COMPOSICIONES DE ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS ENRIQUECIDOS
CON DHA

CAMPO DE LA INVENCION

Las formas de realizacion descritas en la presente se refieren a nuevas
composiciones lipidicas que estan enriquecidas con acido docosahexaenoico. Las
composiciones comprenden una mezcla de acidos grasos poliinsaturados que ofrecen
varios beneficios para la salud. Las composiciones pueden proporcionar beneficios
nutricionales y pueden obtenerse de una sola fuente que sea tanto escalable como
sostenible. También tienen una mayor estabilidad a la oxidacion.

ANTECEDENTES

Los éacidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) omega-3 son
ampliamente reconocidos como compuestos importantes para la salud humana y
animal. Estos acidos grasos se pueden obtener a partir de fuentes nutricionales o, en
menor medida, por conversion de los acidos grasos linoleico (LA, 18:2w-6) o a-linolénico
(ALA, 18:3w-3), los cuales se consideran acidos grasos esenciales en la dieta humana.

Desde un punto de vista nutricional, los acidos grasos omega-3 mas importantes
son probablemente el acido a-linolénico, el acido eicosapentaenoico ("EPA"; 20:5n-3) y
el acido docosahexaenoico ("DHA"; 22:6n-3). DHA es un LC-PUFA, que es importante
para el desarrollo del cerebro y de los ojos. La ingestién de PUFA omega-3 también
puede ayudar a prevenir enfermedades coronarias. Los estudios médicos indican
claramente gque estos acidos grasos tienen aspectos beneficiosos para la salud, como
la mejora de las funciones cardiovasculares e inmunitarias y la reduccién del cancer, la
diabetes y la presion arterial alta. Los resultados clinicos han demostrado que una
ingesta nutricional de 5,5 g de PUFA omega-3 por semana se puede vincular a una
reduccién del 50 % en el riesgo de paro cardiaco primario. En consecuencia, el aceite
gue contiene PUFA omega-3 tiene una gran demanda para fines farmacéuticos y
dietéticos.

En general, la estabilidad oxidativa de un acido graso disminuye notablemente a
medida que aumenta el nimero de enlaces dobles carbono-carbono o el grado de
insaturacion. Desafortunadamente, ALA, EPA y DHA son todas grasas poliinsaturadas
gue tienden a oxidarse facilmente. EPA (con 5 enlaces dobles carbono-carbono) es
significativamente mas propenso a la oxidacion que ALA; DHA (con 6 enlaces dobles

carbono-carbono) es incluso mas propenso a la oxidacion que EPA. Como
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consecuencia, aumentar el contenido de omega-3 tiende a reducir la vida util de muchos
productos. Estos problemas se vuelven particularmente agudos con aceites que
incluyen cantidades significativas de EPA o DHA.

El documento US 2015/223483 describe mezclas a base de aceite de canola que
tienen una estabilidad oxidativa mejorada. La estabilidad se logra mediante la adicién
de uno o mas aditivos.

El documento US 2011/0027443 describe composiciones de grasa y aceite que
contienen mezclas particulares de acido oleico, acido linoleico, acido alfa linolénico y
LC-PUFA con un perfil de sabor mejorado. ElI documento US 2004/209953 describe
productos nutricionales que contienen predominantemente monoglicéridos y diglicéridos
de LC-PUFA. ElI documento US 5.130.061 describe el uso de procesos de
transesterificacion y destilacion para extraer DHA de aceites crudos. El documento US
9.040.730 describe la purificacion de mezclas de lipidos que contienen PUFA para
reducir la cantidad de esteroles no deseados en la composicién. En cada uno de estos
casos, se utilizan aceites de pescado o microbianos como el material de origen a partir
del cual se obtienen mezclas especificas.

La solicitud de patente internacional n.° WO 2013/185184 describe procesos
para producir ésteres etilicos de acidos grasos poliinsaturados.

La solicitud de patente internacional n.° WO 2015/089587 y la solicitud de
patente estadounidense n.° US 2015/0166928 describe composiciones lipidicas
vegetales que comprenden una mezcla de 4cidos grasos omega-3 y omega-6. La canola
modificada genéticamente se describe en los documentos WO 2017/218969 y WO
2017/219006.

La solicitud de patente internacional n.© W0O2011039776 divulga composiciones
que contienen DHA altamente puro. La solicitud de patente estadounidense n.°© US
2011/0033595 describe productos que contienen DHA y EPA en una alta proporcion
combinada.

La inclusion o analisis de un documento publicado aparentemente de forma
previa en esta memoria descriptiva no deben tomarse necesariamente como un
reconocimiento de que el documento es parte del estado de la técnica o es de
conocimiento general comun.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona una

composicion lipidica de base vegetal que comprende:

0] acido docosahexaenoico (22:6n-3) en una cantidad de al menos
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alrededor de 86 % en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion; y

(i) un segundo acido graso poliinsaturado en una cantidad de al menos
alrededor de 3 % en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion, en
donde el segundo &cido graso poliinsaturado es el segundo 4cido graso poliinsaturado
mas abundante en la composicion;

en donde el &cido docosahexaenoico y el segundo acido graso poliinsaturado se
proporcionan cada uno independientemente en forma de un acido graso, una sal de
acido graso, un éster de acido graso o una sal de un éster de acido graso.

Dichas composiciones lipidicas se denominan en la presente "composiciones de
la invencion®.

La presente invencion se refiere a composiciones lipidicas que contienen niveles
altos de &cido docosahexaenoico (DHA), ya sea en forma de un &cido graso libre, una
sal, un éster 0 una sal de un éster. Se ha descubierto que estas composiciones se
pueden obtener de fuentes sustentables, por ejemplo, fuentes vegetales. También se
ha descubierto que tienen un perfil de estabilidad de almacenamiento mejorado que se
observa en una reduccion en la degradacién por oxidacién durante el almacenamiento.
El DHA, en particular, es reconocido como un compuesto importante para la salud
humana y animal. Estas composiciones se pueden usar en alimentos, nutracéuticos,
cosméticos y otras composiciones quimicas, y pueden ser Utiles como intermediarios e
ingredientes farmacéuticos activos.

Los niveles de &cidos grasos en las composiciones de la invencion se pueden
determinar usando métodos de rutina conocidos por las personas del oficio de nivel
medio. Tales métodos incluyen cromatografia de gases (GC) junto con estandares de
referencia, por ejemplo, de acuerdo con los métodos descritos en los ejemplos. En un
método particular, los acidos grasos se convierten en ésteres metilicos o etilicos antes
del analisis mediante GC. Tales técnicas se describen en los ejemplos. La posicién del
pico en el cromatograma se puede usar para identificar cada acido graso en patrticular,
y el area debajo de cada pico se integra para determinar la cantidad. Como se usa la
presente, a menos que se indique lo contrario, el porcentaje de acido graso particular
en una muestra se determina calculando el &rea bajo la curva en el cromatograma para
ese acido graso como un porcentaje del area total de acidos grasos en el cromatograma.
Esto corresponde esencialmente a un porcentaje en peso (p/p). La identidad de los
acidos grasos se puede confirmar mediante GC-MS.

Las referencias al acido docosahexaenoico y “DHA” en este contexto son, a

menos se especifiqgue lo contrario, referencias a la forma w3 de acido

3



docosahexaenoico, que es el acido docosahexaenoico que tiene una desaturacion
(enlace doble carbono-carbono) en el tercer enlace carbono-carbono desde el extremo
metilo del acido graso. Las formas abreviadas que se pueden usar indistintamente
incluyen "22:6n-3"y "22:6w-3".

Mas generalmente, los términos "acido graso poliinsaturado" y "PUFA" se
refieren a un acido graso que comprende al menos dos enlaces dobles carbono-
carbono. Los términos "acido graso poliinsaturado de cadena larga" y "LC-PUFA" se
refieren a un acido graso que comprende al menos 20 atomos de carbono y al menos
dos enlaces dobles carbono-carbono en su cadena de carbono, y, por lo tanto, incluyen
VLC-PUFA. Como se usa en la presente, los términos "acido graso poliinsaturado de
cadena muy larga"y "VLC-PUFA" se refieren a un acido graso que comprende al menos
22 atomos de carbono y al menos tres enlaces dobles carbono-carbono en su cadena
de carbono. Normalmente, el nimero de atomos de carbono en la cadena de carbono
del acido graso se refiere a una cadena de carbono no ramificada. Si la cadena de
carbono es ramificada, el numero de atomos de carbono excluye a los de los grupos
laterales.

Los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga pueden ser 4cidos grasos w3
("omega-3"), es decir, acidos grasos que tienen una desaturacion (enlace doble
carbono-carbono) en el tercer enlace carbono-carbono del extremo metilo del acido
graso. De manera alternativa, pueden ser acidos grasos w6 ("omega-6"), es decir,
acidos grasos que tienen una desaturacion (enlace doble carbono-carbono) en el sexto
enlace carbono-carbono del extremo metilo del acido graso. Mientras que otros patrones
de insaturacion pueden estar presentes, las formas w6 y particularmente w3 son
particularmente relevantes en el contexto de la presente invencion.

Las composiciones de la invencion comprenden al menos dos &cidos grasos
poliinsaturados diferentes, incluidos DHA y al menos otro acido graso poliinsaturado. El
DHA es el acido graso mas abundante presente en la composicion (en peso con
respecto al contenido total de &cidos grasos de la composicidon). El segundo acido graso
mas abundante en la composicién (en peso con respecto al contenido total de acidos
grasos de la composicién) se denomina en la presente como "segundo &cido graso
poliinsaturado” o "segundo PUFA".

El DHA y el segundo PUFA pueden estar presentes cada uno en forma de un
acido graso, una sal de acido graso, un éster de acido graso o una sal de un éster de
acido graso.

Como se usa en la presente, el término "acido graso” se refiere a un acido
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carboxilico (o acido organico), a menudo con una cola alifatica larga, saturada o
insaturada. Tipicamente, los acidos grasos tienen una cadena unida carbono-carbono
de al menos 8 atomos de carbono de longitud, mas particularmente al menos 12
carbonos de longitud. La mayoria de los acidos grasos naturales tienen un nimero par
de atomos de carbono porque su biosintesis incluye acetato que tiene dos atomos de
carbono. Los acidos grasos pueden estar en un estado libre (no esterificado),
denominado en la presente como un "acido graso libre", o en una forma esterificada tal
como un éster alquilico, parte de un triglicérido, parte de un diacilglicérido, parte de un
monoacilglicérido, unido a acil-CoA (tioéster) u otra forma unida, o una mezcla de estos.
El acido graso se puede esterificar como un fosfolipido tal como una fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol 0
difosfatidilglicerol, aunque preferiblemente se esterifica como un éster alquilico,
especialmente como un éster etilico. Para evitar dudas, a menos que se indique lo
contrario, el término "acido graso" abarca acidos grasos libres, ésteres de acidos grasos
y sales de cualquiera de estos. A menos que se indique lo contrario, los valores
cuantitativos asociados con &cidos grasos particulares se refieren a la cantidad
(calculada en funcién del peso) de ese acido graso presente, independientemente de la
forma (por ejemplo, &cido libre o éster) en la que esta presente.

Cada &cido graso en la composicion también se puede proporcionar
independientemente en forma de una sal de un &cido graso, por ejemplo, una sal
alcalina o una sal alcalinotérrea. Las sales particulares que se pueden mencionar
incluyen sales de litio y sales de calcio. Tales sales tienen potenciales beneficios
medicinales adicionales u ofrecen mejoras de procesabilidad. De forma similar, se
puede proporcionar un éster de acido graso en forma de una sal de un éster de acido
graso. Cualquier composicion de acidos grasos en forma de acidos grasos libres, sales,
ésteres o0 sales de ésteres puede estar presente en las composiciones de la invencion.
Con esto, se quiere decir que, por ejemplo, el DHA puede estar presente
predominantemente como un éster etilico, el ALA (si esta presente) puede estar
presente predominantemente como una sal de calcio de un éster metilico, y el segundo
PUFA puede estar presente predominantemente como un acido graso libre.

Los "&cidos grasos saturados" no contienen enlaces dobles u otros grupos
funcionales a lo largo de la cadena. El término "saturado" se refiere a hidrégeno, ya que
todos los carbonos (aparte del grupo &cido carboxilico [-COOH]) contienen la mayor
cantidad posible de hidrogenos. En otras palabras, el extremo omega (w) esta unido a

tres &tomos de hidrégeno (CHs-) y cada carbono dentro de la cadena esta unido a dos
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atomos de hidrégeno (-CH,-). El término "acido graso total" incluye acidos grasos en
todas las formas, ya sean saturados o insaturados, acidos libres, ésteres y/o sales.

El término "alrededor de", como se usa en la presente cuando se refiere a un
valor medible tal como una cantidad de un compuesto, peso, tiempo, temperatura y
similares, se refiere a variaciones del 20 %, 10 %, 5 %, 1 %, 0,5 % o incluso 0,1 % de la
cantidad especificada.

Las composiciones de la invencidn que se pueden mencionar incluyen aquellas
que contienen una alta concentracion de acidos grasos omega-3, muchos de los cuales
se denominan "grasas esenciales" y se consideran particularmente importantes para la
salud humana. Los &cidos grasos omega-3 pueden tener efectos beneficiosos sobre los
niveles de colesterol HDL, respaldar el desarrollo cerebral en los jévenes, y se ha
demostrado que son beneficiosos para la salud mental. Estos &acidos grasos
generalmente se consideran precursores de eicosanoides con propiedades
antiinflamatorias. Las composiciones particulares de la invencidbn que se pueden
mencionar incluyen aquellas en las que la cantidad total de &cidos grasos
poliinsaturados omega-3 en la composicion lipidica es de al menos alrededor de 90 %,
tal como de al menos alrededor de 95 %, en peso del contenido total de acidos grasos
de la composicion.

Los acidos grasos omega-6 también se consideran importantes para la salud
humana. En particular, ciertos acidos grasos omega-6 son “grasas esenciales”
necesarias para una buena salud, pero el cuerpo no puede sintetizarlos. Sin embargo,
se ha demostrado que las grasas omega-6 son precursoras de los eicosanoides con
mas propiedades proinflamatorias, por lo que cuando se producen demasiados de estos
eicosanoides, pueden aumentar la inflamacion y la enfermedad inflamatoria. Por lo
tanto, puede ser deseable minimizar la cantidad de tales &cidos grasos en
composiciones lipidicas. En general, se acepta que la proporcién de acidos grasos
omega-6 y omega-3 en la dieta debe ser de 4:1 o menos. Sin embargo, la dieta
occidental normal suele contener una mayor proporcion de 4cidos grasos omega-6. Las
composiciones lipidicas de la presente invencién contienen ventajosamente bajas
cantidades de acidos grasos omega-6, mientras que simultdneamente contienen altas
cantidades de los &cidos grasos omega-3 mas beneficiosos. En una forma de
realizaciéon, la cantidad total de acidos grasos poliinsaturados omega-6 en la
composicion es, como méaximo, de alrededor de 5 % en peso del contenido total de
acidos grasos de la composicion. En otra forma de realizacion, la relacion del peso total

de 4&cidos grasos poliinsaturados omega-3 y el peso total de acidos grasos
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poliinsaturados omega-6 en la composicion es de al menos alrededor de 10:1. En una
forma de realizacion adicional, la relacion del peso total de 4cidos grasos poliinsaturados
omega-3 Y el peso total de acidos grasos poliinsaturados omega-6 en la composicion es
de al menos alrededor de 20:1.

Las composiciones lipidicas que contienen acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga se obtienen tipicamente de fuentes marinas (por ejemplo, peces,
crustaceos), fuentes de algas o fuentes vegetales (por ejemplo, lino o echium). La
materia organica de partida se procesa primero para extraer el aceite (generalmente
denominado aceite "crudo") que contiene. En el caso de las semillas de plantas, por
ejemplo, las semillas se trituran para liberar el aceite que luego se separa de la materia
sélida por filtracién y/o decantacion. Los aceites crudos a menudo contienen niveles de
acidos grasos poliinsaturados que son demasiado bajos para ser utiles (por ejemplo,
como productos nutricionales), por lo que se requiere enriguecimiento. Cuando el aceite
crudo carece de uno o mas componentes esenciales, a menudo es comun mezclar
aceites crudos o enriquecidos de multiples fuentes (por ejemplo, de peces y algas) para
obtener la composicion deseada. De manera alternativa, el enriquecimiento se puede
lograr procesando el aceite crudo para eliminar componentes no deseados (por ejemplo,
componentes que afectan negativamente el color, el olor o la estabilidad del producto,
0 &cidos grasos no deseados), mientras se maximizan los niveles de los componentes
de acido graso deseados.

Las composiciones de la presente invencidn se pueden obtener ventajosamente
a partir de una unica fuente. El uso de una sola fuente facilita el procesamiento eficiente
y econémico del aceite crudo y la fabricacion de las composiciones lipidicas de la
invencién. Con la frase "se puede obtener de una sola fuente" (u "obtenida de una Gnica
fuente"), se indica que la composicién lipidica se puede obtener de uno o mas
organismos de una sola clase taxondmica. En una forma de realizacion particular, la
composicion lipidica no se deriva de multiples organismos de diferentes clases
taxonémicas. Por ejemplo, las composiciones lipidicas pueden no ser mezclas de
aceites obtenidos de una combinacién de peces y algas, o una combinacion de pecesy
plantas. En cambio, las composiciones lipidicas de la invencién (o los aceites "crudos”
a partir de los cuales se pueden obtener mediante técnicas de enriquecimiento, como la
transesterificacion, la destilacion y la cromatografia) se pueden obtener de una sola
poblacién de organismos, por ejemplo, una sola fuente de materia vegetal o vegetacion.
Para evitar dudas, la frase "obtenible de una sola fuente" no excluye el uso de mdltiples

organismos de la misma especie como fuente de la composicion lipidica o aceite
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"crudo", es decir, el uso de mdltiples peces, reservas de algas, plantas, o semillas de
plantas que son de la misma especie. Dichos multiples organismos son preferentemente
de la misma especie, o de la misma linea de reproduccién, o de la misma variedad
vegetal, o de la misma reserva o lote de produccion.

En particular, en las composiciones lipidicas de la invencién, el DHA esta
presente en una cantidad de al menos alrededor de 87 % (tal como al menos alrededor
de 88 %) en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion. Otras
composiciones particulares que pueden mencionarse incluyen aquellas que contienen
DHA en una cantidad de al menos alrededor de 90 % en peso del contenido total de
acidos grasos de la composicion. En otras formas de realizacion adicionales de la
invencion, el DHA est4 presente en una cantidad de hasta alrededor de 96 % (tal como
hasta alrededor de 95 %) en peso del contenido total de acidos grasos de la
composicion.

Se ha descubierto ventajosamente que las composiciones lipidicas de la
invencién contienen un alto nivel de DHA en relacién con la cantidad de EPA presente.
Por lo tanto, en una forma de realizacion, la relacibn en peso de acido
docosahexaenoico y acido eicosapentaenoico en las composiciones lipidicas es de al
menos alrededor de 50:1. En formas de realizacion adicionales, la relacién en peso de
acido docosahexaenoico y acido eicosapentaenoico en las composiciones lipidicas
puede ser superior a alrededor de 100:1, tal como mayor que alrededor de 300:1, v,
mas particularmente, mayor que alrededor de 500:1.

Favorablemente, la cantidad de EPA en las composiciones puede ser muy baja.
En formas de realizacién particulares, las composiciones lipidicas contienen hasta
alrededor de un 1 %, mas particularmente hasta alrededor de un 0,5 %, de EPA en peso
del contenido total de acidos grasos de la composicion.

Las composiciones de la invencién contienen un segundo &cido graso
poliinsaturado en una cantidad de al menos alrededor de 3 % en peso del contenido
total de acidos grasos de la composicion. Dicho segundo acido graso poliinsaturado es
identificable como el segundo &cido graso poliinsaturado mas abundante en la
composicion. El segundo PUFA puede ser cualquier PUFA (o sal, éster o sal de un éster
de este), tal como un PUFA omega-3 (por ejemplo, ETA, EPA, SDA o DPA). En formas
de realizacion particulares, dicho segundo PUFA es un &cido graso poliinsaturado
omega-3 C:20-24 que contiene al menos 4 insaturaciones. Se prefiere particularmente
gue el segundo PUFA sea acido eicosatetraenoico (ETA; 20:4n-3) (o0 una sal, éster o sal

de un éster de este).



En compaosiciones lipidicas particulares de la invencién, el segundo PUFA (por
ejemplo, ETA) esta presente en una cantidad de alrededor de 3 % a alrededor de 12 %
en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion. Otras composiciones
particulares que pueden mencionarse incluyen aquellas que contienen el segundo
PUFA (por ejemplo, ETA) en una cantidad de alrededor de 4 % a alrededor de 10 % (de
alrededor de 5 % a alrededor de 8 %) en peso del contenido total de acidos grasos de
la composicion.

En una forma de realizacién, la composicion de la invencién contiene ademas
acido a-linolénico (ALA) en una cantidad de alrededor de 0,1 % a alrededor de 4 % en
peso del contenido total de acidos grasos de la composicion. EI ALA es una grasa
esencial que es importante para la salud humana o animal adecuada. En tales formas
de realizacion adicionales, la composicion contiene ALA en una cantidad de alrededor
de 0,3 % a alrededor de 4 %, mas particularmente de alrededor de 0,5 % a alrededor de
2 %, en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion.

Por lo tanto, una composicion lipidica de base vegetal particular de la invencién
gque se puede mencionar es una que comprende:

0] acido docosahexaenoico (22:6n-3) en una cantidad de al menos
alrededor de 86 % en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion;

(i) un segundo acido graso poliinsaturado en una cantidad de al menos
alrededor de 3 % en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion, en
donde el segundo &cido graso poliinsaturado es el segundo 4cido graso poliinsaturado
mas abundante en la composicién; y

(iii) acido a-linolénico (18:3n-3) en una cantidad de alrededor de 0,1 % a
alrededor de 4 % en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion;

en donde el &cido docosahexaenoico, el segundo acido graso poliinsaturado y el
acido a-linolénico se proporcionan cada uno independientemente en forma de un acido
graso, una sal de acido graso, un éster de acido graso o una sal de un éster de acido
graso.

Las composiciones de la invencion contienen hasta alrededor de un 0,5 % de
acido palmitico (16:0) en peso del contenido total de &cidos grasos de la composicion.
En formas de realizacion particulares, las composiciones contienen hasta alrededor de
0,1 %, mas particularmente hasta alrededor de 0,05 %, de acido palmitico en peso del
contenido total de 4cidos grasos de la composicion.

Las composiciones de la invencion también pueden contener otros acidos grasos

omega-3 (ademas del DHA y el segundo PUFA) como el acido docosapentaenoico
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(DPA; 22:5n-3) y/o el acido estearidonico (SDA; 18:4n-3). En una forma de realizacion
particular, las composiciones contienen DPA en una cantidad de al menos alrededor de
0,1 %, particularmente de al menos alrededor de 0,2 %, en peso del contenido total de
acidos grasos de la composicién. En tales formas de realizacion, el DPA puede estar
presente en una cantidad de hasta alrededor de 1 %, mas particularmente de hasta
alrededor de 0,5 %, en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion.

Las preferencias y opciones para un aspecto, caracteristica o forma de
realizacion de la invencion determinada, a menos que el contexto indique lo contrario,
deben considerarse divulgadas en combinacidon con todas y cada una de las
preferencias y opciones para todos los demas aspectos, caracteristicas y formas de
realizacién de la invencién. Por ejemplo, las cantidades particulares de DHA, el segundo
PUFA y el ALA (si esta presente) indicados en los pasajes anteriores se describen en
todas las combinaciones.

Una composicion lipidica particular que, por lo tanto, se puede mencionar es una
que comprende:

0] acido docosahexaenoico (22:6n-3) en una cantidad de al menos
alrededor de 86 % en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion;

(i) acido eicosatetraenoico (20:4n-3) en una cantidad de al menos alrededor
de 3 % en peso del contenido total de &cidos grasos de la composicion, en donde dicho
acido eicosatetraenoico es el segundo acido graso poliinsaturado mas abundante en la
composicion; y

(iii) acido a-linolénico (18:3n-3) en una cantidad de alrededor de 0,1 % a
alrededor de 4 % en peso del contenido total de acidos grasos de la composicion;

en donde el acido docosahexaenoico, el acido eicosatetraenoico y el 4cido a-
linolénico se proporcionan cada uno independientemente en forma de un acido graso,
una sal de acido graso, un éster de acido graso o una sal de un éster de acido graso.

En las composiciones de la invencion, el DHA, el ALA (si esta presente) y el
segundo PUFA pueden estar presentes independientemente en forma de un &cido
graso, una sal de &cido graso, un éster de acido graso o una sal de un éster de acido
graso. En una forma de realizacion particular, estos componentes toman cada uno la
misma forma, por ejemplo, pueden estar todos en forma de un &cido graso, todos en
forma de una sal de acido graso, todos en forma de un éster de acido graso o todos en
forma de una sal de éster de acido graso. Cuando los componentes estan en forma de
una sal de &cido graso, éster o sal de un éster, entonces los componentes pueden estar

en forma de la misma sal, éster o sal del éster. Por ejemplo, el DHA, el ALA (si esta
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presente) y el segundo PUFA se pueden proporcionar en forma de un éster etilico del
acido graso.

En una forma de realizacién particular, el DHA, el ALA (si esta presente) y el
segundo PUFA se proporcionan independientemente en forma de una sal de un éster
de &cido graso o, mas particularmente, en la forma de un éster de acido graso. Las
formas adecuadas de ésteres de acidos grasos son conocidas por las personas del
oficio de nivel medio. Por ejemplo, las formas de ésteres de &cidos grasos que son
aceptables desde el punto de vista farmacéutico y/o nutricional incluyen ésteres etilicos,
ésteres metilicos, fosfolipidos, monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos de acidos
grasos. Se pueden requerir diferentes formas de éster seguin el uso previsto de la
composicion lipidica. Por ejemplo, los triglicéridos son particularmente adecuados para
su uso en alimentos destinados al consumo humano, especialmente el consumo infantil,
debido en parte al sabor y la estabilidad de estas formas de éster en el tratamiento
térmico (que puede ser necesario para tales productos alimenticios). Los ésteres etilicos
son particularmente adecuados para su uso en suplementos dietéticos, ya que estas
formas de éster se pueden fabricar de manera eficiente y facil, y no es necesaria la
conversion a una forma de triglicéridos. Por lo tanto, en una forma de realizacion
adicional, el DHA, el ALA (si est& presente) y el segundo PUFA se proporcionan cada
uno independientemente en forma de un éster etilico de acido graso o como parte de un
triglicérido.

Los triglicéridos son ésteres derivados de glicerol y tres &cidos grasos. Como la
presente invencion se refiere a mezclas de acidos grasos, los componentes de 4cidos
grasos en tales triglicéridos se pueden mezclar en las proporciones correspondientes.
Es decir, si bien una mezcla de diferentes moléculas de triglicéridos puede estar
presente en una composicion, el perfil general de 4cidos grasos en la composicion es
como se define en las reivindicaciones.

Los componentes de A&cidos grasos pueden estar presentes, de manera
alternativa, en forma de &cidos grasos "libres", es decir, la forma -COOH del &cido graso.
Sin embargo, en composiciones particulares de la invencion, las composiciones
contienen niveles relativamente bajos de acidos grasos en esta forma porque estan
asociados con un sabor desagradable (a menudo, "jabonoso"), y son menos estables
gue los acidos grasos que estan en una forma esterificada. Los acidos grasos libres se
eliminan tipicamente de los aceites y composiciones lipidicas mediante refinacion fisica
o alcalina, por ejemplo, de acuerdo con los procesos descritos en otra parte de la

presente. Por lo tanto, en una forma de realizacion, el contenido total de acidos grasos
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libres en las composiciones lipidicas es inferior al 5% (por ejemplo, inferior al 3 %,
particularmente inferior al 2 %) en peso del contenido total de &cidos grasos de la
composicion.

Los acidos grasos en las composiciones lipidicas de la invencion son tipicamente
acidos grasos de cadena lineal (es decir, no ramificada). Las composiciones de la
invencién que se pueden mencionar incluyen aquellas que contienen niveles muy bajos
de acidos grasos de cadena ramificada y sus ésteres, de modo que la composicion esta
esencialmente libre de acidos grasos de cadena ramificada y ésteres de acidos grasos
de cadena ramificada. Por "niveles bajos" se debe entender que la composicién contiene
acidos grasos de cadena ramificada y ésteres de acidos grasos en una cantidad de,
como maximo, alrededor de 0,1 % en peso del total de &cidos grasos de la composicion.

Las composiciones lipidicas de la invencion también pueden contener otros
componentes (por ejemplo, distintos de los acidos grasos) que se originan a partir del
material de origen y que no se eliminan completamente durante el proceso de extraccion
y enriquecimiento. Las identidades precisas de esos otros componentes variaran
enormemente segun el material de origen. Los ejemplos de tales otros componentes
incluyen fitoesteroles (es decir, esteroles vegetales y estanoles vegetales) presentes
como esterol libre o como éster de esterol (como B-sitosterol, B-sitostanol, A5-
avenasterol, campesterol, A5-stigmasterol, A7-stigmasterol y A7-avenasterol,
colesterol, brassicasterol, chalinasterol, campesterol, campestanol y eburicol). Otros
ejemplos incluyen antioxidantes, tales como tocoferoles y tocotrienoles. Por lo tanto, las
composiciones lipidicas particulares de la invencién que pueden mencionarse incluyen
aquellas que contienen cantidades detectables de uno o mas fitoesteroles (tales como
B-sitosterol). Dichos esteroles pueden estar presentes en al menos alrededor de 0,01 %,
pero tipicamente en no mas de alrededor de 1 % en peso de la composicion lipidica.

Las composiciones de la presente invencidn pueden obtenerse ventajosamente
a partir de fuentes vegetales (fuentes "de plantas"). Por el término "de base vegetal”, se
debe entender que al menos el 70 % en peso de los lipidos que estan presentes en las
composiciones de la invencion se obtienen de fuentes vegetales. Las fuentes vegetales
incluyen plantas, particularmente cultivos tales como los cereales. En al menos una
forma de realizacion, los lipidos se obtienen de un cultivo de oleaginosas tal como
Brassica, por ejemplo, Brassica napus o Brassica juncea. Para evitar dudas, sin
embargo, no es esencial que las composiciones se obtengan Unicamente de dichas
fuentes, es decir, una proporcién (por ejemplo, como maximo, del 30 % en peso) de los

lipidos en las composiciones de la invencion se puede obtener de otras fuentes,
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incluidos los aceites marinos (por ejemplo, pescado o crustaceos), aceites de algas y
combinaciones de estos. En un ejemplo, al menos el 80 %, por ejemplo, al menos el
90 %, en peso de los lipidos que estan presentes se obtienen de fuentes vegetales. En
composiciones particulares de la invencion, esencialmente todos los lipidos (es decir, al
menos el 95 %, al menos el 99 %, o alrededor de 100 %) se obtienen de fuentes
vegetales.

En una forma de realizacion, las composiciones de la invencion (y los alimentos
y composiciones farmacéuticas definidas a continuacion) no son de origen animal (por
ejemplo, animal marino). Es decir, en tales formas de realizacién, las composiciones
lipidicas no contienen ningiin componente que se obtenga de animales, tales como
peces y crustaceos. Se cree que las composiciones lipidicas en las que no se obtienen
componentes de un animal son ventajosas en términos de contenido de lipidos, y un
perfil de estabilidad que se puede lograr siguiendo los procedimientos estandar de
refinacion y/o enriquecimiento.

El uso de plantas como fuente de lipidos o acidos grasos ofrece una serie de
ventajas. Por ejemplo, se sabe que las fuentes marinas de aceites contienen niveles
relativamente altos de contaminantes (como mercurio, PCB y alérgenos de pescado [por
ejemplo, parvalbiminas]) que no se encuentran en los materiales vegetales. La
sobrepesca histérica también ha agotado las poblaciones de peces y crustaceos (por
ejemplo, el krill), por lo que ya no son sustentables. Por lo tanto, la presente invencion
ofrece una composicion de aceite de &cidos grasos poliinsaturados de origen
sustentable que contiene niveles relativamente bajos de contaminantes no deseados.

En una forma de realizacién particular, la composicién de la invencion se deriva
de una planta. Las plantas de las que se obtienen los aceites son tipicamente cultivos
de semillas oleaginosas, tales como copra, semilla de algoddn, linaza, semilla de palma,
mani, colza, semilla de soja y girasol. Por lo tanto, las composiciones obtenidas
exclusivamente de plantas se pueden denominar aceites "vegetales" o "composiciones
lipidicas vegetales". Las plantas adecuadas a partir de las cuales se pueden obtener las
composiciones lipidicas de la invencion son conocidas por las personas del oficio de
nivel medio e incluyen Brassica sp., Gossypium hirsutum, Linum usitatissimum,
Helianthus sp., Carthamus tinctorius, Glycine max, Zea mays, Arabidopsis thaliana,
Sorghum bicolor, Sorghum vulgare, Avena sativa, Trifolium sp., Elaesis guineenis,
Nicotiana benthamiana, Hordeum vulgare, Lupinus angustifolius, Oryza sativa, Oryza
glaberrima, Camelina sativa, o Crambe abyssinica. Una fuente vegetal particular que

puede mencionarse a este respecto es Brassica sp.
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Las fuentes adecuadas (incluidas las fuentes marinas, de algas y vegetales)
pueden ser naturales, o pueden ser modificadas genéticamente para mejorar su
habilidad de producir acidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Los expertos en la
técnica conocen ejemplos de fuentes vegetales que se han modificado genéticamente
para este propdsito, es decir, que se originan a partir de células vegetales
recombinantes, y se describen en las solicitudes de patente internacional n.°
PCT/AU2013/000639 (publicada como WO 2013/185184), PCT/AU2014/050433
(publicada como WO 2015/089587) y PCT/AU2015/050340 (publicada como WO
2015/196250). La canola modificada genéticamente se describe en los documentos WO
2017/218969 y WO 2017/219006. Las descripciones en todas las publicaciones
mencionadas en la presente se incorporan como referencia en su totalidad.

Las composiciones lipidicas de la invencion se pueden obtener directamente de
una fuente natural (por ejemplo, un animal, algas y/o una planta). Sin embargo,
normalmente es necesario procesar los aceites obtenidos de fuentes naturales para
enriquecerlos. Los procesos de enriquecimiento adecuados se ejemplifican en los
Ejemplos.

Las fuentes adecuadas de composiciones lipidicas de la invencién, o aceites
"crudos" que se pueden mezclar o enriquecer para producir esas composiciones,
incluyen especies marinas, algas y plantas. Los procesos para obtener aceites de
fuentes marinas son bien conocidos en el estado de la técnica.

Las fuentes vegetales (como las fuentes de semillas oleaginosas) son
particularmente adecuadas debido a los bajos niveles de ciertos contaminantes y la
sustentabilidad superior, como se analiz6 anteriormente. Las plantas como Brassica sp.
(por ejemplo, canola) producen semillas que se pueden procesar para obtener aceite.

Extraccion de aceites/lipidos.

Las técnicas que se practican habitualmente en el estado de la técnica pueden
utilizarse para extraer, procesar y analizar aceites producidos por plantas y semillas. Por
lo general, las semillas de plantas se cocinan, se prensan, y se extrae el aceite para
producir aceite crudo. Ese aceite puede, a su vez, ser desgomado, refinado, blanqueado
y/o desodorizado. Se ha descubierto que una combinacién de desgomado, refinado,
blanqueamiento y desodorizado es particularmente eficaz para preparar mezclas de
lipidos enriquecidas con DHA. Asi, en una forma de realizacion, la composicion lipidica
se obtiene de un aceite de semilla que se ha desgomado, refinado, blanqueado y/o
desodorizado. Sin embargo, no es necesario que los aceites se procesen de esta

manera y se puede lograr una purificacion y un enriquecimiento adecuados sin estos
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métodos.

En general, las técnicas para triturar semillas son conocidas en el estado de la
técnica. Por ejemplo, las semillas oleaginosas se pueden atemperar rociandolas con
agua para elevar el contenido de humedad, por ejemplo, un 8,5 %, y se descascaran
utilizando un rodillo liso con un espacio de separacion de 0,23 mm a 0,27 mm. Segun el
tipo de semilla, es posible gue no se agregue agua antes de la trituracion. La extracciéon
también se puede lograr mediante un proceso de extrusién. El proceso de extrusién
puede o no usarse en lugar del descascaramiento, y algunas veces se usa como un
proceso adicional antes o después del prensado de tornillos.

En una forma de realizacién, la mayoria del aceite de semilla se libera mediante
trituracion utilizando una prensa de tornillo. El material sélido expulsado de la prensa de
tornillo se extrae luego con un solvente, por ejemplo, hexano, utilizando una columna de
trazado térmico, después de lo cual el solvente se elimina del aceite extraido. De manera
alternativa, el aceite crudo producido por la operacion de prensado puede hacerse pasar
a través de un tanque de sedimentacion con una parte superior de drenaje de alambre
ranurado para eliminar los solidos que se expresan con el aceite durante la operacion
de prensado. El aceite clarificado se puede hacer pasar a través de un filtro de placa y
marco para eliminar las particulas soélidas finas restantes. Si se desea, el aceite
recuperado del proceso de extraccion se puede combinar con el aceite clarificado para
producir un aceite crudo mezclado. Una vez que el solvente se elimina del aceite crudo,
las porciones prensadas y extraidas se combinan y se someten a los procedimientos
normales de procesamiento de aceite.

Refinamiento vy purificacion

Como se usa en la presente, el término "purificado” cuando se usa en relacion
con el lipido o aceite de la invencion significa tipicamente que el lipido o aceite extraido
se ha sometido a una 0 mas etapas de procesamiento para aumentar la pureza del
componente de lipido/aceite. Por ejemplo, las etapas de purificacién pueden
comprender uno o mas de: desgomado, desodorizacion, decoloracion o secado del
aceite extraido. Sin embargo, como se usa en la presente, el término "purificado” no
incluye un proceso de transesterificacion u otro proceso que altere la composicion de
acidos grasos del lipido o aceite de la invencion para aumentar el contenido de DHA
como porcentaje del contenido total de &cidos grasos. Expresado en otras palabras, la
composicion de acidos grasos del lipido o aceite purificado es esencialmente la misma
gue la del lipido o aceite no purificado.

Los aceites vegetales pueden ser refinados (purificados) una vez extraidos de la
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fuente vegetal, utilizando uno o mas de los siguientes procesos, y particularmente
utilizando una combinacién de desgomado, refinacidon alcalina, blanqueamiento y
desodorizacion. Las personas del oficio de nivel medio conocen métodos adecuados
(por ejemplo, los descritos en el documento WO 2013/185184).

El desgomado es una etapa temprana en la refinacién de aceites y su propdsito
principal es la eliminacién de la mayoria de los fosfolipidos del aceite. La adicién de
alrededor de 2 % de agua, que tipicamente contiene acido fosférico, a una temperatura
de 70 a 80 °C, al aceite crudo resulta en la separaciéon de la mayoria de los fosfolipidos
acompafiados por trazas metdlicas y pigmentos. El material insoluble que se elimina es
principalmente una mezcla de fosfolipidos y triacilgliceroles. El desgomado se puede
realizar mediante la adicion de &cido fosforico concentrado al aceite de semilla crudo
para convertir los fosfatidos no hidratables en una forma hidratable y para quelar los
metales menores que estan presentes. La goma se separa del aceite de semilla
mediante centrifugacion.

La refinacion alcalina es uno de los procesos de refinacion para el tratamiento
de aceite crudo, a veces también conocido como neutralizacion. Suele seguir el
desgomado y precede al blanqueamiento. Después del desgomado, el aceite de semilla
se puede tratar mediante la adicién de una cantidad suficiente de una solucién alcalina
para titular todos los acidos grasos libres y acido fosférico, y eliminar los jabones asi
formados. Los materiales alcalinos adecuados incluyen hidroxido de sodio, hidréxido de
potasio, carbonato de sodio, hidréxido de litio, hidréxido de calcio, carbonato de calcio
e hidroxido de amonio. La refinacion alcalina se realiza normalmente a temperatura
ambiente y elimina la fraccion de acidos grasos libres. El jab6n se elimina mediante
centrifugaciéon o mediante extraccion en un solvente para el jabén, y el aceite
neutralizado se lava con agua. Si es necesario, cualquier exceso de alcalino en el aceite
se puede neutralizar con un acido adecuado, como 4cido clorhidrico o acido sulfurico.

El blanqueamiento es un proceso de refinacién en el que los aceites se calientan
entre 90 y 120 °C durante 10 a 30 minutos en presencia de una tierra blanqueadora (0,2
a 2,0 %) y en ausencia de oxigeno mediante la operacién con nitrégeno o vapor o al
vacio. El blanqueamiento esta disefiado para eliminar pigmentos no deseados
(carotenoides, clorofila, etc.) y el proceso también elimina productos de oxidacion, trazas
metalicas, compuestos de azufre y trazas de jabon.

La desodorizacion es un tratamiento de aceites y grasas a alta temperatura (por
ejemplo, alrededor de 180 °C) y baja presion (0,1 a 1 mm Hg). Esto se logra tipicamente

mediante la introduccion de vapor en el aceite de semilla a una velocidad de alrededor
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de 0,1 ml/minuto/100 ml de aceite de semilla. Después de unos 30 minutos de rocio, se
deja enfriar el aceite de semilla al vacio. Este tratamiento mejora el color del aceite de
semillay elimina la mayoria de las sustancias volatiles o0 compuestos olorosos, incluidos
los &cidos grasos libres restantes, monoacilgliceroles y productos de oxidacion.

La winterizacién es un proceso que a veces se usa en la producciéon comercial
de aceites para la separacién de aceites y grasas en fracciones soélidas (estearina) y
liquidas (oleina) mediante cristalizacién a temperaturas subambientales. Se aplicé
originalmente al aceite de semilla de algodén para producir un producto libre de sdélidos.
Normalmente se utiliza para disminuir el contenido de acidos grasos saturados de los
aceites.

Transesterificacion

Los aceites crudos generalmente contienen los &cidos grasos deseados en
forma de triacilgliceroles (TAG). La transesterificacion es un proceso que se puede usar
para intercambiar los &cidos grasos dentro y entre los TAG o para transferir los acidos
grasos a otro alcohol para formar un éster (como un éster etilico o un éster metilico). En
formas de realizaciéon de la invencién, la transesterificacion se logra usando medios
quimicos, que tipicamente incluyen un acido o una base fuertes como catalizador. El
etoxido de sodio (en etanol) es un ejemplo de una base fuerte que se usa para formar
ésteres etilicos de acidos grasos mediante transesterificacion. El proceso se puede
realizar a temperatura ambiente o a temperatura elevada (por ejemplo, hasta alrededor
de 80 °C).

En otras formas de realizacion de la invencion, la transesterificacién se logra
usando una 0 mas enzimas, particularmente lipasas que se sabe que son (tiles para
hidrolizar enlaces de éster, por ejemplo, en glicéridos. La enzima puede ser una lipasa
que es especifica de la posicion (especifica de sn-1/3 o sn-2) para el acido graso en el
triacilglicérido, o que tiene una preferencia por algunos acidos grasos sobre otros. Las
enzimas particulares que pueden se mencionar incluyen Lipozyme 435 (disponible de
Novozymes A/S). El proceso se realiza, por lo general, a temperatura ambiente. El
proceso se realiza, por lo general, en presencia de una cantidad en exceso del alcohol
correspondiente a la forma de éster deseada (por ejemplo, usando etanol para formar
ésteres etilicos de los &cidos grasos).

Destilacion

La destilacion molecular es un método eficaz para eliminar cantidades

significativas de los componentes mas volatiles, como los acidos grasos saturados, de

los aceites crudos. La destilacion se realiza tipicamente a presion reducida, por ejemplo,
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por debajo de alrededor de 1 mbar. La temperatura y el tiempo se pueden elegir para
lograr una divisién de aproximadamente 50:50 entre el destilado y el residuo después
de un tiempo de destilacion de unas pocas (por ejemplo, 1 a 10) horas. Las temperaturas
de destilacion tipicas utilizadas en la produccién de las composiciones lipidicas de la
presente invencion estan en la region de 120 °C a 180 °C, particularmente, entre 145 °C
y 160 °C.

Se pueden realizar multiples destilaciones, y cada destilacion se considera
completa cuando se logra una division de aproximadamente 50:50 entre el destilado y
el residuo. El uso de destilaciones sucesivas reduce el rendimiento general, sin
embargo, dos destilaciones pueden producir resultados 6ptimos.

Cromatografia

La cromatografia es un método eficaz para separar los diversos componentes
de las mezclas de LC-PUFA. Puede usarse para aumentar la concentracion de uno o
mas LC-PUFA preferidos dentro de una mezcla. La separacion cromatogréfica se puede
lograr en una variedad de condiciones, pero tipicamente implica el uso de un sistema
cromatografico de lecho estacionario o un sistema de lecho mévil simulado.

Un sistema cromatografico de lecho estacionario se basa en el siguiente
concepto: una mezcla cuyos componentes se van a separar (hormalmente junto con un
eluyente) se hacen percolar a través de una columna que contiene un relleno de un
material poroso (la fase estacionaria) que exhibe una alta permeabilidad a los fluidos.
La velocidad de percolacion de cada componente de la mezcla depende de las
propiedades fisicas de ese componente para que los componentes salgan de la columna
de forma sucesiva y selectiva. Por lo tanto, algunos de los componentes tienden a fijarse
fuertemente en la fase estacionaria y, por lo tanto, se retrasaran mas, mientras que otros
tienden a fijarse débilmente y salir de la columna en poco tiempo.

Un sistema de lecho moévil simulado consiste en una serie de columnas
individuales que contienen adsorbente que estan conectadas en serie y que se operan
cambiando periddicamente la mezcla y los puntos de inyeccion de eluyente y también
los puntos de recoleccion de componentes separados en el sistema, por lo que el efecto
general es simular la operacion de una sola columna que contiene un lecho maévil del
adsorbente solido. Por lo tanto, un sistema de lecho mévil simulado consta de columnas
que, como en un sistema de lecho estacionario convencional, contienen lechos
estacionarios de adsorbente sélido a través de los cuales se hace pasar el eluyente,
pero en un sistema de lecho movil simulado, la operacion es tal que simula un lecho en

movimiento continuo a contracorriente.
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Las columnas utilizadas en estos procesos suelen contener silice (0 una silice
modificada) como base para la fase estacionaria. La fase mévil (eluyente) es tipicamente
una mezcla de solventes altamente polar, que a menudo contiene uno o mas solventes
préticos, como agua, metanol, etanol y similares, asi como mezclas de estos. La
persona del oficio de nivel medio puede ajustar la velocidad de flujo del eluyente para
optimizar la eficiencia del proceso de separaciéon con velocidades de flujo mas lentas
que generalmente mejoran la separacién de los componentes y facilitan la obtencién de
composiciones que contienen niveles muy altos de un solo 4cido graso. La separacion
cromatografica se puede repetir para lograr un aumento de pureza similar. Las personas
del oficio de nivel medio conocen los métodos de deteccion de los LC-PUFA, e incluyen
métodos de absorcion UV-vis y métodos de deteccion del indice de refraccion.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se proporciona por lo tanto
un proceso para producir una composicion lipidica de la invencién, cuyo proceso
comprende proporcionar una mezcla de ésteres etilicos de acidos grasos y someter
dicha mezcla a un proceso cromatografico de separacién. La presente invencion
también se refiere a composiciones lipidicas que se pueden obtener mediante tales
procedimientos. Las condiciones de separacion cromatografica adecuadas incluyen las
descritas en la presente.

Por ejemplo, una fase mévil particular que se puede usar en la separacion
cromatogréfica es una mezcla de metanol y agua (por ejemplo, 88 % metanol / agua),
aunque esto puede cambiarse (por ejemplo, para aumentar el contenido de metanol)
durante el proceso de separacién para mejorar la eficiencia. Una fase estacionaria
particular que se puede usar es una fase estacionaria a base de silice, tal como una
columna Deltaprep C18. La HPLC analitica, o cualquier otra técnica adecuada conocida
por la persona del oficio de nivel medio, se puede realizar en las fracciones obtenidas
para identificar aquellas que contienen altas concentraciones de DHA vy, por lo tanto,
contienen las composiciones lipidicas de la invencion.

En una forma de realizacion del segundo aspecto de la invencién, la mezcla de
ésteres etilicos de acidos grasos se obtiene por transesterificacion y destilacion de un
aceite lipidico de base vegetal, por ejemplo, de acuerdo con cualquiera de los procesos
descritos anteriormente. El aceite lipidico de base vegetal se puede obtener de
cualquiera de las plantas, particularmente las semillas oleaginosas, descritas en la
presente o conocidas de otro modo en el estado de la técnica. Antes de la
transesterificacion y la destilacion, se puede realizar opcionalmente la refinacion del

aceite lipidico de origen vegetal utilizando desgomado, refinaciébn alcalina,
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blanqueamiento y/o desodorizacion.

Otros métodos de enriquecimiento

Las composiciones lipidicas de la presente invencion son Utiles como
ingredientes farmacéuticos activos (API) o como precursores (o "intermediarios") de los
API que se pueden obtener a partir de estos mediante enriguecimiento adicional. Tales
composiciones se enriquecerian aun mas en los niveles de PUFA beneficiosos, tales
como DHA y/o ALA.

La concentracion de acidos grasos poliinsaturados en un aceite se puede
aumentar mediante una variedad de métodos conocidos en el estado de la técnica,
como, por ejemplo, la cristalizacion por congelacion, la formacion de complejos
utilizando urea, la extraccion con fluidos supercriticos y la formacién de complejos con
iones de plata. La formacion de complejos con urea es un método simple y eficiente
para reducir el nivel de acidos grasos saturados y monoinsaturados en el aceite.
Inicialmente, los TAG del aceite se dividen en sus &cidos grasos constituyentes, a
menudo en forma de ésteres de acidos grasos. Estos acidos grasos libres o ésteres de
acidos grasos, que generalmente no se alteran en composicion de acidos grasos por el
tratamiento, se pueden mezclar con una solucion etandlica de urea para la formacion de
complejos. Los &cidos grasos saturados y monoinsaturados forman complejos
facilmente con la urea y se cristalizan al enfriarse, y luego se pueden eliminar mediante
filtracién. La fraccion que no forma complejos con urea se enriquece asi con acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga.

Productos

Las composiciones lipidicas de la presente invencion son aceites a granel. Es
decir, la composicién lipidica se ha separado de la materia de origen (por ejemplo,
semillas de plantas) de la que se obtuvo una parte o la totalidad del lipido.

Las composiciones lipidicas de la presente invencién se pueden usar como
alimentos. Es decir, las composiciones de la invencién pueden proporcionarse en una
forma disponible por via oral. Para los fines de la presente invencion, los "alimentos”
incluyen cualquier alimento o preparacion para el consumo humano que, cuando se
ingiere, sirve para nutrir o desarrollar tejidos o suministrar energia; y/o mantiene,
restaura o apoya el estado nutricional adecuado o la funcion metabdlica. Los alimentos
incluyen composiciones nutricionales para bebés y/o nifios pequefios como, por
ejemplo, la formula infantil. En el caso de los alimentos, los &cidos grasos pueden
proporcionarse en forma de triglicéridos para minimizar aun mas los sabores

desagradables y maximizar la estabilidad.

20



Los alimentos comprenden una composicién lipidica de la invencion
opcionalmente junto con un vehiculo adecuado. El término "vehiculo" se utiliza en su
sentido mas amplio para abarcar cualquier componente que pueda o no tener valor
nutricional. Como apreciara la persona del oficio de nivel medio, el vehiculo debe ser
adecuado para su uso (0 usarse en una concentracion suficientemente baja) en un
alimento tal que no cause un efecto perjudicial sobre un organismo que consume el
alimento.

La composicion del alimento puede estar en forma sélida o liquida. Ademas, la
composicidon puede incluir macronutrientes, proteinas, carbohidratos, vitaminas y/o
minerales comestibles en cantidades deseadas para un uso particular como son bien
conocidos en el estado de la técnica. Las cantidades de estos ingredientes variaran
dependiendo de si la composicion est4 pensada para su uso con personas normales o
para personas con necesidades especializadas, como personas que sufren trastornos
metabdlicos y similares.

Los ejemplos de vehiculos adecuados con valor nutricional incluyen
macronutrientes como las grasas comestibles (por ejemplo, aceite de coco, aceite de
borraja, aceite fungico, aceite de grosella negra, aceite de soja y mono y diglicéridos),
carbohidratos (por ejemplo, glucosa, lactosa comestible y almidén hidrolizado) y
proteinas (por ejemplo, proteinas de soja, suero de leche electrodializado, leche
descremada electrodializada, suero de leche o los hidrolizados de estas proteinas).

Las vitaminas y minerales que se pueden agregar al alimento descrito en la
presente incluyen, por ejemplo, calcio, fésforo, potasio, sodio, cloruro, magnesio,
manganeso, hierro, cobre, zinc, selenio, yodo y vitaminas A, E, D, C, y el complejo B

Las composiciones lipidicas de la presente invencion se pueden usar en
composiciones farmacéuticas. Tales composiciones farmacéuticas comprenden la
composicion de lipidos de la invencién, opcionalmente, junto con uno 0 mas excipientes,
diluyentes o vehiculos aceptables desde el punto de vista farmacéutico, que son
conocidos para la persona del oficio de nivel medio. Los excipientes, diluyentes o
vehiculos adecuados incluyen solucién salina amortiguada con fosfato, agua, etanol,
polioles, agentes humectantes o emulsiones, tales como una emulsion de agua/aceite.
La composicién puede estar en forma liquida o solida, por ejemplo, como una solucion,
suspension, emulsién, aceite o polvo. Por ejemplo, la composicién puede estar en forma
de comprimido, capsula, gel encapsulado, polvo o liquido (incluido un aceite o solucion)
ingeribles, emulsién o pomada o crema topica. La composicion farmacéutica también se

puede proporcionar como una preparacion intravenosa.
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Las formas particulares adecuadas para alimentos y para composiciones

farmacéuticas incluyen capsulas que contienen liquidos y geles encapsulados.
Las composiciones lipidicas de la invencidon se pueden mezclar con otros lipidos o
mezclas de lipidos (particularmente ésteres de acidos grasos de base vegetal y mezclas
de ésteres de acidos grasos) antes de su uso. Las composiciones lipidicas de la
invencién se pueden proporcionar junto con uno o mas componentes adicionales
seleccionados del grupo que consiste en un antioxidante (por ejemplo, un tocoferol
[como alfa-tocoferol o gamma-tocoferol] o un tocotrienol), un estabilizante y un
tensioactivo. El alfa-tocoferol y el gamma-tocoferol son componentes naturales en varios
aceites de semillas de plantas, incluidos los aceites de canola.

También puede ser deseable incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares,
cloruro de sodio y similares. Ademéas de dichos diluyentes inertes, la composicion
también puede incluir adyuvantes, tales como agentes humectantes, agentes
emulsionantes y agentes de suspension, agentes endulzantes, agentes saborizantes y
agentes perfumantes. Las suspensiones, ademas de las composiciones lipidicas de la
invencién, pueden comprender agentes de suspension tales como alcoholes
isoestearilicos etoxilados, polioxietilen sorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa
microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto o mezclas
de estas sustancias.

Las formas de dosificacién sdélidas tales como comprimidos y capsulas se
pueden preparar usando técnicas bien conocidas en el estado de la técnica. Por
ejemplo, los &cidos grasos producidos de acuerdo con los métodos descritos en la
presente pueden comprimirse con bases de comprimidos convencionales como lactosa,
sacarosa y almidén de maiz en combinacién con aglutinantes tales como acacia,
almidén de maiz o gelatina, agentes disgregantes tales como almidén de papa o acido
alginico, y un lubricante tal como acido estearico o estearato de magnesio. Las capsulas
se pueden preparar incorporando estos excipientes en una capsula de gelatina junto
con la composicion lipidica relevante y opcionalmente uno o méas antioxidantes.

Las posibles vias de administracion de las composiciones farmaceéuticas de la
presente invencion incluyen, por ejemplo, enteral (por ejemplo, oral y rectal) y parenteral.
Por ejemplo, una preparacion liquida se puede administrar por via oral o rectal. Ademas,
una mezcla homogénea puede dispersarse completamente en agua, mezclarse en
condiciones estériles con diluyentes, conservantes, amortiguadores o propelentes
fisiologicamente aceptables para formar un aerosol o inhalante.

Las composiciones lipidicas de la invencion estan indicadas como productos
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farmacéuticos. De acuerdo con un aspecto adicional de la invencidn, se proporciona una
composicion de la invencion, que incluye cualquiera de las composiciones
farmacéuticas descritas anteriormente en la presente, para uso como producto
farmacéutico.

Las composiciones lipidicas de la invencién pueden proporcionar una serie de
beneficios que estan tipicamente asociados a acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga. Por ejemplo, las composiciones lipidicas de la invencion, y las composiciones
farmacéuticas descritas anteriormente en la presente, se pueden usar en el tratamiento
o prevencion de enfermedades cardiovasculares, prevencion de la muerte en pacientes
con enfermedades cardiovasculares, reduccidon de los niveles de colesterol en suero
total, reduccién de la PA alta, aumento en la relaciéon HDL:LDL, reduccién de los
triglicéridos o reduccién de los niveles de apolipoproteina B, segun se determine
mediante pruebas que son bien conocidas por los expertos. Por consiguiente, también
se describen métodos para tratar (o prevenir) las enfermedades y afecciones
enumeradas anteriormente usando las composiciones lipidicas de la invencion.

Como se usa en la presente, los términos "tratamiento” y "tratar" se refieren a
revertir, aliviar, inhibir el progreso de una enfermedad o trastorno como se describe en
la presente, o retrasar, eliminar o reducir la incidencia o aparicion de un trastorno o
enfermedad como se describe en la presente, en comparacion con lo que ocurriria en
ausencia de la medida tomada. Como se usa en la presente, los términos "prevenir" y
"prevencion” se refieren a la reduccién del riesgo de adquirir o desarrollar una afeccion
determinada, o la reduccién o inhibicién de la recurrencia o dicha afeccién en un sujeto
que no esta enfermo.

Una dosis tipica de un acido graso particular es de 0,1 mg a 20 g, tomada de una
a cinco veces por dia (hasta 100 g diarios) y esta particularmente en el rango de
alrededor de 10 mg a alrededor de 1, 2, 5, 0 10 g diarios (tomados en una o multiples
dosis). Como se conaoce en la técnica, es conveniente un minimo de alrededor de 300
mg/dia de &cidos grasos, especialmente LC-PUFA. Sin embargo, se apreciara que
cualquier cantidad de &cido graso sera beneficiosa para el sujeto.

Cuando se usa como una composicion farmacéutica, la dosis de la composicion
lipidica que se administrara al paciente puede ser determinada por una persona del
oficio de nivel medio y depende de varios factores como el peso del paciente, la edad
del paciente, la salud general del paciente, historial del paciente, estado inmunitario del
paciente, etc.

Las composiciones de la invencion son composiciones que se pueden obtener
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facilmente que pueden tener un perfil de estabilidad mejorado y que pueden contener
una mezcla de &cidos grasos en la que las proporciones relativas de &acidos grasos
omega-3 y omega-6 son particularmente beneficiosas para la salud humana. La
estabilidad puede evaluarse utilizando una variedad de métodos conocidos por las
personas del oficio de nivel medio. Dichos métodos incluyen el método de Rancimat, la
evaluacion de la formacion de propanal (particularmente adecuada para los acidos
grasos omega-3), la evaluacién de la formacion de hexanal (particularmente adecuada
para los acidos grasos omega-6), el método del "valor de peréxido" (por ejemplo,
utilizando el método oficial de AOCS Cd 8-53) y el método del "valor de p-anisidina" (por
ejemplo, utilizando el método oficial de AOCS Cd 18-90). En los Ejemplos se muestra
gue las composiciones de la invencion se pueden obtener a partir de mezclas de partida
gue no muestran un perfil de estabilidad mejorado en comparacién con las mezclas de
referencia (las mezclas de referencia tienen una composicion similar con respecto a los
LC-PUFA clave) pero que contienen una cantidad significativa de lipidos de origen
animal (pescado).

Las composiciones de la invencién también pueden tener la ventaja de que
pueden ser mas eficaces, menos téxicas, de accion mas prolongada, mas potentes,
producir menos efectos secundarios, absorberse mas facilmente y/o tener un mejor perfil
farmacocinético (por ejemplo, mayor biodisponibilidad oral y/o menor depuracion) que
las composiciones lipidicas conocidas en el estado de la técnica, y/o pueden tener otras
propiedades farmacoldégicas, fisicas o quimicas utiles diferentes a estas.

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos en donde:

La Figura 1 muestra los datos de liberacién de propanal para el aceite de canola
y el aceite de referencia (después de la transesterificacién, la destilacion y la
cromatografia), lo que demuestra la estabilidad mejorada del aceite de canola descrito
en la presente; y
La Figura 2 muestra los datos de liberacion de propanal para el aceite de canola y el
aceite de referencia (después de la refinacién RBD, la transesterificacion, la destilacion
y la cromatografia), lo que demuestra la estabilidad mejorada del aceite de canola
descrito en la presente.

EJEMPLOS
Ejemplo 1 — Extraccion de aceite de canola con DHA de semillas

La canola de una variedad descrita en la publicacion de patente estadounidense
n.° US 2018/0016590 Al se cultivd como un cultivo de verano. La semilla se coseché y

luego se almacen6 a temperatura ambiente antes de la trituracion.
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Se trituraron 272 kg de la semilla para producir aceite con DHA utilizando una
prensa de tornillo Kern Kraft KK80. La temperatura del calentador del collar del expulsor
se ajusté a la temperatura maxima establecida en el termostato. La temperatura
ambiente inicial y de estrangulamiento fue de 20 °C vy la distancia estrangulamiento se
establecidé en 73,92 mm. La semilla se aliment6 con recoleccién continua de aceite y
harina sin detener el expulsor hasta que se trituré toda la semilla.

La velocidad de rotacidn del tornillo sinfin, la temperatura de la harina y el aceite
expulsado se controlaron durante todo el prensado. El tiempo de trituracién fue de 4
horas para 270 kg, que representa una tasa de rendimiento de 67,5 kg/h. Se obtuvo un
rendimiento de 87,2 kg (32 %) de aceite crudo. Después de filtrar para eliminar las
particulas finas, el rendimiento fue de 77,2 kg (28 %).

Ejemplo 2 - Aceite de mezcla de referencia

El aceite de pescado puro contiene niveles bajos de acidos grasos ALA y niveles
significativamente més altos de EPA y DHA. Se disefid una mezcla de aceite de
referencia (denominada aqui como "aceite de mezcla de referencia con triglicéridos
crudo" o similar) para que sea lo mas similar posible en cuanto a su composicion al
aceite de canola con DHA filtrado obtenido en el Ejemplo 1. Esto se obtuvo (a) haciendo
coincidir el nivel total de DHA con el del aceite de canola con DHA y (b) haciendo
coincidir la proporcion de DHA/(ALA+EPA). Esto se logré mezclando un aceite de
pescado rico en DHA (atun), un aceite rico en ALA (aceite de linaza) y aceite de canola
estandar. El aceite de mezcla de referencia resultante también tiene un contenido total
de omega-3 similar al del aceite de canola con DHA.

Ejemplo 3 — Composiciones de acidos grasos del aceite de canola crudo con DHA vy la

mezcla de referencia

Se analizaron las composiciones de acidos grasos del aceite crudo filtrado y del

aceite de mezcla de referencia. Los resultados se muestran a continuacion.

) Aceite de canola | Aceite de

Acido graso crudo con DHA | referencia crudo
(% en peso) (% en peso)

Palmitico C16:0 4,3 9,6

Estearico C18:0 1,9 3,8

Oleico C18:1n9c 39,4 30,6

Cis-vaccénico C18:1n7c 3,6 2,0

Linoleico C18:2n6¢c 7,8 11,5

GLA C18:3n6 0,1 0,1

ALA C18:3n3 21,9 21,2

Araquidico C20:0 0,7 0,4

SDA C18:4n3 2,2 0,2
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) Aceite de canola | Aceite de
Acido graso crudo con DHA | referencia crudo
(% en peso) (% en peso)

Gondoico C20:1n9c 1,4 0,8
Behénico C22:0 0,3 0,2
ETA C20:4n3 1,0 0,1
Erdcico C22:1n9c 0,0 0,1
EPA C20:5n3 0,4 1,7
DPA3 C22:5n3 0,9 0,4
DHA C22:6n3 10,2 9,8

Otro 4.0 7,6

Ejemplo 4 - Evaluacion de la estabilidad del aceite

Se realiz6 un estudio de estabilidad Rancimat utilizando el aceite de canola con
DHA crudo y la mezcla de referencia descritos en los Ejemplos 1y 2, respectivamente.
El método consistia en probar alrededor de 2,5 g de material de prueba utilizando los
procedimientos estandar para un Metrohm 743 Rancimat a 90 °C.

La siguiente tabla resume los resultados obtenidos de estos aceites a 90 °C. Los

experimentos se realizaron por duplicado.

Aceite Tiempo
Aceite de canola con DHA 7 h 29 min 7 h 17 min
Aceite de referencia 10 h 26 min 10 h 11 min

El aceite de canola con DHA mostré una estabilidad consistentemente mas
deficiente que el aceite de referencia.
Ejemplo 5 - Transesterificacién quimica del aceite crudo de canola con DHA

A un quimiorreactor Buchi CR101 seco, purgado con nitrégeno y equipado con
un agitador mecanico, se agreg6 etanol absoluto (12,5 I) y el aceite de canola con
triglicéridos crudo ("aceite de canola con DHA") obtenido en el Ejemplo 1 (5,00 kg), y la
mezcla se agito.

A la mezcla anterior se agreg6 etoxido de sodio (150 g) que se enjuago en el
reactor con etanol absoluto adicional (2,5 I) y se continué agitando durante 16 horas a
temperatura ambiente. Un espectro de 'H RMN registrado de una muestra tomada de
la mezcla indicé que la reaccién se habia completado.

El procedimiento de transesterificacion se realiz6 con 5,22 kg de aceite de canola
crudo con DHA. A la mezcla de reaccidon cruda resultante se agregaron alcoholes de
petréleo con punto de ebullicion a 40-60 °C (alcohol de petréleo, 10 1) y agua (10 ) y la

mezcla se acidificé cuidadosamente a pH 7 con acido clorhidrico al 10 % (se requieren
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870 ml en total, tiras indicadoras universales Merck, pH 0-14) con agitacién exhaustiva.

La mezcla resultante se dejo reposar en el reactor, después de lo cual se
formaron 2 fases. La capa de alcohol de petréleo se elimind, y la capa acuosa se extrajo
adicionalmente con alcohol de petréleo (3x51). Las capas de alcohol de petréleo
combinadas se devolvieron al reactor y se evaporaron al vacio hasta obtener un
volumen disminuido (aprox. 101). La solucién concentrada resultante se drend del
reactor, se seco6 sobre sulfato de magnesio anhidro (aprox. 1 kg), se filtré y se concentré
al vacio para producir un aceite amarillo (5,13 kg).

Ejemplo 6 — Transesterificacion guimica del aceite de mezcla de referencia crudo

A un quimiorreactor Buchi CR101 seco, purgado con nitrégeno y equipado con
un agitador mecénico, se agreg6 etanol absoluto (12,5 I) y el aceite de mezcla de
referencia con triglicéridos crudo obtenido de acuerdo con el Ejemplo 2 (5,00 kg), y la
mezcla se agito.

A la mezcla anterior se agreg6 etoxido de sodio (150 g) que se enjuagé en el
reactor con etanol absoluto adicional (2,5 I) y se continué agitando durante 16 horas a
temperatura ambiente. Un espectro de *H RMN registrado de una muestra indicé que
se habia producido poca o ninguna reaccién. Se afiadié mas etdxido de sodio (57 g) a
la mezcla y se continu6 agitando.

Después de 5 horas adicionales, un espectro de *H RMN de una muestra indicé
que la reaccion se habia completado en un 75 %. Se afiadié etoxido sodico adicional
(60 ml de una solucion al 21 % en etanol) a la mezcla y se continué agitando durante 3
dias, después de lo cual se completd la reaccion.

Ejemplo de aislamiento de producto a partir de la transesterificacion quimica de la
mezcla de referencia cruda

El procedimiento de transesterificacién se realizé con 5,17 kg de aceite de
mezcla de referencia crudo. A la mezcla de reaccion cruda resultante se agregé alcohol
de petréleo (15 1) y agua (3,3 1), y la mezcla se acidificé cuidadosamente a pH 7 con
10 % de acido clorhidrico (se requieren 910 ml en total) con agitacion exhaustiva.

La mezcla resultante se dejé reposar en el reactor, después de lo cual se
formaron 2 fases. La capa de alcohol de petréleo se eliming, y la capa acuosa se extrajo
adicionalmente con alcohol de petroleo (2x7,51). Las capas de alcohol de petréleo
combinadas se devolvieron al reactor y se evaporaron al vacio hasta obtener un
volumen disminuido (aprox. 10 I). La solucidon concentrada resultante se drend del
reactor, se seco sobre sulfato de magnesio anhidro (aprox. 1 kg), se filtr6 y se concentro

al vacio para producir un aceite amarillo (5,39 kg).
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Ejemplo 7 - Destilacién de aceites de canola transesterificados

Procedimiento estandar para la eliminacién de mas componentes volatiles de mezclas
de ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) mediante destilacién al vacio

Los ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) crudos del aceite de canola crudo
con DHA (obtenido en el Ejemplo 5) se sometieron a destilacién en las siguientes
condiciones. La separacion mediante destilacion se logré haciendo pasar el aceite crudo
transesterificado a través de una pelicula renovada Pope de 2 pulgadas (50 mm),
todavia al vacio, equipada con 2 matraces de recoleccion de 1000 ml que recolectan el
destilado y el residuo. Cada uno fue analizado para determinar la composicion de acidos
grasos.

El vacio fue suministrado por una bomba rotativa Edwards 3 y el vacio medido
por un medidor de vacio ebro VM2000.

El aceite fue suministrado al alambique por una bomba peristéltica Easy-Load |l
de Cole-Palmer Instrument Company a 4 ml/min con el motor del alambique configurado
a 325 rpm con condensador de agua usado para condensar el destilado. El suministro
continué hasta el momento en que uno u otro de los matraces receptores estuvieron
llenos.

El aceite crudo de FAEE de canola con DHA se destil6 en estas condiciones con
las bandas del calentador inicialmente configuradas a 147 °C. El objetivo fue obtener
una divisibn 50:50 de destilado:residuo. Durante los primeros 30-45 minutos del
experimento, la temperatura de las bandas del calentador se aumentd a 154 °C para
aumentar la proporcién del aceite que se destilaba y luego el alambique se dej6
equilibrar. Después de media hora, la temperatura de las bandas del calentador se
ajusto durante media hora hasta 149 °C. El resto de la destilacion se realizé a 149 °C.
El tiempo total de destilacion fue de 350 minutos. Una porcién del residuo de la
destilacion anterior se sometié nuevamente a la eliminaciébn de mas componentes
volatiles por destilacion en las condiciones estandar con la temperatura de las bandas

del calentador configurada a 149 °C. El tiempo total de destilacion fue de 95 minutos.

Destilacion Suministro Destilado Residuo
Primero 1395,4 g 699,59 690,59
Segundo 376,39 211,79 160,3 g

Ejemplo 8 - Destilacion de FAEE derivados de mezcla de referencia cruda

transesterificada

Los ésteres etilicos de &cidos grasos (FAEE) crudos de la mezcla de referencia

cruda (obtenida en el Ejemplo 6) se sometieron a destilacién en las mismas condiciones
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que se muestran en el Ejemplo anterior.

La mezcla de referencia de FAEE se destilé en estas condiciones estandar con
las bandas del calentador inicialmente configuradas a 152 °C. El objetivo fue obtener
una divisién 50:50 de destilado:residuo. Después de 20 minutos, la temperatura de las
bandas del calentador se configur6 a 154 °C para aumentar el flujo de destilado.
Después de una hora adicional, la temperatura de las bandas del calentador se
configuré a 153 °C y luego a 152 °C durante la siguiente hora. Durante la tltima hora de
la destilacion, la temperatura de las bandas del calentador se configuré a 153 °C. El
tiempo total de destilacion fue de 380 minutos. El residuo de la destilacion anterior se
sometié nuevamente a la eliminacion de mas componentes volatiles por destilacion en
las condiciones estandar. El objetivo fue obtener una division 50:50 de destilado:residuo.
La destilacion se realizo principalmente con las bandas del calentador configuradas a
150-151 °C. El tiempo total de destilacion fue de 195 minutos.

Destilacion Suministro Destilado Residuo
Primero 1515,7 g 729,6 g 7751¢g
Segundo 768,5 g 399,79 363,3 g

Ejemplo 9 - Separacion cromatografica de FAEE derivados de canola

HPLC preparativa

Los ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) obtenidos en el Ejemplo 7 (es decir,
que se habian obtenido a partir de aceite de canola crudo con DHA y se procesaron
mediante transesterificacion y destilacion) se sometieron a separacién cromatografica
en las siguientes condiciones. Un sistema de HPLC preparativa que comprende un
sistema Waters Prep 4000, un inyector Rheodyne con un bucle de 10 ml, una columna
Deltaprep C18 de 300 x 40 mm, un detector de longitud de onda dual Waters 2487 y un
registrador de graficos se equilibré con una fase mévil de metanol al 88 %/agua a 70
ml/min. El detector se configur6 a 215 nm y 2,0 unidades de absorbancia a escala
completa y el gréafico se ejecuté a 6 cm/h.

Se disolvieron 1,0 g de aceite de FAEE en una cantidad minima de metanol al
88 %/agua y se inyectaron en la columna a través del inyector Rheodyne. Se recogieron
alrededor de 250 ml de fracciones una vez que aparecio el frente de solvente después
de alrededor de 7 minutos.

Se recogié un total de 43 fracciones durante 140 minutos. Después de 85
minutos, la fase movil se cambié a metanol al 90 %/agua. Después de 105 minutos, la
fase mévil se cambi6é a metanol al 94 %/agua. Después de 110 minutos, la fase maovil

se cambié a metanol al 100 %. Después de que se recolectaron las fracciones finales,
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la columna se lavé durante 1 hora mas con metanol al 100 % a 70 ml/min. Se realizé
una HPLC analitica en todas las fracciones y se combinaron las fracciones que
contenian predominantemente DHA (rendimiento: 22 %).
HPLC analitica

Se us6 un sistema de HPLC que comprende un controlador de bomba Waters
600E, un muestreador automatico 717, un detector de matriz de fotodiodos 2996 y un
detector de indice de refraccion 2414 para el analisis de muestras. El analisis se realiz6
en una columna Alltima C18 de 150 x 4,6 mm usando metanol isocratico al 90 %/agua
0 metanol al 95 %/agua a 1,0 ml/min como fase mdvil. La recoleccién y procesamiento
de datos se realiz6 en el software Waters Empower 3.

Ejemplo 10 — Separacién cromatoqgrafica de FAEE derivados de la mezcla de referencia

Los ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) destilados de la mezcla de
referencia (obtenidos en el Ejemplo 8) se sometieron a separacion cromatografica en
las mismas condiciones que se muestran en el Ejemplo anterior.

Se recogid un total de 43 fracciones durante 130 minutos. Después de 75
minutos, la fase movil se cambié a metanol al 90 %/agua. Después de 95 minutos, la
fase mdvil se cambi6 a metanol al 95 %/agua. Después de 110 minutos, la fase maovil
se cambié a MeOH al 100 %. Después de que se recolectaron las fracciones finales, la
columna se lavo durante 1 hora mas con MeOH al 100 % a 70 ml/min. Se realiz6 una
HPLC analitica en todas las fracciones y se combinaron las fracciones que contenian
predominantemente DHA (rendimiento: aprox. 20 %).

Ejemplo 11 - Andlisis de la composicion de acidos grasos para los aceites enriguecidos

Se analizaron las composiciones de acidos grasos de los productos obtenidos

en los Ejemplos 9 y 10. Los resultados se muestran a continuacion.

Aceite de canola | Aceite de
Acido graso con DHA referencia
(% en peso) (% en peso)
(Ejemplo 9) (Ejemplo 10)
Palmitico C16:0 0,00 0,00
Esteérico c18:.0 0,00 0,00
Oleico C18:1n9c 0,00 0,02
Cis-vaccénico C18:1n7c 0,00 0,00
Linoleico C18:2n6¢ 0,60 1,76
GLA C18:3n6 0,01 0,00
ALA C18:3n3 0,71 1,89
Araquidico C20:0 0,03 0,02
SDA C18:4n3 0,00 0,00
Gondoico C20:1n9c 0,00 0,00
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Aceite de canola | Aceite de

Acido graso con DHA referencia
(% en peso) (% en peso)
(Ejemplo 9) (Ejemplo 10)

Behénico C22:.0 0,06 0,00

ETA C20:4n3 5,30 0,70

Eracico C22:1n9c 0,00 0,00

EPA C20:5n3 0,02 0,14

DPA3 C22:5n3 0,27 0,19

DHA C22:6n3 92,62 90,25

Otro 0,39 5,04

Ejemplo 12 - Evaluacion de la estabilidad del aceite

Ensayo de estabilidad mediante GC con espacio de cabeza-MS

Se realizdé un analisis de espacio de cabeza en los productos enriquecidos
descritos anteriormente para evaluar las cantidades de propanal que se liberan en
condiciones especificas. Los niveles aumentados de liberacién de propanal demuestran
una estabilidad reducida para el material de prueba.
Método SPME (microextraccién en fase soélida):

Seleccion de fibra de 65 um PDMS/DVB StableFlex (kit de fibra Supelco 57284-
u).

Las fibras se acondicionaron durante 10 minutos antes de su uso a 250 °C en
una estacion de acondicionamiento Triplus RSH.

Las muestras se incubaron a 40 °C durante 1 minuto antes de la extraccion.

Se extrajeron durante 1 minuto del vial con espacio de cabeza.

Se espera que sea un buen método general capaz de capturar una amplia gama
de componentes volatiles.
Método GC:

Thermo Scientific TRACE 1310 GC

Columna Thermo Scientific TR-DIOXIN 5MS, 0,25 mm de diametro interno,
pelicula de 30 m 0,1 um

Inyeccién dividida 250 °C Split 83, 1,2 ml He/min

Rampa GC: 40 °C 1 min a 100 a 5 °C/min, luego a 300 °C a 50 °C/min

Se utilizé una columna genérica especifica para MS con buena sinergia para el
analisis del espacio de cabeza. Se empled una rampa de temperatura inicial lenta para
maximizar la separacién de los compuestos volatiles antes de aumentar al maximo para
mantener el rendimiento de la columna. Se emplearon inyecciones divididas para evitar
el requisito de enfriamiento criogénico de la entrada y mejorar la resolucién de la
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columna.

La separacién de los estandares se vio obstaculizada por una superposicién de
picos, pero se pudo acomodar en la cuantificacién. 3 resultados de calibracion estandar
(0,1, 0,01 y 0,01 %), el ion molecular m/z 56 se empled para la deteccién de propanal.
El pico base en m/z 58 se utiliza para detectar hexanal.

Método MS:

GC-MS de alta resolucion Thermo Scientific DFS

Baja resolucién (1000), barrido completo 35-350Da a 0,5 s/barrido

Estandares: - Se realizaron diluciones estandares de propanal y hexanal en
ésteres etilicos de canola con DHA suministrados. Estas mezclas estandar se agregaron
luego a un volumen de 540 pl a viales de 20 ml con espacio de cabeza.

Se empled el barrido completo, lo que permite el monitoreo de todos los
productos evolucionados en lugar de moléculas especificas.

Resultados de estabilidad del espacio de cabeza:

La siguiente tabla resume los resultados obtenidos del aceite de canola obtenido
en el Ejemplo 9y el aceite de referencia obtenido en el Ejemplo 10 de T=0 a 2 dias. Las
muestras de prueba se conservaron durante este periodo a temperatura ambiente en
una caja de luz y bajo iluminacion de tubo fluorescente. Se analiz6 el ion molecular m/z
58, y el cromatograma de masas muestra claramente la aparicion de propanal a
temperatura ambiente durante 1,37 minutos. El desarrollo de propanal se cuantifica en
la tabla a continuacién, y los datos se muestran en la Figura 1. El aceite de canola con
DHA liber6 cantidades sustancialmente menores de propanal, lo que demuestra la

estabilidad mejorada del aceite de canola en comparacién con el de referencia.

Punto temporal (dias) 0 2

Aceite de canola con DHA (ppm

de propanal) 823,974 1392,985
Aceite de referencia (ppm de

propanal) 1149,539 | 2318,177

El aceite de canola con DHA mostré una estabilidad superior a la oxidacién en
comparacion con el aceite de referencia.

Ejemplo 13 - Refinacion de aceite de canola con DHA

Una porcion del aceite de canola obtenido en el Ejemplo 1 se refind antes de
someterse a un enriquecimiento adicional. El proceso de refinacion incluyé desgomado,
refinaciéon alcalina, blanqueamiento y desodorizacion.

Desgomado acido

El desgomado es la eliminacion de fosfatidos no hidratables e hidratables del
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aceite. El aceite crudo seco obtenido en el Ejemplo 1 se calenté a53 + 2 °C, y se agrego
0,2 % de una solucién de éacido citrico al 50 %. Después de aproximadamente 30
minutos de mezclado, se agregé 2,0 % de agua ablandada calentada (53 + 2 °C) y se
mezclé durante aproximadamente 30 minutos. El aceite se calenté a 67 + 3 °C durante
el mantenimiento y luego se centrifugo.
Pretratamiento 4cido/Refinacion

La refinacion es la eliminacién de los acidos grasos libres después de su
saponificacién con caustico para hacerlos solubles en agua y su posterior eliminacion
por centrifugacién. Se usé una etapa de pretratamiento acido para continuar la
hidratacién de los fosfatidos. El aceite desgomado se calenté a 65 + 5 °C y se agregé
0,1 % de acido fosférico al 85 %, y se mezclé durante un total de 30 minutos. Después
de la adicion del acido y el tiempo de retencién, se agregé 20 Be’ (Baumé; 14,4 %, p/p)
de hidréxido de sodio para neutralizar los acidos grasos libres mas un exceso del 0,05 %
(p/p). El caustico y el aceite se mezclaron durante 15 minutos adicionales. El aceite se
calent6 a 62 + 2 °C durante la retencién de 15 minutos, y luego el aceite se centrifugd.
Tratamiento con silice Trisyl

El tratamiento con silice Trisyl se realiz6 para la eliminacion adicional de los
jabones, hasta obtener niveles compatibles con el blanqueamiento. El tratamiento previo
con Trisyl se combiné con la etapa de blanqueamiento. El aceite refinado se calenté a
68 £+ 5 °C y se tratd con 0,3 % de Trisyl 300. El aceite/Trisyl se mezcldé durante
aproximadamente 15 minutos, y luego se continué el blanqueamiento.
Blanqueamiento

El aceite refinado se tratd6 con arcilla adsorbente para eliminar peréxidos,
fosfatidos, cuerpos de color y trazas de jabon. Se usé una etapa de pretratamiento acido
para continuar la hidratacion de los fosfatidos. El aceite tratado previamente con Trisyl
se mezclé con un 0,2 % (p/p) de una solucién de acido citrico al 50 %. Después de 15
minutos de mezclar, se agrego 2 % (p/p) de arcilla blanqueadora Tonsil Supreme 126
FF. La mezcla se calent6 luego a 90 + 2°C al vacio y se mantuvo durante
aproximadamente 30 minutos. El aceite se enfrié a 60 + 2 °C, el vacio se rompi6 con
nitrégeno, se agreg6 1,0 kg de agente de filtracién y se filtr6. Recipiente a presion:
Recipiente a presion Cherry-Byrrell de 500 |, camisa de vapor o agua de enfriamiento,
todos de acero inoxidable 316 con impulsor y deflectores para mezclar, nUmero de serie
del fabricante E-227-94. Prensa de filtro: Se utilizé una prensa de filtro de polipropileno
de 24" Sperry, filtro de 4,8 pies cubicos, soportes de papel y tela.

Desodorizacion
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El aceite blanqueado se sometié a rocio con vapor a alta temperatura y baja
presion para eliminar los componentes odoriferos, los componentes de sabor y los
acidos grasos libres adicionales. El color también se reduce mediante el blanqueamiento
térmico a temperaturas elevadas. La mitad del aceite blanqueado se desodorizé a 180
+ 2 °C durante 60 minutos con vapor de rocio al 1 %, y se control6 la composicién de
acidos grasos (FAC). Recipiente de desodorizacion (OD4): Recipiente de 400 | con
capacidad de vacio de fabricacién de cobre, camisa de vapor o agua de enfriamiento,
todo de acero inoxidable 316. Se observé una ligera disminucién del nivel de DHA a 180
°C durante 60 min. Luego se realiz6 otro ensayo a 180 °C durante 30 min. El producto
se envaso en nitrégeno en cubos de plastico de HDPE de 20 | y se almacend en un
refrigerador a 4 °C.

Ejemplo 14 — Refinacién del aceite de mezcla de referencia original

Una porcion de la mezcla de referencia descrita en el Ejemplo 2 se refiné antes
de someterse a enriquecimiento adicional. En el proceso de refinacion, la mezcla de
referencia se sometid a refinacion en las mismas condiciones que se muestran en el
Ejemplo anterior.

Ejemplo 15 — Composiciones de acidos grasos de la mezcla de referencia y del aceite

de canola crudo con DHA RBD

Se analizaron las composiciones de acidos grasos del aceite crudo filtrado RBD
(del Ejemplo 13) y el aceite de mezcla de referencia RBD (del Ejemplo 14). Los

resultados se muestran a continuacion.

) Aceite de canola | Aceite de

Acido graso crudo con DHA | referencia crudo
(% en peso) (% en peso)

Palmitico Ci16:0 4,23 9,22

Estearico C18:0 2,52 3,89

Oleico C18:1n9c 42,90 31,62

Cis-vaccénico | C18:1n7c 3,01 1,96

Linoleico C18:2n6¢ 7,15 12,18

GLA C18:3n6 0,54 0,00

ALA C18:3n3 19,95 22,51

Araquidico C20:0 0,72 0,38

SDA C18:4n3 2,25 0,17

Gondoico C20:1n9c 1,28 0,71

Behénico C22:0 0,31 0,22

ETA C20:4n3 1,08 0,00

Erucico C22:1n9c 0,00 0,00

EPA C20:5n3 0,47 1,67

DPA3 C22:5n3 0,96 0,41
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) Aceite de canola | Aceite de
Acido graso crudo con DHA | referencia crudo
(% en peso) (% en peso)
DHA C22:6n3 9,33 9,20
Otro 3,32 5,86

Las referencias a "RBD" en relacion con los Ejemplos (y las figuras adjuntas)
significan que el producto en cuestion se obtuvo directa o indirectamente a partir de los
productos "refinados" del Ejemplo 13 (para aceites de canola) y del Ejemplo 14 (para
mezclas de referencia).

Ejemplo 16 - Transesterificacion quimica del aceite de canola con DHA RBD

A un quimiorreactor Buchi CR101 seco, purgado con nitrégeno y equipado con
un agitador mecanico, se agrego etanol absoluto (12,5 ) y el aceite de canola con DHA
y triglicéridos refinado (“RBD") obtenido en el Ejemplo 13 (5,00 kg), y la mezcla se agito.

A la mezcla anterior se agreg6 etoxido de sodio (150 g) que se enjuago en el
reactor con etanol absoluto adicional (2,5 I) y se continué agitando durante 16 horas a
temperatura ambiente. Un espectro de *H RMN registrado de una muestra tomada de
la mezcla indicé que la reaccién se habia completado.

El procedimiento de transesterificacion se realizé en aprox. 5 kg de aceite de
canola con DHA RBD. A la mezcla de reaccién cruda resultante se agregaron alcoholes
de petréleo con punto de ebulliciéon a 40-60 °C (alcohol de petréleo, 10 1) y agua (10 ) y
la mezcla se acidificé cuidadosamente a pH 7 con acido clorhidrico al 10 % (se requieren
870 ml en total, tiras indicadoras universales Merck, pH 0-14) con agitacién exhaustiva.

La mezcla resultante se dejo reposar en el reactor, después de lo cual se
formaron 2 fases. La capa de alcohol de petréleo se eliming, y la capa acuosa se extrajo
adicionalmente con alcohol de petréleo (3x51). Las capas de alcohol de petréleo
combinadas se devolvieron al reactor y se evaporaron al vacio hasta obtener un
volumen disminuido (aprox. 10 I). La solucidon concentrada resultante se drend del
reactor, se seco sobre sulfato de magnesio anhidro (aprox. 1 kg), se filtr6 y se concentro
al vacio para producir un aceite amarillo claro palido (rendimiento: 99 %).

Ejemplo 17 — Transesterificacién quimica del aceite de mezcla de referencia RBD

A un quimiorreactor Buchi CR101 seco, purgado con nitrdgeno y equipado con
un agitador mecanico, se agrego etanol absoluto (12,5 1) y el aceite de mezcla de
referencia con triglicéridos RBD obtenido de acuerdo con el Ejemplo 14 (aprox. 5 kg) y
la mezcla se agito.

A la mezcla anterior se agreg6 etéxido de sodio (150 g) que se enjuago en el

reactor con etanol absoluto adicional (2,5 I) y se continué agitando durante 16 horas a
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temperatura ambiente. Un espectro de 'H RMN registrado de una muestra indicé que
se habia producido poca o ninguna reaccién. Se afiadié mas etdxido de sodio (57 g) a
la mezcla y se continu6 agitando.

Después de 5 horas adicionales, un espectro de *H RMN de una muestra indico
que la reaccion se habia completado en un 75 %. Se afiadi6 etoxido sodico adicional
(60 ml de una solucion al 21 % en etanol) a la mezcla y se continué agitando durante 3
dias, después de lo cual se completd la reaccion.

Ejemplo de aislamiento de producto a partir de la transesterificacion quimica de la
mezcla de referencia RBD

El procedimiento de transesterificacion se realiz6 en aprox. 5 kg de aceite de
mezcla de referencia RBD. A la mezcla de reaccién cruda resultante se agreg6 alcohol
de petroleo (15 1) y agua (3,3 1), y la mezcla se acidifico cuidadosamente a pH 7 con
10 % de é&cido clorhidrico (se requieren 910 ml en total) con agitacion exhaustiva.

La mezcla resultante se dejo reposar en el reactor, después de lo cual se
formaron 2 fases. La capa de alcohol de petréleo se elimind, y la capa acuosa se extrajo
adicionalmente con alcohol de petroleo (2x7,51). Las capas de alcohol de petréleo
combinadas se devolvieron al reactor y se evaporaron al vacio hasta obtener un
volumen disminuido (aprox. 101). La solucion concentrada resultante se dreno del
reactor, se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro (aprox. 1 kg), se filtré y se concentré
al vacio para producir un aceite amarillo claro péalido (rendimiento: 99 %).

Ejemplo 18 - Destilacion de aceites de canola RBD transesterificados

Procedimiento estandar para la eliminacién de mas componentes volatiles de mezclas
de ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) mediante destilacién al vacio

Los ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) del aceite de canola con DHA RBD
(obtenido en el Ejemplo 16) se sometieron a destilacion en las siguientes condiciones.
La separacion mediante destilacion se logré haciendo pasar el aceite crudo
transesterificado a través de una pelicula renovada Pope de 2 pulgadas (50 mm),
todavia al vacio, equipada con 2 matraces de recoleccién de 1000 ml que recolectan el
destilado y el residuo. Cada uno fue analizado para determinar la composicion de acidos
grasos.

El vacio fue suministrado por una bomba rotativa Edwards 3 y el vacio medido
por un medidor de vacio ebro VM2000.

El aceite fue suministrado al alambique por una bomba peristéltica Easy-Load |l
de Cole-Palmer Instrument Company a 4 ml/min con el motor del alambique configurado

a 325 rpm con condensador de agua usado para condensar el destilado. El suministro

36



continud hasta el momento en que uno u otro de los matraces receptores estuvieron
llenos.

Los FAEE del aceite de canola con DHA RBD se destilaron en estas condiciones
con las bandas del calentador configuradas inicialmente a 152 °C para obtener una
division 50:50 de destilado:residuo. Una porcién del residuo de esta destilacién se
sometié nuevamente a la eliminacion de mas componentes volatiles por destilacion en
las condiciones estandar con la temperatura de las bandas del calentador configurada

a 152 °C. El tiempo total de destilacion fue de aprox. 90 minutos.

Destilacion Suministro Destilado Residuo
Primero 1596,6 729.,9 855,9
Segundo 851,3 503,5 343,1

Ejemplo 19 - Destilacibn de FAEE derivados de la mezcla de referencia RBD

transesterificada

Los ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) de la mezcla de referencia RBD
(obtenida en el Ejemplo 17) se sometieron a destilacién en las mismas condiciones que
se muestran en el Ejemplo anterior.

Los FAEE de la mezcla de referencia RBD se destilaron en estas condiciones
estandar con las bandas del calentador configuradas inicialmente a 152 °C para obtener
una divisiébn 50:50 de destilado:residuo. El residuo de esta destilacion se sometio
nuevamente a la eliminacion de mas componentes volatiles por destilacion en las
condiciones estandar. El objetivo fue obtener una division 50:50 de destilado:residuo.
La destilacion se realiz6 principalmente con las bandas del calentador configuradas a

152 °C. El tiempo total de destilacion fue de aprox. 200 minutos.

Destilacion Suministro Destilado Residuo
Primero 1195,1 674,7 504,6
Segundo 496,4 297,2 197,4

Ejemplo 20 - Separacion cromatografica de FAEE derivados de aceite de canola RBD

Los ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) obtenidos en el Ejemplo 18 (es
decir, que se habian obtenido a partir de aceite de canola con DHA RBD y se procesaron
mediante transesterificacion y destilacion) se sometieron a separacién cromatografica
en las siguientes condiciones. Un sistema de HPLC preparativa que comprende un
sistema Waters Prep 4000, un inyector Rheodyne con un bucle de 10 ml, una columna
Deltaprep C18 de 300 x 40 mm, un detector de longitud de onda dual Waters 2487 y un
registrador de graficos se equilibré con una fase movil de metanol al 88 %/agua a 70

ml/min. El detector se configur6 a 215 nm y 2,0 unidades de absorbancia a escala
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completa y el grafico se ejecuté a 6 cm/h.

Se disolvieron 1,0 g de aceite de FAEE en una cantidad minima de metanol al
88 %/agua y se inyectaron en la columna a través del inyector Rheodyne. Se recogieron
alrededor de 250 ml de fracciones una vez que aparecio el frente de solvente después
de alrededor de 7 minutos.

Se realiz6é una HPLC analitica en todas las fracciones y se combinaron las
fracciones que contenian predominantemente DHA (rendimiento: aprox. 20 %).
Ejemplo 21 — Separacidn cromatografica de FAEE derivados de la mezcla de referencia
RBD

Los ésteres etilicos de &cidos grasos (FAEE) destilados de la mezcla de
referencia RBD (obtenidos en el Ejemplo 19) se sometieron a separacién cromatografica
en las mismas condiciones que se muestran en el Ejemplo anterior.

Se realiz6é una HPLC analitica en todas las fracciones y se combinaron las
fracciones que contenian predominantemente DHA (rendimiento: aprox. 20 %).
Ejemplo 22 - Andlisis de la composicion de acidos grasos para los aceites RBD

enriquecidos
Se analizaron las composiciones de acidos grasos de los productos obtenidos

en los Ejemplos 20 y 21. Los resultados se muestran a continuacion.

Aceite de canola | Aceite de
Acido graso con DHA referencia
(% en peso) (% en peso)
(Ejemplo 20) (Ejemplo 21)
Palmitico C16:0 0,02 0,00
Estearico c18:.0 0,02 0,00
Oleico C18:1n9c 0,00 0,00
Cis-vaccénico C18:1n7c 0,00 0,00
Linoleico C18:2n6¢c 2,40 7,28
GLA C18:3n6 0,06 0,00
ALA C18:3n3 1,02 1,19
Araquidico C20:0 0,03 0,00
SDA C18:4n3 0,03 0,00
Gondoico C20:1n9c 0,00 0,00
C20:4n6 0,00 3,66
Behénico C22:.0 0,05 0,00
ETA C20:4n3 6,76 0,64
Ertcico C22:1n9c 0,00 0,00
EPA C20:5n3 0,04 0,00
DPA3 C22:5n3 0,32 0,00
DHA C22:6n3 88,27 81,12
Otro 0,99 6,11
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Ejemplo 23 - Evaluacion de la estabilidad del aceite

El andlisis del espacio de cabeza se realizé en los productos enriquecidos
descritos en los Ejemplos 20 y 21 de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 12.
La siguiente tabla resume los resultados obtenidos del aceite de canola RBD obtenido
en el Ejemplo 20 y el aceite de referencia RBD obtenido en el Ejemplo 21 de T=0 a 2
dias. Las muestras de prueba se conservaron durante este periodo a temperatura
ambiente en una caja de luz y bajo iluminaciéon de tubo fluorescente. Se analiz6 el ion
molecular m/z 58, y el cromatograma de masas muestra claramente la aparicion de
propanal a temperatura ambiente durante 1,37 minutos. El desarrollo de propanal se
cuantifica en la tabla a continuacién, y los datos se muestran en la Figura 2. El aceite de
canola con DHA liber6 cantidades sustancialmente menores de propanal, lo que
demuestra la estabilidad mejorada del aceite de canola en comparacion con el de

referencia.
Punto temporal (dias) 0 2
Aceite de canola con DHA (ppm
de propanal) 0,000 706,232
Aceite de referencia (ppm de
propanal) 1449,640 1582,057

El aceite de canola con DHA mostr6 una estabilidad superior a la oxidacion en

comparacion con el aceite de referencia
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