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PROLOGO

El desarrollo de este trabajo surge como respuesta a la demanda actual de nuestra regién
de agregar valor en origen al subproducto derivado de la extraccion de aceite por el
método de Extrusado y prensado; el expeller. Para cumplir este objetivo, se planted
desarrollar una metodologia optimizada de produccién de productos proteicos, de bajo
costo y con posibilidad de llevar a escala. Ademas, que alcance el maximo rendimiento y
que los productos obtenidos cumplan con las exigencias de calidad establecidas tanto por

la legislacién como el mercado.

El principal desafio planteado fue definir la metodologia adecuada para la produccion de
productos proteicos de soja a partir de dicho subproducto, dado que hasta el momento no
se ha publicado ninguna experiencia similar. Como resultado del estado del arte, se ha
concluido que toda la experiencia conocida y desarrollada responde a la produccién de
productos proteicos a partir de harinas y flakes de soja, subproductos obtenidos de Ia
extraccién de aceite por solvente. Por ende, del material reclutado, se seleccioné el
método tradicional de produccidon de aislados proteicos a partir de harinas, que propone

una extraccion alcalina de proteinas seguida de precipitacién isoeléctrica.

Durante el desarrollo experimental, se ha considerado replicar las condiciones éptimas de
operacion de la etapa de extraccidn propuestas por la bibliografia y se ha realizado un
disefio de experimento del tipo Box Bhenken para la etapa de precipitacion isoeléctrica,

considerando como puntos centrales los dptimos tradicionales.

La experiencia a escala laboratorio, por un lado, presento resultados satisfactorios dado
que los productos obtenidos alcanzaron un contenido proteico que responde a las
exigencias establecidas. Por el otro, las superficies de respuesta del modelado
matematico, basado en los datos experimentales, arrojaron dptimos que difieren de los

propuestos al utilizar harina o flakes de soja como materia prima.




Se concluye que al variar la materia prima, de harina a expeller de soja, las condiciones
Optimas de operacién también varian. Por lo tanto, para completar el estudio resulta
relevante plantear en el futuro la optimizacién las condiciones de operacidn de la primera
etapa del proceso. Por ultimo, se alcanza el objetivo propuesto; agregar valor al
subproducto generado por la industria PyME, lo cual permite escalar un nuevo peldaiio en

el desarrollo de la industria de la region.
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CAPITULO I:

INTRODUCCION Y FUNDAMENTOS
TEORICOS

1.1 INTRODUCCION

El poroto de soja (Glicyne max) pertenece a la familia de las leguminosas, aunque por su
elevado contenido de aceite se incluye también con las oleaginosas. En paises orientales,
como China y Japén, la soja representa desde hace miles de afios un ingrediente
fundamental en la dieta de un sector muy importante de la poblacion (Baudi Dergal S.,
2013; Genta & Alvarez, 2006). Por el contrario, la introduccién de este cultivo en la
agricultura Occidental es relativamente reciente y esta vinculado principalmente con la

produccién industrial de aceite y proteina (FAO, 1992).

A pesar de que histéricamente la relevancia de este cultivo estuvo relacionada con la

extraccién industrial de aceite, en las Ultimas décadas, se ha generado un gran desarrollo
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cientifico y tecnoldgico para el aprovechamiento integral de las proteinas. Estas proteinas
vegetales poseen propiedades nutritivas que representan una alternativa muy importante
para suplir la deficiencia existente de proteinas de origen animal, como las de la leche, la
carne y el huevo (Baudi Dergal, 2013; Cheftel et al., 1898; Baigorri & Salado Navarro,
2012).

La FAO en su estudio realizado en 1992, estimé que si el total de proteina obtenida en la
produccién mundial de soja por afio fuese directamente utilizada para el consumo
humano, seria suficiente para abastecer un tercio de las necesidades mundiales de
proteina alimenticia. Sin embargo, hoy en dia, la harina de soja a granel, un subproducto
industrial de bajo valor agregado, es destinada fundamentalmente para la alimentacién

animal en producciones de carne y huevos (Vioque et al., 2001; IERAL, 2011).

La cadena de agregado de valor de la soja presenta un elevado nimero de productos que
podrian utilizar dichas harinas como materia prima. Estos productos obtenidos a partir de
la extraccién y concentracion de las proteinas de la harina de soja, ademds de incrementar
el valor afadido de este subproducto, segin Sunley (1995), brindan las siguientes

ventajas:

e proveen una fuente de proteina mds concentrada deseable para mejorar los
requerimientos proteicos,

e mejoran las propiedades funcionales de las proteinas respecto a su forma original,
ofreciendo aplicaciones en otros productos alimenticios, ademads, de aquellos
puramente vinculados a una fuente proteica para propdsitos nutricionales,

e reducen las propiedades menos deseables de la fuente proteica (ej. factores
antinutricionales y caracteristicas de flavor indeseadas) al ser sometidos a

procesos de concentracidn, aislacion y texturizacién.

A pesar de las ventajas y propiedades de los productos derivados de la soja con alto
contenido proteico, los volimenes de produccién de concentrados y aislados proteicos de
soja no se corresponden con los prondsticos optimistas predichos al promocionar los
productos por primera vez. Esto se debe principalmente al alto costo de produccién, como
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también a limitaciones regulatorias y nutricionales, a la competencia con los productos
texturizados de soja, y, finalmente, a la competencia con otros productos proteicos,
particularmente caseinas y caseinatos derivados de la leche. En consecuencia, la
proporcion del consumo de estas proteinas directamente en nutricion humana ha sido

relativamente baja (FAO, 1992).

1.2 GENERALIDADES

Botanicamente, la soja pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, y al
género Glycine, L. En forma de cultivo, es llamada Glycine max (L.) y es una planta anual de
ciclo estival. Su planta es tupida con un rango de altura de 0,75 a 1,25 m, su ramificacién
puede ser escasa o densa, dependiendo de los cultivares y las condiciones de crecimiento

(Liu, 1997).

Este cultivo fue introducido en nuestro pais, con cierta importancia, en la década del 60.
Paulatinamente se fue incrementando la superficie de siembra de tal forma, que de
50.000 Tn que se producian en 1970, se ha llegado a casi 50.000.000 Tn en la campaiia
2012-2013. Dentro de los varios factores que contribuyeron a estos resultados se
encuentra: la promociéon del cultivo que realizé el gobierno nacional, los precios
internacionales y las multiples aplicaciones industriales que permiten un aprovechamiento
integral del grano (Alessandria & Ruosi, 2009; MINAGRI, 2013; Baigorri & Salado Navarro,
2012).

Otros factores que también contribuyeron a la acelerada expansién del cultivo fueron el
desarrollo de técnicas agrondmicas adecuadas y el mejoramiento genético de cultivares.
Lo cual favorecio la expansion del cultivo en una amplia regién del pais, con rendimientos
siempre crecientes, a medida que se ajustaban las épocas y densidades de siembra, la
aplicaciéon de herbicidas, el curado de semillas, etc. Todos estos factores trajeron
aparejada una mayor seguridad de cosecha para el productor. Se agrega a esto, el
desarrollo que tuvo la industria aceitera a partir de disponer de materia prima suficiente

(Alessandria & Ruosi, 2009).
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1.3 ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA DEL
GRANO DE SOJA

El fruto de las leguminosas es monocarpico, seco y dehiscente, que contiene de tres a
cuatro semillas en su vaina. Cada grano de soja pesa entre 100 y 400 mg, dependiendo del

genotipo y de las condiciones ambientales (Cuniberti & Trombetta, 1997).

La morfologia de la semilla o grano de soja maduro comprende tres partes principales, la
envoltura, los cotiledones y el hipocotileo. La envoltura esta formada por cuatro o cinco
capas superpuestas de células de diferentes tipo (Cheftel et al., 1989). Ademas, dicha
cobertura estd marcada por un hilum o cicatriz que cambia de la forma lineal a oval. Su
funcién es proteger al embrién de hongos e infeccidon bacteriana antes y después de su

plantacion. Si esta se rompe, la semilla tiene la oportunidad de germinar (Liu, 1997).

{

Los cotiledones estan constituidos por células alargadas llenas de “cuerpos proteicos”
esféricos, de diametro comprendido entre 2 y 10 um y con numerosas “esferosomas” de
aceite, de didametro 0,1 a 0,5 um. Estos cuerpos proteicos contienen la mayor parte de las
proteinas del grano: proteinas de reserva (globulinas), que se hidrolizan durante la
germinacién y sirven asi de sustrato nutritivo para el crecimiento del embrién. Las otras

proteinas (de estructura, o funcionales, tales como las enzimas o inhibidores de enzimas)

se localizan en el resto de la célula (Cheftel et al., 1989).

El embridon o germen tiene tres partes: radicula, hipocotileo, y epicotileo. La radicula e
hipocotileo, juntos son conocidos como hipocotileo radicular o eje embrionario y se
localizan debajo de la cobertura de la semilla en uno de los extremos del hilum, justo
debajo del micropelo, que es un orificio pequeio formado por los tegumentos durante el
desarrollo de las semillas. La tercera parte, el epicotileo, es muy pequeno y esta ubicado
entre el par de cotiledones (Liu, 1997). La Figura 1.1 presenta la estructura de la semilla

de soja con sus partes.
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Figura 1.1. Estructura de una semilla de soja (Liu, 1997).

En cuanto a la composicion promedio de la semilla de soja, en base seca, el aceite y la
proteina juntos constituyen alrededor del 60 %, mientras el contenido restante son
principalmente carbohidratos (35 %) y cenizas (5 %). El contenido de humedad,
generalmente, es del 13 % para asegurar la estabilidad de almacenamiento. Por lo tanto,
en una base humeda, los porotos de soja contienen alrededor de 35 % de proteina, 17 %

de aceite, 31 % de carbohidratos, y 4,4 % de cenizas (Cheftel et al., 1989; Liu, 1997).

En general, la soja cultivada se compone de aproximadamente 8 % cascara, 90 %
cotiledones, y 2 % eje hipocotileo. Los cotiledones contienen un alto porcentaje de ambos,
proteina y aceite, mientras que la cascara tiene bajos valores de estos componentes. En
realidad, el contenido de aceite en la cdscara es tan bajo que puede ser considerado como
una cantidad de trazas. El eje de hipocotileo tiene un contenido proteico similar a los
cotiledones pero su contenido lipidico es casi la mitad que en los cotiledones. Como el
cotileddn es el mayor componente en la semilla entera, su composicion estd muy cerca de
aquella de la semilla entera independientemente de las diferencias composicionales entre
las partes estructurales (Cheftel et al., 1989). La Tabla 1.1 describe la composicién

nutricional de cada una de las partes de la soja.
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Tabla 1.1. Composiciéon media de las diferentes partes de la semilla o grano de soja

(Cheftel et al., 1989).

Composicion (% P/P seco)

% ponderal Proteinas Lipidos Glucidos Cenizas
en la semilla (N x 6,25) (incluye fibras)

Grano entero
Cotiledones
Envoltura
Hipocotileo

La composicidn real de la semilla entera y sus partes estructurales dependen de muchos
factores, incluyendo variedades, estacidén de crecimiento, localizacién geografica, y estrés
medioambiental (Liu, 1997). Por seleccién genética, se han logrado obtener variedades
mas 0 menos ricas en proteinas (40-45 %) y lipidos (18-20 %). Generalmente, a una
ganancia del 1 % en peso de proteinas, corresponde un descenso del contenido en lipidos

del 0,5 % (Cheftel et al., 1989).

Los componentes mayoritarios de los lipidos son triglicéridos. Dentro de los minoritarios
se incluyen fosfolipidos, materiales insaponificables, acidos grasos libres y trazas de
metales. El material insaponificable consta de tocoferoles, fitoesteroles, e hidrocarbonos.
Las concentraciones de estos componentes minoritarios luego son eliminadas en el

procesamiento tipico de refinacién de aceites (Liu, 1997).

Los glucidos corresponden a polisacdridos insolubles tales como las hemicelulosas del tipo
arabinogalactanos, las pectinas, la celulosa (responsables, con la lignina, de un contenido
en fibras préoximo al 5 %) y oligosacaridos solubles como hexosas, sacarosa, rafinosa,

estaquiosa, verbacosa (Baudi Dergal, 2013).

En el grano, ademas, estan presentes otros compuestos en pequeia cantidad tales como
estrégenos, goitrogenos, fitatos, saponinas, esteroles, antivitaminas, factores alergénicos,

etc. Estos compuestos, asi como los inhibidores de enzimas y algunos polisacaridos, son,
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en el aspecto nutricional y/o toxicoldgico, indeseables; por ello es necesario

desnaturalizarlos por accién del calor o eliminarlos por extraccién (Cheftel et al., 1989).
1.4 ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS DE SOJA

En general, las proteinas de las semillas se pueden clasificar de acuerdo a su funcién
bioldgica o a su solubilidad. Al considerar su funcion bioldgica, las proteinas de las semillas
pueden ser: proteinas metabdlicas o proteinas de almacenamiento. Las proteinas
metabdlicas incluyen a las estructurales y enzimaticas, y son consideradas de interés en
las actividades celulares tipicas, incluyendo la sintesis de las del segundo tipo. Las
proteinas de almacenamiento, junto con las reservas lipidicas, son sintetizadas durante el
desarrollo de la semilla de soja para proveer el nitrégeno y carbono requerido en la
siguiente etapa de germinaciéon de la misma. En cuanto a los patrones de solubilidad, las
proteinas de las semillas leguminosas se dividen en albuminas y globulinas. Las albuminas
son solubles en agua, mientras que las globulinas son solubles en solucién salina (Liu,

1997).

Bajo estos sistemas de clasificacién, la mayor parte de la proteina de la soja es proteina de
almacenamiento que se encuentra en forma de globulina. Las globulinas son subdivididas
en: glicina y B-conglicina. Al comparar ambas globulinas, se establece que las glicinas
tienen un tamafio molecular mas grande, menor solubilidad en soluciones salinas, y mayor
estabilidad térmica. Ademas, constituyen la mayor parte de las globulinas totales de la

semilla leguminosa (Liu, 1997).

En una caracterizaciéon mas profunda, las proteinas de la soja se clasifican de acuerdo con
el coeficiente de sedimentacidn en la centrifugacién, medido en unidades Svedberg, y asi
se obtienen las fracciones 2S, 7S, 11S y 15S, las cuales aumentan en peso molecular segin
el aumento respectivo de S. Cada una de estas fracciones estd constituida por un grupo de
polipéptidos, con un peso molecular y un punto isoeléctrico determinado (Baudi Dergal,

2013; Cheftel et al., 1989; Deak et al., 2008) Esto se logra disolviendo las proteinas de soja
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en agua o a un pH ligeramente alcalino y, luego, separando en varias fracciones por

cromatografia permeable de gel, electroforesis, centrifugacion, etc. (Cheftel et al., 1989).

A continuacion se describen las propiedades y caracteristicas de las diferentes fracciones
proteicas de la soja, también presentes en la Tabla 1.2. Al analizar la composicidon de
dichas fracciones proteicas, se observa que la fraccion proteica 2S contiene de 8 a 22 % de
proteina extraible, que son sensibles al calor, y predominantemente consisten en
inhibidores de proteasas y enzimas. Las proteinas de la fracciéon 7S dan cuenta por el 35 %
de las proteinas solubles y consta de enzimas, hemagluteninas, y proteinas de
almacenamiento conocidas como la globulina 7S o B-conglicina. Esta globulina, una
proteina globular de almacenamiento, compone casi el 85 % de la fraccidn proteica 7Sy es
un trimero o hexdmero compuesto por dos péptidos similares que contienen cisteina, a y
a’, y un glicosilado, péptido que no contiene cisteina. Estos péptidos formados por: serina,
acido aspartico y glutamico, alanina, glicina, valina, leucina y tirosina, estdn presentes en
siete diferentes combinaciones y experimentan asociaciones y disociaciones complejas
dependiendo del pH y la fuerza idnica, lo cual indica que su estructura cuaternaria es un
complejo altamente organizado. Las proteinas de 11 S son en su mayoria glicina y
componen del 31 al 52 % de la proteina soluble. La glicina es un hexamero, aunque la
literatura antigua indica que es un dodecamero, de péptidos acidos y basicos emparejados
no aleatoriamente. Fueron identificados siete péptidos acidos y ocho bdasicos. Por su
parte, la fraccién 15 S parece ser un polimero de la 11 S y es la fraccion de mayor peso

molecular (Baudi Dergal, 2013; Cheftel et al., 1989).

La glicina y globulina 7 S componen alrededor del 65-80 % de la proteina total en la soja, y
casi toda la proteina recuperada en los productos proteicos de soja refinados son estas

dos proteinas (Deak et al., 2008).
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Tabla 1.2. Proporciones y caracteristicas de las fracciones proteicas hidrosolubles del
grano de soja (Baudi Dergal, 2013).

Composicion de las fracciones proteicas hidrosolubles del grano de soja

HEEELE % Total pl Componentes proteicos Peso molecular*
2S 22 4,5 Inhibidores de tripsina 8.000 - 21.500
Citocromo ¢ 12.000
Globulina 2.3S 18.200
Globulina 2.8S 32.000
Alantoinasa 50.000
37 5,4 — Hemaglutinina 110.000
6,1 Lipoxigenasa 108.000
B —Amilasa 61.700
Globulina 7S o B - Conglicina (186-210) x 10°
31 4,8 Globulina 11S o Glicina 350.000
11 4,8 600.000

*el peso molecular esta dado en masas molares.

Las proteinas de la soja, debido a sus complejas estructuras, son muy sensibles a muchos
agentes desnaturalizantes, como pH extremos, altas temperaturas, elevadas
concentraciones de disolventes y sales, etc. De todos ellos, el efecto del calor es el mas
importante, dado que como consecuencia se produce la reduccién de la solubilidad de las
proteinas e induccidn a la gelificacidn de las mismas. Esta ultima consecuencia, se debe a
la capacidad que tienen de formar geles a través de distintos mecanismos basados en el

fendmeno de asociacion-disociacién de las proteinas (Baudi Dergal, 2013).

1.5 PRINCIPALES USOS DE LA SOJA

A lo largo de los afios, a este cultivo se le ha otorgado el titulo de “semilla milagrosa”,
debido al numero increible y diverso de productos derivados de su procesamiento. Es por
ello, que el objetivo de este punto es presentar un panorama general de los usos

industriales de la soja.

Una clasificacidn de los usos de la soja propone su divisidon en dos grupos, por un lado, los
productos elaborados a partir de la semilla entera y, por otro, aquellos que derivan de las

operaciones de molienda en las que la soja se fracciona en aceite y harina (FAO, 1992).
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La mayor parte de sus aplicaciones son alimenticias, sin embargo, algunos productos han
sido desarrollados con propdsitos industriales o energéticos. Dentro de estas ultimas, se
encuentran los adhesivos y plasticos, que se producen a partir de aislados proteicos, y el
biodiesel, que es el combustible elaborado a partir de aceite. A pesar de dicha
versatilidad, aqui serdn considerados solo los usos alimenticios, que estan representados

en la Figura 1.2.

Aceite para freir, cocinar y ensaladas, mayonesa, adherezos,

ol Aceite Refinado farmacos, margarinas, blanqueadores de café, cremas heladas,

coberturas de chocolate, cremas y rellenos.

Margarina, cobertura de chocolate, suplementos dietarios o
nutricionales, agentes emulsificantes y antiadeherentes,
farmacos, etc.

derivados del
aceite

Glicerina

Subproductos Acidos grasos
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Esteroles
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icios

Productos de
s poroto de soja
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Productos de
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entero entera
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productos lacteos, etc.
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o Nutracéuticos
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Figura 1.2. Usos de la soja. (Endress, 2001)
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El crecimiento de la industrializacion de la soja fue principalmente influenciado por la
industria aceitera. En sus inicios, solo se aplicaba molienda y prensado para la extraccién
de aceite, mediante un proceso térmico que desnaturalizaba las proteinas de la soja vy,
como consecuencia, el subproducto era inapropiado para elaborar productos proteicos
alimenticios funcionales. Por ende, las harinas obtenidas durante mucho tiempo solo

fueron utilizadas como alimento para ganado o fertilizante (Liu, 1997).

Los avances tecnoldgicos en la extraccion de aceite han permitido la produccién de
harinas de soja de alta calidad nutricional con una solubilidad éptima para la produccién
de concentrados, aislados y productos texturizados de soja. Desde entonces, ha habido un
constante aumento de productos proteicos de soja para consumo humano,
aparentemente debido a razones funcionales, nutricionales y econdmicas (Endress, 2001;
Liu, 1997). Al introducirse el método de extraccién de aceite por solvente, la harina de
soja desgrasada resultante paso a tener una minima desnaturalizacién de las proteinas vy,
segln FAO (1992), se convirtié en el punto de partida para la produccion de productos
proteicos de soja. La llegada del desolventizador flash fue un progreso tecnolédgico que
permitioé reducir aun mas la desnaturalizacién de las proteinas y facilitar la produccién de
ingredientes proteicos altamente solubles, aptos para la producciéon comercial de proteina

de soja comestible (Liu, 1997).

En general, todos los sistemas alimenticios, incluyendo productos céarnicos, lacteos,
panaderos, cereales de desayunos, alimentos para bebes, y bebidas, contienen proteinas
de soja como un ingrediente, dado que su aplicacién permite aumentar el valor proteico

del producto final y sus propiedades funcionales (Liu, 1997).
1.5.1 Principales productos proteicos de soja

Harinas

Las harinas de soja se clasifican en funcién de su contenido lipidico en harinas sin
desgrasar, desgrasadas y reengrasadas. En el caso de las harinas sin desgrasar, se trata de

los productos proteicos de soja menos procesados que se producen mediante la molienda

11
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de cotiledones de soja descascarados en tamanos especificos y que normalmente
contienen 40 % de proteina (N x 6,25) en base humeda. Por el contrario, las harinas de
soja desgrasadas son preparadas mediante la molienda de la torta de soja obtenida de la
extraccion del aceite. En dicho proceso, se extrae con solvente el aceite de los cotiledones
de la soja descascarada y laminada, alcanzando un contenido final de proteinas de 52 a 54
%. Estas harinas y sémolas con grasa y desgrasadas estan disponibles en la forma de
enzima-activa o en varios grados de solubilidad en agua, expresada como Indice de
Dispersién de Proteina (IDP) o indice de Solubilidad de Nitrégeno (NSI). Estos productos de
enzima activa comunmente son usados para aplicaciones de panaderia. Por ultimo, las
harinas reengrasadas (0,5 a 30 %) son utilizadas para aplicaciones donde el flavor del
aceite de soja crudo no es aceptable o la formulacion debe ser provista de grasa para
minimizar el polvo de la harina. Las harinas lecitinadas (0,5 a 30 %) son producidas para
aplicaciones en las que es deseable una rdpida dispersién de polvos la cual se facilita

mediante la accién emulsificante de la lecitina (Deak et al., 2008; FAO, 1992).
Concentrados

Los concentrados proteicos de soja son productos elaborados a partir de harinas
desgrasadas y contienen como minimo entre 65y 70 % de proteinas. Deak et al. (2008)
considera que el porcentaje proteico minimo debe ser del 65 %, mientras el Cddigo
Alimenticio Argentino y FAO proponen el 70 %. En su procesamiento se remueve la
fraccién de componentes solubles en agua o alcohol, especialmente los azucares
promotores de flatulencias y compuestos con flavors fuertes. Los tres métodos basicos
para la remocién de carbohidratos son: lixiviacion acida (pH isoeléctrico 4,5), extracciéon
con etanol acuoso (60 - 80 %) y lixiviacién con vapor. De todos ellos, la extraccidon con

alcohol acuoso es el proceso mas comun (Deak et al., 2008; FAO, 1992; Liu, 1997).
Aislados

Segun FAO (1992) y Deak et al. (2008), los aislados proteicos son los productos con las
concentraciones mas altas de proteina, alcanzando un 90 %. Estos productos son

obtenidos por solubilizacidn selectiva de la proteina (ej. extraccion alcalina), seguida de

12
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purificacion del extracto y concentracion de la proteina mediante precipitacion
isoeléctrica, ultrafiltracion o gelificaciéon. El método ampliamente difundido es el de
precipitacion por acidificacién hasta el punto isoeléctrico. Estos productos son los
productos proteicos de soja mas refinados y se adicionan a los sistemas alimenticios por
sus propiedades funcionales especificas, principalmente, como emulsificadores o
formadores de espuma (Remondetto, Gonzalez & Aidn, 2002). Uno de los subproductos
del proceso de aislacion de proteinas, formado por el residuo insoluble, es también
comercializado por su notable capacidad de absorcion de agua y como fuente de fibra

dietaria (FAO, 1992; Liu, 1997).
Productos proteicos de soja texturizados

Las “proteinas de soja texturizada” o “proteinas vegetal texturizada” son producidas,
generalmente, por el método de extrusidn termoplastica. En dicho proceso, se somete a la
harina de soja desgrasada, con un contenido de humedad especifico, a fuerzas de cizalla
(fuerza de corte) y temperaturas altas en un extrusor, obteniendo un producto con una
estructura laminar caracteristica. Después de la hidratacidn, este producto presenta una
textura gomosa y eldstica parecida a la carne. La proteina de soja texturizada con un alto
contenido proteico es producida por extrusion de concentrados proteicos de soja (FAO,

1992; Liu, 1997, Rickert et al., 2004).
Fibras hiladas de proteinas de soja

Las fibras hiladas de proteina de soja son producidas a partir de la dilucién de aislados de
soja en una solucidn alcalina fuerte. Esta solucion se deja reposar y, luego, este liquido
viscoso es inyectado dentro de un bafio acido, en el cual la proteina precipita en forma de
finas fibras, que son estiradas, lavadas y recolectadas. Este producto de soja es utilizado
en la manufactura de una variedad de andlogos de carne, a los cuales les imparte un

aspecto fibroso y masticabilidad similar a la del musculo animal (FAO, 1992; Liu, 1997).

Otros productos proteicos de soja

13
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Se incluyen la leche de soja en polvo y tofu, asi como también mezclas de harinas,
concentrados y aislados con proteinas de leche y huevo, gelatinas, u otros componentes

para aplicaciones especificas (Deak et al., 2008; Genta & Alvarez, 2006).

1.6 SITUACION DE LA INDUSTRIALIZACION DE SOJA
EN ARGENTINA

1.6.1 Panorama general

En los ultimos 30 afios, la soja ha demostrado un avance muy claro en la agricultura
argentina. En la década del 70 era un cultivo casi inexistente, sin embargo, en la actualidad
la superficie cultivada en todo el pais crecié casi al 50 %. Estd marcada expansién del
cultivo de la soja es explicada por la incidencia de varios factores, el de mayor relevancia
esta vinculado con las condiciones del mercado internacional. Segun la Organizacion de
los Estados Americanos (2009), se podria afirmar que el papel que la soja tiene en la
Argentina y el lugar que el pais tiene en el mercado internacional de esta oleaginosa, se
debe a las politicas econdmicas de dos de los principales mercados de agroalimentos
actuales del mundo: la politica agricola proteccionista de la Unién Europea y la reforma
econdmica que implementd China, que fue previa a su actual nivel de crecimiento
econdmico. Ademas, se ha sefialado que la expansion del cultivo se ha visto favorecida por
factores tales como la mejora en los rindes debido a los avances tecnoldgicos y los

patrones culturales operados.

La cadena de soja en la Argentina esta compuesta por diversos actores que se distinguen
entre si por sus diversas actividades y escalas productivas. En el sector primario, existen
los productores agricolas tradicionales y los pools de siembra, que siembran y cosechan
los granos de soja. En segundo término, se encuentran los transportistas y acopiadores,
gue pueden ser acopios para exportacion o para posterior procesamiento. Por ultimo, se
encuentran los industriales tradicionales y los nuevos industriales de pequefia escala, que
generalmente son pequefios grupos de productores o cooperativas que también procesan

granos (IERAL, 2011).
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La industria aceitera mundial encuentra su origen en el procesamiento de granos
oleaginosos para la obtencién de aceites vegetales de consumo humano o industrial.
Durante mucho tiempo, el producto principal de la industria fue el aceite vegetal y la
harina de soja un subproducto. Sin embargo, la situacidn se revierte sustancialmente en la
ultima década. La principal causa de esta reversion la encontramos en el incremento de la
produccién intensiva de carnes en el mundo, en particular, la produccion de carne aviar y
porcina. En efecto, estas dos carnes son producidas, generalmente, bajo sistemas de tipo
intensivos que utilizan harinas ricas en proteinas (harina de soja) como componente
primordial de las dietas alimenticias de los animales. Por lo tanto, la demanda de soja es
una demanda derivada de la demanda de harina de soja y, a su vez, la demanda de harina

de soja es una demanda derivada de la demanda de carnes aviar y porcina (IERAL, 2011).

Por ultimo, otro de los factores que influyd en la situacién actual de la soja fue el cambio
del paradigma internacional de comercializacidon. En Bisang, Anllé & Salvatierra (2010) se
indica que el comercio mundial que previamente habia estado centrado en el escaso
intercambio de bienes primarios, en las Ultimas décadas evidencié un marcado dinamismo
con una mayor preponderancia de semi-elaborados y productos finales. Esta situaciéon
derivé en una difusa divisidon entre los actores y las actividades de la cadena; agricultura,
almacenamiento, industria, distribucion y comercio final, debido a la aparicién de avances
en las diversas etapas sobre las anteriores; por ejemplo, el productor comenzé a
almacenar en su propio campo a través de silos bolsa, las cooperativas acopiadoras y
grupos de productores incursionaron en el procesamiento de los granos mediante
métodos alternativos, etc. Es decir, que el comercio que tradicionalmente operaba como
nexo entre la produccién primaria y las etapas industriales, se vio afectado por las nuevas
tecnologias y modalidades operativas que van modelando una relacion mas fluida entre la

produccién y la industria, relativizando los perfiles comerciales previos.

En este nuevo escenario, el productor agropecuario ha dejado de ser considerado como
un productor de productos primarios, para cumplir el papel de proveedor de materias
primas requeridas tanto por la industria de alimentos como combustibles (Bisang, Anllé &
Salvatierra, 2010). Como consecuencia de este nuevo paradigma, en los ultimos afios, en
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Argentina se ha instalado un nimero considerable de plantas de extraccion de aceite por
el método de extrusado y prensado con una capacidad instalada de pequefia y mediana

escala que varia de 1.000 a 10.000 Tn/dia.

1.6.2 Produccion de soja

La produccion de soja en Argentina ha sido el motor del crecimiento de su produccién de
granos. Desde 1987 hasta 1997, la produccidn anual de soja se mantuvo latente rondando
las 11 millones de toneladas. A partir de la temporada 1996/97, con la adopcién de la
semilla transgénica en la siembra de soja, la superficie dedicada al cultivo registra una

tendencia claramente positiva, la que es acompanada por la produccion.

Segun datos del MINAGRI (2011), en Argentina se cosechan en promedio 47,2 millones de
toneladas de soja al afio bajo condiciones ambientales normales, cifra que estd préxima a
duplicar los 25,7 millones de toneladas promedio para el afio 2000. En el afio 2013/14, se
cosecharon 53 millones de toneladas de las cuales se exportaron como grano entero 6,11

millones de toneladas y se procesaron 34 millones de toneladas (ASAGA, 2014).

Superficie de soja total sembrada en el pais
(20.036 has)

MW Buenos Aires

B Cérdoba

M Santa Fe
Entre Rios

Resto

Figura 1.3. Superficie de soja sembrada en Argentina. (MINAGRI, 2013)
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Respecto al mercado internacional de granos, se observa que la exportacion mundial de
granos de soja, tiene como principales actores a Estados Unidos, primer exportador,
seguido por Brasil y Argentina. Este ordenamiento de paises es similar al que tiene la
produccién de granos en general (IERAL, 2011). Por otro lado, China es el principal
importador mundial, quien a pesar de ser el cuarto productor mundial de soja, no alcanza
a abastecer su industria aceitera y su elevado consumo interno, debiendo acudir al
mercado mundial para suplir faltantes. En promedio absorbe el 55 % de las importaciones

mundiales de poroto de soja.

1.6.3 Procesamiento de soja

En Argentina, el procesamiento de soja estd fuertemente liderado por la industria aceitera
de extraccion por solvente localizado en la provincia de Santa Fe. En efecto, de las 54
plantas industriales y mas de 200 pymes de procesamiento de extraccién de aceite de soja
existentes en todo el pais, esta ultima provincia cuenta con el 90 % de las mismas, seguida
por las provincias de Buenos Aires y Cérdoba, con el 7 % y el 4 % respectivamente (IERAL,

2011; Bragachini et al., 2012; Mendez et al., 2010).

El procesamiento de extraccion de aceite de soja, en su gran mayoria, involucra a plantas
de una capacidad instalada variable. El 88 % de la soja destinada a molienda, se procesa
mediante extraccidn por solvente. Del mismo modo, el proceso de refinacion se encuentra
concentrado en cinco grandes empresas que lideran el mercado interno vy la
comercializacién de las harinas proteicas que se procesan en forma de pellets para la

fabricacién de alimentos balanceados (MECON, 2011).

Segun (MINAGRI, 2013), se clasifica a los productores locales de molienda de soja en los

siguientes grupos:

e Grupo 1: la denominada industria aceitera tradicional, sector integrado por
grandes empresas de capital nacional y extranjero, con fuerte vinculacién tanto en

la exportacion de productos de todos los complejos oleaginosos, como con el
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abastecimiento interno de aceites vegetales. Esta industria se caracteriza por
disponer de alta tecnologia, sistemas de produccion capital intensivos, alta escala
productiva y estructura logistica.

Grupo 2: a partir del ciclo 2007/08, se registra la incorporacién de un nuevo
segmento industrial vinculado con dos origenes diferentes a la tradicional
industria aceitera, a saber:

v' Empresas orientadas a la produccién exclusiva de aceite para biodiesel de
soja. Algunas de estas empresas productoras de biodiesel corresponden a
las mismas firmas de la industria aceitera tradicional y, otras, son empresas
pymes que destinan su produccién de biocombustible al corte interno.

v' Empresas de alimentos balanceados.

Grupo 3: PyMEs vinculadas a productores de soja que tienen como objetivo
procesar su propia produccién, bajo asociaciones o cooperativas. En general, se
trata de plantas procesadoras de soja por el método fisico de extrusion y prensado
o poroto de soja desactivada apta para el consumo de animales monogastricos.
Por un lado, el aceite crudo obtenido se vende a empresas de refinado o biodiesel
y, por el otro, el subproducto obtenido llamado expeller se comercializa en el
mercado interno con destino a alimento animal o se asocia a las empresas de

alimento balanceado.

Cuando se realiza un andlisis distributivo de todo el sector industrial, se observa una

fuerte concentracién productiva. El 88 % de la produccion de harina de soja es producida

por las 10 principales firmas con mayor capacidad instalada, las que a su vez comprenden

el grupo de la industria aceitera tradicional. Sin embargo, el proceso abierto en el ciclo

2007/08, que muestra la incorporacién de nuevas firmas PyMEs en la produccion de

harina de soja y expeller, determina una mayor diversificacién productiva. Entre el ciclo

2007/08 y el 2011/12 se conformaron 91 nuevas firmas, aumentando el total computado

de plantas de molienda de 54 a 145.
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En el afio 2013, se obtuvieron 6,4 millones de toneladas de aceite de soja. Del total de la

produccion de aceite crudo de soja, el 67% se destina a la exportacion, el 27% a la

produccién de biodiesel y el resto a la refinacidn; tanto para consumo doméstico como

para otras industrias.

La evolucién del mercado de harina de soja en los Ultimos afios derivd hacia la utilizacién

integral del resto del grano de soja que no se transforma en aceite, originando un variado

conjunto de bienes, englobados en la denominacién de harinas, que se destinan al

consumo animal.

Se presenta una descripcion de la distribucion de los productos englobados como harina

de soja, agrupados segun el grupo de empresa que predomina en su elaboracién.

Con alto predominio de la industria aceitera tradicional en su procesamiento se
encuentran: harina de extraccidon de soja, harina de soja, otros productos de soja,
pellets de soja. En el ciclo 2011/12 la produccién de estos productos se calculd en
22,3 millones de toneladas y fue realizado por 30 plantas.

Con alto predominio de la industria aceitera tradicional productora de “pellets high
pro”, se encuentra: cdscara de soja y otros pellets. Cabe precisar que esta
produccién supera largamente el millon de toneladas.

Con alto predominio de las PyMEs vinculadas a productores de soja, se encuentra
el expeller de soja, con una produccién medida para el ciclo 2011/12 de 370 mil
toneladas, la que fue procesada por 119 firmas.

La produccién de soja desactivada, con un volumen en 2011/12 del orden de las
10.000 toneladas, registradas en 6 plantas.

La produccion del resto de los productos, a saber: desechos de soja, sojilla,

proteinas de soja y texturizados de soja; con una produccién de 9574 toneladas y

participacion de 24 plantas.

De todos modos, se estima que el porcentaje de soja procesada por Extrusado y prensado

ha aumentado en los ultimos tres afios, debido a la incorporaciéon de nuevas lineas de

produccién en las plantas instaladas previo al 2012 y de nuevas plantas de procesamiento.
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En el comercio mundial, la exportacidn de aceite y harina esta concentrada en Argentina y
Brasil, paises que en conjunto exportan el 68,3% del total comercializado. Esta cifra esta
compuesta por 40,4 millones de toneladas de harina de soja y 5,8 millones de toneladas

de aceite (MECON, 2011).

Histéricamente, Argentina ha ocupado un lugar de liderazgo en la exportacién de aceite y
harina de soja. Sin embargo, en la actualidad la exportacién de aceite de soja disminuyd
debido a la demanda de dicho producto para la elaboracién de biodiesel. Por el contrario,
Argentina a pesar de ocupar el cuarto puesto en el ranking de produccion mundial de
harina de soja, es el lider en la exportacién con 26,07 millones de toneladas, volumen que

representa el 44% del comercio mundial. Le siguen en importancia Brasil y Estados Unidos.

Tabla 1.3. Exportaciones argentinas de soja y sus derivados para el afio 2012 (ASAGA,

2014)

Volumen exportado  Principales destinos de las

Producto
(Tonelada métrica) exportaciones

Grano de soja 6.114.141 China

Aceite crudo de soja 3.686.348 India y China
Aceite refinado de soja 80.593 Angola y Chile
Pellets y harinas de soja 22.162.967 Europa y Asia

En la actualidad, los Unicos productos proteicos de soja que se elaboran en Argentina son
los texturizados de soja, siendo muy bajo el volumen de produccién. En el caso de
concentrados y aislados proteicos de soja, se importan, principalmente de EEUU y China,
aproximadamente 4 mil toneladas de concentrados, 2 mil toneladas de aislados y 21
toneladas de productos farmacéuticos o cosméticos provenientes de los Paises Bajos y

EEUU, todos destinados para empresas de aditivos e industrias carnicas.
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1.7 PLANTEO DE LA PROBLEMATICA

En funcidn de la situacién descripta anteriormente, se observa que, por un lado, existen
distribuidas a lo largo de toda la regién pampeana un gran niumero de plantas PyMES que
se dedican a la extraccion de aceite por el método fisico de extrusado y prensado,
llegando a procesar solo el 8 % del total de soja producido en nuestro pais. Estas
empresas, comercializan aceite crudo y expeller de soja, un subproducto que difiere de las
harinas, principalmente, por su contenido residual de aceite y la calidad de sus proteinas.
Por el otro, sabemos que no existe producciéon nacional de concentrados y aislados

proteicos de soja a pesar de que existe demanda interna de los mismos.

Es por ello, que resulta interesante realizar un producto proteico de soja utilizando como
materia prima este nuevo subproducto, de modo que se agregue valor a la industria PyME
y se provea a la industria alimenticia de productos proteicos a un costo menor que el de
importacion. El proyecto resulta novedoso e interesante porque hasta el momento no se

han publicado trabajos o patentes al respecto.

Los procesos conocidos para la produccion de concentrados y aislados proteicos de soja
estdn ajustados para harina de soja, la cual tiene un contenido proteico superior al
expeller y un contenido lipidico inferior. Por lo tanto, al partir de la materia prima expeller
aplicando los métodos desarrollados para harinas y/o flakes, se estima alcanzar niveles de
concentracion proteica inferior a los predichos. Sin embargo, estos niveles podrian ser
aceptables y darian una solucidn satisfactoria a la demanda local de productos proteicos

de soja.
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CAPITULO II:

PRODUCTOS PROTEICOS DE SOJA:
CONCENTRADOS Y AISLADOS

2.1 DEFINICION DE PRODUCTOS PROTEICOS DE SOJA

Cabe destacar que todos los productos proteicos de soja que se elaboran a partir de
harina o flakes de soja deben cumplir con las caracteristicas definidas en el Articulo 1407
del Cédigo Alimenticio Argentino (ANMAT, 2010), el cual expresa que los diversos tipos de
harina de soja obtenidos a partir de las semillas de Glycine Max (L) Merril, responderan a

las caracteristicas expuestas en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Composicidn de la Harina de Soja (ANMAT, 2010).

Composicion de los diversos tipos de harina de soja que se consideran

Harina sin Harina con bajo Harina
desgrasar (%) contenido de grasa (%) desgrasada (%)
Humedad 100-105°C max. 9 9 9
Proteina (N x 6,25) min. 35 45 50
Grasa (extracto etéreo) min. 18 4,5-9 max 2
Fibra cruda max. 3,0 3,3 3,5
Cenizas (500-550°C) max. 5,5 6,5 6,5

Ademas, que las harinas tostadas deberan cumplir los siguientes requisitos:
a) Valor nutritivo:

e Lisina disponible min 5 g/16 g N
e PER (Relacion Eficiencia Proteinica) min 2,0
e UPN (Utilizacidn Proteinica Neta) min 60,0

e Actividad ureasica (AOCS. BA. 9-58) max 0,30
b) Inocuidad:

e Recuento bacteriano total, max 20.000/g

e Termofilicas (Est. Am.Nat.Ass.), max 1.500/g
e Esporas, max 10/10/g

e Levadurasy Mohos, max 50/g

e Coliformes, negativo

e Agentes patdgenos entéricos:

v" Aflatoxinas, inferior a 0,03 pg/g
Clostridium perfringens, max 100/g
Paracolons, negativo/50/g
Salmonella, negativo/50/g

Staphylococcus, negativo/g

AN N NN

Streptococcus faecalis, negativo/g
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Las harinas de soja no tostadas podran ser usadas con fines industriales, siempre que los
procesos posteriores a los cuales seran sometidos aseguren una efectiva inactivacion de

los factores nutritivos y microbiolégicos.

2.1.1. Concentrados proteicos de soja

Segun el Articulo 1410 - (Res 126, 29.1.80) del Cddigo Alimentaria Argentino, se define a
los "Concentrados de Soja o Soya como el producto obtenido a partir de las semillas de
variedades de Glycine Max (L) Merrill o de sus harinas o sémolas. Debera contener como
minimo 70 por ciento de proteinas (N x 6,25) sobre base seca y cumplir con los requisitos

de valor nutritivo e inocuidad establecidos para las harinas” (ANMAT, 2010).

La Asociacion Oficial de Control de Alimentos de EEUU (AAFCO), en su punto 84.12 define
a los “Concentrados proteicos de soja elaborados a partir de semillas de soja
descascaradas, limpias, de alta calidad mediante la remociéon de la mayor parte del aceite
y de los componentes no proteicos solubles en agua y deben contener no menos de 70%

de proteina en base libre de humedad” (FAO, 1992).

Existen tres tipos basicos de concentrados proteicos de soja, que se diferencian entre si de
acuerdo con el método de extraccién utilizado para extraer los compuestos solubles no
proteicos, los cuales son descriptos en el siguiente capitulo. Estos tres tipos, badsicamente,
presentan una composicién similar en base seca: 70 % proteinas, 20 % carbohidratos

insolubles, 5 - 8 % cenizas y 1 % lipidos (FAO, 1992).

2.1.2. Aislados proteicos de soja

Segun el Articulo 1411 — (Res. 126, 29.1.80) del Cddigo Alimentario Argentino, se define a
los aislados proteicos de soja como los productos resultantes de la separacién de la mayor
parte de los compuestos de las semillas de variedades de Glycine Max (L) Merril o de sus
harinas o sémolas que no sean las proteinas. Su contenido proteico no sera inferior a 90 %

(N x 6,25) sobre base seca. El valor nutritivo de este producto expresado como PER
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(Relacién de Eficiencia Proteinica) no serd menor de 1,8 y la inocuidad sera la misma

establecida para harinas en el Articulo 1407 (ANMAT, 2010).

Por otra parte, la Asociacion Oficial de Control de Alimentos de América (AAFCO) en su
definicion considera que “El Aislado Proteico de soja es la mayor fraccién proteica de
porotos de soja preparados a partir de soja desvainada mediante la remocién de la
mayoria de los componentes no proteicos y debe contener como minimo 90 % de

proteina en base seca” (FAO, 1992).

La composicion tipica de un aislado proteico de soja es 90 % proteina, 0,5 % grasas, 4,5 %

cenizas, 0,3 % carbohidratos totales (Kolar et al., 1985).

2.2 PRINCIPALES USOS Y APLICACIONES DE LOS
AISLADOS PROTEICOS DE SOJA

Los aislados proteicos de soja y sus respectivos proteinatos tienen propiedades
funcionales especificas que les permite modificar las propiedades fisicas de productos
alimenticios. Se caracterizan por poseer propiedades funcionales especificas como
solubilidad, gelificacién, emulsificacién, dispersién, viscosidad y replica de estabilidad

(Endress, 2001; FAO, 1992).

Los rangos de valores de cada una de estas propiedades funcionales son muy variables y
estan modificadas en funcién de su aplicacidn posterior. En general, sus caracteristicas son
disefiadas y dependen de la concentracion, funcionalidad, y presencia o ausencia de sales.
En el caso de aislados neutralizados, estos son altamente solubles y ciertos tipos gelifican
bajo condiciones acuosas apropiadas. Ademas, poseen ambas propiedades emulsificacion
y estabilizacion de la emulsidén, son excelentes aglutinadores de agua y grasa, y son
buenos agentes de adhesion. Ellos varian principalmente sus caracteristicas de dispersion,

gelificacion, y viscosidad (Endress, 2001).
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2.2.1. Tipos de aplicaciones

Productos cdrnicos

En emulsiones de carne triturada; tipo salchichas Franckfurts o Bolofa, los aislados
proteicos de soja y proteinatos son usados por sus propiedades vinculadas con la
humedad y grasa y como estabilizadores de emulsidn. Su utilizacién, permite reducir la
extensiva proporcion de carne en las formulaciones, sin reducir el contenido de proteina o

sacrificando la calidad del alimento.

Los métodos de incorporacién de productos proteicos de soja dentro del musculo
completo de carne, implican la dispersion de los aislados proteicos de soja en
formulaciones de salmuera para curar la carne e inyectarlos dentro del musculo completo
usando bombas de puntadas. También es posible incorporar la proteina mediante la
aplicacion superficial de salmueras que contengan la proteina, seguidas por un masaje o
tumbling, como practicas en el curado de carnes industriales. Formulaciones de salmuera

tipicas contienen sales, azucares, fosfatos, nitrito y/o acido ascorbico.
Productos de mar

La aplicacion mas importante en esta categoria es el uso de aislados proteicos de soja en

salchichas de pescado y surimi basados en productos reestructurados de Japén.
Productos farindceos

Algunas veces los aislados proteicos de soja son usados en la formulaciéon como
reemplazantes de leche mezclados en productos de confiteria. Los aislados proteicos de
soja han sido utilizados para la fortificacion de proteina de pastas y panes especiales. En
estas aplicaciones, el alto contenido proteico e insipidez de los aislados son claras

ventajas.

Productos lacteos
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Los aislados proteicos de soja son usados como blanqueadores de café sin lacteos,
toppings de crema batidas liquidas, cremas agrias emulsificadas o aderezos de queso,
postres congelados no lacteos, etc. Las bases de aplicacién de los mismos es demandada
por productos alimenticios sin lacteos (todos los vegetarianos, libres de colesterol, libre de

alérgenos), asi como también mas econdmicos.
Formulaciones infantiles

Las formulas infantiles donde los sélidos de leche han sido reemplazados mediante
aislados proteicos de soja, debido a su insipidez, ausencia de azucares que producen
flatulencia e insignificante contenido de fibras. El principal mercado de estos productos
son los bebes intolerantes a la lactosa. Sin embargo, las formulas dietéticas basadas
proteina de soja tienen un uso creciente en alimentos para geriatricos y pacientes de post

operatorios como también en programas de reduccién de peso.
Otros usos

Las proteinas de soja parcialmente hidrolizadas poseen propiedades de formacion de
espumas de buena estabilidad y pueden ser usados como agentes de batido en

combinacidn con albumina de huevo en productos de confiteria y postres.

Los aislados proteicos de soja han demostrado ser un ayudante de secado spray efectivo
en purés de frutas. En esta aplicacidn, puede reemplazar maltodextrinas, con la ventaja de

aportar proteinas al producto final.
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CAPITULO III:

PROCESOS DE OBTENCION DE
CONCENTRADOS Y AISLADOS
PROTEICOS DE SOJA

3.1 INTRODUCCION

El estado del arte de los procesos de obtencién de concentrados y aislados proteicos de
soja ha relevado publicaciones y patentes disponibles, que describen diferentes métodos
de extraccion de proteinas. La bibliografia también propone varios métodos de
produccién de concentrados y aislados proteicos de soja, entre los mas difundidos Baudi
Dergal (2013), Deak et al. (2008), Liu (1997), Sunley (1995) y Vioque et al. (2001) describen

la precipitacidn isoeléctrica, la ultrafiltracidn, la extraccion por hinchamiento de gel y el
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agregado de sales entre otros. Sin embargo, todos convergen en el método de
precipitacion isoeléctrica, denominandolo método convencional o comercial, para la

produccién de aislados.

3.1.1. Panorama mundial del desarrollo tecnolégico

para concentrado y aislado de proteinas de soja

Si bien la busqueda bibliografica tanto de libros técnicos como articulos cientificos forma
parte de una buena base de conocimientos para el desarrollo de una tesis de maestria, no
deja de ser importante, el relevamiento de patentes tecnoldgicas del producto a elaborar
y/o analizar, sobre todo para trabajos donde el desarrollo tecnolégico de un producto es

el principal eje.

En las proximas secciones se muestra el panorama mundial de solicitudes de patentes
tecnoldgicas para los productos concentrado y aislado de proteinas de soja. El objetivo de
este andlisis es presentar quienes son los paises lideres del sector, ver la evolucién del

desarrollo tecnolégico y, a su vez, poder detectar posibles tecnologias emergentes.

La Figura 3.1 presenta los principales paises solicitantes de patentes para procesos y
productos de concentrados y aislados de proteinas de soja, donde Estados Unidos lidera el
sector de ambos productos en cuanto a la proteccién de los procesos y productos para su
pais, seguidos por los tratados PCT (Tratado de Cooperacion en materia de Patentes), que
consiste en una proteccion internacional para las invenciones en 148 paises y en tercer
lugar se encuentra Canada. Para concentrados de proteinas de soja se encontraron 3034
solicitudes de patentes a nivel mundial y para aislados de proteinas de soja 2862
solicitudes. Del analisis se pudo observar que no hay proteccidon de tecnologias para la
fabricacion de ambos productos en Argentina, por lo que marca que este tipo de

productos consumidos en nuestro pais son de importacion.

En Argentina, 19 es el total de empresas importadoras de productos proteicos de soja;

concentrados y aislados, las cuales estdn relacionadas con la industria carnica,
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farmacéutica y de aditivos alimentarios. Por un lado, las importaciones de concentrados y
aislados se resumen en un total de 15 empresas de indole tanto carnica como de aditivos
alimentarios, que rednen un volumen de importacién de 4.438 toneladas de concentrado
a un precio promedio de 2.100 ddlares/tn y 2.251 toneladas de aislados a 3.700 ddlares/tn
promedio. Por el otro, tanto el nUmero de empresas como el volumen de importacidn de
productos proteicos de soja especificos es inferior comparado con el de concentrados y
aislados tradicionales, corresponde a 4 son las empresas importadoras que estan
relacionadas con la industria farmacéutica. El volumen total es de 21 toneladas de
productos farmacéuticos y cosméticos, sin embargo, estos productos alcanzan un valor

promedio de 7.500 délares/tn, con un rango de valores de 6.000 a 53.670 ddlares/tn.

Panorama mundial de solicitudes de patentes

Cantidad de solicitudes

3929 3122 1810 124 125 10 10
’- = . -

S N g
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™

I Concentrado de proteinas de soja
® Aislado de proteinas de soja

Figura 3.1. Solicitudes de patentes para concentrados y aislados de proteinas de soja en

los principales paises tecnoldgicos

Las empresas lideres a nivel mundial se detallan en la Figura 3.2, donde se puede apreciar
que SOLAE lidera el mercado de ambos productos, posteriormente Nestec y Abbott

secundan el mercado y luego existen otras seis empresas con gran desarrollo.
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Figura 3.2. Principales empresas solicitantes de patentes vs. Cantidad de solicitudes para

concentrados y aislados de proteinas de soja.

Si se analiza la proteccidon de tecnologia de las mencionadas empresas en el tiempo, se
puede apreciar en la Figura 3.3 para concentrados de proteinas de soja, que en los uUltimos
afios Nestec y Abbott, fueron las empresas lideres, mientras que 5-7 afios atras Solae y
Unilever lideraban las solicitudes mundiales para el mencionado producto. También se
observa en la Figura 3.3, que Burcon es la empresa emergente para concentrados de soja,
donde a partir del 2010 comienza con la presentacién de solicitudes de patentes
tecnoldgicas. Por otro lado, para aislados de proteinas de soja, Nestec y Verenium son las
empresas que en los ultimos afios han liderado el sector, mientras que 5-7 afos atras,

Solae ampliamente fue el lider en desarrollo tecnoldgico.

CANTIDAD DE SOLICITUDES

""X / —y—-ﬂftﬁ
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
ANO

e SOLAE s ABBOTT LABORATORIES s NESTEC

UNILEVER MONSANTO BURCON

Figura 3.3. Evolucién temporal de las principales empresas solicitantes de patentes

tecnolégicas para concentrados de proteinas de soja
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Figura 3.4. Evolucién temporal de las principales empresas solicitantes de patentes

tecnoldgicas para aislados de proteinas de soja

Si se analiza el panorama temporal mundial para ambos productos en la Figura 3.5, se
puede ver que son productos con alta demanda a nivel mundial, dado que presentan un
numero sostenido de solicitudes de patentes a nivel mundial en los ultimos afios, ninguna
empresa invierte en proteccion de la propiedad intelectual, en productos que no tienen

demanda comercial.

Cantidad de solicitudes

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Afio

==a==concentrados de proteinas de soja ==0==Q3islados de proteinas de soja

Figura 3.5. Tendencia anual de solicitudes de patentes para concentrados y aislados de

proteinas de soja
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La Figura 3.6, muestra los principales CIP a nivel mundial de solicitudes de patentes para
concentrados y aislados de proteinas de soja, mientras que en las Figuras 3.7 y 3.8,
presentan detalladamente los principales CIP para las empresas productoras de
concentrados y aislados de proteinas. La Clasificacién Internacional de Patentes (CIP),
segun la Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual, es “un sistema jerdrquico
donde el dmbito de la tecnologia se divide en una serie de secciones, clases, subclases y
grupos. La Clasificacién constituye una herramienta que no depende de idioma alguno y
que es indispensable para la obtencion de documentos de patente en las busquedas que

nn

se realizan en el “estado de la técnica””.

En la Figura 3.6 se aprecia que los principales CIP estan relacionados a productos
alimenticios, pero en tercer y cuarto puesto aparecen CIP relacionados a preparaciones
medicinales (A61K y A61P), y microorganismos (C12N). De las figuras 3.6, 3.7 y 3.8, se
puede ver que los principales CIP relacionados a productos de soja para uso alimenticio

corresponden a:

Tabla 3.1 Nombre y descripcién de los productos de soja para uso alimenticio de la

Clasificacidn Internacional de Patentes.

Nombre Descripcion

A23L Alimentos, productos alimenticios o bebidas no alcohdélicas; su preparacion
o tratamiento (ej. coccidon, modificacién de las cualidades nutricionales,
tratamiento fisico), conservacion de alimentos o de productos alimenticios,
en general.

Composiciones a base de proteinas para la alimentacion, tratamiento de
proteinas para la alimentacidon, composiciones a base de fosfatidos para la
alimentacion.

Productos lacteos (e]. leche, mantequilla, queso), sucedaneos de la leche o
el queso, su fabricacion.

Alimentos para animales.

Cacao, productos a base de cacao (ej. chocolate), suceddneos del cacao o
de los productos a base de cacao, confiteria, goma de mascar, helados, su
preparacion.

Tratamiento (ej. conservacion de la harina o de la masa, por adicidon de
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ingredientes), coccidn, productos de panaderia, su conservacion.
Conformacién o tratamiento de productos alimenticios.

Aceites o grasas comestibles (ej. margarinas, shortenings, aceites para
cocinar).

Produccién (ej. por prensado de materias primas o por extraccién de
materias residuales, refino o conservacién de grasas, sustancias grasas).
Alimentos, productos alimenticios o bebidas no alcohdlicas. Conservacion

de alimentos o de productos alimenticios, en general.

Concentrados de proteinas de soja

Cantidad de solicitudes

A23L  A23) A61K A23C A61P A23K A23G C12N A21D CO7K
cip

Aislados de proteinas de soja

A23L  A23] A61K C12N A23C CO7K A61P A21D Ci12P A23K
cip

Cantidad de solicitudes

Figura 3.6. Principales CIP a nivel mundial para el patentamiento de concentrados y
aislados de proteinas de soja
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Por ultimo, se puede observar en la Figura 3.8, que los perfiles de las empresas Verenium
Corporation y Basf, son las que menos desarrollo de tecnologia han solicitado relacionado
al procesamiento de alimentos, dado que sus principales CIP, estdn orientados a

reproduccién de plantas y productos donde intervienen microorganismos.

SOLAE ABBOTT LABORATORIES

HA23L mA23L

mA23) mA61K
mA23C mA61P
A61K A23]
mC11B mA23C
mA23D mA23D
mCO7K WA23G

mCi2p mCO7K

NESTEC UNILEVER

mA23L mA23L

W A61K HA23D
mA61P mA23C
A23) A23)
mA23D B A23G
mA23G HA61K
WA23C HB65D

WA21D mC11D

MONSANTO BURCON

WA23L
W A23K
mAO0IH mA23J
A23) mA23L
mCI2N mA23C
HA61K Co7K
WA23C

W CO7K

Figura 3.7. Principales CIP para el patentamiento de productos y procesos relacionados a
concentrados de proteinas de soja
Como conclusion de esta seccidn, se puede rescatar, que en los ultimos 10 afios, ha
habido un gran desenvolvimiento a nivel mundial en cuanto a la tecnologia de productos y
procesos para concentrados y aislados de proteinas de soja, con una fuerte inversion de

capital en 1+D de diversas empresas internacionales, el cual esta relacionado con una alta

35




Tesis Maestria en Ingenieria de Calidad

demanda comercial de ambos productos en varios paises, dado que ninguna empresa

invierte en proteccidn intelectual de procesos o productos que no tengan demanda

comercial. Por Uultimo, se pudo observar que no hay empresas nacionales o

multinacionales interesadas en proteger sus procesos en Argentina, posiblemente porque

son productos que todavia no se encuentran en produccién masiva.
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Figura 3.8. Principales CIP para el patentamiento de productos y procesos relacionados a

aislados de proteinas de soja
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En general, estos productos proteicos son elaborados utilizando harina o flakes de soja
como materia prima. Dichos subproductos son generados en la extraccidon de aceite con
solvente y difieren de los expellers, subproducto obtenido de la extraccidon de aceite de
soja al aplicar extrusado y prensado, en la composicidn nutricional, tanto en el contenido
de proteinas como en el contenido de aceite residual. En la actualidad, no existe un
proceso probado para la obtenciéon de concentrados y aislados proteicos de soja a partir
de expeller. Por lo tanto, el trabajo de esta tesis propone un desarrollo novedoso en
cuanto a encontrar un procedimiento experimental para la obtenciéon de un producto de
amplio interés comercial, utilizando materias primas no explotadas y que a su vez son
producidas por empresas PyMEs de la regidn. De esta forma, no solo se presentara una
innovacion en procesos productivos, sino que también, se busca dar ayuda a productores
regionales. Finalmente, se evaluard la calidad del producto obtenido bajo distintas
condiciones de operacién. A continuacion, se detallardn los procesos mas relevantes
encontrados en patentes tecnoldgicas y publicaciones académicas. Por lo tanto, el
objetivo de este capitulo es relevar los métodos convencionales y alternativos que utilizan
flakes en lugar de harina como materia prima, dado que por no haber sufrido tostado es el
producto que mas se asemeja a los expellers. Posteriormente, comparar los procesos
tradicionales de produccion de concentrados y aislados de soja entre si y proponer un
procedimiento experimental para implementar a escala laboratorio. Por ultimo, evaluar la

calidad del producto obtenido y clasificarlo como concentrado o aislado.

3.2 DESCRIPCION DE LOS PROCESOS PARA OBTENCION
DE CONCENTRADOS PROTEICOS DE SOJA

Al producir concentrados proteicos de soja, el objetivo es insolubilizar las proteinas
mientras se lixivia en contracorriente los compuestos solubles. Estos productos son
producidos por tres procedimientos basicos aplicados a las harina o flakes de soja:
extracciéon con alcohol etilico o metilico acuoso del 20 al 80 %, lixiviacién acida y

desnaturalizacion de las proteinas con vapor y extraccidn con agua. El proceso
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preponderante es el proceso de extraccidon acuoso porque el proceso genera un producto

con menos flavores (Deak et al., 2008).

3.2.1. Método de extraccion con alcohol acuoso

Este proceso se basa en la habilidad de la solucién acuosa de alcoholes para extraer la
fraccion de azucares solubles de los flakes o harinas desgrasadas sin solubilizar las
proteinas. Las etapas del proceso son: a) extraccion sélido liquido con una solucién
hidroalcéholica al 60 %, b) remocidn y recuperacion del solvente presente en el extracto

liquidoy en los flakes extraidos, y c) secado y molido de los flakes (FAO, 1992).

Konwinsky (1992) proponen realizar una aglomeracion de los flakes en la etapa previa a la
extraccién acuosa para incluir aquellas particulas finas que se desechan a lo largo del
proceso. Otra de las patentes encontradas fue la de Chajuss (2011) que propone realizar
una variacion al método tradicional agregando la etapa de extraccién con alcohol acuoso a
continuacion de la extraccidn con solvente. De modo, que se elimine la etapa de tostado y

la desolventizacion sea conjunta.

3.2.2. Método de lixiviacion acida

El método se basa en la relacién existente entre el pH y la solubilidad de las proteinas. En
este caso, se aplica de manera directa a la harina de soja una solucidon acida como
solvente hasta alcanzar la regidén de isoeléctrica, donde se precipitan e insolubilizan la

mayoria de las proteinas y se extraen los azlcares solubles en dicha solucién (FAO, 1992).

En un proceso de lixiviacién acida tipico se utiliza una relacién sdélido-liquido de 1:10 a 1:20
de acido clorhidrico para ajustar el pH a 4,5, de 30 a 40 minutos de extraccién a una
temperatura de 40 2C. Se utiliza un decantador con centrifuga para separar el extracto
liquido y concentrar los sélidos a aproximadamente un 20 %. Se puede realizar mas de un
ciclo de lixiviacion y, ademas, se puede neutralizar la fraccion sélida con hidréxido de

sodio o calcio a pH 6,8 antes de aplicar un secado spray (Deak et al., 2008).
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3.2.3. Método de lixiviacion con vapor

En este proceso las proteinas de los flakes o harina de soja primero son insolubilizadas por
desnaturalizacion térmica utilizando vapor. Luego, se realiza una extraccién con agua
caliente, que disuelve los azlcares. Este proceso es poco utilizado, debido a que los
concentrados proteicos obtenidos tienen una aplicacion comercial limitada (Deak et al.,

2008).

3.3 DESCRIPCION DE LOS PROCESOS PARA LA
OBTENCION DE AISLADOS PROTEICOS DE SOJA

3.3.1. Método convencional (precipitacion isoeléctrica)

El proceso de obtencién de concentrados y aislados proteicos se realiza mediante la
sucesién de dos operaciones. En la primera etapa, las proteinas son solubilizadas para ser
separadas del resto de los compuestos no solubles, principalmente glicidos insolubles. A
pesar de que la mayor parte de las proteinas de la soja son solubles a pH préximos a la
neutralidad, es recomendable realizar la extraccion a pH alcalino para favorecer la
solubilizacion de las proteinas desnaturalizadas en los procesos previos (Baudi Dergal,
2013; Vioque et al., 2001). El residuo insoluble es separado del extracto obtenido, que

contiene proteinas y el resto de los componentes solubles, por centrifugacién (Liu, 1997).

La segunda etapa, tiene por objeto la concentracién y purificacién de las proteinas frente
a otros compuestos (Vioque et al., 2001). El método tradicional de produccién de aislados
proteicos de soja en la industria es el llamado proceso de precipitacidon isoeléctrico y
propone disminuir el pH del extracto obtenido anteriormente hasta el punto isoeléctrico
de la proteina (pH en el rango de 4), en el cual precipita, y, luego, es separado de los
componentes no proteicos solubles remanentes. La proteina precipitada es separada por
decantacidon mecdnica o centrifugacion, lavada y neutralizada a pH 7 previo a ser secada,

en ultima instancia, en un secadero spray. El producto resultante es una proteina de soja
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en forma de proteinato altamente purificada. De acuerdo con el compuesto bdasico
utilizado para la neutralizacién se producen proteinatos de sodio, potasio, amonio o
calcio. Los tres primeros son altamente solubles en agua, produciendo soluciones con una
alta viscosidad, espuma, emulsificacion y propiedades de formacién de gel. El proteinato
de calcio tiene una baja solubilidad. Los aislados proteicos de soja con baja solubilidad son
utilizados en formulaciones que requieren la incorporacién de una alta cantidad de
proteinas sin viscosidad excesiva ni otras contribuciones funcionales (FAO, 1992).
Alternativamente, el precipitado final puede ser lavado y secado sin neutralizaciéon para
dar aislados de soja en forma isoeléctrica (Liu, 1997). Es relevante resaltar que los aislados
contienen ciertos compuestos de bajo peso molecular como saponinas, fosfolipidos,
isoflavonas y algunos glucésidos (Baudi Dergal, 2013). Este método representa el proceso
mas usado comercialmente para la elaboracidon de aislado proteico de soja desde 1930

(Sunley, 1995).

Ciertas patentes y publicaciones proponen algun tipo de variacion del método
convencional. Russin, Arcand, & Boyle (2007), estudiaron el efecto del tamafio de particula
en la extraccion de aislado proteico de soja, concluyendo que el impacto del tamafio de
particula no es significativo respecto de la pureza vy, si bien, las particulas de menor
tamafio presentan un mayor rendimiento de recuperacién, se dificulta su manejo. La
patente presentada por Cho, Shen & Mooshegian, (2008) agrega una etapa de hidrolisis
enzimatica posterior a la precipitacién isoeléctrica que permite aumentar la resistencia a
la acidez, lo cual permite incorporar los aislados proteicos de soja a las formulaciones
acidas. Lépez de Ogara et al. (1992), evalué como son afectadas las propiedades
funcionales de los aislados proteicos de soja mediante tratamientos térmicos durante la

precipitacion isoeléctrica.

3.3.2. Métodos Alternativos

A lo largo de los afios, se han desarrollado varios métodos alternativos a la tradicional

precipitacion isoeléctrica para producir aislados proteicos de soja a partir de un extracto
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proteico. Entre los mas difundidos se encuentra un proceso de separacién por filtracion y
un proceso para la extraccion de la proteina de soja y la concentracién usando la llamada
tecnologia de gel hinchado (Sunley, 1995). En el primer caso, la ultrafiltracion es usada
para retener o permear proteinas acorde con el tamafio molecular y la osmosis inversa
para concentrar los permeados después de la ultrafiltracion (Liu, 1997). Para el caso del
gel hinchado, un gel de polimeros reticulado sélido de poliacrilamidas N-sustituto y co-
polimeros de N-sustituto es agregado al extracto de proteinas con la finalidad de
concentrar las proteinas de la solucidn, separandolas del resto de los compuestos solubles
en agua. Por ultimo, se aumenta la temperatura hasta 372C para separar el concentrado

proteico del gel hinchado (Johnson, Cussler & Trank, 1989).

Entre los métodos de extraccidon de proteinas, se ha estudiado la extraccién acuosa y el
efecto de extraccion de proteinas en presencia de sales, especialmente de cloruro de
calcio (Londhe et al., 2011; Maltais et al., 2005). En el proceso de extraccidon acuosa se
parte de poroto de soja seco molido como materia prima y agua con peréxido de
hidrégeno (para inactivar la lipoxigenasa) a 602C y pH 9 durante la extraccion. Luego, se
centrifuga el compuesto acuoso y se obtienen tres fases; la solucién proteica, la emulsién
de aceite y la fibra residual. Se rompe la emulsidn para recuperar el aceite y precipitar con
acido la fase acuosa para obtener proteinas. El nivel de aceite residual en las proteinas
secadas por spray fue de casi 8-10% (Liu, 1997). En cambio, un proceso de extraccidn con
sales para producir aislados proteicos de soja utiliza sales a fuerzas iénicas de 0,3 — 0,6 M,
pH 5 -6, y 15 — 252C. El extracto obtenido es concentrado por ultrafiltracion y diluido en
su fuerza idnica a menos de 0,2 M para producir micelas proteicas que pueden ser
separadas y secadas (Liu, 1997). Otro de los métodos de extraccién de proteina de soja
estudiados ha sido la aplicacién de ultrasonido (Moulton & Wang, 1982; Bishnu Karki,

2009).

Otros métodos de concentracion de proteina de soja se basan en la separacion de cuerpos
proteicos intactos, debido a que los cuerpos proteicos pueden ser separados de otros
componentes celulares mediante molienda fina y flotacion de densidad. Ademas, se
pueden utilizar alcoholes polihidricos, cloruro de sodio, sacarosa, y sales de metales
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alcalinos de acidos organicos para obtener densidades de 1,2 — 1,5 g/ml, requeridas para
separar los cuerpos proteicos. Una vez separados, deben ser lavados con alcohol para
obtener un contenido proteico mayor al 80% (Liu, 1997). Sin embargo, el uso practico de

estos métodos ha sido limitado debido a desventajas practicas y econdmicas.

Por ultimo, también se han relevado estudios donde se aplican diferentes tratamientos,
durante la produccién de aislados proteicos o sobre los mismos una vez obtenidos, a fin
de mejorar las propiedades funcionales y fisicoquimicas para aplicaciones alimenticias
especificas. Entre dichos tratamientos se encuentran los efectos de tratamientos a altas
presiones (Wang et al., 2007), de reduccidn y calentamiento simultaneo (Remondetto,
Gonzalez & Anoén, 2002), de mezclados vigorosos (He et al., 2013). Lopes Barbosa et al.
(2005), Baker & Rackis (1986), Nikolova, Nedeva & Tyankova (2000) han estudiado la
influencia de las condiciones de operacidén con la presencia de isoflavona e inhibidores de

tripsina.

3.4 COMPARACION ENTRE PROCESOS

La principal diferencia entre los procesos de produccién de concentrados y los de aislados,
es el niUmero de etapas necesarias para lograr un grado de pureza proteica final. El costo
de produccién de aislados es superior, consecuentemente su precio final es de 2 a 3 veces

superior.

En el caso del proceso de precipitacidn isoeléctrica su funcidn basicamente es concentrar
las proteinas tanto al ser aplicado para concentrados como para aislados. La diferencia
entre ambos es que la produccion de aislados posee la etapa de extraccion previa a la
concentracion, lo cual permite aumentar significativamente el porcentaje de proteinas en

el producto final.

Es deseable por razones tanto cientificas como comerciales comparar sistematicamente
los diferentes procesos de extraccidon y concentracion de proteinas para producir aislados
proteicos de soja. Segun Sunley (1995) la performance de cada proceso puede ser juzgada
en términos de:
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eficiencia de separacion de proteinas del resto de los compuestos no proteicos,
expresada por el porcentaje de proteina en base seca del producto final.

rendimientos de sélidos y proteinas obtenidos en la etapa de separacidn, teniendo
en cuenta que la extraccion inicial y final de las etapas de secado son comunes

para todos los procesos.

Si consideramos que partimos de la misma materia prima sometida a la etapa de

extraccién de proteinas bajo similares condiciones de operacién, al comparar los

diferentes métodos de la segunda etapa de concentracién de proteinas durante la

produccién de aislados proteicos de soja observamos que:

el proceso de ultrafiltracion muestra una significativa ventaja sobre el proceso

isoeléctrico en todos los aspectos; su rendimiento es superior y sus desvios

estdndares son menores (Sunley, 1995). Sin embargo, este método es mas costoso

y presenta inconvenientes por ensuciamiento de las membranas, por lo cual es

necesario realizar osmosis inversa (Liu, 1997).

el proceso de gel hinchado es desfavorable comparado con ambos procesos,

ultrafiltracion e isoeléctrico, en términos de rendimiento (Sunley, 1995). A pesar

de ello, Johnson et al. (1989) enumera varias ventajas del aislado proteico
obtenido por el método de gel hinchado frente al producto final obtenido por
precipitacion isoeléctrica. Entre ellas se encuentran:

v" Presencia de albuminas y otras proteinas solubles en acido, que normalmente
son pérdidas en el suero durante el proceso de precipitaciéon acida. Estas
proteinas no precipitadas representan un 10% de las proteinas dispersadas
presentes en el extracto inicial del proceso.

v" Menor contenido de fitatos.

v" Menor desarrollo microbiano, dado que trabaja a bajas temperaturas.

v Reutilizacidon de los geles utilizados, disminuyendo los costos de proceso con el

tiempo.
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Tabla 3.2. Comparacién de productos secados por spray y rendimientos de sus muestras a
partir de procesos de precipitacidon isoeléctrica, ultrafiltracion y gel hinchado (Sunley,

1995)

Precipitacion

Ultrafiltracion Gel hinchado
isoeléctrica

% Solidos 77,4+0,6 83,8+1,4 Sélo produccion de

Producto
% Proteinas 91,1+14 95,9+0,7 producto liquido

terminado
% Proteinas (bs) 849+1,4 87,3+1,1 81,0+0,8

% Proteinas 52,9+1,8 55,8+0,8 27,1+6,0

Rendimiento

% Sélidos 81,7+2,6 37,2+1,0 37,2+8,6

El resto de los métodos alternativos detallados anteriormente han resultado inviables
para la produccién a escala industrial, presentando un uso limitado a escala laboratorio o

para aplicaciones especificas.

Finalmente, tanto la bibliografia como la practica concluyen que el método mds sencillo y

viable para la produccidn de aislado proteico de soja es la precipitacién isoeléctrica.

Al comparar los procesos de produccidon de concentrados proteicos de soja, el método
comercial mas difundido es el de extraccion con alcohol acuoso debido a que la mayoria
de las plantas industriales que lo aplican cuentan con la tecnologia de desolventizacién. A
pesar de obtener buenos resultados, este método tiene la desventaja de utilizar solventes
altamente inflamables. Por el contrario, los otros procesos descriptos utilizan agua como
solvente. En el caso del proceso de lixiviacién con vapor, se produce una desnaturalizacion

de las proteinas que limita su posterior uso convencional.
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CAPITULO IV:

MATERIALES Y METODOS

4.1 INTRODUCCION
4.1.1 Hipotesis de trabajo

En esta tesis, se propone una metodologia a partir de la cual se pretende alcanzar un
producto proteico de soja apto para consumo humano a partir de expeller. De modo que
este producto sea novedoso y agregue valor a dicho subproducto de la extraccidon de
aceite, que actualmente se destina en su totalidad a alimentacién animal. En el capitulo
anterior, se han expuesto los procesos utilizados para la produccion de productos
proteicos de soja que utilizan harinas o flakes de soja como materia prima inicial. En este
caso, el método convencional de obtencion de aislados proteico, producido a partir de

flakes de soja, sera aplicado a escala de laboratorio sobre el expeller. De manera que se
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pueda evaluar su comportamiento y la posibilidad de alcanzar un producto proteico

semejante a los concentrados y aislados de soja tradicionales.

Las diferencias de composicién nutricional entre ambos subproductos; expeller y flakes,
presentan desventajas del expeller frente a las harinas y flakes a la hora de aplicar estos
métodos de extraccidn y concentracién. En principio, estas diferencias se deben al
porcentaje de aceite residual presente en las materias primas, siendo del 1 % en harinas y
flakes en contraste con 6 % del expeller. Ademas, en cuanto al contenido proteico, las
harinas con bajo contenido graso segun el Articulo 1407 del Cddigo Alimentario Argentino,
poseen un contenido proteico del 45 % como minimo. El expeller considerado en la tesis
posee un contenido proteico del 43,2 %, siendo 45 % el valor promedio de los expellers
qgue se producen en las plantas de Extrusado-prensado que mantienen sus productos
estandarizados. Por lo tanto, alcanzar un producto proteico partiendo de expeller, con
porcentaje final de proteinas similar a los concentrados o aislados tradicionales, resulta un

desafio.

Frente a la situacién adversa planteada, se propone aplicar el proceso convencional de
produccién de aislados proteicos de soja al expeller, es decir, la aplicacién sucesiva de dos
extracciones alcalinas de proteinas de soja con su posterior precipitacion isoeléctrica y
secado mediante liofilizacién. De esta forma, se pretende alcanzar un producto proteico
con un porcentaje que alcance el 90% requerido para aislados o superior al 65% requerido

para concentrados.

4.1.2 Descripcion de los fenomenos de transporte del

proceso
Extraccion sélido-liquido

El objetivo de esta operacidon es eliminar las impurezas indeseables de la materia prima
inicial por disolucién en un disolvente apropiado de un componente o grupo de

componentes insolubles. En este caso, se pretende extraer el mayor porcentaje de
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proteinas solubles del expeller mediante una solucién alcalina. La transferencia de materia
tiene lugar en el sentido sélido-liquido y no se considera el caso inverso, ni aquellos en
gue intervienen en forma preponderante las fuerzas superficiales. Tampoco se consideran

las reacciones quimicas durante la operacién (Vian Ortuiio & Ocon Garcia, 1979).

Los tres fendmenos tienen lugar desde que se inicia el contacto con el disolvente hasta

que se alcanza el equilibrio:

1. cambio de fase del soluto. La disolucidon o cambio de fase tiene lugar por inmediato
contacto de este con el disolvente. Existe una interfase sélido-liquido en la que se
produce la disolucién.

2. Difusion del soluto en el disolvente contenido en los poros del sdlido. La migracién
del soluto hacia las zonas exteriores, menos concentradas, se producen por
difusidn. Este proceso se ve favorecido cuando el sélido se encuentre en forma de
particulas pequefas y de tamafio uniforme.

3. Paso del soluto desde la superficie de los sélidos a la masa de la disolucion. Este
transito tiene lugar por difusién y por conveccidon o movimiento de la masa liquida.
La velocidad de la extraccidon queda determinada por el fenémeno de difusion en

los poros. El empleo de agitadores mejora la velocidad general de la extraccion.

Estos fendmenos se ven favorecidos por la alta solubilidad de las proteinas en el agua, la
cual depende de numerosos parametros. Entre ellos, la solubilidad depende
fundamentalmente del pH, fuerza idnica, tipo de disolvente y temperatura. El
comportamiento de las proteinas de la soja indican que la solubilidad y, por consiguiente,

la proporcién de extraccion es superior a pH alcalinos (Cheftel et al., 1989).

Precipitacion isoeléctrica

Para valores de pH préximos al punto isoeléctrico (pl), las moléculas proteicas que
manifiestan un minimo de interacciones con el agua y sus cargas netas, que son lo
bastante débiles para que puedan aproximarse las cadenas polipeptidicas, forman

agregados que conducen a la precipitacion. La gran cantidad de precipitado aumenta
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cuando la densidad de los agregados difiere mucho de la del disolvente y es grande el

didmetro de los nuevos agregados (Cheftel et. al, 1989).

4.2 CONSIDERACIONES PREVIAS AL DISENO DE
EXPERIMENTO
4.2.1 Materia prima

Como ya ha sido mencionado anteriormente, la materia prima considerada en este
estudio es expeller, que es el subproducto obtenido de la extracciéon de aceite de soja por
el método de extrusado y prensado, el cual presenta una composicién diferente a la
harina de soja. Este producto, por tratarse de un producto relativamente nuevo y
destinado principalmente a piensos, aln no posee sus parametros de composicion
definidos en el Cdédigo Alimentario Argentino. Ademads, se caracteriza por tener una
composicidn no estandarizada, es decir, que varia a lo largo del tiempo o entre diferentes
plantas procesadoras. Sin embargo, algunas empresas, que destinan su produccién a
piensos para animales monogdastricos (porcinos y aves), son mas estables debido a las
exigencias nutricionales que presentan dichos consumidores. Es por ello, que en los
ultimos afios tanto en INTA como INTI se han realizado varios ensayos y analisis
interlaboratorio de muestras de expeller de empresas PyMEs de Extrusado y prensado.
Los resultados definieron una clasificaciéon de las plantas procesadoras en funcién de la
performance de las mismas. Para este estudio, se consideraron los resultados obtenidos
de estudios previos realizados por INTA de aquellas plantas procesadoras que poseen sus
procesos bajo control, obtienen un producto estable y destinan su produccién a
alimentacion aviar, que asemeja sus exigencias a las de la alimentacion humana. Dichos
resultados brindaron los valores promedio de la composicién de expeller de soja que se

presentan en la Tabla 4.1 y que fueron seleccionados como materia prima.
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Tabla 4.1. Composicidn nutricional del expeller de soja

Parametros

Humedad
Proteinas
Materia grasa
Fibra cruda

Cenizas

Valores (%)

Nuevamente, debido a la falta de definicion del producto en el Cédigo Alimentario

Argentino, se consideran los criterios de calidad especificados en el Articulo 1407 — (Res

126, 29.1.80) del capitulo XIX para la harina de soja, definidos en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Pardmetros de calidad de harina de soja definidos en el articulo 1407 del Cédigo

Alimentario Argentino (ANMAT, 2010).

Calidad

Valor Lisina disponible
GV PER (Relacién Eficiencia Proteinica)
UPN (Utilizacién Proteinica Neta)
Actividad uredsica (AOCS. BA. 9-58)
L CIEIEREE Recuento bacteriano total
Termofilicas (Est. Am.Nat.Ass.)

Esporas

Coliformes
Agentes
patégenos
entéricos

Parametro

Levaduras y Mohos

Aflatoxinas

Clostridium perfringens,
Paracolons,

Salmonella,
Staphylococcus,
Streptococcus faecalis,

Valores de referencia
min 5g/16g N

min 2,0

min 60,0

max 0,30

max 20.000/g

max 1.500/g

max 10/10/g

max 50/g

Negativo

inferior a 0,03 pg/g
max 100/g
negativo/50/g
negativo/50/g
negativo/g
negativo/g

Durante el relevamiento realizado por el INTA y citado anteriormente, fueron evaluados

los pardametros mas relevantes de calidad, como actividad uredsica y aflatoxinas, cuyos
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resultados han sido 0,035 unidades de inhibidores de tripsina (TIU) por gramo vy < 1,7
aflatoxinas totales ppb, respectivamente. Ambos valores inferiores a los limites maximos

establecidos indican aptitud para el consumo humano.

4.2.2 Diseilo de experimento

El procedimiento general de produccién de aislados proteicos de soja propone una doble
extraccién alcalina, seguida de una precipitacion isoeléctrica. Las condiciones de
operacion para este proceso, como ya se ha mencionado, aln no han sido estudiadas para
este subproducto, por lo tanto, se consideraron condiciones estandar para la primera
etapa de extraccidon de proteinas solubles, establecidas por Lopéz de Ogara et al. (1992) y
Sunley (1995), las cuales se disponen en la Tabla 4.3, y se desarrolld un disefio de

experimento para la etapa de precipitacion isoeléctrica.

Tabla 4.3. Condiciones de la etapa de extraccion.

Condiciones de extraccion Valores

Relacion sélido:liquido

pH 8
Tiempo 30 minutos

Temperatura 60 °C

Para el disefio de experimento de la etapa de precipitacion isoeléctrica, en primera
instancia, se planted el numero de variables a evaluar y sus respectivos niveles. Estos
datos definieron el nimero de ensayos minimos a considerar para desarrollar el modelo.

Se consideraron las siguientes variables y niveles, presentadas en la Tabla 4.4.

Posteriormente, se adoptd un disefio de Box-Behnken dado que este tipo de disefio se
aplica cuando se evaluan tres o mas factores o variables independientes del proceso de
precipitacion, y cada factor sera estudiado en tres niveles, lo cual es coincidente con el

numero de factores y niveles considerados en el experimento; temperatura, tiempo y pH.
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Tabla 4.4. Factores y niveles considerados en el disefio.

Factores

Este tipo de disefio permite la estimacidon de un modelo cuadratico completo incluyendo
interacciones que se forman combinando dos de los factores con disefio de bloques
incompletos balanceados. Se conoce como disefio incompleto porque en cada bloque se
prueba solo una parte de los tratamientos, y balanceados porque cada par de
tratamientos se prueba el mismo nimero de veces (Siqueiros Tarazén, 2004). Ademas, en
su construccion los puntos de prueba no son extremos, es decir que no se consideran los
puntos (1, 1, 1) y (-1, -1, —1) del hipotético cubo, lo cual es una gran ventaja cuando la
realizacidon de esos puntos es muy cara o requieren condiciones fisicas complejas, porque
se encuentran lejos del centro (Gutierrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008). Por el
contrario, siempre al menos uno de sus factores se ubica en su nivel medio, que es
regularmente la zona estandar de trabajo. Este disefo de puntos sobre la superficie, de
igual distancia al punto central, consiste en localizar los puntos medios de las aristas y el
punto central del espacio procesado, como indica la Figura 4.1. Los puntos se generan
seleccionando dos factores y perturbando en forma completa sus niveles. Esta estrategia
se repite para todos los pares de valores posibles (Siqueiros Tarazén, 2004). Por lo tanto,
estos puntos centrales sirven para examinar la presencia de curvatura, dar informacion
acerca de los efectos cuadraticos y proporcionar una estimacién de la magnitud del error
experimental. Estas caracteristicas lo define como un disefio rotable o casi rotable

(Gutierrez Pulido & de la Vara Salazar, 2008).
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X3

e
/ (0,0,0) X1

Figura 4.1 Representacién del disefio de Box-Behnken

En la Tabla 4.5 se muestran los 15 tratamientos del disefio Box-Behnken para los tres

factores principales del proceso de precipitacién isoeléctrica.

Tabla 4.5 Matriz del Disefio de Box-Behnken para tres factores

Tratamientos X1 X; ) &
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 0
5 0 -1 -1
6 0 1 -1
7 0 -1 1
8 0 1 1
9 -1 0 -1

1 0 -1
-1 0 1
1 0 1
0 0 0
0 0 0
0 0 0

El objetivo de este estudio es ejecutar el disefio experimental y generar modelos de

superficie de respuestas que permitan encontrar la calidad, composicién y rendimiento
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Optimo de producto proteico final a partir de expeller, maximizando el contenido de

proteinas y minimizando el contenido de lipidos.

Dentro de las consideraciones previas al disefio, se plantea:

e iniciar el proceso con una fraccion proteica inferior y una lipidica superior a la

harina o flakes de soja, debido a las caracteristicas composicionales del

subproducto a utilizar como materia prima.

e utilizar el método de precipitacidon isoeléctrica, dadas las caracteristicas del

expeller se considera que es el método mds adecuado y conveniente para alcanzar

el objetivo final.

e El punto central del disefio Box-Behnken es coincide con los valores éptimos

expuestos por Sunley (1995) para la produccién de aislados proteicos de soja por

precipitacion isoeléctrica utilizando harina de soja con bajo contenido graso como

materia prima.

A partir del disefio de Box Behnken generado, en la Tabla 4.6 se definen los valores del

disefio experimental para realizar los ensayos.

Tabla 4.6. Ensayos del disefio de experimento.

N2 Ensayo = Temperatura (2C)
50
70
50
70
50
70
50
70
60
60
60
60
60
60
60

[

p
3
4
5
6
7
8
9

Tiempo (minutos)
15
15
45
45
30
30
30
30
15
45
15
45
30
30
30

pH
4,0
4,0
4,0
4,0
3,5
3,5
4,5
4,5
3,5
3,5
4,5
4,5
4,0
4,0
4,0
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4.3. DIAGRAMA DE BLOQUE DEL PROCESO

La Figura 4.2, presenta un diagrama general del proceso completo, en el cual intervienen
todas las operaciones involucradas; dos extracciones proteicas con solucién alcalina y la
precipitacion isoeléctrica, con sus respectivas centrifugaciones, y el secado final por
liofilizacién. Dicho diagrama de flujo refleja el procedimiento tal cual fue llevado a cabo en

el laboratorio, con todas sus corrientes de entrada, salida y operaciones.

F
—> Extraccidn . . Es
S - Centrifugacion 1
1 proteica 1
—
Wi, Precipitacion
isoeléctrica
Sz
Extraccion i E>
— . Centrifugacion 2
proteica 2
i Centrifugacién 3 F——> W,
C
W,
F: expeller de soja ;S:e:.alnldo ;.)?r
S:1: solvente solucidn alcalina (pH: 8) lofifizacion
S2: solvente solucidn alcalina (pH: 8)
E;: Extracto proteico primera extraccidn
E,: Extracto proteico segunda extraccion p
W;: Fraccion no soluble de soja H,O

W;: desecho del proceso

W3: fraccion de extracto sin precipitar

C: producto proteico concentrado humedo
P: producto proteico final

Figura 4.2 Diagrama de flujo del proceso desarrollado

4.4. METODOLOGIA UTILIZADA

Los ensayos se llevaron a cabo en las instalaciones de INTI Agroalimentos, en el area de
subproductos, coordinado por la Lic. M. Cristina Lopéz de Ogara. A continuacion se

presentan los quipos de laboratorio utilizados, Figura 4.3, junto con el procedimiento
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detallado, el cual se presenta en el diagrama de flujo de la Figura 4.4. Por ultimo en la

Figura 4.5 se presentan los distintos productos obtenidos luego de cada operacién.

EQUIPOS UTILIZADOS

) Bafo termostatizado
Molino de laboratorio Tamiz (malla1 mm) (Thermomix 1480) y
(Fbr by Decalab) agitador (Preeytec).

Balanza de precision Peachimetro Centrifuga de Liofilizador de
(Precisa XT 4200) (Meter Toledo) laboratorio (Martin laboratorio (L-I-
Christ Osterode/Hartz) E300-CRT, Rificor)

Figura 4.3. Equipos utilizados durante la experiencia de laboratorio.

Preparacion de la muestra

La materia prima utilizada fue expeller de soja, con un contenido proteico del 43,2 % y un
contenido residual de aceite de 6 %. La preparacién de la muestra incluyd la molienda del
mismo con un molino de laboratorio (Fbr by Decalab) y posterior tamizado en malla de 1

mm, lo cual equivale a 16 mesh.
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Extraccion alcalina

La extraccidon alcalina se dividid en dos etapas, en las cuales se utilizd una relacién
sélido:liquido de 1:10, la cual es ampliamente utilizada en la bibliografia citada por Sunley
(1995). El resto de los parametros de operacidén considerados, responden a los valores
estandares planteados por Sunley (1995) y Lépez Ogara et al. (1992); pH igual a 8,
temperatura de 602C, agitacion a una velocidad de 70 rpm durante 30 minutos. La
muestra fue pesada en una balanza de precisién (Precisa XT 4200) y mezclada con agua
destilada como solvente. Luego, se llevd la mezcla a pH 8 utilizando una solucion de
hidréxido de sodio 4 M medida en el peachimetro (Meter Toledo). La etapa de extraccion
se realizd a 60 2C durante 30 minutos en un bafio termostatizado (Thermomix 1480) con
agitacién constante a 70 rpm por un agitador (Precytec). Consecutivamente, se centrifugd
la mezcla durante 30 minutos a 2500 rpm en una centrifuga de laboratorio (Martin Christ
Osterode/Hartz), obteniendo como resultado una fase sélida y otra liquida. Por ultimo, se
separaron y pesaron cada una de las fracciones. El extracto liquido fue reservado para su
posterior precipitacién y el sélido se utiliz6 como material inicial para la segunda

extraccion.

En la segunda etapa de extracciéon, fueron considerados los mismos parametros de
operacion que se utilizaron en la primera etapa, asi como también se mantuvieron sus

respectivos valores.

Por ultimo, al finalizar las extracciones se separaron y pesaron cada una de las fracciones
obtenidas. Los extractos liquidos obtenidos se juntaron en un recipiente y la fraccion

solida fue desechada.
Precipitacion isoeléctrica

Para realizar esta etapa de precipitacién de las proteinas solubles en el extracto obtenido
anteriormente se siguié con el disefio de experimento planteado, tomando para cada uno
de los ensayos una alicuota de 700 ml de extracto y solucidn de acido clorhidrico 2 N para

ajustar el pH en su valor correspondiente manteniendo una agitacién vigorosa durante 2
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minutos. Luego, cada fraccidn se mantuvo en un bafio termostatizado a temperatura y
tiempo determinado previamente por el disefio de la Tabla 4.4. Se centrifugd cada
precipitado durante 30 min a 2500 rpm y se separd el producto proteico concentrado

himedo de la fraccidn liquida.

Por ultimo, se colocé este producto proteico concentrado himedo obtenido en placas de
Petri previamente pesadas y se mantuvieron las muestras a -10 2C de temperatura hasta

la etapa de liofilizacion.

Secado

Para finalizar el proceso de produccién de aislados proteicos de soja, se procedid a la
etapa de secado mediante liofilizacidn. El liofilizador de laboratorio utilizado (L-I-E300-
CRT, Rificor) se operd bajo las condiciones: temperatura de estante de -35 °C vy
temperatura de condensador a -40 2C. Por ultimo, se pesé cada una de las muestras del

producto proteico final y se las reservo para sus posteriores determinaciones analiticas.

La liofilizacidn es un procedimiento de secado cuyo principio es la sublimacién del hielo de
un producto congelado, por lo tanto el agua del producto pasa directamente del estado

sélido al estado vapor (Mafart, 1994). El ciclo de secado se desarrolla en dos fases:

e Fase de sublimacién, llamada deshidratacién primaria, que elimina alrededor del
90 %, de modo que el producto queda con una humedad del 15 %.
e Fase de desorcidon o de desecacidn secundaria, que elimina el 10 % del agua ligada

restante y que permite conseguir un producto de hasta 2 % de humedad.

Un ciclo completo de liofilizacion comienza por la fase de congelacion, de modo que se
forme una red cristalina que dé lugar a la formacién de canales por los que el vapor de
agua pueda escapar. La siguiente etapa consiste en eliminar el agua por secado lo que
provoca la deshidratacidn del alimento. Para ello, es necesario generar vacio de modo que
se trabaje a presiones inferiores a 4,58 Torr, dado que si la presidn de vapor de agua se
mantiene por debajo de 4,58 Torr y el agua se mantiene congelada, cuando el alimento se

calienta el hielo se sublima directamente a vapor sin llegar a fundirse. El vapor de agua se
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va eliminando de modo continuo, manteniendo la presién en el liofilizador por debajo de
la presion de vapor en la superficie del hielo (mediante bomba de vacio) y condensando el
vapor mediante un condensador de serpentin. A medida que la liofilizacién progresa, el
frente de la sublimacién se traslada hacia el interior del alimento y el calor latente para la
sublimacién se conduce hasta alli por conduccién, o se genera en la masa del alimento por
efecto de las microondas. El vapor de agua escapa del producto proteico a través de los
canales formados por la sublimacion del hielo. La uUltima fase de la liofilizacién es la
desorcion, que se consigue manteniendo el liofilizador a baja presion y elevando la

temperatura hasta un valor préximo a la del ambiente (Fellows, 2000).

Por ultimo, al producto obtenido lo llamamos producto proteico final, dado que a priori no
podemos definir su composicion como para categorizarlo como concentrado o aislado. Es
probable que su composicién y propiedades difieran de las establecidas para los aislados
proteicos de soja obtenidos a partir de harina de soja. En la Figura 4.5 se presentan cada

uno de los productos obtenidos a lo largo del procedimiento.
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ETAPAS DEL PROCESO

PREPARACION
DE MATERIA
PRIMA

z

S

/Se repite el mismo\

procedimiento de
extraccion 1,
utilizando en la
extraccion 2 el
desecho sdlido de
la primera como

\\ alimentacion /

EXTRACCION

d) Separacion de
extractos proteicos

-

PRECIPITACION

ISOELECTRICA
a) Ajuste de pH b) bafio () Centrifugacién
\ (3,5;4y4,5) termostatizado
SECADO
Product
3) roducto b) liofilizacién ~ ©) Producto
\ proteico humedo proteico secy

Figura 4.4. Diagrama de flujo de las etapas del proceso.
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PRODUCTOS OBTENIDOS A LOS LARGO DEL PROCESO

b) Extracto proteicoy
desecho sdlido

e) Precipitacion de proteinas luego de

d) Extracto proteico permanecer en bafio termostatizado f) Desecho liquido
a pH isoeléctrico

g) Producto proteico h) Producto proteico i) Producto proteico
himedo congelado liofilizado

Figura 4.5. Productos obtenidos a lo largo del proceso
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4.5. DETERMINACIONES ANALITICAS

Las determinaciones analiticas consideradas para analizar los productos proteicos
obtenidos concuerdan con las presentadas en la bibliografia para definir los pardmetros
de los aislados y concentrados. El Cédigo Alimentario Argentino hace referencia a las
determinaciones analiticas de humedad, materia grasa, proteinas, fibras totales y cenizas.
Por lo tanto, se realizaron dichas determinaciones mediante las técnicas AOCS de
referencia, las cuales seran descriptas a continuacion. Las determinaciones cenizas y fibras
totales se calcularon por diferencia, dado que representan pardmetros de menor
relevancia en el estudio y solo fueron considerados para el balance de masa. Todas las

determinaciones fueron realizadas por duplicado.
Determinacion de proteinas

El contenido proteico fue realizado por el Método Oficial de AOCS Ba 4d-90, en el cual se
determina como amonio el contenido total de nitrégeno y la proteina como 6,25 veces el

contenido de nitrégeno de la muestra.

Para iniciar con el procedimiento, se pesaron 0,250 g de muestra en el frasco de Kjeldahl y
se adiciond la mezcla catalizadora. Luego, se agregaron 25 ml de H,SO,4 concentrado a la
muestra y al catalizador en el frasco digestor y chips para la ebullicion en el frasco de
muestra. Se colocd el frasco en posicion inclinada y se calentd durante 5 minutos hasta
gue comenzaron a desprenderse los vapores blancos, luego se calenté por 40 minutos
mas rotando el baldn. Se enfrié a temperatura ambiente y se agregaron cuidadosamente
250 ml de agua. Se transfirid la suficiente cantidad de acido al frasco receptor de modo
que al finalizar la destilacion se encuentre con exceso de 0,5 ml de acido 0,5 N. se
agregaron al frasco digestor 1 g de granulos de alundum, mezclando y agregando
suficiente solucion alcalina para hacer fuertemente alcalino el contenido del frasco.
Inmediatamente se conectaron los frascos Kjeldahl digestor y destilador al condensador y

se calentdé durante 7 — 8 minutos, hasta obtener un destilado de 150 ml. Se titulo el
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contenido del frasco receptor con solucién 0,25 N de NaOH, usando como indicador rojo

de metilo. Se realizé un blanco en forma paralela y simultanea.

Calculos:

Nitrégeno %

_ N acido * ml 4cido usado en muestra — ml base utilizada en blanco * N base — ml base usada en muestra * N base * 1400,67

mg muestra

Proteinas totales % = Nitrégeno % * 6,25

Determinacion de materia grasa

El contenido de materia grasa se realizé por el Método Oficial AOCS Ba 3-38, mediante
Soxhlet, en el que se determina la cantidad de materia grasa por extraccion con éter de
petrdleo 5 gr de muestra, evaporaciéon de éste y la determinacidn gravimétrica del aceite

extraido.

El procedimiento detallado indica que de la muestra molida y tamizada, se pesan 5 gr en
un papel de filtro. Luego, este se encierra nuevamente en un segundo papel de filtro que
permanece abierto en el extremo superior formando un cilindro o canasta. En el extremo
abierto se coloca una pieza de algodén absorbente. Se colocd la muestra en el tubo
extractor y se colocaron 25 ml de éter en el frasco del extractor previamente tarado y se
conecté con el resto del equipo. Se calentd sobre plato eléctrico hasta que el solvente
evapore y condense por el centro del tubo. Se mantuvo la extracciéon por 6 horas, tas lo
cual se enfrio y desconectd el frasco de extraccidn. Se evaporaron los restos de éter, se
dejoé enfriar a temperatura ambiente, se secé y limpid el frasco y se pesd; se repitié dicha
operacion hasta alcanzar un peso constante. Se determind el contenido de aceite

mediante el siguiente calculo:

peso de aceite extraido * 100

Materia grasa % (extracto etéreo) =
peso de la muestra
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Determinacion materia seca (humedad y materia voldtil)

De acuerdo al Método Oficial AOCS Ba 2a-38 se determind el contenido de humedad
presente en el producto y cualquier material que sea volatil en las condiciones del test.

Por diferencia se obtiene materia seca.

Se tomaron muestras de 2 g de muestra y se colocaron en un plato tarado para
determinacién de humedad. Se coloco el disco en estufa y se secd a 130 eC + 3 2C por dos
horas. Se retiré de la estufa, se colocd en desecador hasta enfriarse a temperatura

ambiente para luego ser pesado.

Calculos:

peso perdido * 100

Humedad y materia volatil % = —
peso inicial de la muestra

Materia seca % = 100 — Humedad y materia volatil %

4.5 RESPUESTAS A EVALUAR: COMPOSICION Y
RENDIMIENTOS

El objetivo del disefio de experimentos es optimizar la composicion del producto proteico,
es decir, maximizar las respuestas de contenido de proteinas, y minimizar el contenido de
lipidos y humedad, y a su vez, buscar las condiciones experimentales que maximicen los

rendimientos de las etapas del proceso.

Para realizar los cdlculos de rendimiento se consideraron las etapas del proceso por

separado: extraccidn y precipitacion isoeléctrica, y el rendimiento global del proceso.
Etapa de extraccion

Este rendimiento indica que cantidad de las proteinas de la materia prima fueron

extraidas durante las etapas de extraccidn alcalina sélido:liquido.
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Y%proteinas extraidas = (

(peso total de 2 extractos * % proteinas de extractos combinados) 00
(Peso de materia prima utilizada * % proteina de materia prima)

i ) (E1+E2)  (xE2 + xE2)
%proteinas extraidas = * 100

(F * xF)

Etapa de precipitacion isoeléctrica

El rendimiento de la etapa de precipitacion indica cual es la cantidad de proteinas

presentes en el extracto fueron capaces de precipitar.

Rendimiento proteina (s6lo proceso isoeléctrico)

(peso producto proteico concentrado himedo * % proteina del aislado) 100
= *
(Peso del extracto utilizado * % proteina del extracto)

C *xc
Rendimiento proteina (s6lo proceso isoeléctrico) = <(E1 " xE(l) m (E)Z . xE2)> * 100

Este rendimiento se aplica para determinar la cantidad de proteinas de la materia prima

inicial fueron precipitadas.

Rendimiento proteina (extracciéon/proceso isoeléctrico)

(peso producto proteico concentrado himedo * % proteina del aislado) 100
*
(Peso de materia prima inicial utilizada * % proteina de mp inicial)

C *x
Rendimiento proteina (extracciéon/proceso isoeléctrico) = (ﬁ) * 100

Proceso general

El rendimiento general del proceso puede ser evaluado tanto para sélidos como para
proteinas y determina la relacidn existente entre la cantidad total de proteinas/sdlidos de

la materia prima inicial y las presentes en el producto proteico final.
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i (peso producto proteico final % solidos aislado)
Rendimiento soélidos = - - — - - * 100
(Peso materia prima * % sélidos materia prima)

o . _ (P xyp)
Rendimiento sélidos secos = | ———= ] * 100
(F = yF)

o ) (peso producto proteico final * % proteina aislado)
Rendimiento proteinas = - - - - - - * 100
(Peso alimentador materia prima * % proteina materia prima)

Rendimiento = 7( * %p) 100
*
endimiento F + xF)
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CAPITULO V:

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 RESULTADOS DEL ENSAYO

A partir de las determinaciones analiticas descriptas en el capitulo anterior se
establecieron las composiciones de los productos proteicos obtenidos para todos los
ensayos del disefio de experimento de la Tabla 4.4, que fueron utilizados para obtener los

ajustes de las superficies de respuesta. Las respuestas consideradas fueron:

e Contenido de proteinas total, humedad vy lipidos del producto proteico de soja
final.

e Rendimiento de extraccion de proteinas de la etapa de precipitacion isoeléctrica.

e Rendimiento de extraccion de proteinas en el proceso general.

e Rendimiento de sdlidos en el proceso general.

e Rendimiento de extraccion de proteinas vs el contenido de sdlidos.
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Cada conjunto de datos fue procesado en los programas estadisticos Statgraphic y Minitab
7, en los cuales han sido ajustadas las superficies de respuesta con sus respectivas
ecuaciones polinédmicas. A partir de dichas superficies, se definieron, mediante diagramas
de Pareto, cudles de los factores evaluados son significativos en cada respuesta. Por
ultimo, se determinaron los valores dptimos correspondientes para cada superficie de
respuesta. En el caso de contenidos proteicos y sus rendimientos, se busca maximizar las
respuestas. Por el contrario, para contenidos lipidico y de humedad se persigue el objetivo

de minimizar sus valores en el producto final.

Como las respuestas individuales, al maximizarlas o minimizarlas, derivan en valores
Optimos con condiciones de operacidn (temperatura, tiempo y pH) diferentes, se procede
entonces a evaluar la superficie de respuesta global. Es decir, aquella superficie donde
todas las respuestas son optimizadas simultdneamente para obtener un Unico conjunto de
condiciones de operacién del proceso de precipitacion isoeléctrica denominado éptimo

global.

5.1.1. Composicion proteica del producto final

La Tabla 5.1 muestra los polinomios de segundo grado de regresién para el contenido de
proteinas del producto proteico final evaluados en cada programa, cuyo valor éptimo
maximo fue del 75 % de contenido proteico para las siguientes condiciones de operacién:
temperatura igual a 50 2C y pH 4,5 durante 45 minutos. Ademas, se encuentra
representado el diagrama de Pareto en la Figura 5.1, de la cual se deduce que el efecto de

Tiempo al cuadrado (t?) fue significativo.

Tabla 5.1. Optimizacién de la superficie de respuesta de contenido proteico

Programa Ecuacion polindmica R’ (%) Meta Valor Temperatura  Tiempo pH
estadistico optimo optima optimo o6ptimo
Statgraphics = 249,165 — 0,457875*T — 82,9146 Maximizar 74,5764 50 45 4,46
1,00953*t — 76,8083*pH + proteinas

0,00587917*T* —

0,00781667*T*t —

0,046*T*pH + 0,0162796"‘t2 +

0,112667 *t *pH +
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9,74167*pH’

Minitab 7 =249 -0,46*T - 1,010*t - 82,91 Maximizar 75,0154 50 45 4,5
76,8*pH + 0,0059 T proteinas
+0,01628*t> + 9,74*pH? -
0,00782*T*t — 0,046*T*pH
+0,113*t*pH
T T 6= E
s | | E ]
L — er E
cc | & E 3
C:pH E E
srearo | [ ;
o | — ; ;
w| uE ;
« | B . . . . :
0 1 o 3 4 5.0 0.0 150 450 35 15
Efecto estandarizado
T TIEMPO pH

Figura 5.1. Diagrama de Pareto
estandarizado para el contenido de

proteinas

7 70

6
PROT %8 PROT
66 6
64 40 64
30 Tiempo
50 0 20
1 70

70
PROT ¢g

66
64

20
Tienfgo

Figura 5.3. Superficies de

Figura 5.2 Grafica de efectos principales
para la superficie de respuesta
correspondiente al contenido de
proteinas

Hold Values
T 60
Tiempo 30
pH 4

respuesta de proteinas
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Optimal T Tiempo pH

o 1000 Hih 700 450 450
e Cur [50.0) [45.0] [4.50]

Predict Low 500 150 350

PROT
Maximum
y = 75.0154
d = 1.0000

Figura 5.4. Graficas de efectos de los factores y optimizacion individual para el contenido

de proteinas

5.1.2. Contenido de humedad del producto proteico final

Del mismo modo, se calculd el polinomio de regresién para el contenido de humedad en
el producto proteico final en cada programa estadistico, las ecuaciones de regresiéon son
mostradas en la Tabla 5.2. Durante la optimizacidén de esta variable se busca minimizar su
valor, siendo 7,7 % de humedad final el dptimo. Mediante la representacidn gréfica del
diagrama de Pareto de los factores que componen la ecuacidn polindmica, Figura 5.5, se
dedujo que el efecto de pH y pH al cuadrado (pH?) fueron significativos. La influencia de

dicho efecto también se ve reflejada en la Figura 5.6.

Tabla 5.2. Optimizacién de la superficie de respuesta del contenido de humedad

Programa Funcidn polindmica R? (%) Meta Valor Temperatura  Tiempo pH
estadistico optimo Optima optimo
el (68 = 30,35 —0,01075*T — 99,7609 Minimizar  7,70883 50 44,9991 4,1114
0,00283333*t — humedad
10,87*pH + 0,0*T* +
0,0*T*t + 0,003*T*pH +
0,0%t* +
0,000666667*t*pH +
1,3*pH?
MINITAB 7 = 30,350 —0,0108*T — 99,76 Minimizar ~ 7,7089 50 45 4,1162
0,00283*t —10,870*pH humedad
+0,000000*T+ 0,0000
*t%+ 1,300*pH’
+0,0000*T*t
+0,003*T*pH+ 0,00067
*t*Ph
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Figura 5.5. Diagrama de Pareto
estandarizado para el contenido de

Humedad correspondiente al contenido de
humedad
Hold Values
T 60
Tiempo 30
- pH 4
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Figura 5.6. Grafica de efectos principales
para la superficie de respuesta

Figura 5.8. Graficas de efectos de los factores y optimizacidn individual para el contenido

de humedad
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Podemos observar en la gréafica 5.8 que la respuesta dptima para el contenido minimo de
humedad se presenta cuando la temperatura es de 50 2C, el pH de 4,1162 a los 45

minutos.

5.1.3 Contenido de lipidos del producto proteico final

Al minimizar el contenido lipidico en el producto proteico final, las ecuaciones de
regresion evaluadas en cada uno de los programas presentaron un valor éptimo de 11,2 %
dispuesto en la Tabla 5.3 junto con las condiciones de operacidn para alcanzar dicho
Optimo; temperatura de 50 2oC, tiempo de 15 minutos y pH de 4,5. En la Figura 5.9 del
diagrama de Pareto de los factores que componen la ecuacién polinémica, se observa que
el efecto de la temperatura, el tiempo, el tiempo al cuadrado (t) y pH fueron
significativos, sin embargo, los mas importantes fueron temperatura y t>. Estos Ultimos

efectos fueron ratificados en la Figura 5.10.

Tabla 5.3. Optimizacién de la superficie de respuesta del contenido lipidico

Programa Funcién polinémica R’ (%) Meta Valor Temperatura  Tiempo
estadistico Optima optimo
STATGRAPHICS =-81,505 + 0,689*T + 97,48 Minimizar 11,296 50 15,1033
0,883278*t + 31,4033*pH lipidos
—0,00827917*T° +
0,00515*T*t +
0,0965*T*pH —
0,0167907*t* —
0,023*t*pH —
4,73167*pH”
MINITAB 7 =-81,5+0,689*T 97,48 Minimizar 11,2396 50 15 4,5
+0,883*t + 31,4*pH — lipidos
0,00828 T+ 0,01679*t2
—4,73*pH” + 0,00515*T*t
+0,0965*T*pH —
0,0230*t*pH

pH
optimo
4,49978

El la Figura 5.12 vemos que las condiciones de operacién tanto en la optimizaciéon de
lipidos como proteinas son coincidente; temperatura igual 50 2C, en un tiempo de 45
minutos y a pH 4,5. Mientras que para el contenido de humedad, el minimo se encuentra

a la misma temperatura y tiempo, pero a un pH ligeramente menor.
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Figura 5.9. Diagrama de Pareto Figura 5.10. Efectos principales para la
estandarizado para el contenido de superficie de respuesta correspondiente
lipidos al contenido de lipidos
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Figura 5.11. Superficies de respuesta de contenido de lipidos

Optimal T Tiempo pH

D: 1.000 High 70.0 45.0 450
T Cur [50.0] [15.0] [4.50]

Predict Low 50.0 15.0 3.50

LIPIDOS
Minimum
y = 11.2396
d = 1.0000

Figura 5.12. Efectos de factores y optimizacién individual para contenido de lipidos
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5.1.4. Rendimiento de proteinas en la etapa de

precipitacion isoeléctrica

El rendimiento de proteinas en la etapa de precipitacion isoeléctrica representa el
porcentaje de las proteinas extraidas que fueron precipitadas al descender el pH hasta el
rango isoeléctrico (3,5 a 4,5). Al maximizar este rendimiento, las superficies de respuestas
proponen un valor éptimo de 99 %. Dicho 6ptimo se alcanza bajo las condiciones:
temperatura a 60 9C, tiempo a 15 minutos y pH a 3,5, como se puede observar en la Tabla
5.4. En la Figura 5.13 y 5.14 se observa que el efecto de la temperatura y el tiempo al

cuadrado (t%) fueron significativos.

Tabla 5.4. Optimizacién de la superficie de respuesta del rendimiento de proteinas en la

precipitacion isoeléctrica

Valor
Optimo

R® ) Temperatura

Optima

Tiempo
6ptimo

pH
Optimo

Funcidn polindmica

ULV eSS = 924,005 +9,40725 T— 85,21 Maximizar el 99,384 59,1913 15 3,5
2,18533 t — 522,465 pH rendimiento
—0,039575 T - 0,0603 de la etapa de
T*t—1,091 T*pH + precipitacion
0,0923444 - 0,034 de proteinas
t*pH + 71,77"‘pH2 isoeléctrica
MINITAB 7 =924 +9,4*T -2,19*t—- 85,21 Maximizar el 99,00 60 15,1138 3,5
522*pH — 0,0396*T* rendimiento
0,0923W*t* + 71,8*pH> de la etapa de
—0,0603*T*t — precipitacion
1,09*T*pH — de proteinas
0,034*T*pH isoeléctrica
. , . . : BF =
o |
88 | | | 68 F r
ce | | | )
= | S wf ]
B:TIEMPO _ :
« | *F E
| [ ]
BC | 50.0 700 150 450 35 45
(I) i |2 :; ; T TIEMPO pH

Efecto estandarizado

Figura 5.13. Diagrama de Pareto
estandarizado para el rendimiento de
proteinas en la precipitacién isoeléctrica

Figura 5.14. Efectos principales para la
superficie de respuesta correspondiente
al rendimiento de proteinas en la
precipitacion isoeléctrica
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Hold Values
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Figura 5.15. Superficies de respuesta del rendimiento de proteinas en la precipitacién
isoeléctrica

Optimal _ T Tiempo pH
D: 1000 High 700 450 4.50
o Cur [50.0] [45.0] [3.50]
Predict Low 500 150 3.50
REND PRO
Maximum
y = 1026875
d = 1.0000

Figura 5.16. Graficas de efectos de los factores y optimizacion individual para el
rendimiento de proteinas en la etapa de precipitacidn isoeléctrica
En la Figura 5.16 vemos que el rendimiento presenta un valor superior al 100 %, dado que
dicho valor no es posible se debe recalcular la superficie de respuesta con la restriccién de
un limite maximo, el cual no debe superar el 100 %. Consecuentemente, en la Figura 5.17
se puede observar que el valor 6ptimo varia, del mismo modo que las condiciones de
operacion variando la temperatura de 50 2C a 60 2C vy el tiempo de 45 a 15 minutos, por el

contrario, el valor de pH durante la optimizacién se mantuvo constante.
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Optimal T Tiempo pH
1000 High 700 450 4,50

o Cur [60.01 [15.1138] [3.501
Predict Low 50.0 15.0 3.50

REND PRO
Targ: 99.0
y = 99.0

d = 1.0000

Figura 5.17. Efectos de los factores y optimizacién individual para el rendimiento de

proteinas en la etapa de precipitacidn isoeléctrica bajo la condiciéon de target.

5.1.5. Rendimiento general de proteinas

El rendimiento general de proteinas indica el porcentaje total de proteinas de la materia
prima inicial que estan presentes en el producto final. Al maximizar este rendimiento, los
polinomios de ajuste de las superficies de respuestas proponen un valor éptimo de 23,5
%. En este caso, cada programa propone diferentes condiciones de operacién para
alcanzar el 6ptimo, como se puede observar en la Tabla 5.5, ambos programas proponen
una temperatura de 50 2C, sin embargo, Statgraphics propone un tiempo de 15 minutos y
pH igual a 3,5 mientras Minitab 7 considera tiempo de 45 minutos y un pH de 4,5. En la
Figura 5.18 y 5.19 se observa que el efecto de la temperatura, pH y el tiempo al cuadrado

(t?) fueron significativos.

Tabla 5.5. Optimizacion de la superficie de respuesta del rendimiento general de

proteinas

Programa Funcidn polinémica Valor
estadistico optimo

Temperatura
optima

Tiempo
optimo

pH
o6ptimo

STATGRAPHICS =200,012 + 1,29525*T — 87,54 Maximizar 22,3078 51,0819 15 3,5
0,707139*t — 101,479*pH rendimiento
—0,00814167*T° - de
0,00908333*T*t — proteinas
0,0935*T*pH + del proceso
0,0165037*t2 + general
0,052*t*pH +
13.0933*pH?
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MINITAB 7 =200 + 1,30*T - 0,707*t 87,54 Maximizar 23,5583 50 45 4,5
—101,5*pH - 0,0081 T rendimiento
+0,0165*t + 13,09*pH> de
—0,00908 T*t — proteinas
0,093*T*pH del proceso
+0,052*t*pH general

A partir de los resultados presentes en la Tabla 5.5, se evaluaron ambas ecuaciones con
los valores 6ptimos de respuesta de cada uno de los programas, como indica la Tabla 5.6.
Los resultados indican que los valores éptimos para las dos ecuaciones tienen sus éptimos
maximos al operar bajo las condiciones de 50 2C, 45 minutos y pH de 4,5. Por ultimo, al
comparar entre programas, se observa que el rendimiento mas alto responde al polinomio

propuesto por Minitab 7.

Tabla 5.6. Comparacion de respuestas.

Programa estadistico Funcién polinémica 502C, 15 min, 3,5 502C, 45 min, 4,5
STATGRAPHICS =200,012 + 1,29525*T — 22,298 23,557895
0,707139*t — 101,479*pH —
0,00814167*T> —
0,00908333*T*t —

0,0935*T*pH +
0,0165037*t* + 0,052*t*pH
+13.0933*pH>
MINITAB 7 =200 + 1,30*T — 0,707*t — 22,605 23,845
101,5*pH — 0,0081 T*
+0,0165*t” + 13,09*pH* —
0,00908 T*t — 0,093*T*pH
+0,052*t*pH

AT

BB

cc

AB
B:TIEMPO
AA

C:pH

AC

BC

Efecto estandarizado

Figura 5.18. Diagrama de Pareto estandarizado para el rendimiento general de proteinas

76




Tesis Maestria en Ingenieria de Calidad

189 1

169 [~

REND PROT GRAL

109 .

89k -
50.0 70.0 150 450 35 45

T TIEMPO pH

Figura 5.19 Grafica de efectos principales para la superficie de respuesta correspondiente
al rendimiento general de proteinas
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Figura 5.20. Superficies de respuesta del rendimiento general de proteinas

Optimal S T Tiempo pH

) ig 70.0 450 450
— 1'0.00 Cur [50.0] [45.0] [4.50]
Predict  Low 50.0 15.0 350

REND PRO
Maximum
y = 235583
d = 1.0000

Figura 5.21. Graficas de efectos de los factores y optimizacion individual para el
rendimiento general de proteinas
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5.1.6. Rendimiento de solidos en el proceso general

El rendimiento general de sdélidos indica cual es el porcentaje total de materia seca de la
materia prima inicial que esta presente en el producto final. Al maximizar este
rendimiento, las superficies de respuestas proponen un valor 6ptimo de 13,9 %. En la
Tabla 5.7, las condiciones de la optimizacién responden a una temperatura de 50 2C, un
tiempo de 45 minutos y pH igual a 3,5. En la Figura 5.22 y 5.23 se observa que el efecto de

la temperatura, pH y el tiempo al cuadrado (t?) fueron significativos.

Tabla 5.7. Optimizacién de la superficie de respuesta del rendimiento general de sdélidos

Programa Funcién polinémica R’ (%) Meta Valor Temperatura  Tiempo pH
estadistico optimo Optima optimo  6ptimo

STATGRAPHICS = 94,705 + 0,893*T — 88,3813  Maximizar 13,8187 50,8675 45 3,5
0,285722*t — 50,4367*pH rendimiento
- 0,00604167*T2 - general de
0,00473333*T*t — sélidos
0,053*T*pH +
0,00829259*t” +
0,0113333*t*pH +
6,56333*pH>
MINITAB 7 =94,7 +0,893*T — 88,38 Maximizar 13,9183 50 45 3,5
0,286*t — 50,4*pH — rendimiento
0,00604*T* + 0,00829*t> general de
+6,56%pH” — 0,00473*T*t solidos
—0,053*T*pH
+0,0113*t*pH
T u3r 1
AT /
=
B8 03F .
cc <—(‘
8 § osf ]
_l
M )
B:TIEMPO 2 & 7
w
C:pH «
i 3 1
BC L J
L L L L 63 =
0 1 2 3 4 5 500 700 150 450 35 45
Efecto estandarizado
T TIEMPO pH
Figura 5.22. Diagrama de Pareto Figura 5.23. Efectos principales para la
estandarizado para el rendimiento superficie de respuesta correspondiente
general de sdlidos al rendimiento general de sélidos
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Figura 5.24. Superficies de respuesta del rendimiento general de sélidos

Optimal . T Tiempo pH
_ i 700 450 450
D: 1.0.00 cur [50.0] [45.0] [3.50]
Predict Low 50.0 15.0 3.50
REND SOL
Maximum
y = 13.9183
d = 1.0000

Figura 5.25. Graficas de efectos de los factores y optimizacion individual para el
rendimiento general de sélidos

5.1.7. Rendimiento de proteinas vs sélidos

Al comparar los rendimientos de proteinas con sélidos totales es posible conocer cudl es el
porcentaje de proteinas que conforma a los sdlidos totales en el producto proteico final,
es decir, que la maximizacién de este rendimiento permite determinar el punto donde del

total de sdlidos obtenidos la mayor parte son proteinas. Al utilizar los polinomios de
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ajuste, se propone un valor éptimo de 81 %. En la Tabla 5.8, las condiciones de operacidn
de la optimizacidn responden a una temperatura de 50 2C, un tiempo de 45 minutos y pH
igual a 4,5. En la Figura 5.26 y 5.27, se observa que el efecto de tiempo al cuadrado (tz) fue

significativo.

Tabla 5.8. Optimizacion de las superficies de respuesta de la comparacion de rendimiento

general de proteinas vs sélidos

Programa Funcion polinémica R? (%) Meta Valor Temperatura  Tiempo pH

estadistico optimo optima optimo optimo
A6 = 288,262 — 0,500125*%T — 83,2556 Maximizar 81,2646 4,49987
1,09961*t —92,0458*pH rendimiento

+0,00631667*T> — proteinas vs
0,00848333*T*t — sélidos
0,047*T*pH +
0,0176852*t* +
0,123*t*pH+11.6067*pH’
MINITAB 7 =288-0,50*T—1,100*t 83,26 Maximizar 81,4517 50 45 4,5
—92,0* pH + 0,0063*T* rendimiento
+ 0,01769*t2 + 11,61*pH2 proteinas vs
—0,00848*T*t — solidos
0,047*T*pH

+0,123*t*pH

BB

a0

cC

|
|
« |
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1
]
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REND PROT vs SOL
~
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BC 0
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AC I
68 &

Efecto estandarizad
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Fi .27 Grafica de efect incipal
Figura 5.26. Diagrama de Pareto Igura 5 ratica de etectos principales

ara la superficie de respuesta
estandarizado para el rendimiento de P P P
, . correspondiente al rendimiento de
proteinas vs sélidos totales ) .
proteinas vs sélidos totales
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Figura 5.28. Superficies de respuesta del rendimiento de proteinas vs sélidos totales

Optimal T Tiempo pH

D: 1.000 High 70.0 45.0 4.50
T Cur [50.0] [45.0] [4.50]

Predict Low 50.0 15.0 3.50

REND PRO
Maximum
y = 814517
d = 1.0000

Figura 5.29. Graficas de efectos de los factores y optimizacion individual para el

rendimiento general de sélidos vs rendimiento general de proteinas
Al analizar los resultados de las optimizaciones individuales se concluye que:

e el efecto de los factores mas significativo es el tiempo al cuadrado, dado que se
presenta en seis de las siete respuestas, principalmente en aquellas respuestas

relacionadas con proteinas. Sin embrago, el efecto de la temperatura y pH también
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es significativo en cuatro de las siete respuestas, por el contrario, en respuestas
relacionadas con el contenido de humedad, lipidos y rendimientos generales.
e Los valores de las condiciones de operacidon que se repiten con mayor frecuencia

son: temperatura igual a 502C, tiempo de 45 minutos y pH 4,5.
5.1.8. Optimizacion simultanea

Por ultimo, se realiz6 una optimizacién simultdanea de todas las variables expuestas
previamente. En esta oportunidad, es de interés el 6ptimo global, es decir, el punto en el

cual todas las variables involucradas proporcionan la mejor respuesta.

Para calcular el éptimo global se utilizaron dos métodos; el grafico y el de la funcidn
deseabilidad. Para ello, se utilizé el programa Statgraphics, siendo los resultados los

expuestos en la Tabla 5.9.
Tabla 5.9. Valores de respuesta éptimas y deseabilidad

Inferior Superior
Respuesta Optimizado  Prediccion 95.0% 95.0%
Limite Limite
68,5618 81,4685

Deseabilidad

individual

Contenido proteico i 75,0151
Contenido de

0,999978

Si 7,905 7,85603 7,95397 0,622447
humedad
Rendimiento de
proteinas en etapa Si 98,3011 55,3536 141,249 0,938641

isoeléctrica
Rendimiento de
proteinas en el Si 23,5581 16,4573 30,6589 0,999984

proceso general
Rendimiento de

" Si 13,8482 10,1503 17,5462 0,990613
solidos totales
Rendimiento de .
X o Si 81,4514 74,4508 88,4519 0,999979
proteinas vs sdlidos
Contenido lipidico Si 12,1349 9,70677 14,5631 0,918013
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A partir de la optimizacién global, se definieron como valores dptimos de los factores

intervinientes en la etapa de precipitacion isoeléctrica, como indica la Tabla 5.10.

Tabla 5.10. Condiciones de operacién éptimas en Statgraphics

Factor Establecimiento

Temperatura

Tiempo

pH

En la ultima columna de la Tabla 5.9 se pueden apreciar los valores de deseabilidad
individuales, a partir de los cuales se calculé el éptimo global mediante el método de la

funciéon deseabilidad, cuyo valor global 6ptimo fue 0,913611.

Por otra parte, en el programa estadistico Minitab 7 se graficaron los efectos de los
principales factores y, también, se calcularon los valores &éptimos y sus respectivas

deseabilidades, presentes en la Figura 5.30.

Al comprar los resultados de la optimizaciéon global se observa que existen diferencias
entre los valores brindados por cada programa estadistico. Respecto del valor
deseabilidad, Minitab 7 propone un valor de 0,9647 el cual es superior al 0,913611
propuesto por Statgrsphics. En cuanto a las condiciones de operacion, ambos programas
consideran el mismo valor de temperatura y tiempo, pero proponen valores de pH
diferentes; Statgraphics considera 4,5, que es el valor correspondiente al nivel del

extremo maximo considerado, y Minitab 7 propone un valor igual a 4,27.
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Optimal - T Tiempo pH
ig 70.0 45.0 4.50
D: 0.9647 Cur 50.0] [45.0] [4.2778]
Predict Low 50.0 15.0 3.50
—
Composite \_/ (—/
Desirability
D: 0.9647
LIPIDOS
Minimum
y=13.5435
d=0.99843 T = T —

N
REND PRO
Maximum ~" - T — -
y=78.5584 \_/ ~
d =1.0000
RENDPRO  Ho — — — — — S — 5
Maximum \j
y=21.0881
d =1.0000
RENDSOL e — — — — — pNg
Maximum \_j
y=127295
d =1.0000
RENDPRO |

Maximum - _O
y=86.8723
d=0.82112

Figura 5.30. Valores dptimos, deseabilidades y principales efectos.

™~/
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5.2. BALANCE DE MATERIA DEL PROCESO

Durante el desarrollo del proceso descripto en el capitulo anterior para producir
productos proteicos de soja a partir de expeller, llevado a cabo en escala de laboratorio,
se registraron los valores de las corrientes de entrada y salida como indica el diagrama de
bloque de la Figura 4.2. A partir de dichos valores, se han calculado los balances de

materia, global y parciales, del proceso.
Balance de materia global

F+51+52=W2+W3+P+H20
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Los valores de F, Sy, S5, Wy, W3 y P fueron obtenidos del proceso de manera directa al
pesar cada una de sus porciones y se calculé H,O. A partir de dichos datos se ha
determinado que por cada 100 g de materia seca inicial de expeller se obtiene un 85 % de
materia seca de desechos, que contienen principalmente fibras, y un 15 % de producto

proteico con un contenido proteico superior al 70 %.
Balance de materia por especie: proteina

Las fracciones proteicas para los extractos en la primera y segunda etapa fueron 1,1 % vy
0,04 % respectivamente. Por su parte el contenido de proteinas en el producto final
obtenido fue del 72 %. Por lo tanto se procedié a conocer el contenido de proteinas del

desecho liquido Ws.
Ei*xxeq+ E; xxe, = Wi xxws + P xxp
- xws3 = 0,07 %

Por otra parte, conociendo los datos iniciales, se calculé la fraccidn proteica del desecho
solido de la segunda etapa de extraccidon. De este modo, podemos definir el contenido

proteico desechado, lo cual resulta ser un indicador directo de la extraccién.
Fxxf=Wyxxw,+Ws3*xwsz+Px*xp
- xw, =74%

A partir del balance de masa por especie, se ha determinado que la fracciéon proteica
presente en el desecho sélido de la segunda etapa aun tiene un valor relevante. Por lo
tanto, una vez que se terminaron de realizar todos los ensayos correspondientes al disefio
de experimentos, se ejecutd un nuevo ensayo en el cual se varié la relacién sélido:liquido
a 1:20, manteniendo las condiciones de operacion de la etapa isoeléctrica a temperatura
de 50 °C, durante 45 minutos y pH 4,5. En la Tabla 5.11 se comparan los valores

resultantes de cada balance de materia.
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Tabla 5.11. Comparacion de fracciones proteicas entre balances de masa de proceso

variando la relacién sélido:liquido, utilizando temperatura 50 2C, tiempo 45 min y pH 4,5.

Relacion 1:10 Relacion 1:20

Residuo sélido de la segunda

29 % 18 %
extraccion (W2)
Fraccion proteica del residuo
0,074 0,001
sélido W2 (Xw2)
Residuo liquido de la
63 % 71%
precipitacion (W3)
Contenido proteico del residuo
0,007 0,01
liquido W3 (Xw3)
Producto proteico final (P) 11% 15%
Fraccion proteico del producto
0,72 0,895

proteico final (Xp)

El balance de masa para el segundo ensayo de relacién sdlido-liquido 1:20, al ser

comparado con el primero, muestra:

e una disminucidn del contenido proteico en el residuo sélido de la segunda etapa
de extraccion, lo cual indica que la extraccidn ha sido mas eficiente.

e Un aumento del residuo liquido y de su contenido proteico, es decir, que no todas
las proteinas extraidas han precipitado.

e Un aumento del rendimiento general del proceso tanto en cantidad de producto
final como en contenido proteico, aproximandose bastante al valor establecido

para aislados proteicos de soja.

A pesar del visible el aumento del contenido proteico en el segundo balance de masa, los
ensayos han sido realizados utilizando la relacién 1:10, dado que en esta instancia hemos
evaluado las superficies de respuesta para la etapa de precipitacion isoeléctrica, la cual es

independiente de las etapas de extraccion.

86




Tesis Maestria en Ingenieria de Calidad

5.3 COMPOSICION DEL PRODUCTO PROTEICO OBTENIDO

El producto proteico final obtenido fue sometido a determinaciones analiticas. A partir de
los resultados obtenidos de dichas determinaciones, se definieron sus pardmetros medios

y su composicién final, presentes en la Tabla 5.12.

Tabla 5.12. Composicion final del producto proteico de soja obtenido y composicién

establecida por CAAy FAO

Composicion establecida por

Producto proteico obtenido
Contenido (%) CAA*y FAO

12 prueba 22 prueba Concentrados Aislados

Humedad 100-
105°C max.
Proteina (N x 6,25)
min.

Grasa (extracto
etéreo) min.

Fibra cruda max.

Cenizas (500-550°C)
max.

*el CAA sdlo establece como requisito un minimo porcentaje proteico establecido en 70%
para concentrados y 90% para aislados.

Como podemos observar en la Tabla 5.12 el producto proteico obtenido en la primera
prueba tiene una composicidon que se asemeja a la establecida por FAO para concentrados
proteicos, que difiere tanto en su contenido lipidico como de fibra cruda. Por otra parte, la
composicion de la segunda prueba se asemeja a la establecida para aislados proteicos. En
ambos casos, el contenido en materia grasa es superior al establecido por FAO. Sin
embargo, el Cédigo Alimentario Argentino solo hace referencia al contenido minimo de
proteinas que debe contener el producto sin involucrar el contenido lipido ni de fibra

cruda.
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CAPITULO VI:

CONCLUSIONES

En principio, es relevante expresar que los resultados finales de la tesis han sido
satisfactorios y se ha cumplido con la hipétesis inicial. Esto significa que el proceso
seleccionado se ha adaptado satisfactoriamente a la nueva materia prima, expeller, y se
ha obtenido un producto proteico final con un contenido de proteinas superior al 70 %. Es
de interés resaltar, ademas, que se trata de un proceso de bajo costo que no utiliza
solventes orgdnicos, el cual podria facilmente adaptarse a escala industrial, debido a que

no presenta exigencias de operacion criticas.

En general, la composicién nutricional del producto obtenido se aproxima a los valores
establecidos por el CAA y FAO para concentrados y aislados proteicos de soja. El contenido
de proteinas, en la primera experiencia, responde a las exigencias propuestas para
concentrados y, en la segunda, a pesar de no alcanzar el valor establecido para aislados

(90% minimo) se aproxima bastante. Las principales diferencias encontradas con la
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normativa han sido el contenido de materia grasa y fibra cruda, principalmente en el
producto obtenido del proceso donde fue utilizada la relaciéon 1:10 en la extraccion. A
pesar de dichas diferencias, el Cdédigo Alimentario Argentino, en su definicién de
concentrados y aislados proteicos de soja, sélo expresa la exigencia de un minimo
contenido proteico de 70 % y 90 %, respectivamente, sin hacer referencia explicita sobre

el resto de la composicion.

Respecto de la materia prima utilizada, se debe resaltar que ha sido utilizado un expeller
de buena calidad, definido de este modo por relevamientos previos llevados a cabo por el
INTA con participacidn activa de la tesista. Dentro de los criterios de calidad considerados,
el contenido residual de aceite es el de mayor relevancia. Resulta interesante evaluar a
futuro, el mismo método utilizando un expeller de contenido residual superior al 7 %,

dado que en esta experiencia el expeller contuvo 6,2 % de lipidos en su composicién.

Para realizar el disefio de experimentos de la etapa de precipitacidon isoeléctrica se
consideraron factores y niveles de referencia; Sunley (1995) y Lépez de Ogara et al. (1992),
para la produccién de concentrados vy aislados proteicos de soja a partir de harinas y/o
flakes. Por lo tanto, el disefio fue centrado en los niveles de temperatura a 60 2C, tiempo
de 30 minutos y pH igual a 4. Sin embargo, a partir de los resultados se ha evidenciado
que los valores 6ptimos se encuentran en extremos del disefio; T = 50 2C, tiempo = 45
minutos y pH = 4,5. Esto nos indica que dichos valores éptimos podrian ser considerados

como niveles centrales de un nuevo disefio en nuevas evaluaciones.

Al analizar los resultados estadisticos de los ensayos, se ha observado que los efectos
significativos de las variables fueron temperatura, tiempo, tiempo al cuadrado (t%), pH vy
pH al cuadrado (pH?). Sin embargo, se debe destacar que el efecto de t? se repitié en todas
las variables, excepto para el contenido de humedad. En los resultados de contenido de
proteinas y lipidos el efecto de t* es el mas significativo, pero en los resultados de los
rendimientos, a pesar de que el efecto t? fue significativo, el efecto mas relevante fue la

temperatura.
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En un principio, durante la etapa de extraccidn de proteinas del expeller de soja mediante
solucion alcalina se utilizaron condiciones similares a las propuestas para el método
tradicional de produccién de aislados proteicos de soja. En esta instancia, se considerd
una relacién de sélido:liquido de 1:10, pH igual a 8, temperatura de 60 2C durante 30
minutos con agitacién constante. El producto proteico obtenido bajo estas condiciones
presentd un contenido de proteinas inferior al esperado y, por el contrario, un contenido
de materia grasa bastante mds elevado. En consecuencia, se decidid realizar una nueva
experiencia cambiando sélo la relacion sdlido:liquido a 1:20 mientras el resto de las
condiciones se mantuvieron con valores similares a la experiencia anterior. Los resultados
obtenidos sobre la composicién final del producto obtenido, luego de la modificacién,
indican que el contenido de proteinas aumenté significativamente alcanzando valores
cercanos al 90 % de proteinas. Por el contrario, el contenido de lipidos disminuyo

notablemente del 12 % al 1 %.

Cabe destacar que si bien los resultados nos han mostrados avances muy interesantes,
estos nos desafian a plantear nuevos disefios de experimentos. Por un lado, de la etapa de
extraccion, dado que a priori los resultados han sido mejores. Por otro lado, de la
precipitacion isoeléctrica de modo que sea posible perfeccionar el disefio tomando los

valores dptimos, considerados extremos en esta oportunidad, como niveles centrados.

Finalmente, se concluye que al tratarse el expeller de una materia prima diferente,
también, las condiciones de operacion Oéptimas difieren de las propuestas
tradicionalmente para harinas y/o flakes de soja. Por otro lado, se ha abierto con este
trabajo de tesis, un camino ambicioso con el cual se pretende seguir indagando, para
poder darle respuesta a la demanda de diversos productores de la regién que se
encuentran muy interesados en poder sacar provecho y rentabilidad a un subproducto tan

poco valuado, como es el expeller.
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