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una fase oleosa y una fase acuosa y més especialmente a emul-

/ 7 REF.: De/De Handled by:
j -2 Ir.A.E. Lebn

‘Esta invencidn se refiere a ezulsiones que comprenden

!siones de aceite en agua que contienen un estabilizante.de
la emulsifn.

Se conoce el uso de, por ejemplo, la yema dé huévo ¢omo.
agente emulsionante, por ejemplo pafa la preﬁaracién de ma—-
yonesa. Sin embargo, las emulsiones estabilizadas con yema
de huevo!'como la mayonesa; no pueden ser esterilizadas. por
la accidn.del calor debido a que se fbmpe la emulsibén duran—
te ei calentamiento a 1as temperaturas de esterilizaciéne. Poy
_¢onsiguiente, con frecuencia el pH de las emulsiones eetabili
zadas con yema de huevo tiene que ser inferior al dictado
por los meros requisitos de sabor con objeto de obtener una

estabilidad microbioldgica satisfactoria en almacenamiento. -

En la solicitud de patente holandesa 68/09971 se descri-

?F la pfeparacién de emulsiones de aceite en agua estabiliza-
das. La'estabilizacién de las emulsiones se consigue utilizan
do un monoacil-glicerofosfitido, EL momoacil-glicerofosfiti-
do puede ser sintetizado o preparado sometiendo el diacil-
glicerofosfatido a la accién de la fosfolipasa A derivada de
la pancreatina. Ias emulsiones contienen preferiblemente una
pequefia cantidad de una protefna como la caseina o de una
protefna derivada de la soja. Estas protefnas contienen fos-—
folipo-proteinas. ‘ -

El uso de estas fosfolipo-proteinas no modificadas més
una cantidad de fosfoli{pidos modificados que no estéﬁ forman-
do complejos con la protefna tiene el inconveniente de que
no conduce a emulsiones t&rmicamente estables (compirese el

Ejemplo 4 de esta memoria).
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niger, Rhizoous chinensis o Aspergillus oryzae, hasta que de-

" saparecen las propiédades de coagulacién térmica de la pro-

. proteina.

In la solicitud de patente japonesa 56.465~-1962 se des-
cribe un procedimiento para la preparacidn de un alimento si-
milar a la mantequilla utilizando yema de huevo o0 huevos com+

pletos que ha sido tratado con un extracto Ge Aspergillus

tefna del huevo debido a la hidrélisis de las moléeulas de

Fl extracto enzimdtico contiene, entre otros enzinas,
lecitinaéas que son las responsables de la descomposicién de
la lecitina a lisolecifina'y vara las que se ha indicadc que
producen un aroma caracterf{stico. Los huevos o yemas de hue-
vo modificados se mezclan con un aceite comestible y nn emul-
gente como monomirisato de sorbitol vara obtener el producto
similar a la mantequilla., Para la preparacifn de emulsiones
%gtables, se utiliza una cantidad bastante considerable del
emulgente. Los solicitantes utilizaron yemas de huevo o hue=-
vos completos modificados de acuerdo con el proeédimiento
descrito en la publicacién de patente japonesa antes citada
bara la preparacidn de emulsiones de aceite en agua. Fallaron
fodos los intentos de preparacién de emulsiones térmicamente
estables. Por consigﬁienfe, puede decirse que el extracto en-
wimdtico obtenido de acuerdo con la publicacidén japonesa s0lg
es capaz de afectar al sabor de la conmposicidn pero es in-
capaz de estabilizar las emulsiones de aceite en agua.

Ahora se ha encontrado que pueden prepararse emulsiones
de aceite y agua, especialmenie emulsiones de aceite en apua,
que presentan mayor estabilidad, especialmente mayor estabili]
dad térmica, que las emulsiones que contienen una fosfolipo-

protefna no modificada, cuando se incorpora una fosfolipo-
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protefna que ha sido modificada por la accidén de la fosfoli-
pasa A durante alguna fase de la preparacifn de la emulsién.

‘Las emulsiones preparadas de acuerdo con la invencidn
pueden utilizar la fase oleosa o la fase acuosa'como_fase
continua y en esta memoria son denominadas emulsionéé aé agua)
en aceite y emulsiones de aceite en agua, respectivaménte.

Se prefieren las emulsiones de aceife en agua. Este Gitimo
tipo de emulsién significa para los fines de esta invencidn
unas fases acuosas continuas que contienen cualquier canti~
dad de grasa y/o aceite en forma dispersé. Son ejemplos de
emulsiones coiprendidas dentro de esta definicibn los pro-
ductos comestibles como las margarinas de fase invertida,
sopas o salsas, jugos de frutas naturales o artificiales,
mayonesa, aderezos, untos o produétos no comestibles como
preparados de tocador como champlis, aditivos para baflo y
gyoductos pars el cuidado de la piel. Las emulsiones de acei—
te en agua preferidas son emulsiones que contienen entre 20
y 90 %, mds preferiblemente entre 40 y 90 % y especialmente
entre 70 y 90 % de un aceite o-un aceite conteniendo una gra-
sa. Por grasa enteﬁdemps un ﬁriglicérido que es duro a 1la
temperatura ambiente. (Todos los porcentajes dados en esta
memoria son porcentajes en peso salvo indicacidén en contra—~
rio).

Como ejemplos de sustancias que contienen fosfolipo-
protefinas podemos citar la éasaina, la leche desc:emada,.el
suero de manteqﬁilla, el suero comun, la nata, la soja, la
levadura, la yema de huevo, los hucvos completos, el suero
sanguineo y las vrotefnas del trigo. Jomo fuente de fosfoli-
po-proteina se utiliza preferiblemente la yema de huevo.

La yema de huevo u otras fuentes de fosfolipo~proteina
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| esta invencién.

4 La fosfolipasa A es un enzima que efectda la escisibn del en-

fosfollpo-proteina en esta memoria).

puedén ser sometidas a la accién de la fosfolipasa A y des-

‘pués el producto modificado se incorpora a los productés de

Tamblen es p051b1e aislar la fosfollpo—proteina de su
fuente, someter esta proteina a la accién de la fosfollpasa A
y después incorporar 1a fosfolipo-protefna modificada a los
productos de esta invencidn.

La . expresibn "modificada” aplicada a la fosfolipo-
ﬁroteina.en el sentido utilizado aqui denota cualquier grado

de conversién realizado por la accién de la fosfolipass A.

lace que une un radical dcido graso al radical glicerdlico de
1a noldcula de fosfolfpido, sustituyendo con ello esie radi-
cal de 4cido graso por un grupo OH, lo que se denomina con-

versibn. La fosfolipasa A también es activa cuando el fosfo-

1fpido estd complejado con la protefna (y entonces llamado
\)

A

Ias fosfolipasas distintas de la fosfolipasa A no pro-
ducen las caracter{sticas deseadas. Una fuente adecuada de
1a fosfolipasa A es la pancreatina que preferiblemente ha
sido tratada térmicamente, de preferencia en condiciones 4ci-
das.rEl tratamiento térmico se realiza a una temperatura com-
prendida entre 60 y 90°C, durante 3 a 15 minutos y preferi=-
blemente a un pH comprendido entre 4 y 6,5. La composicidn
enzimdtica as{ obtenida est4 esencialmente exenta de activi-
dad enzimdtica diferente de la resultante de la fosfoiipa—
sa A, que es notablemente estable bajo las condiciones del
trataniento anterior. Otra fuente adecuada de fosfolipasa A
es la fosfolipasa A 10.000 de Nordmark Verke Hamburg que no

contiene amilasas, tiene una actividad lipisica de 0,8 x 1{?4

¥
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- tripsina pura.
cos que comprende como elementos principaleé la fosfatidil-

'mielina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol. Todos estos

- 6 -

Ul/mg y uwna actividad proteolitica equivalente a 2,3 % de
Los foéfolipidos forman una clase de cohpuestos quini-~ -
colina y la fosfatidiletanolamina y ademds algo .de esfingo-

compuestos pueden formar complejos con las proteinas.

EL grado de conversidn de la-fosfolipo-proteina'modifi—
cada es expresada en esta memoria como porcentaje de fosfa-
tidilecolina mds fosfatidiletanolamina convertido, calculado
sobre la cantidad total de fosfatidilcolina m4s fosfatidil-
etanolamina. presente antes de la conversibdn. Un método sen—
¢illo de obtencidn de las cifras requeridas para calculér CER
te porcentaje es la cromatograffa cuantitativa en capa fina,

El grado de conversibn estd determinado, entre otros
ggctores, por la temperatura y el pH al cual tiene lugar la
incubacidn y por el periodo de tiempo que dura 1g'inqubaci6n
de la fosfolgpo—proteina con fosfolipasa 4 as{ como por la
concentracibn del enzima y la presencia de agentes activan—

tes como iones Ca2+ 0 agentes desactivantes como Zn2+, Cd2+,

P2t y EDTA, durante ests incubacidn.

Se ha encontrado que incluso un grado muy bz jo de con-—
ﬁersidn contribuyé a la capacidad émulgente de la fosfolipo-
proteina modificada as{ como a la estabilidad térmica de 1la
emulsibén queln contiene, Sin embargo, también se ha encon-
trado qdé la presencia de fosfolipo-protefna no modificada
perjudica a los efectos beneficiosog de la composicidn modi~
ficada sin que, sin embargo, elimine estos totalmente. Por
1o tanto, nor@almenﬁe cabe esperar que sustituyendo en una

enulsibén todo el contenido de fosfélipo—proteina modificada;




" 10

18

20

25

30

.bién es apreciablemente mejor en este aspecto que una emul—

con un grado de conversidn del 40 % por ejemplo, por una cand
tidad equivalente de pértes iguales de fosfolipo-protefina
no modificada y fosfolipo—protéina modificada con'un grado
de conversidn del 80 %, no se'observaré ninguna'diferencia
en las propiedades de la emulsién. Sin embargo, se ha encon-
trado que esta Ultima emulsién'es apreciablementé menos esté-

ble al calor que la primera, aunque la Gltima emulsién tam-

sibn estabilizada con una cantided equivalente de la fosfoli
po-proteina no modificada.

Se ha anbbntradq que- el grado de conversidén debe ser
preferiblemente del 10 %. Las emulsiones especialmente pre-
feridas de acuerdo con esta invencidn son emulsiones en las
que el grado de conversién de las fosfolipo-proteinas mod;fi—
cadas que confiene estd comprendico entre 40 %y 86 %, espe-
cialmente entre 50 % y 60 %. Por una parte, es fécilmente al-
canzable un grado de conversiéﬁrdel 40 % y, por otra parte,
garantiza'una capacidad enulsionante y una estabiliéad téfmi—
ca muy satisfactoria de la emulsién. Los grados de conver-
sidn superiores al 60 %, aunqué excelenteg son élgo menos
féciles de conseguir.

Fl uso de fosfolipo-proteina modificada produce resul-
tados que también son sorprendentemente distintos de los
obtenidos siguiendo el procedimiento descrito en la técenica
anterior (compidrese con la éolicitud de patente holandesa
68/09971)ldonde.se utiliza una‘fosfolipq—proteina no modifica
da mds una cierta cantidad de fosfolipidos modificados que no| -
estén formando complejo con las proteinas. Incluso cuando se
agregan cantidades de fosfolipidos convertidos correspondien-

tes a la adicidn de grandes cantidades de fosfolipo=-proteina
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acuerdo con la invencién son por lo tanto emulsiones en las

sente en forma de‘fOSfolipo—protefna que ha sido sometida a

-de la yema de huevo modificada y no modificada se observa qug

modificada con un grado muy alto de conversibn, los resulta-
dos son todavia muy decepcionantes ya que las emulsiones pred

paradas se rompen al calentar. Las enulsiones preferidas de -
que practicamente todo el contenido de fosfolipidos estd pred

la accidn de la Ffosfolipasa 4.

La modificacidn puede realizarse bajo diferentes condi-
ciones (temperatura, tiempo de incubacidn, concentracién de
énzima, etc.), que pueden ser fhcilmente determinzdas por el
experto en esta técnica. Es adécuada una proporcidn compren—

dida entre 0,002 y 0,2 mg de fosfolipasa A por gramo de fos-

folipo—protéiné. Estos limites son los adecuados para uaa conj~

posicidn de fosfolipdss A con una actividad espec{fica de
70 U/mg de proteina aproximadamente. Una unidad U significa
gpe se libera un microequivalente de dcido graso por minuto.
-La modificacibén con estas fosfolipasas A deja intacto
al conmplejo de fosfolipido-proteina. Iediante el aislamiento

cuidadoso por centrifugacién de las fracciones lipo-proteicas

la porcién fosfolipida de la yema de huevo modificada estd
constitufda por liso-compuestos; en otraé palabras, la modifi
cacibn tiene lugar in situ sin romﬁer el eniace proteina-
Lipido. '

La cantidad de fosfolipo-proteina modificada que debe
estér présente en la emulsidn vuede variar dentro de limites
muy amplios, Egte cantidad depende, entre otros factores, de
la composicidn de la emulsidn, de ia presencia de otros agen
tes emulsionantes, del grado de conversidn de la fosfolipo—~

proteina modificada.y de las propiedades deseadas en la emul-
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fosfolipo-proteina modificada. Ademéds, en este Gltimo caso,

sién estebilizada. La cantidad real é utilizar puede ser
f4cilmente determinada por los expertos en la téenica de es-
tabilizacién de emulsiones, . '

Pueden aplicarse proporciones coﬂsiderablehente_inferio-
res (algunas veces) a un guinceavo de las noringlmente aplica-
das cuando se utiliza un maferial no modificad@ obteniéndose

una eficiencia emulsionante comparable cuando se utiliza la

con frecuencia las emﬁlsiones obtenidas son gltamente termo-
estables. |

Como regla general, se.prefiere que las emulsiones de
1a invencién contengan entre 0,05 y 5 %, rreferiblemente en-
tre 0,5 y 4 % y todavia mejor entre 2 y 4 % en peso de fos-
folipo-protefna modificada, calculado sobre la proporcidn de
aceite (o aceite conteniendo grasa) de la emulsién,

. Una de las ventajas especizles de las emulsiones de estg

N

invencibn es que estas emulsiones presentan mayor estabili-

dad térmica., Aplicando a una emulsidén dada una cierta canti-
dad minime de una fosfolipo~protefna modificada con un grado
dado de conversidn, es posible:obtener emulsiones que pueden
resistir a la esterilizacién, por ejemplo a 100°¢ durante

30 minutos, sin perder su estabilidad. Esta cantidad especi-
fica puede ser fécilmente determinada por simple experinenta-
cibén. En una realizacién especialmen+e preferida del invento,
se prencran emu151ones que han sido esterilizadas. Hasta zho-
ra, en muchos casos ha sido necesario mantener las emulqlo—

nes, por ejemplo la mayonesa, a un pH relativamente bajo con
objeto de conseguir una estabilidad microbiolézica satisfac—
toria. Las emulsiones de acuerdo con lé invencién’ pueden pre-

sentar fécilmente un pH comvrendido entre 4 y 6, haciéndolas
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microbiolézicamente estables por estabilizacidn.
Ademds, cuando 1a’f0sfolipo—9roteina modificada estabi-

ligzada se qﬁiliza como agente estabilizante de la emulsidn

comunica a esta Wltima as{ estabilizada otras ventajas aso-

ciadas con la estabilidad térmica. Por ejemplo, .es posible

introducir la emulsién caliente en los envases, eliminando

as{ la necesidad de adoptar medidas especiales cuando estos

- productos se introducen en envases a la temperatura ambiente

¥y se desea mantenerlal'mismo tienpo la esterilidad,

la accibn estabilizante obtenida como resultado del uso
del complejo.de fosfolipo—ﬁrotéina-modificada no se limita al
aumento de la estabilidad térmica de las emulsiones de aceite
y agua. En 1la preparacibén de mayonesas o aderezos, el uso de
un complejo de fosfolipo-protefns modificada hace posible
partir de un aceite no invernado e incluso de un aceite.que
%pntenga una grasa dura (véase el Ejemplo 8) consiguiedo to-
davia composiciones estables en el refrigerador{

Se han preparado emulsiones de aceite en agua que com—

tenfan 0,2-8 % de yema de huevo modificada (grado de conver-—

sién: 10-90 %), 0,5-98 % de agua, 0,15-1,4 % de 4cido acéti-

co y 0,8-83 % de un aceite glicérido (aceite de maiz).

Tl aceite utilizado puede contener incluso cierta cantided
de una fraccidn de aceite de palma fraccionado en seco (frac-
cién de oleina, p.f. 30°C). Se han obtenido emulsiones esta-
bles que contienen 0,2-8 % de &ema de huevo modificada (gra-
do de conversién: 10-90 %), 0,5-98,3 % de agua, 0,15-1,4 %
de 4cido acético, 0,8-60 % de una fraccibén de aceite de pal-
ma fraccionado en seco y 0-23 % de aceite opc;onalmente in—
vernado (maiz). ElL almacenamiento de las emulsiones durante

varias semanas a una temperatura comprendida entre 2 ¥y 500
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seguido de slmacenamiento a 37°¢ no produce exudacidén del
aceite,

" Ademfis.se ha encontrado qﬁe el uso dél compléjo de foé;
folipo-protelna modificada proporeiona la posibilidad de au~
mentar el contenido en alcohol de las emulsiones. EstqQ tiene
la ventaja de que se intensifiqa el sabor de cier&os éompo-.
nentes como ;as especias,

Los lfmites preferidos de las concentraciones de los in-
gredientes de estas emulsiones de aceite en agua son: 1=-6 %
de etanol, 0,15-1,4 % de 4cido acético, 0,2-8 % de yema de
huevo moﬁificéda (grado de conversidn: 10-90 %), 0,8-83 % de
aceite y 5-15 % de agua., Estas emulsiones presentan una esta-
bilidad y un sabor razonables.

Un aspecﬁo de esta invencidn es una emulsién de aceite
en agua que contiene yema de huevo modificada que esté esen-—
%}almente exenta ée colestérolf

Los lfmites preferidos para los ingrédientes de estas
emulsiones estdn comprendidos entre los siguientes:10,2—8-%
de yema de huevo modificada (grado de conversién: 10-90 %,
que contiene 0,02-0,18 % de coiesterol), 0,5-98,8 % de agua,
0,15-1,4 % de fcido acético y 0,8-83 % de aceite. Se ha en-
contrado que estas emulsiones son muy estables a la tempera-
tura ambiente y durante €l calentameito a 100°C durante .30 mi-
nutos. Unas emulsiones comparables preparadas con yema de hug
vo no modificada de la gue ée ha extrafdo el colesterol se
descomponen durante la adicidn del aceite.

La invenpién es ilustrada mediante'los siguientes ejem—

plos:
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BJENPLO 1
En ééte ejemplo, se trata una yema de huevo presefvada
; (92 % dé yema de huevo, 7 % de cloruro sédico y 1 % de S0z
rpato ?otésico) con diferentes enzimag @ara demostrar que el
componente activo es la fosfolipasa A, La yema de huéﬁd_tra—
.Yada con enzima se utiliza para'preﬁarar en dn Ultré—Turrax’
una emulsidn de aceite en agua de la siguiente composicibn:

yema de huevo (de la que el 38,5 % son fos-

folipo~protelnas) T:5 g

' agua ', 5 - ml
4cido actico al 10 % o . 5 ml

" aceite de soja : 80 g

Ta emulsidn as{ obtenida se calienta a 100°C durante
30 minutos.

La pancreatina [4 x NF (National Formula) XIIﬁ], la
gppéina.(3,5 n Anson U/mg), la papaina.(3,5 m Anson U/mg),
la tripsina (20,000 E/g), la ficina (3,9 m Anson U/mg) y la
'pronasa E (70.000 PUK/g?ﬂ)se obtienen de la firms MHerck,

Darmstadt, Alemania.

1) definida como sustancia que contiene enzimas, principal-~
mente amilasa, tripsina y lipasa, que convierte no menos
deicieﬁ veces su propio peso de almiddn de patata NF (uti
lizado como patrén de referencia) emhidratos de carbono so

~lubles y no menos de cien veces su propio peso de caselnaed

--.proteasas.

xm)'1 PUK = la cantidad de engima que bajo las condiciones del]

ensayo efectta una €60 d¢ 1,0 (Booklet Biochemica de
E. lerck, Darmstadt, Alemania (1971)).

El término "fosfolipasa A" en la sigulente tabla indiga
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1a solucidn obtenida calentando una dispersibn de pancreating
al 5,2 % a 70°C durante 6 minutos y a un pH de 4. Ia disper—
sidn calienfe se enfris répidamehte a 0°C y se centrifuga a -
3000 x g. La solucidn amarilla transpérente'(SZ ng de en-
21ma/ml se utiliza tal como se obtiene.

La fosxollpasa Cyla fosfolipasa D se oblienen de la

firma Sigma International Ltd., 3t. Louis, Ho., Estados Uni-

- 13—

‘I dos.
Los resultados se'encuentran en- la Tabla I.
TABLA I
Estabilidad
Co?centra- _ deéla enul-
“¢ibn de en . sibn aceite
Especie zima  por Inoubacién en agua des
de enzi 60 g de ye Tempe pués de ca— Gradodg
ma y co ma de hue=" Tlempo ratu— lentar 10 min. convers
factor,  vo (mg) (horas) pH ra, °C a 100°C sidén (%)
Papaina ‘ rota al ca-
con cistel 100 16 17,0 37 bo de algu-
na (5x10°3M) ' nos minutos
Ficina con
cistelna , ) _
(5 x 10=31) 100 16 7,0 37 id
Pronasa con
cisteina 100 16 17,0 37 id.
(5 x 1073 M)
Pepsina 100 16 2,0 37 id. ]
Pripsina 40 16 6,5 37 id.
Tripsina con 140 16 6,5 37 id.
desoxicolato 140 .
Pancreatina -
pretratada 1000 16 6,5 37 estable >50
Fogfolipasa 4 80 16 6,5 37 estable >50
Posfolipase C 80 16 6,5 37 rota
Fosfolipasa D - 80 16 6,5 37 rota
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plo 1 bajo condiciones varisbles indicadas en la Tabla II.

- 14—

Esta tabla demuestra que solo son térmicamente esta-
ﬁlés las emulsiones estabilizadas con yem& de huevo que ha
sido trateda con fosfolibasa A.

| EJENPLO 2

Se utiliza la solucidn.de fosfolipasa A del Ejemplo 1

"para incubar la yema de huevo como se ha descrito en el Ejemt

.E1l grado de conversidn, antes definido, de la yema_de;huevo‘
obtenida despuds de cada incubacidn se encuentra en la ta-
bla. También se encuentra el efecto del ﬁso'de yema de huevo )
de’diferentes~gfadoé.de conversién sobre la estabilidad tér-
micé de una emulsidn como la descrita en el Ejemplo 1.

TABLA II

Estabilidad de
la emulsién de

. Concentracibén de aceite en agua .
Incubacibn  enzima -por 15 g 2180 % despuds Crado de
Temp. Tiempo de yema de huevo decalentar (30 conver -
(o¢) (horas) pH (mg) min, a 1009C) sibn (%)
48 5 6,5 0,0 rota -0
”" 1 1 2,0 algo estable 10
L " 4,0 id. ’ 18
" " n 6,0 - cierta exudacibén 26
de aceite
" n n 8,0 ide 33
" u " 10,0 estable con 1i 39
gera exudacidn
de aceite
" " " 12,0 ide 44
" " " 14,0 id. 49.
" " " 16,0 estable : 54
1 " " 18 ’ 0 _ esi_;able 58
" 1" " 20>’ 0 estable 62
" " u 40,0 ~ estable - 65
48 16 6,5 20,0 estable 86

Esta tabla demuestra que las emulsiones estabilizadas

con yema de huevo modificada de grados de conversién hasta de
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’solamente el 10 % resultan mejoradas en lo que se refiere a
/su estabilidad térmica. La yema de huevo modificada con gra-
;dos de conversibn entre Sb y 86 % es muy eficaz para comuni-
car eétabilidad contra los tratamientos térmicos severos a
1las eaulsiones preparadas con ella. .
EJENMPLO 3
Se preparan diversas emulsiones como se ha deserito en
gl Ejemplé 1a exqepcién de que se modifica la proporcién de
yemz, de huevo y de que se utilizan dos clases diferentes de
yemé de huevo, a saber: yema de huevo no modificada y yena
~de huevo ﬁOGificada hasfta un grado de conversién del 50 %.
Tas emulsiones preparadas fueron evaluadas teniendo en cuentd
su estabilidad antes (a la temperatura ambiente) y después
de la e;ﬁerilizacién durante 30 minutos a 100°C. Los resulta-
dos se encuentran en la Tabla III. .

TABLA III

Propiedades &

Wuestra de Porcentaje de

yema dehue yema de huevo Temperatura Después de 30
Vo en 1a emulsidn anbiente minutos a 1000C
1 malas, exuda- rota
"~ cidn de aceite
2,5 malag exuda— rota

No modificg cidn de aceite

da - 5,0 suficientes rota
T:5 buenas rota
0,5 buenas buenas
1 buenas buenas

Modificada 2,5 buenas buenas
5,0 buenasg buenas
T45 buenas buenas

Esta tabla indica que la modificacién no solamente au-

menta la estabilidad térmica de-la emulsién preparada con Ta
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'de la yema de huevo.

1f{pidos modificados y yema de huevo no modificada, Se prepa-

vo) de fosfoli{pidos modificados con un grado. de conversidn

folipidos modificados contiene tres veces la cantidad de

/ C 16—

,yema'sino que también nejora las propiedades emulsionantes
EJEMPLO 4
Este ejemplo ilustra los resultados obtenidos cuando,,~
en lugar del complejo de fosfolipo-protefna modificada de

acuerdo con esta invenciln, se utiliza una mezcla de fosfo-

ran emulsiones como la descrita en el Ejemplo 1 en las que
la yema de huevo no estd modificada pero a las que se agre-

gan cantidades crecientes (0,25-1,25 g/7,5 g de yema de hue-

delfSO %, Después de calentar a 100°C durante 30 minutos, la
emulsién preparada con la concentracién mds baja de fosfo-

1ipido mddificadb estd totalmente rota; las otras presentan:
claramente exudacién de aceite. Ademés; es claramente observg—

ble.un éabor amargo. La emulsidn preparada con 1,25 g de fos-

fosfolf{pidos convertidos que podrfa haber estado presente co-
mo méximo si en lugar de la yema de huevo no modificada se
hubiera utilizado la misma cantidad de yema de huevo modifi-
cada con un grado de conversi&n del 100 %. No obstante, el
résul%ado es mucho menos satisfactorio,
EJEIIPLO 5

~ Se aisla de la sojé una fraccidn de fosfolipo-proteina.
Se prueba una solucién que contiene 30 % de fosfolipo-protel-
na para preparar una emulsién de aceite en agua al 86 % como
se ha descrito en el Ejemplo 1 pero omitiendo la yema de hue-
vo, aplicando varias cantidades de la solucibn de fosfolipo-
protefna y completando el resto con agua. Todos los esfuer—

gos fallaron. -
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nesa de la siguiente composicibn, mediante un molino ¢oloi-~

-7 =

La fosfolipo-proteina se modifiéé hasta un grado de éog
versién del 80 % y se éplicé un 16 % (sobre el contenido de
aceite) de la solucidn ai 30 %; obtenidndose una emulsidn
perfectamente estable a la temperaturé ambiente y que podia
ser calentada durante 30 minutds, ) 100°C, sin perdef s
estabilidad. . | ' |

EJEIPLO 6

Se preparan dos emulsiones de aceite en agua al ‘80 %
como se ha descrité en el Ejemplo 1, una con la yemé dé hue--
vo en forma no modificada y la otra con la yema de huevo ‘en
forma quificéda'con'un grado de conversién del 80 b

Ambas emulsiones ge diluyen con agua formando as{ Cos
series de emulsiones con unos contenidos de aceite de 48 %,
24 %y 12 by 4 B y 0,8 % respectivamente. Estas emulsiones di-
1ufdas se caliéntan postefiormente a 100°¢ durante 30 a 96'
minutos. ‘ |

Tz serie de enulsiones dg%ivadas de la emulsibn prepara-
da con yema de huevo no modificada presenta intensa exuda—
cidn de aceite; la serie de emulsiones derivadas de la emul-
sidn preparada con yema de hue%o modificada,'sin embargo,
no presenta ninglin tipo de exudacién de aceite.

LJEMELO 7

Preparacién de ung mayonesa utilizando un aceifte no invernadd

En este experimento se trata un huevo completo fresco
y sazonado con sal (90,6 % de huevo completo fresco, 8,7 %
de clorurb sédico y 0,7 o de écido sdrbico) con fosfolipa~
sa A durante 3 horas a 5500. La concentracién de enzima es |
alrededor de 0,003 % calculada sobre el huevo completo. El

huevo completo modificado se utiliza para preparar una mayo-
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dals )
huevo completo fresco y sazonado | 15,45 g
ggﬁa . ) 3,8 -g
vinagre . : o 5,3 g
aceite de mafz no invernado : 75{6 N
especias ' | S 0;04§:g
agente espesador 0,40. g

_descrito a excepcién de que se utiliza huevo. compléto s2zona-

tras para determinar la exudacidn de aceite y el aumento del

[

EL aéeite de mafz no esté_invernado v presenta turbidez
después de ser almacenado durante 5 horas a 0°C.

Se prepara una muestra patrén de mayonesa como se ha

do no modificado en lugar del huevo completo sazonado modifi-
cado. Ambas muestras se almacenan durante 5 semanas a 2° N

5%¢, respectivamente. Después de almacenadas a 2° y 5%, 1las

muestras se almacenan durante 24 horas a 20°%¢ seguido de al-|.

) R o] .
macenamiento a 37 C durante 2 horas. Se examinan las mues=—

didmetro medio de los glébulos de grasa microscédpicamente.
Por examen microscépico se observa que la mayonesa pfe—
parada con el huevo completo no modificado presenta.un gran
aumento del didmetro medio (desde 5 micras antes del almace-
namiento hasta unas 15-25 micras despuds del almacenamiento)
de los glébulos de grasa después de almacenar g 2 y 5°C, 20%
h'd 3700, mientras que el ﬁiémetro medio de los glbbulos de gre
sé de 1armayonésa preparada con huevo completo modificado es
casi el mismo antes y después del almacenamiento. Los resul-
tados detallados se encuentran en la Tabla IV. Ko puede ob-
servarse visualmente exudacidn de aceite en ninguna de las

muestras.
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TABLA IV

Didmetro medio y extremos de los #18bulos de grasa en 1a ma-

yonesa preparada con huevo completo modificado y no modifica-

do antes y despuds del almacenamiento

Condiciones de
almacenamniénto

antes del alma-
cenamiento

5 semanas a 2%

+ 24 horas a 2000
éemanaé a 200'
24 horas a 20°C
2 horas a 3700
semanas’ a 5°C.
24 horas a 20°¢

semanas a 5°C
+ 24 horas a 20°¢
+ 2 horas a 37°C

v

Preparacidn de una mayoneca

‘Huevo completo
no modificado

3-5 micras

15 micras

20=25 micras

(mdx. 40 micras)

18 micras (méxi-
mo 30 micras)

8-20 (méximo 50
cras)

EJEMPLO 8

modificacn -

conteniendo

Huevo completo

3-5 micras -

3-4 (méxzimo 12;
15 micras)

4~7 (méximo 23
mieras)

3 micras (méximo
13 micras)

7 micras (miximo
15 micras)

grasa dura

En este experimento, un huevo completo fresco sazonado
(90,6 % de huevo fresco, 8,7 % de cloruro sbdico y 0,7'% de
4cido sérbico) se trata con fosfolipasa A durante 3 horas a

559G, La concentracidn de enzima es alrededor de 0,004 %, call

enzima se utiliza »ara vreparar en un aparato Ultra~Turrax

una emulsién de aceite en agua de la siguiente composicidn:

culada sobre el huevo completo. EL huevo completo tratado con

huevo completo fresco y sazonado

agua

vinagre

mezclas en diferentes proporciones de acei~ 75,0
te de mafz y aceite de palma fraccionado en

seco

15,45 &
3,8 &
5,3 &

g
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_tres semznas a SOC. Despuds del almacenamiento, las niestras

— 20~

En la preparac%én de las muestras, la fraccidn cruda'y
refinads de aceite de palma fraccionadc en seco se calienta
a 60°¢ y se mezcla en diferentés proporciones con.aceite de
mafz; la mezcla caliente de fraccién de aceite de palma ¥
aceite de mafz se agita con una Ultra-~Turrax en una feée
acuosa que contiene huevo completo modificado o ﬁo modifica;

do, Acido acético-y sal. Las muestras se mantienen durante

se calientan a 20°¢ durante 24 horas seguido de calentamien-

to a 37°C durante 2 horas y se examina lé exudacibn de éﬁei—

.

tes . - ) oo

La Tabla V indica que las muestras preparadas con hue-
vo completo modificado son estables en el frigorifico inzlu-
so cuando se sustituye alrededor del 40 % del-aceite de maiz
por aceite de palma fraccionado en seco, crudo o refinado.

Por el contrario, todas las muestras preparadas con huevo

completo no modificado no son estables:-en’ el frigor{fico.
Tncluso la muestra preparada con 100 % de aceite de-maiz-no
es estable en el frigorifico,;debido probablemente a la.eled
vada temperatura de preparaoidh de la muestra. Se supone que
una sustitucidn del 40 % es préxima al 1imite méximo admisi-
ble. Probablemente con una fraccién de aceite de palma con
ﬁna curva de dilatacibén menos pendiente pueda conseguirse un
mayor porcentaje de susﬁitucién.

Se ha encontrado que u%ilizando huevo completo modifica~
do, puede prepararse una mayonesa estable en el frigorifioo
en la que el 40 % del aceite de mafz es sustituldo por acelte

de palma fraccionado en seco.




euTed ap a3Teoe
ap BPRUTLISI UQTOORIg

—-BuoToOBII BETEd °p 93
Teo®B 9p BPNID UQTOOBRIF

_ opeuoTooexy euwled ap o3
Too®w op BpeuUlIad UQTOORIg

opeuojoosiy euTed op o3
—THOR 9p BPNID UQTOOBIZ

OpEoLlJLpoW 038L4WOd OABUYH

049TAmOD oasny

A VIEVEL

ZTen 8D 0100¢ & 0095 Ud OPBUOLOOFIy BU(ed op o3 LoJ¢ 9p seuoroaododd

8798359 21q83859 91q®3s? 2Tqe3s? 840X BLOX 810X 830X 6¢
oqeo ® oqed B oqeo B
DT "pT *pPT °pT BpBASTT OU  epBAd[L OU epeAaTT ou B30I o9¢
ogqeo ® oqed B -
pPT *pT “pT “pT |peaall ou €30I eREBASTT o1 830I (44
oqeo ®B ogqed ® oqeo e
‘PE °PT ‘pPT “eT EpeAlTL 00 BpeAdTT ou ejo0x EBpPEASTT OU 0%
0qed ® 0qeo e oqeo ® 0qeo B8
“pT “PT *pT *pPT epeAs T o BpBAST] Ou BRBAST] OU epRASTIT oU L2
-pT *pT DI *pT B30, BROT er0d B30a ¢z
*PT *PT °PT "PT B0 Bl0d ®30a 8101 oc
“p1 epT “pT "pt B30I 93Tedoe oyonm eyo0d Bl0d o1
2TqBlS? aTqelse afqeasa afqease 23 Te0e oydll 231908 83190 oyoum 941T00® 0
‘e op ®aalTT op BIL3TT
. uotoexedss ugioezedss
0ol% ® 050c ¥ 0642 ® 050c _® 0ole B 050C ® 05l% ® 030C ®
pepTICqelS® pepITIqelse pPBPLTIQqE}SS DPBPTITABASS DEPTITIqes® PepPITIqesss  DEPTTIqelss pepllIqeas? oommRnw op
. e e s BUOTOOBIJ BU
3s us OpRUOEOVBIT 009S uy ‘ap ©988 UD 009s us Ted ap 231908

°op TQTIOOBIT:

55305757Tp G09 X ODPESTITpOm OU £ OPEOTITPOE O35 (0000 OASHNY 00O EDPEIedald BEoU0Aed L oD OfdJ Us DepLLiaedsd

0g

83

08

g1

o1




10

15

20

25

30

TABLA V

Estabilidad en frio de la mayonesa preparada con huevo completo modi:

proporciones de aceite de palma fraccionado en st

Huevo completo

Fraccion cruda de acei~ Fraccion refinada de acei Fra
Fraccidn de te de palma fraccionado te de palma fraccionado te
aceite de pal. en seco en seees
ma fraccionz s as
do en s5eco estabilidad estabilidad estabilidad estabilidad eSt:
a 209G a 379C a 202C a_ 379C a
separacion separacion .
ligera de ligera de .
0 aceite mucho aceite aceifte micho aceite es
10 rota rota mucho aceite rota
20 rota rota rota ‘rota
23 rota rota rota rota
27 no llevada no llevada no llevada ao llevada
a cabo a cabo a cabo a cabo
%0 no llevada rota no llevada no-llevada
a cabo a cabo a cabo
33 rota no llevada rota no llevada
. a cabo a cabo
%6 rota no llevada no llevada no llevada
a cabo a cabo a cabo
39 rota rota rota rota

S
S
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TABLA V

ada con huevo completo modificado y no médificado v con diferentes

2 de palma fraccionado en seco y aceite de maiz

aleto ] Huevo completo modificado
-cion refinada de acei Fraccidn cruda de acei  Fraccidn refinada de
de palma fraccionado te de palma fracciona- aceite de palusa
en seee dn._en seco fraccionado en sg

co
abilidad €stabilidad estabilidad estabilidad estabilidad estabilided|
2000 _.a 3790 a 2090C a 379C a 20eC a %79C
aracion .
2ra de ..
ite micho aceite estable estable estable estable
10 aceite Tota id. id. id. id.
3 . nota id. id. id. id.
a moba id.. id. id. id.
llevada 'no.llevada id. id. id. id.
abo a ‘cabo
llevada no.llevada id. id. id. id.
3bo a cabo
EY no llevada id. id. id. id.

a cabo
llevada no llevada id. id. id. id.
abo a cabo
a rota estable estable estable estable




10

15

20

25

30

Ejemplo 1 & excepplén de que se sustltuyen 5 ml de agua por'

_ras a la temperatura ambiente y para determinar el savoy de

/ | - 22—

BJENPLO 9

Preparaoldn de emulsiones con mayor concentracidn de alcohol

Se preparan varias emulsiones como la descrita en el

5 ml de etanol al 96 %, se utilizan dos clases diferentes de.
yema de huevo, es decir, yema de huevo no modificada J yema
de huevo modificada hasta un grado de conversidn del 50 % o

més ¥ sejéﬁaden especias diferentes. Las emulsiones rrepara—-
das se examinan para observar su estabilidad ante y después

de almacenamlento durante 48 horas a 5 C, geguido de 24 ho-

las emulsiones preparadas. Se ha encontrado que utilizando
yema, de huevo no modificada como emulgente no puede preparar-

se nlnnuna emulsidén estable de aceite en agua al 80 %. Duran-

te la adicidn del aceite de soja a la fase acuosa gue contle—.

ne alcohol, la emulsidén se rompe después de afiadir algunos
mililitros de aceite. Con la yema de huevo modificada como
emulgente, puede prepararse una emuléién de aceite en agua al
80 % que es estable antes ¥ después del almacenamiento de

48 horas a 5°C seguido de almacenamiento de 24 horas a la

temperatura ambiente. El sabor de la mayonesa gue contiene
alcohql se considera bueno en comparacidén con el de una muesy
que no contiene alcohol, Se observa un sabor a especias algg

mds intenso y més dulce.

EJENPLO 10

Prevaracin de emulsiones empleando yena de huevo modificada

de la que sc ha separado nricticamente todo el colestercl.

Se separa el 95-99 % del colesterol de una yema de hue-
vo modificada sazonada y secada por atomizacién y de una ye-

‘s o . ns e
ma de huevo no modificada, por éxtraccién con diclorometano.

ra
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.calefaccidn a 1009C "durante 10 minutos.

emulsidn, caracterizado porgue comprende el tratar-una fos-

_23 _

Para,iseparar el diclorometano, el_ﬁolvo se seca a vacio a
una temperatura de unos 452C durante 2 horas aproximadamen
te. Con estos polvos secos se préparan dos emulsiones de
aceéite en agua al 80 % en la forma descrita’en el Ehemplo
1, una con la yema de huevo en forma no modlflcada y la o~
tra con la yema de huevo modlflcada con un grado de nonver
sién del 50 % o mis. La emulsién preparada con la yeua de
huevo no modificada extraida se rompe durante la adicidn de
aceite; la otra emulsién con la yema.de huevo modificada

extraida es estable a la temperatura ambiente y durente la

s

ta deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacidén de una

emulsidn de agua y aceite que contiene un estabilizante de

folipo-proteina con fosfolipasa A para obtener un grado de
conversién de por lo menos 10 % y agregar como minimo 0,05. %
basado en la cantidad de aceite, de la fosfolipo-proteina
tratada en la formulacidn.

2. Un pr&cedimiepto segin 1a.reivindicacién 1,
caracterizado porgue {a fosfolipo—proteina se trata con una
fosfolipasa A derivada de la pancreatina que ha sido someti
da a tratamiento térmico, durante un periodo suficiente como
paré inactivar toda actividad enzimdtica gue no sea la resul
tante de la fosfolipasa A,

%. Un procedimiento segln la reivindicacidn 2,

caracterizado porgque el tratamiento térmico se lleva a cabo

:En resumen la patente de invencidn que se solici -
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minutos.

24 _

bajo condiciones acidas.
4, Un procedimiento segin la reivindicacidn 2,
caracterizado porgue el tratamiento térmico se lleva a cabo

a una temperatura gue oscila éntre 60 y 909 durante 3 a 15

5. Un procedimiento segin la reivindicacion 5,‘
caracterizado porgue el tratamiento térmico se lleva a cabo
a un pH de 4 a 6,5. _

6. Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porgue se emplea de 0,002.a 0,2 mg. de fosfo-
lipasa A de aétividad especifica 70 mg de proteina por gra-
mo de fosfolipo-proteina.

7. Un procedimiento segin la reivindicaciédn 1,
caracterizado porgue el agua constituye la fase continualde
la emulsidn.

8. Un'procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porque la fosfolipoéprotéina es huevo coumpletq

9. Un procedimiento segin la reivindicécién 1,
caracterizado porgue la fosfolipo—proteina es yema de huevo.

10. Un procedimien%o segin la reivindicacidén 9,
caracterizado porque la fosfolipo-proteina es yema de huevo
sustancialmente libre de colesterol.

11. Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porgque suétancialmente toda la fosfolipo-pro-
teina se somete al tratamientq con fosfolipasa A.

12. Un procedimiento segin cualquiera de las rej
vindicaciones anteriores, caracterizado porgue se¢ emplea de
0,05 a 5% de fosfolipo-proteina modificada, calculada sobre

by

el contenido en aceite de la emulsidn.
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-13. Un procedimiento segin la reivindicacién 1,

learacterizado porque el grado de conversidn de la fosfolipo~
.proteina es de 40 a 60 %.

14, Un procedimiento segdin cualguiera de las rei -

vindicaciones anteriores, caracterizado porque la emulsibn °
contiene: -
© 0,2 a 8% de yema de huevo modificada (gfadq de
‘ conversidén 10 - 90%) . '
0,5 a 98,3% de agua
0,15 a 1,4% de Acido acético
0,8 a 83% de aceite. '
15. Un procedimiento segin la réivindicéciSn 14,
caracterizado porgue parte del aceite se sustituye pcr grasa
' 16. Un procedimiento segﬁn.la feivindicacién 15,
caracterizado porque la emulsidn contiene de 0,8 a 60% de u-

na fraccibén de aceite de palma fraccionado en saco (fraccién

de oleina).

17. Un procedimiento segin cualguiera de las rei
vindicaciones anteriores caractérizado porque la emulsidn
contiene: -

1 a 6% de etanol.

0,15 a 1,4% de 4cido acético.

0,2 - 8% de yema de huevo modificada (grado de

conversibén de 10 a 90%).

5 a 15% de agua.

0,8 a 8%% de aceite.

18. Un procediﬁiento segin la reivindicacibn 10,
caracterigzado porque la emulsidn contiene: ‘

0,2 a 8% de yema de huevo modificada gque contie
: , ~
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ne de 0,02 a 0,18% de colesterol (grado
' derconversién 10 a 90%)

0,5 a 98,3% de agua

0,15 a 1,4% de &cido acético.

0,8 a 8%% de aceite.

19. Se reivindica por Gltimo como obj.eto sobre
el que ha de recaer la patente de invencidén que se solicita:
UN PROCEDIMIENTC PARA LA PREPARACION DE UNA EMULSIQN DE AGUA‘
Y ACEITE QUE CONTIEWE UN ESTABILIZANTE DE EMULSION.

Todo conforme gqueda descrito-y reivindicado en 121
presente'memoria'descriptiva gue consta de veintiseis pagi-
nas mecanografiadas. -

Al

Madrid, 24 de Noviembre de 1975
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