalmente desolventizada producida en
la etapa de cristalizacién o la segunda fase parcial o totalmente desolventizada producida en la
etapa de formacién de complejos se someten a una etapa de esterificacién. Para ello la fase se
mezcla con un alcohol monohidrico como metanol o etanol © con un alcohol polihidrico como
glicerol en una relacién que puede ser hasta 500 g de alcohol por cada 100 g de fase,
preferentemente entre 20 y 200 g de alcohol por cada 100 g de fase y con un catalizador que
comprende 4cido sulfiirico, dcido p-toluensulfénico, metanosulfonico, etanosulfénico o con
una resina como amberlita, en una relacién de 0,05 a 10 g de catalizador por cada 100 g de
fase. La etapa de esterificacidn se puede llevar a cabo por lotes o en forma continua en un
reactor agitado, a una temperatura entre 19 y 150°C, préfcrentcmente entre 30y 80°C ya la
presi6n entre 0,1 y 5 bar, preferentemente a la presion atmosférica. El tiempo de esterificacion
en ¢l caso de operacién por lote o el tiempo de residencia en caso de operacién continua
puede variar entre 30 y 600 minutos, preferentemente entre 60 y 240 minutos. Al término de
la operacién de esterificacion, se obtiene una mezcla esterificada que comprende ésteres de
4cidos grasos. El catalizador utilizado se retira de la mezcla esterificada mediante procesos
conocidos en el estado del arte, como filtracién, neutralizacién y lavados con soluciones
acuosas, para formar una mezcla esterificada libre de catalizador. La mezcla esterificada libre
de catalizador se desolventiza mediante evaporacion, preferentemente a presién reducida y
temperaturas inferiores a 150°C, para obtener una mezcla de ésteres de 4cidos grasos

desolventizada.

Posteriormente, la mezcla de ésteres de dcidos grasos desolventizada se somete a una etapa
de destilacién en una columna de destilacion de senda corta para obtener un destilado y un

residuo. A continuacién, el destilado o el residuo pueden someterse a una nueva etapa de

G
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destilacion para obtener un segundo destilado y un segundo residuo. El proceso se puede
repetir hasta obtener un destilado o un residuo como producto final que contiene la
concentracion deseada de ésteres de EPA y DHA o concentrado de EPA y DHA. Las
destilaciones se llevan a cabo a una temperatura menor de 180°C, preferentemente menor a
150°C y una presién menor a 1 mbar, preferentemente menor a 0,1 mbar. De este modo se
logra obtener concentrados de ésteres de EPA y DHA con un contenido entre ambos ésteres

entre 40 a 95 % en peso del concentrado.

El concentrado de EPA y DHA o cualquiera de ias corrientes de ésteres se puede someter a
una o mdis etapas de refinacion adicionales entre las que se incluyen: fraccionamiento
mediante enfriamiento a una temperatura inferior a ~ 5°C y separacién por filtracién o
centrifugacion de los solidos; desodorizacion er columnas de relleno o piatos, a presién
reducida, temperaturas menores a 200°C, preferentemente menores 2 150°C utilizando como
medio de desodorizacion nitrégeno o vapor; adsorcion mediante el uso de tierras de

infusorios, carbon activo, zeolitas, tamiz molecular entre otros.

Asimismo, en forma opcional, si se desea el concentrado de EPA y DHA se puede
transesterificar con glicerina para formar glicéridos concentrados de EPA y DHA, mediante
procesos conocidos en el estado del arte para obtener un nuevo producto final de glicerol
ésteres de EPA y DHA. '

Al concentrado de EPA y DHA se puede adicionar uno o mas antioxidantes apropiados, tales
como tocofero), ésteres de tocoferol, 4cido ascérbico y sus derivados, extracto de romero,
extracto de boldo, boldina, entre otros. Preferentemente, [a adicién de antioxidante es menor a

1 % en peso, mds preferentemente menor a 0,5%.

Mediante el proceso divulgado se obtienen concentrados de EPA y DHA con caracteristicas
superiores, ya que eliminan o reducen significativamente los efectos secundarios indeseables
del consumo de derivados de aceites de pescado, tales como reflujo, irritacién estomacal,
irritacion de la piel, meteorismo, entre otros. Adicionaimente, y en forma sorprendente, los
concentrados de EPA y DHA de la presente invencion no presentan reversién organoléptica a

aceites marinos, lo que permite su uso directo como ingrediente alimenticio o farmacéutico,
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sin el requerimiento de uso de enmascaradores de ssbor y olor, encapsulaciones,
microencapsulaciones, entre otros. Mds alin, el proceso divulgado reduce significativamente
el contenido de Contaminantes Orgénicos Persistentes y metales pesados, bajo los niveles
mdximos permitidos internacionalmente. Ademds, el proceso divulgado no solo no genera
dcidos grasos frans sino en forma sorprendemente ¢ inesperada, puede inclusive reducir
significativamente el contenido de 4cidos grasos frans cuando estdn presentes en la materia

prima.

El proceso de la presente invencién también puede ser utilizado para reducir o eliminar el
contenido de Contaminantes Orgénicos Persistentes y metales pesados de otros aceites, tales

como aceites vegetales.

Descripcién de la Figura.

Con referencia a la Figura 1, aceite de pescado crudo se alimenta via lineﬁ (1) a un reactor de
saponificacién (4) al que también concurre via linea (2) una corriente de solucidn de
hidréxido de sodio en una relacidn igual al indice de saponificacion del aceite o en exceso
hasta an 20% y concurre via linea (3) una corriente de etanol acuoso al 50%. El reactor (4)
opera & una temperatura entre 40 y 85°C bajo agitacion, a una presion de entre 1 a 2 bar y con
un tiempo de residencia de 45 minutos, para generar una mezcla saponificada. Dicha mezcla
saponificada se alimenta via linea (7) a una columna de extraccién en contra corriente (8) que
opera en un rango de presién de 2 y 5 bar, y a una temperatura entre 20 y 66°C. Por linea (9)
se alimenta a la columna de extraccién (8) una mezcla de hidrocarburos aliféticos de rango de
ebullicién de entre 60 y 80°C para recuperar via linea (10) una fase de extracto que
comprende una mezcla de hidrocarburos alifiticos y materia extraida en dicha fase y via linca
(11), una fase de refinado que comprende sales alcalinas de los dcidos grasoes. Via linea (11)
se alimenta la fase de refinado a un reactor de acidulacidn (12) al que también concurre via
linea (13) una corriente de &cido clorhidrico en una relacién igual a la alcalinidad total de la
fase de refinado o en un exceso de hasta 10%. El reactor (12) opera a una temperatura entre
20y 70°C bajo agitacion, a una presion de 1 a 2 bar y con un tiempo de residencia de hasta 30
minutos, para generar una mezcla acidulada. La mezcla acidulada se alimenta al decantador

{15) via linea (14) para separar la fase no acuosa de la fase acuosa de la acidulacién. El

24
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decantador (15) opera una temperatura entre 20 y 70°C, a una presién entre 1 y 2 bar y con un
tiempo de residencia de ente 5 y 60 minutos. La fase acuosa se retira via linea (16) para su
tratamiento posterior, tendiente a recuperar solventes y glicerina. Via linea (17) se alimenta la
fase no acuosa separada de la acidulacién en el decantador (15) a un reactor de lavado (18)
donde se contacta bajo agitacion, a una temperatura entre 20 y 70°C, a una presién de 1 y 2
bar y con un tiempo de residencia de ente 1 y 30 minutos, con la corriente (19) que
comprende una solucién de etanol al 50% en agua, para generar una mezcla de lavado. La
mezcla de lavado del reactor (18) se alimenta a un decantador (21) via linea (20) para separar
la fase liviana de la fase pesada de la mezcla de lavado. El decantador (21) opera a una
temperatura entre 20 y 70°C, a una presion entre 1 y 2 bar y con un tiempo de residencia de
ente 5 y 60 minutos. La fase pesada se retira via linea (22) para su tratamiento posterior,
tendiente a recuperar solventes o recircular total o parcialmente al reactor de lavado (18). Via
linea (23), la fase liviana separada en el decantador (21) se alimenta a un reactor de
esterificacion (24) al que también concurre via linea (25) una corriente de solucién acido p-
toluensulfénice disuelto en etanol. El reactor (24) opera a una temperatura entre 40 y 85°C
bajo agitacién, a una presién de entre 0,5 a 2 bar y con un tiempo de residencia de 180
minutos, para generar una mezcla esterificada. La mezcla esterificada se alimenta via linea
(26) al reactor de lavado y neutralizacién (27) donde se contacta bajo agitacion, a una
temperatura enfre 20 y 70°C, a una presion de | y 2 bar y con un tiempo de residencia de ente
1 y 30 minutos, con la corriente (28} que comprende una solucién de carbonato de sodio al
5% en agua, para generar una mezcla de lavado neutralizada. La mezcla de lavado
neutralizada del reactor de lavado (27) se alimenta a un decantador (31) via l{nea (30) para
separar una mezcla de ésteres de 4cidos grasos y una fase acuosa. E| decantador (31) opera
una temperatura entre 20 y 70°C, a una presién entre 1 y 2 bar y con un tiempo de residencia
de entre 5 y 60 minutos. La fase acuosa se retira via linea (32) para su tratamiento posterior,
tendiente a recuperar solventes. Via linea (33), la mezcla de ésteres de 4cidos grasos separada
en el decantador (31) se alimenta a un evaporador de pelicula descendente (34) que opera a
una temperatura entre 50 y 180°C, a una presién entre 1 y 100 mbar y con un tiempo de
residencia no mayor a 30 minutos, para obtener una corriente de destilado y una corriente de
ésteres de 4cidos grasos desolventizada. Via linea (35) la corriente de destilado se bombea a
un estanque de almacenamiento no mostrado. Los ésteres de 4cidos grasos desolventizados se

alimentan via linca (36) a un evaporador de senda corta (37) que opera a una temperatura
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entre 50 y 180°C, a una presion entre 0,001 y | mbar. Via linea (38) se retira el destilado del
evaporador de senda corta (37) y via linca (39) se retira el residuo de la destilacion del
evaporador de senda corta (37), que se alimenta a un evaporador de senda corta (40). El
evaporador de senda corta (40) opera a una temperatura entre 50 y 180°C, a una presion entre
0,001 y 1 mbar. Via Hnea (41) se retira el residuo de la destilacién del evaporador de senda
corta (40) v via llinea (42) se retira el destilado del evaporador de senda corta (40) que
comprende una mezcla concentrada de ésteres de EPA y DHA organolépticamente neutra y
estable, que no presenta reversion a olores y sabores tipicos de aceite de pescado, libre de
cfectos secundarios, con nivel de contaminantes orgénicos persistente y metales pesados que

cumple con las normas regulatorias internacionales.

Efemplos.

Los ejemplos a continuacion ilustran algunas formas de llevar a cabo la presente invencion

como asimismo las caracteristicas sobresalientes del producto del proceso de la invencién:

Ejemplo Comparativo 1 (EP 0 409 903).

En un matraz erlenmeyer de 2000 ml se cargaron 300 g de aceite de salmén (muestra M1)
cuyas caracteristicas se muestran en la tabla 2. Se agregaron 150 g de etanol y 150 g de
solucion de hidréxido de sodio en agua destilada al 28%. Luego, con agitacién y con
atmdsfera de nitrogeno, se llevé a reflujo por 1 hora alcanzandose la saponificacién total del

aceite de salmon. .

Inmediatamente a continuacién se adicionaron 160 g de solucion acuosa de 4cido clorhidrico
al 26% y se agitd la mezcla vigorosamente por 5 minutos. Luego se adicionaron 450 m! de
éter de petréleo y se agitd nuevamente. La mezcla se descargé en un embudo d¢ decantacidn
de 2000 ml y se dej6 decantar. Se separ6 la fase decantada superior y la fase acuosa se extrajo
dos veces més con 450 ml de éter de petréleo. Los extractos de éter de petréleo se colectaron
en un embudo de 2000 ml y se lavaron con agua hasta pH neutro. El extracto lavado se
evapord en un rotavapor hasta 10 mbar y 60°C. Posteriormente, las trazas de éter de petréleo

s¢ eliminaron alimentando el residuo de la etapa de evaporacién en el rotavapor a un
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destilador de senda corta modelo KDL5S UIC, a un flujo de 1250 mlh, temperatura de
chaqueta de 90°C, temperatura de condensador a — 4°C, velocidad de los rodillos de 350 rpm y
presién de 4 mbar. Se obtuvo una mezcla de dcidos grasos de aceite de salmén con un 30,1%

de 4cidos grasos de cadena larga w-3 (muestra M2).

La mezcla de 4cidos grasos de salmén se aliment6 a un destilador de senda corta modelo
KDL5 UIC, a un flujo de 100 mlh, temperatura de chaqueta de 65°C, temperatura de
condensador a 4°C, velocidad de los rodillos de 350 rpm, presién de 0,005 mbar mediante el
uso de bomba de difusién y se obtuvo un primer destilado y un primer residuo, El primer
residuo se sometié a una segunda etapa de destilacidn de senda corta, a una temperatura de
85°C para obtener un segundo destilado y un segundo residuo. El segundo destilado presentd
un 52,2% de dcidos grasos w-3 de cadena larga (muestra M3).

En la tabla 2 se observan los resultados de los andlisis de las muestras de! ejemplo

comparativo 1.

Tabla 2: Resultado del ejemplo 1 comparativo

Aceite de Salmén Acidos Grasos | Segundo Destilado
Muestra M1 Muestra M2 Muestra M3

EPA, % p/p 10,3 11,4 16,6
DHA, % p/p 15,1 16,8 30,7
Total o -3, % p/p 28,2 30,1 522
PCB, ppb 148,6 133,2 96,7
PCB como Dioxins, ppt 4,6 45 4,1
Dioxina+Furanos, ppt 2,7 24 2,1
Peréxidos, meqg/kg 7.2 1,3 |
Anisidina ) 6,1 24 1,9
Totox 20,3 8,7 4,1
Metales Pesados

Arsénico, ppb 1200 538 359
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Ejemplo Comparative 2 (US 5,130,061).

En un matraz erlenmeyer de 2000 ml se cargaron 300 g de aceite de salmén utilizado en el
ejemplo comparativo 1. Seguidamente se agregaron 200 g de una solucién de dcido sulfirico
al 5% en etanol absoluto. La mezcla se llevs a reflujo con agitacién y se mantuvo por 8 horas
con purga de nitrégeno. El etanol en exceso se removié por destilacion a presién reducida

mientras se enfriaba a temperatura ambiente la mezcla de reaccion.

El residuo resultante de la etapa de destilacién se diluy6 con 400 m! de hexano y se lavd con
500 ml de agua. La mezcla heterogénea se agit6 vigorosamente. Se separd la fase acuosa de la
fase hexénica en un embudo de decantacién y se lavo la fase hexdnica con agua
rciteradamente, hasta que el pH de la fase acuosa resultd neutro. El extracto hexanico lavado
se purificd haciéndolo pasar por una columna rellena con silica gel. Posteriormente, el
extracto hexanico purificado se evaporé en un rotavapor hasta 10 mbar y 60°C. Las trazas de
solvente se eliminaron alimentando el residuc de la etapa de evaporacién en el rotavapor a un
destilador de senda corta modelo KDL5 UIC, a un flujo de 1250 ml/h, temperatura de
chaqueta de 90°C, temperatura de condensador a - 4°C, velocidad de los rodillos de 350 rpm y
presion de 4 mbar. Se obtuvo una mezcla de ésteres etilicos con un 27,9% de 4cidos grasos w-

3 de cadena larga {muestra M4).

La mezcla de ésteres etilicos se alimentd a un destilador de senda corta modelo KDLS UIC, a
un flujo de 100 mlh, temperatura de chaqueta de 65°C, temperatura de condensador a 4°C,
velocidad de los rodillos de 350 rpm, presién de 0,005 mbar mediante ¢! uso de bomba de
difusion y se obtuvo un primer destilado y un primer residuo. El primer residuo se someti6 a
una segunda etapa de destilacion de senda corta, a una temperatura de 85°C para obtener un
segundo destilado y un segundo residuo. El segundo destilado presenté un 51,6% de 4cidos
grasos @-3 de cadena larga (muestra M5).

En la tabla 3 se observan los resultados de los andlisis de las muestras del ejemplo

comparativo 2.



10

15

WO 2010/139085 21 PCT/CL2010/000018

Tabla 3: Resultado del ejemplo 2 comparativo

Aceite de Salmén | Esteres Etflicos | Segundo Destilado
Muestra M1 Muestra M4 Muestra M5

EPA, % p/p 10,3 9.9 17,1
DHA, % p/p 15,1 14,8 29,7
Total @ -3, % p/p 282 27,9 51,6
PCB, ppb 148,6 136,4 103,7
PCB como Dioxins, ppt 4,6 4,5 3,9
Dioxina+Furanos, ppt 2,7 2,5 23
Peréxidos, meq/kg 7.2 7.5 39
Anisidina 6,1 - 6,0 24
Totox 20,3 210 10,2
Metales Pesados

Arsénico, ppb 1200 945 450

Ejemplo 1.

En un matraz erlenmeyer de 2000 ml se cargan 300 g de aceite de salmdn del ejemplo
comparativo 1, 150 g de etanol y 150 g de solucién de hidréxido de sodio en agua destilada al
28%. Luego, con agitaciéon y con atmosfera de nitrdgeno, se llevd a reflujo por 1 hora

alcanzéndose la saponificacion total del aceite de salmén.

La mezcla resultante de la saponificacion se descargd en un embudo de decantacién de 3000
ml. Seguidamente, se agregaron al embudo 150 g de etanol, 150 g de agua destilada y 900 g
de hexano. La mezcla resultante se agitd vigorosamente y se dejo decantar. Se separd la fase
hexdnica superior y la fase acuosa se extrajo tres veces mds con 700 ml hexano. Los extractos

de hexano se desolventizaron en rotavapor a presién reducida.
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La fase acuosa extraida se aciduld mediante la adicion de 200 g de una solucion acuosa de
dcido clorhidrico al 20%. El organico resultante se lavé con porciones de solucion acuosa de
etanol al 50% hasta pH 4-5 y luego se evaporé en un rotavapor hasta 10 mbar y 60°C. Se
obtuvo una mezcla de 4cidos grasos de salmén con un 29,6% de 4cidos grasos de cadena larga
®-3 {(muestra M6),

Los &cidos grasos de salmén se mezclaron con 100 g de una solucién de 4cido sulfirico al
1,0% en etanol anhidro y se reflujé por 2 horas. El fin de la reaccion, que se determiné por
titulacion, se establecié cuando el nimero de 4cido de la mezcla reaccionante no disminuyd
més, La mezcla reaccionada se neutraliz6 con 40 g de una solucidn de carbonato de sodio al
10% en agua destilada seguida de lavados con porciones de 40 g de agua destilada.
Posteriormente, la mezcla se evapord en un rotavapor hasta 10 mbar y 60°C. Las trazas de
solvente se eliminaron alimentando el residuo de la etapa de evaporacién en el rotavapor a un
destilador de senda corta modelo KDLS UIC, a un flujo de 1250 mi/h, temperatura de
chaqueta de 90°C, temperatura de condensador a — 4°C, velocidad de los rodillos de 350 rpm y
presién de 4 mbar. S¢ obtuvo una mezcla de éstercs etilicos con un 30,9% de 4cidos grasos

@-3 de cadena larga (muestra M7),

La mezcla de ésteres etilicos se ﬁlimenté a una destilador de senda corta modelo KDLS UIC, a
un flujo de 100 ml/h, temperatura de chaqueta de 65°C, temperatura de condensador 4°C,
velocidad de los rodillos de 350 rpm, presion de 0,005 mbar mediante el uso de bomba de
difusién y se obtuvo un primer destilado y un primer residuo. El primer residuo se someti6 a
una segunda etapa de destilacién de senda corta, a una temperatura de 85°C para obtener un
segundo destilado y un segundo residuo. El segundo destilado present6 un 52,3% de 4cidos

grasos @-3 de cadena larga (muestra M8).

En la tabla 4 se observan los resultados de los andlisis de las muestras del ejemplo 1 de la

presente invencion.
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Como se observa en los ejemplos anteriores, solo el proceso de la presente invencién logré
obtener un concentrado de EPA y DHA dentro de especificaciones de acuerdo con la

normativa propuesta internacionaimente.

Tabla 4: Resultado del ejemplo 1 con Aceite de Salmdn

Aceite de Salmén | Acidos Grasos | Esteres Etilicos | Segundo Destilado
Muestra M1 Muestra Mé Muestra M7 Muestra M3

EPA, % p/p 10,3 10,1 10,3 204
DHA, % p/p 15,1 17,2 174 298
Total w -3, % p/p 28,2 29,6 30,9 523
PCB, ppb 148,6 46,3 449 26,7
PCB como Dioxins, 4,6 0,8 1,0 1,2
ppt
Dioxina+Furanos, 2,7 0,6 0,6 0,8
ppt
Perdxidos, meg/kg 7.2 | 1,2 0,1
Anisidina 6,1 0.9 1,1 0,3
Totox 20,3 3,1 35 0,5
Metales Pesados
Arsénico, ppb 1200 200 205 <100
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Ejemplo 2.

Se repiti6 el ensayo del ejemplo 1 utilizando como materia prima aceite de sardinas con un

5  numero de Totox de 45. Los resultados del ejemplo se muestran en Ja tabla 5:

Tabla 5: Resultado del ejemplo 2 con Aceite de Sardinas

Segundo

Aceite de Sardinas | Acidos Grasos | Esteres Etilicos Destilado
EPA 16,1 16,3 16 30,1
DHA 6,2 6,1 6,2 15,4
Total @ -3 24,1 ' 24,2 23,4 482
PCR, ppb 104,6 41,6 44,1 18,5
PCB como 3,2 0,3 04 0,6
Dioxins, ppt
Dioxina+Furanos, 2,1 0,3 0,3 - 04
ppt
Per6xidos, meg/kg 10,7 3,5 36 0,1
Anisidina 23,6 1,9 1.8 0,1
Totox 45 89 9,0 0,2
Metales Pesados
Arsénico, ppb 980 345 330 <100

10
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Ejemplo 3.

Se repitid el ensayo del ejemplo 1 utilizando como materia prima aceite de jurel con un

nimero de Totox de 33. Los resultados del ejemplo se muestran en la tabla 6;

5
Tabla 6: Resultado del ejemplo 3 con Aceite de Jurel
Segundo
Aceite de Jurel Acidos Grasos | Esteres Etilicos Destilado
EPA 5,4 54 51 15,7
DHA 16,8 16,9 16,3 322
Total ® -3 244 24,6 22,6 50,1
PCB, ppb 91 26 27 18
PCB como 3,7 09 1,0 L1
Dioxins, ppt
Dioxina+Furanos, 31 0,5 0,5 04
ppt
Perdxidos, meq/kg 9.2 4,1 38 0,3
Anisidina 14,6 1,1 1,1 0,2
Totox 33 9,3 8,7 0,2
Metales Pesados
Arsénico, ppb 890 210 196 <100
10 Ejemplo 4.

En un reactor de acero inoxidable de 200 litros, provisto de agitacién central, impeler de
turbina y baffles, chaqueta de vapor y agua de enfriamiento, con condensador de acero
inoxidable, se cargd 15 kg de etanol, 15 kg de una solucién acuosa de hidroxido de sodio al
15 18,7 % y 15 kg de aceite de sardinas (muestra M10) cuyas caracteristicas se muestran en Ja



WO 2010/139085 26 PCT/CL2010/000018

10

15

20

25

30

tabla 7. La mezcla se calentd hasta 55°C por una hora y luego se enfrio hasta 45 °C. Se
adicionaron seguidamente 45 kg de hexano y se agité por diez minutos. La mezcla se decant6
por 15 minutos y se separ6 la fase organica de la fase acuosa. La fase acuosa se extrajo dos
veces méas mediante el mismo procedimiento. Los extractos hexanicos se colectaron y
desolventizaron a presién reducida generando un residuo hexdnico. La fase acuosa o fase de
refinado, se acidulé a una temperatura de 25°C con 28 kg de una solucién de 4cido clorhidrico
al 10% y 5 minutos de agitacion. La mezcla acidulada se dejé decantar por 15 minutos, para
luego separar la fase acuosa. La fase orgénica se lavé con 10 kg de una solucién acuosa de
etanol al 50% hasta pH 5. La fase orgénica lavada se filtr para separar residuos sélidos
suspendidos. La fase orgdnicg, lavada y filtrada se diluyé con hexano hasta un 20% en peso y
se transfirié a un segundo reactor de 150 litros, provisto de agitacién mecdnica, agitador tipo
ancla y chaqueta de fluido de refrigeracién, donde se enfri6 hasta -25°C, La mezcla fria a -
25°C se filtrd en un filtro de mangas utilizando malla de poliéster de 10 micras como medio
de filtracion. E! filtrado de la etapa de filtracién se cargé nuevamente al reactor de 200 litros y
se calento hasta $5°C y una presién de 200 mbar. La mezcla de 4cidos grasos desolventizados
se contactd con una solucion de 20 kg de urea disueltos en 55 kg de etanol a 80°C. Se agitd la
mezcla para formar el complejo con urea y luego se enfrid hasta 15°C. Los solidos
precipitados se separaron por filtracién y se obtuvo un filtrado libre de sélidos. E} filtrado
libre de sélidos se enfrié hasta 1°C y se filtrd nuevamente para obtener un segundo filtrado
libre de sélidos. El segundo filtrado se mezcl6 con 3 kg de 4cido clorhidrico disueltos en 50
kg de agua y 20 kg de hexano, se agitd y se dejé decantar. Se separd la fase acuosa 4cida y la
fase orgdnica se lavd con 5 kg de agua hasta pH neutro. La fase orgénica se desolventizé hasta
80 °C y 50mbar. Se obtuvieron 2,3 kg de una mezcla de acidos grasos, con una concentracion

de dcidos grasos @-3 de 77,2% (muestra M-11).

A continuacién se cargaron 40 g de 4cido sulfurico disueltos en 10 kg de etano! y se calenté
controlando la temperatura del reactor por destilacién hasta alcanzar los 80°C. Posteriormente,
se enfri6 el reactor hasta 40°C y se diluyd con 10 kg de hexano. A la dilucién se adicion6 70 g
de carbonato de sodio disueltos en 5 kg de agua, y se agité por 10 minutos. Se separd la fase
acuosa. La fase organica se lavé con 5 kg de agua para luego desolventizar hasta 80°C y 50
mbar. Se obtuvieron 2,5 kg de una mezcla de ésteres etilicos de Acidos grasos con una

concentracién de &cidos grasos -3 de 70,9% (muestra M-12).
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Las trazas de solvente de los ésteres etilicos se eliminaron alimentando la mezcla a un
destilador de senda corta modelo KDL5 UIC, a un flujo de 1250 mlh, temperatura de
chaqueta de 80°C, temperatura de condensador a — 5°C, velocidad de los rodillos de 350 rpm y
presién de 4 mbar. La mezcla de ésteres etilicos de la destilacion anterior se alimenté a un
destilador de senda corta modelo KDLS UIC, a un flujo de 90 ml/h, temperatura de chaqueta
de 85°C, temperatura de condensador a 4°C, velocidad de los rodillos de 350 rpm, presién de
0,005 mbar mediante ¢l uso de bomba de difusi6n y se obtuvo un primer destilado y un primer

residuo.

El primer residuo se mezclé con Tonsil en una relacién al 1% a 70 °C y a presion reducida por
30 minutos y se filtré para obtener un filtrado refinado que se someti6 a una segunda etapa de
destilacion de senda corta, a una temperatura de 98°C y se obtuvo un segundo destilado y un
segundo residuo. El segundo destilado presentS un 86,2% de écidos grasos o-3 de cadena
larga. El segundo destilado se enfrié hasta -25°C por 12 horas y luego se filtrd. El filtrado
resultante se alimentd a una columna de desodorizacién, a una temperatura de 100°C y se
utiliz nitrégeno a 130°C como medio de desodorizacion a una presién de 15 mbar. Se obtuvo
un concentrado de ésteres etflicos de dcidos grasos w-3 de cadena larga desodorizado (muestra
M13) a la que finalmente se le adicion6 una mezcla de ésteres de tocoferol, palmitato de

ascorbilo y extracto de romero en una concentracién total de 2550 ppm.

En la tabla 7 se observan los resultados de los andlisis de las muestras del ejemplo 4 de Ia

presente invencion:

Tabla 7: Resultado del ejemplo 4

Aceite de Sardinas | Acidos Grasos | Esteres Etilicos | Segundo Destilado
Muestra M10 Muestra M11 Muestra M12 Muestra M13

EPA 10,3 299 27,1 29,1

DHA 15,1 443 40,5 56,2

Total v -3 26,1 712 70,9 86,3

PCB, ppb 93 44 46 17

PCB como 3,8 1,8 1,7 1,2
Dioxins, ppt

oL
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Dioxina+Furanos, 4,1 04 0,5 0.3
ppt

Peréxidos, meg/kg 5,1 0,9 1,3 0,1
Anisidina 89 0,8 0,8 0,1
Totox 19,1 2,6 34 0,3
Metales Pesados

Arsénico, ppb 1090 304 321 <100
Ejemplo 5.

En un reactor de acero inoxidable de 200 litros, provisto de agitacién central, impeler de
turbina y baffles, chaqueta de vapor y agua de enfriamiento, con condensador de acero
inoxidable, se cargé 15 kg de etanol, 15 kg de una solucién acuosa de hidréxido de sedio al
17,4 % y 15 kg de aceite de jurel del ejemplo 3 y cuyas caracteristicas se reproducen en la
tabla 8. La mezcla se calentd hasta 75°C por una hora y luego se enfrio hasta 45 °C. Se
adicionaron seguidamente 45 kg de hexano y se agit6 por diez minutos. La mezcla se decant
por 15 minutos y se separé la fase orgénica de la fase acuosa. La fase acuosa se extrajo dos
veces més mediante el mismo procedimiento. La fase acuosa o fase de refinado, se acidulé a
una temperatura de 25°C con 26 kg de una solucion de écido clorhidrico al 10% y 5 minutos
de agitacion. La mezcla acidulada se dejé decantar por 15 minutos, para luego separar la fase
acuosa. La fase orgénica se lavé con 10 kg de una solucién acuosa de etanol al 50% hasta pH
5. La fase orgdnica lavada se mezclé con 100 g de 4cido sulfirico disueltos en 10 kg de etanol
y se calentd y se controlé la temperatura del reactor destilando. una mezcla de solventes hasta
alcanzar los B0°C. Posteriormente, se enfrié el reactor hasta 40°C, se adiciond 350 g de
carbonato de sodio disueltas en 5 kg de agua y se agitb por 10 minutos. Se separd la fase
acuosa. La fase orgdnica se lavd con 5 kg de agua para luego desolventizar hasta 80°C y 50
mbar. Se obtuvieron 14,6 kg de una mezcla de ésteres etilicos de 4cidos grasos con una

concentracién de dcidos grasos w-3 de 24,7% (muestra M-14).

Las trazas de solvente de los ésteres etilicos se eliminaron alimentando la mezcla a un
destilador de senda corta modelo KDL5 UIC, a un flujo de 1250 ml/h, temperatura de
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chaqueta de 80°C, temperatura de condensador a — 5°C, velocidad de los redillos de 350 rpm y
presién de 4 mbar. La mezcla de ésteres etilicos de la destilacién anterior se aliment$ a una
destilador de senda corta modelo KDL5 UIC, & un flujo de 90 ml/h, temperatura de chaqueta
de 85°C, temperatura de condensador a 4°C, velocidad de los roditios de 350 rpm, presién de
0,005 mbar mediante el uso de bomba de difusion y se obtuvo un primer destilado y un primer
residuo. Posteriormente, el primer residuo se someti6 a una segunda etapa de destilacion de
senda corta, a una temperatura de 96°C y se obtuvo un segundo destilado y un segundo
residuo. El segundo destilado presenté un 51,2% de acidos grasos -3 de cadena larga
(Muestra M15). Finalmente, se le adicion6 2000 ppm de acetato de tocoferol (Grindox Toco
70, Danisco).

En la tabla 8 se observan los resultados de los anélisis de las muestras del ejemplo 5 de la

presente invencion:

Tabla 8: Resultado del ejemplo 5

Aceite de Jurel Esteres Etilicos | Segundo Destilado
Muestra M14 Muestra M15

EPA 5.4 5.8 129
DHA 16,8 16,1 35,7
Total @ -3 24,4 24,7 51,2
PCB, ppb 91 3 15
PCB como Dioxins, 3,7 1,4 1,0
ppt
Dioxina+Furanos, 3,1 0,7 0,4
ppt
Perdxidos, meq/kg 9.2 34 0,1
Anisidina 14,6 09 03
Totox: 13 1,7 0,5
Metales Pesados
Arsénico, ppb 890 269 <100

4
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Ejemplo 6.

Para ¢l estudio de la formacién de isémeros trans de 4cidos grasos @ -3 de aceites marinos, se
evalu6 la isomeria cis/trans de EPA del ejemplo 2 y 3.

Se tomé 1 g del segundo destilado del ejemplo 2 y se saponificé con una solucién de
hidréxido de potasio en metanol acuoso a 10°C por 24 horas. Seguidamente se acidul6 la
mezcla saponificada a 10 °C con una solucién diluida de 4cido clorhidrico al 1%. La mezcla
acidulada se extrajo con éter de petrdleo tres veces. Se colecté los extractos de éter de
petrdleo, lavé con una solucién acuosa de metanol al 20% y el extracto lavado se desolventizé '
en un rotavapor hasta 20 °C y 5 mbar. El residuo se metilé mediante ¢l uso de Trifloruro de
Boro. Se obtuvo 870 mg de ésteres metllicos de &cidos grasos -3 de cadena larga. En forma
similar se preparé una muestra de ésteres metilicos de dcidos grasos w-3 de cadena larga del

segundo destilade del ejemplo 3.

De igual modo, se tomé aceite de sardinas de! ejemplo 2 y aceite de jurel del ejemplo 3 y se

prepararen sus respectivos ésteres metilicos de dcidos grasos mediante el proceso descrito.

Se inyectd un estindar de éster metilico de 4cido todo cis (5,8,11,14,17) eicosapentaenoico
en un cromatografo de gases serie 7890A con detector selectivo de masas 5975Cinert, marca
Agilent Technologies, utilizando una columna SP 2560 de 100 metros, didmetro interior 0,25
mm y espesor de pelicula 0,20 um. El programa cromatogrifico fue: temperatura inicial
140°C por 5 minutos; rampla de temperatura de 2°C/min hasta 240°C; temperatura 240°C por
30 minuto. Temperatura inyector, 250°C; temperatura detector, 250 °C. Se utilizé helio extra

puro como carrier. Los espectros de masas del estdndar se almacenaron en la librerfa de datos.

Seguidamente se inyectaron las muestras de los ésteres metilicos preparadas a partir de las
muestras del segundo destilado de los ejemplos 2 y 3 y, de los ésteres metilicos obtenidos a
partir de los aceites originales de los ejemplos 2 y 3. Mediante el uso del software
Chemstation se obtuvo un “Match Quality” de 99% para cada uno de la muestras metiladas.

Adicionalmente, s¢ compararon los cromatogramas y los espectrogramas de todos los ésteres
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metilicos cromatografiados y no se detectaron picos nuevos asociados a la isomerizacion de

EPA,

Adicionalmente, se determiné el contenido de isomeros trans de 4cidos grasos de 16 a 22
dtomos de carbono, segiin la metodologia descrita en el procedimiento AOCS Ce 1h-05. Los
resultados se muestran en la tabla 9. Como se observa, en los ensayos de los ejemplo 2y 3, no

se generan isomeros trans y sorprendentemente se disminuyen por ¢l proceso de la presente

invencion.
Tabla 9: Anélisis de dcidos grasos trans de los ejemplos 2y 3.
Aceite Segundo Aceite Sepundo
%pp metil ester Sardinas Destilado Jurel Destilado
Acidos Grasos trans | Ejemplo 2 Ejemplo 2 Ejemplo 3 Ejemplo 3
Clé T 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
CigrT 2,02% 1,18% 0,37% 0,28%
C18:2T 0,22% 0,05% 0,15% 0,13%
C183T 0,06% 0,00% 0,00% 0.,00%
C20:1T 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
C22:1T 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Ejemplo 7.

Evaluacion sensorial de la calidad y estabilidad de muestra de etil ésteres de acidos grasos.

Se evalud 1a calidad organoléptica y estabilidad con un grupo entrenado de 12 panelistas. Las
muestras evaluadas fueron servidas en vasos pequeflos codificados con 3 digitos al azar,
utilizando 15 mi de cada muestra por panelista. La evaluacion se realizd en el Laboratorio de

Evaluacidn Sensorial alrededor de las 11:00 de 1a mafiana.

Para medir la calidad sensorial del producto se evaluaron los siguientes pardmetros:
apariencia, aroma, sabor, rancidez y presencia de sabores y olores extraiios. Las pautas para
evaluar estos pardmetros tienen amplitud de 9 puntos, en la cual 9 indica que ¢l pardmetro

evaluado es 6ptimo para ¢l producto y 1 que estd muy disminuido. Por ejemplo 9 para sabor
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significa “excelente, tipico, excepcionalmente agradable” y 1 “extrafio, desagradable,
putrefacto”. En el caso de rancidez la pauta tiene una amplitud de 5 puntos en que 5 significa

“sin rancidez” y 1 “extremadamente rancio”.

En la tabla 10 se presenta el resuitado promedio obtenido del test evaluacion organoléptica de
la muestra de etil esteres de Acidos grasos M15 del Ensayo 5 fresca (A) y la misma muestra
luego de 29 semanas de almacenamiento a temperatura ambiental (B). Las muestras no se les

adiciond ningdn tipo de enmascarante para sabor, olor u apariencia.

Tabla 10. Resultados evaluacién organoléptica y estabilidad

Muestra Apariencia Aroma Sabor Rancidez
M15 Ejemplo S (A) 7.5 7.6 7.1 4,7
M1S5 Ejemplo 5 (B) 7.9 7.4 7,2 4,6

Apariencia: Este atributo fue calificado con un puntaje de 7,5, que significa que la apariencia
es “buena”.

Aroma: El valor obtenido fue de 7,6, calificado como “bueno™.

Sabor: En cuanto a su sabor la muestra alcanzd un valor de 7,1 que en la escala quicre decir
“bueno”.

Rancidez: La muestras alcanzé un valor de 4,6 que en la escala significa “Bajo en rancidez”.

Como se observa, el concentrado de EPA y'DHA generado mediante la presente invencién

posee una aceptable calidad organcléptica y estabilidad.

Ejemplo 8.

Para comparar la generacitn de efectos secundarios de concentrados de EPA y DHA a partir
de aceite de pescado, se reclutaron a 10 voluntarios que se dividieron en dos grupos, A y B, de

5 individuos cada uno.

Se mezclé en 900 g de yogurt, 100 gramos de etil ésteres de 4cidos grasos 33/22 EPA/DHA

obtenidos del mercado, para generar una muestra de yogurt 1. Paralelamente, en otros 900 g
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de yogurt se mezclaron 100 g de Etil Esteres del Ejemplo 5 muestra M15, para generar una
muestra de yogurt 2.

Cada integrante del grupo A consumi6 150 g de la mezcla de yogurt 1. Paralelamente, cada
integrante del grupo B consumié 150 g de la mezcla de yogurt 2. Luego de 3 horas, los

_voluntarios del ensayo fueron consultados por la presencia o ausencia de reflujo géstrico. En

el grupo A se detecto 4 casos positivos; en el grupo B, 1 caso positivo.

Pasada una semana, se repiti¢ ¢l ensayo ¢on los mismos individuos de los grapos Ay B. En
esta ocasion, cada individuo del grupo A consumié 150 g de una nueva mezcla de yogurt 2;
paralelamente, cada individuo del grupo B consumié una nueva mezcla de yogurt 1. Luego de
3 horas, los voluntarios del ensayo fucron consultados por la presencia o ausencia de reflujo
géstrico. En el grupo A no se detectd casos positivos; en el grupo B, 5 casos positivos. Et
grupo de ensayos demuestra que los concentrados de EPA y DHA de la presente invencién no
presentan efectos secundarios tipicos de derivados marinos, como reflujo gastrico, debido
probablemente a la remocidn eficiente de agentes alergénicos originalmente presentes en la

materia prima.

Ejemplo 9.

20 g de la muestra M15 del ejemplo 5 se vertieron en una placa Petri de 15 cm de didmetro y
se introdujo en una cstufa de conveccién forzada a 45 °C por 6 horas. Posteriormente, la

muestra se retiré de la estufa y se dejé enfriar.
La muestra se evalud en un panel de 5 personas. No se detecté olor a pescado.

Se repitié el ensayo con la muestra M3 del! ejemplo comparativo 1. Se detectd un

caracteristico olor a pescado rancio.

Se repitié el ensayo con la muestra M5 del ejemplo comparativo 2. Se detectd un

caracteristico olor a pescado rancio.
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Se repiti6 el ensayo con la muestra de etil ésteres de 4cidos grasos 33/22 EPA/DHA utilizado

en el ejemplo 8. Se detectd un caracteristico olor a pescado rancio,

Ejemplo 10.

Se tom6 una porcién de la muestra M15 del gjemplo 5 y se evalué su estabilidad oxidativa
mediante andlisis de Rancimat. E! tiempo de induccién a 80°C fue de 28,11£0,97 horas.
Paralelamente s¢ realiz6 un ensayo Rancimat de la muestra de etil ésteres 33/22 utilizada en el
¢jemplo 8. El tiempo de induccitn a 80 °C fue de 1,67£0,10 horas.

Ejemplo 11.

Se tomé una muestra del residuo hexanico del Ejemplo 4 y se analizé mediante GC-MS en un
Cromatégrafo HP7890 acoplado a un detector de masas 5975Cinert. El informe
cromatografico muestra que se detectan més de 50 compuestos presentes en una

concentracién mayor a 1000 ppm como se observa en la tabla 1.

Tabla 11: Anilisis GC-MS del residuo hexsaico del ejemplo 4

s Nombre Compuesto Match, % CAS #

1 | beta.-Pinene 93 000127-91-3
2 11,2-Benzenedicarboxylic acid, mono (2-ethylhexyl) ester 50 004376-20-9
3 |1,4-Butanediamine, N-(3-aminopropy!)- 47 | 000124-20-9
4 | 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- 30 000078-70-6
5 {1-Anliinoisoquinoline 4] 013797-20-1
6 | 1-Nonadecene 94 018435-45-5
* 7 | 1R-.alpha.-Pinene 96 007785-70-8
2(1H)-Naphthalenone, 3,4,4a,5,6,7-hexahydro-4a-
8 |[(methylamino)methyl] 43 1000197-08-7
9 12,3-Dihydro-4-methyl-8-nitro-1H-1,5-benzodiazepin-2-one 52. | 037546-88-6
10 | 2-Decanone 55 000693-54-9
11 |3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxybenzaldehyde 64 001620-98-0
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12 |3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxybenzylalcohol 93 000083-26-6
13 {3-Carene 95 013466-78-9
14 j3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-m ethylethyl)- 93 000562-74-3
3-Fluore-2,2,3,4,4,5,5,6,6,7,7-undecamethyl-

15 |[1,2,3,4,5,6,7]oxahexasilepane 49 | 1000311-73-1
16 |4,4"-Ethylenebis(2,6-di-tert-butyl phenol) 94 | 001516-94-5
17 ]4,7,10,13,16,19-Docosahexaencic acid, methyl ester, (all-Z)- 38 002566-90-7
18 | 4-[4-Methylamino-1-methylbutylamino)-7-chloroquincline 27 031510-53-9
19 | 52-Aminopropyl)-2-methylphenol k}] 021618-99-5
20 |5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid, methyl ester, (all-Z)- 86 002734-47

21 |5-Androsten-17.alpha.-ethynyl-3.beta.,|7.beta.-diol 70 1000126-90-5
22 ] Acetamide, 2,2,2-trichloro- 53 000594-65-0
23 | Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)- 97 000527-84-4
24 | Benzo[h]quinoline, 2,4-dimethyl- 46 000605-67-4
25 |Benzoic acid, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl}-4-hydroxy-, methyl ester 60 002511-22-0
26 | Benzyl alcohol, .alpha.-(1-aminoethyl}m-hydroxy-, (-)- 25 000054-49-9
27 |Butanamide, 3-methyl- 38 000541-46-8
28 |Butylated Hydroxytoluene 89 000128-37-0
29 | Cholest-5-en-3-ol (3.beta.)- 99 000057-88-5
30 |Citronellyl isobutyrate 64 000097-89-2
31 | Cyclohexane, 1,2 4-triethenyl- 45 002855-27-8
32 | Cyclopropanemethanol, 2-methyl-2-(4-methyl-3-pentenyl)- 38 000541-05-9
33 | Dihydrocoumarin, 4,4,5,7,8-pentamethyl 46 039170-97-3
34 |dl-Alanyl-l-phenylalanine 43 108740-86-9
35 |Dodecane 58 000112-40-3
36 |Dodecane, 4-methyl- 58 006117-97-1

37 |Eucalyptol 98 000470-82-6
38 |Heptanamide, N-phenyl- 38 056051-98-0
39 |Hexadecane 95 000544-76-3
40 |Hexadecanoic acid, ethyl ester 98 000628-97-7
41 Methyl (Z)-5,11,14,17-eicosatetraenoate 50 059149-01-8
42 !Pentadecane 96 000629-62-9
43 |Pentadecane, 2,6,10,14-tetramethyl 91 001921-70-6
44 | Phenethylamine, p,.alpha.-dimethyl 43 000064-11-9
45 {Phenol, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl ethylethyl)- 50 004130-42-1
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46 | Phenol, 31,1-dimethylethyl)}-4-methoxy- 60 000088-32-4
47 | Phthalic acid, butyl hexyl ester 59 1000308-99-5
48 | Pterin-6-carboxylic acid 22 000948-60-7
49 | Squalene 99 007683-64-9
50 |Tetradecane 92 000629-59-4
51 | Thiocyanic acid, 5.alpha.-cholestan-3.beta.-yl ester 38 020997-50-6
52 | Thiocyanic acid, 5.alpha.-cholestan-3.beta -y] ester 52 020997-50-6
53 | Thiophene, 2,5-dibutyl- 59 006511-45-1
54 | Tridecane 92 000629-50-5
55 | Undecanoic acid, ethyl ester 70 000627-90-7

Como se observa en la tabla 11, ¢l proceso de la presente invencion es capaz de remover una

extensa familia de compuestos presentes en la materia prima, que no constituyen dcidos

grasos ® -3, y que probablemente contribuyen a ia generacion de efectos secundarios y

reversiones de sabor y olor no deseados.

4"
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REIVINDICACIONES.

1. Un proceso para obtener a partir de aceites de origen marino, un concentrado de ésteres de
EPA y DHA, CARACTERIZADO porque el proceso comprende las etapas:

a)

b)

4

€)

g)

h)

contactar aceite marino crudo o refinado con uno o mas alcalis y agua a una
temperatura no mayor a 100°C hasta obtener una mezcla que comprende aceite
marino saponificado;

contactar la mezcla con unc o mds solventes organicos para formar una fase de
extracto y una fase de refinado que comprende las sales alcalinas de acidos
grasos ;

separar la fase de extracto de la fase de refinado;

mezclar la fase de refinado con una solucién acuosa de un acido para formar
una fase acuosa y una fase no acuosa que comprende 4cidos grasos;

separar la fase acuosa de la fase no acuosa;

mezclar la fase no acuosa scparada con un alcohol y un catalizador de
esterificacién a una temperatura no mayor a 150°C hasta obtener una mezcla
esterificada que comprende ésteres de dcidos grasos;

remover el catalizador de la mezcla esterificada para obtener la mezcla
esterificada libre de catalizador;

desolventizar la mezcla esterificada libre de catalizador para obtener los ésteres
de los dcidos grasos, y

destilar los ésteres en columna de destilacién de senda corta a una temperatura
de a lo més 180°C y presién de menos de 1 mbar para obtener un concentrado

que comprende ésteres de EPA y DHA.

2. El proceso segin reivindicacién 1 CARACTERIZADO porque el lcali de etapa a) se elije

del grupo que consiste de hidréxido de sodio, hidréxido potasio, hidréxide de litio,

hidréxido de magnesio y sus mezclas, la razén en peso de dlcali al aceite crudo o refinado

es aproximadamente (,15:1, y la razén en peso de agua a aceite crudo o refinado ¢s entre
0,5:1y 2:1

42
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. El proceso segin reivindicacion 1 CARACTERIZADO porque la mezcla de ctapa a)

comprende etanol y la razén en peso de etanol a aceite crudo o refinado es entre 0,5:1 y
2:1.

. El proceso segin reivindicacién 1 CARACTERIZADO porque la mezcla de etapa a)

comprende hexano donde la razén en peso del hexanc a aceite crudo o refinado es entre
0,5:1y 2:1.

. El proceso segin reivindicacion | CARACTERIZADO porque la mezcla de etapa a)

comprende uno més antioxidantes donde la razén en peso del antioxidante a aceite crudo o

refinado es menor a 1:100.

. El proceso segin reivindicacion 1| CARACTERIZADO porque la mezcla de etapa a) se

mantiene a la presién de aproximadamente 1 bar y a la temperatura no mayor a 100°C
durante un perfodo de tiempo entre 30 y 120 minutos para obtener aceite marino

saponificado.

. El proceso segin reivindicacién 1 CARACTERIZADO porque en etapa b) la temperatura

es entre 20 a 60°C, la presion es aproximadamente 1 bar, se utiliza un sclvente elegido del
grupo que consiste de éter de petréleo, pentano, hexano, heptano y octano y la razén en

peso del solvente a la mezcla reaccionada es entre 1:1 y 5:1

. El proceso segin reivindicacién 1 CARACTERIZADO porque en etapa d) el 4cido se

elige del grupo formado por 4cido sulfiirico, dcido fosforico, dcido acético, 4cido férmico,
icido tricloroacético y 4cido carbdnico, la temperatura es entre 20 y 70°C, la presion es
alrededor 1 bar y la razén estequiométrica del acido a 4lcali utilizado de etapa a) es

aproximadamente 1,05:1.

. El proceso segin reivindicacién 1 CARACTERIZADO porque el alcohol de la etapa f) se

elige del grupo formado por metanol, etanol y glicerol, la temperatura es entre 30 y 80°C,

la presion aproximadamente | bar y la mezcla esterificante se mantiene a la temperatura

4%
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entre 30 y 80°C durante un tiempo entre 60 y 240 minutos para formar la mezcla
esterificada.

10. Ei proceso segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores CARACTERIZADO
5 porque los ésteres de dcidos grasos se destilan a una presion menor que 0,1 mbar y a una

temperatura menor que 150°C.

11. Un concentrado de ésteres de EPA y DHA obtenido segin el proceso de reivindicacién
10 CARACTERIZADO porque ¢l contenido total de ésteres de EPA y DHA es a lo menos
10 40 % en peso del concentrado, el contenido de isdmeros trans de dichos concentrados es
igual o inferior al contenido de isdmeros frans del aceite de origen marino, los
concentrados son organolépticamente neutros y estables, los contenidos de PCBs son
inferiores a 90 ng/g de concentrado y porque el contenido de dioxinas y furanos en los
concentrados son inferiores a 2 pg/g de concentrado.
15
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Descripcion de ia invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de page de las tasas establecidas {De ser ei caso formato de descuento)

Completa - ':] | incompleta l:'

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

HERERE

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espariol, tal como .fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)

[]
[]

L]
]

Indicacidn gue se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que p‘resehta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta ’:I

ESQUEMA DE TRAZADO |_] (Art. 92 Decision 486/00)

HERENIN

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D incompleta D
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