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ES 2364 130T3

DESCRIPCION
Produccién de aislado de proteina de semilla de aceite
Referencia a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de conformidad con el 35 USC 119(e) de la solicitud de patente Estadounidense
copendiente No. 60/288,415 presentada en mayo 4, 2001, 60/326,987 presentada en octubre 5, 2001, 60/331,066
presentada en noviembre 7, 2001, 60/333,494 presentada en noviembre 26, 2001 y presentada en

Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con métodos mejorados para la fabricacion de aislados de proteinas de semilla
de aceite, particularmente un aislado de proteina de canola.

Antecedentes de la invencién

En la Patente Estadounidense Nos. 5,844,086 y 6,005,076 ("Murray 11"), cedida al cesionario de esta, se describe un
proceso para el aislamiento de los aislados de proteinas de la harina de semilla de aceite que tiene un contenido de
grasa significativo, que incluye harina de semilla de aceite de canola que tiene tal contenido. Las etapas
involucradas en este proceso incluyen solubilizar el material proteinaceo de la harina de semilla de aceite, que
también solubiliza la grasa en la harina, y remover la grasa de la solucion de proteina acuosa resultante. La solucién
de proteina acuosa se puede separar de la harina de semilla de aceite residual antes y después de la etapa de
remocion de la grasa. La solucidn de proteina sin grasa se concentra después para incrementar la concentracion de
proteina mientras que se mantiene la resistencia idnica sustancialmente constante, después de lo cual la solucion de
proteina concentrada se puede someter a una etapa de remocién de grasa adicional. La solucién de proteina
concentrada se diluye luego para formar una masa similar a nube de moléculas de proteina altamente asociadas
como gotas de proteina discreta en forma micelar. Las micelas de proteina se dejan sedimentar para formar una
masa de aislado de proteina similar a gluten, pegajosa, amorfa, densa, fusionada, agregada, denominada "masa de
proteina micellar" o PMM, que se separa de la fase acuosa residual y se seca.

El aislado de proteina tiene un contenido de proteina (como se determina por Kjeldahl Nx6.25) de por lo menos
aproximadamente 90% en peso, es sustancialmente no desnaturalizada (como se determina por calorimetria de
barrido diferencial) y tiene un contenido de grasa residual menor. El término "contenido de proteina" como se utiliza
aqui se refiere a la cantidad de proteina en el aislado de proteina expresado en una base en peso seco. La
produccién del aislado de proteina obtenido utilizando este procedimiento, en términos de la proporcion de la
proteina extraida de la harina de semilla de aceite que se recupera como el aislado de proteina seco es
generalmente menor de 40% en peso, tipicamente alrededor de 20% en peso.

El procedimiento descrito en la patente Murray Il mencionado anteriormente se desarrolla como una modificacion
para el mejoramiento del procedimiento para formar un aislado de proteina de una variedad de materiales de fuente
de proteina, que incluye semillas de aceite, como se describe en la Patente Estadounidense No. 4,208,323 (Murray
IB). La harina de semilla de aceite disponible en 1980, cuando se presenta la Patente Estadounidense No.
4,208,323, no tiene los niveles de contaminacién de grasa de las harinas de semilla de aceite de canola disponibles
en el momento de las patentes Murray Il, y, como una consecuencia, el procedimiento de la Patente Estadounidense
No. 4,208,323 no se puede producir a partir de tales harinas de semilla de aceite de acuerdo con el proceso Murray
I, los materiales proteinaceos que tienen mas de 90% en peso de contenido de proteina. No existe descripcion de
ninguno de los experimentos especificos en la Patente Estadounidense No. 4,208,303 llevada a cabo utilizando
harina de semilla de colza (canola) como el material de partida.

La Patente Estadounidense No. 4,208,323 en si misma se disefia para que sea una mejora en el proceso descrito en
las Patentes Estadounidenses Nos. 4,169,090 y 4,285,862 (Murray |A) mediante la introduccion de una etapa de
concentracion antes de dilucion para formar el PMM. Las patentes Murray IA describen un experimento que
involucra semilla de colza pero que no proporciona indicacion de la pureza del producto. La etapa de concentracion
descrita en la patente Murray IB sirve para mejorar la produccion del aislado de proteina de alrededor de 20% para
el proceso Murray IA.

La GB-A-2077739 describe un aislado de proteina de canola que tiene un contenido de proteina de cerca de 95%.
La US-A-4266097 describe un aislado de proteina de canola que tiene un contenido de proteina de 107%.

Tzeng et al, Journal of Food Science, 53, 1988 Sept-Oct, Not. 5 describe un aislado de proteina de canola que tiene
un contenido de proteina de 90%.
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Resumen de la invenciéon

Ahora se ha encontrado que es posible mejorar estos procesos de aislado de proteina de la técnica anterior cuando
ellos se aplican a semillas de aceite, particularmente canola, para obtener producciones mejoradas del aislado de
proteina seco, en términos de la proporcion de la proteina extraida de las semillas de aceite, de por lo menos
aproximadamente 40% en peso y frecuentemente mucho mayores, por lo menos aproximadamente 80% en peso, y
los aislados de proteinas de pureza mayor, por lo menos aproximadamente 100% en peso en un indice de
conversion de Nitrégeno Kjeldahl de Nx6.25.

Se ha encontrado adicionalmente que una proporcion significativa de la proteina de canola extraida de la harina en
el proceso de Murray IA y IB y Murray Il, cuando se aplica a la harina de canola, se pierde como un resultado de
descargar el sobrenadante de la etapa de formacion PMM. Se proporciona aqui un mejoramiento adicional en el
procedimiento anterior, que mejora la produccién general de la proteina, en donde la proteina presente en el
sobrenadante se recupera generalmente mediante un proceso de concentracion para remover las impurezas y secar
el concentrado. El producto obtenido del sobrenadante tiene generalmente un contenido de proteina (Nx6.25) de
mas de 100% y es un producto de aislado de proteina de canola novedoso. Tal producto novedoso proporciona un
aspecto adicional de la invencion.

Como un mejoramiento adicional en el procedimiento anterior, el sobrenadante concentrado se puede mezclar con el
PMM vy se seca la mezcla. Alternativamente, una porcién del sobrenadante concentrado se puede mezclar con por lo
menos una porciéon del PMM y la mezcla resultante se seca. Los ultimos productos son productos de aislado de
proteina de canola novedosos y constituyen un aspecto adicional de la invencién.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un proceso para preparar un aislado de
proteina, que comprende (a) extraer una harina de semilla de aceite en una temperatura de por lo menos
aproximadamente 5° y preferiblemente hasta aproximadamente 35°C para originar la solubilizacién de la proteina en
dicha harina de semilla de aceite y para formar una solucién de proteina acuosa que tiene un contenido de proteina
de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 g/L y un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 6.8, (b)
separar la solucién de proteina acuosa de la harina de semilla de aceite residual, (c) incrementar la concentracion de
proteina de dicha solucién de proteina acuosa a por lo menos aproximadamente 200 g/L mientras que se mantiene
la resistencia iénica sustancialmente constante al utilizar una técnica de membrana selectiva para proporcionar una
solucion de proteina concentrada, (d) diluir dicha solucion de proteina concentrada en agua congelada que tiene una
temperatura de aproximadamente por debajo de 15°C para originar la formacion de las micelas de proteina; (e)
ajustar las micelas de proteina para formar una masa de proteina micelar similar a gluten gelatinoso, pegajoso,
amorfo, y (f) recuperar la masa micelar de la proteina del sobrenadante que tiene un contenido de proteina de por lo
menos aproximadamente 100% en peso segun se determina por Nitrogeno Kjeldahl x 6.25 en una base en peso
seco. Se puede secar la masa micelar de proteina recuperada. El aislado de proteina no es sustancialmente
desnaturalizado (como se determina por calorimetria de barrido diferencial).

El producto de aislado de proteina en la forma de la masa de proteina micelar se describe aqui como "similar a
gluten”. Esta descripcion que esta destinada a indicar la apariencia y rasgo del aislado son similares a aquellas de
gluten de trigo vital y no esté destinado a indicar la identidad quimica para el gluten.

En una realizacion de este proceso, se concentra el sobrenadante de la etapa de sedimentacion y el sobrenadante
concentrado resultante se seca para proporcionar un aislado de proteina que tiene un contenido de proteina de por
lo menos aproximadamente 90% en peso (Nx 6.25) en una base en peso seco. Tal aislado de proteina es un
producto novedoso y se proporciona de acuerdo con un aspecto adicional de la invencion.

En otra realizacion de este proceso, el sobrenadante de la etapa de sedimentacién se concentra, el sobrenadante
concentrado resultante se mezcla con la masa micelar de la proteina antes de secar el mismo, y la mezcla resultante
se seca para proporcionar un aislado de proteina que tiene un contenido de proteina de por lo menos
aproximadamente 90% en peso (Nx 6.25) en una base en peso seco. Tal aislado de proteina es un producto
novedoso y se proporciona de acuerdo con otro aspecto de la invencion.

En una realizacion adicional de la invencion, se concentra el sobrenadante de la etapa resultante y solo una porcion
del sobrenadante concentrado resultante se mezcla con por lo menos una porcion de la masa micelar de la proteina
antes de secar la misma para proporcionar otros aislados de proteinas novedosos de acuerdo con la invencién que
tiene un contenido de proteina de por lo menos aproximadamente 90% en peso (Nx 6.25) en una base en peso
seco.

Una etapa clave en el proceso de la presente invencion y la capacidad de obtener producciones mayores del aislado
de proteina en purezas de por lo menos 100% en peso que logradas previamente, es la concentracion de la solucién
de proteina para un contenido de proteina de por lo menos aproximadamente 200 g/L, un valor mucho mayor que en
los procedimientos descritos anteriormente. Otra etapa clave es la etapa de calentar la solucién de proteina
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concentrada, cuando sea necesario, antes de la dilucién en agua congelada en un indice de dilucién de menos de
1:15, cuando se recupera solo la masa de proteina micelar. Esta combinacién especifica de parametros no se
describe en la técnica anterior y tampoco se describen alli los resultados benéficos de la alta produccion de proteina
y la alta pureza del aislado de proteina. Una etapa adicional en mejorar la produccién de la proteina, particularmente
en el caso de harina de canola, es la recuperacion de las cantidades adicionales de la proteina del sobrenadante de
la formacion de PMM vy la etapa de sedimentacion.

El aislado de proteina producido de acuerdo con el proceso aqui se puede utilizar en aplicaciones convencionales de
los aislados de proteinas, tal como, la fortificacion de la proteina de las harinas procesadas, emulsificacion de
aceites, formadores de cuerpo en productos horneados y agentes espumantes en los productos que atrapan gases.
Adicionalmente, el aislado de proteina que se puede formar en las fibras de la proteina, utiles en analogos de carne,
se pueden utilizar como un sustituto de huevo blanco o extensor en productos alimenticios en donde se utiliza huevo
blanco como un ligador. El aislado de proteina de canola se puede utilizar como complemento nutricional. Otros
usos del aislado de proteina de canola estan en los alimentos para mascotas, alimentos para animales y en
aplicaciones industriales y cosméticas y en productos para el cuidado personal.

Breve descripcion del dibujo

La Figura 1 es un diagrama de flujo esqueméatico de un procedimiento para producir un aislado de proteina de
semilla de aceite asi como también otros productos de acuerdo con una realizacién de la invencion.

Descripcion general de la invencion

La etapa inicial del proceso de esta invencion involucra solubilizar el material proteinaceo de la harina de semilla de
aceite, particularmente harina de canola, aunque se puede aplicar el proceso a otras harinas de semilla de aceite, tal
como harinas de semilla de aceite de soya, semilla de colza tradicional, lino tradicional, linola, girasol y mostaza. La
invencion se describe mas particularmente aqui con respecto a la harina de semilla de canola.

El material proteinaceo recuperado de la harina de semilla de canola puede ser la proteina de ocurrencia natural en
la semilla de canola u otra semilla de aceite o el material proteinaceo puede ser una proteina modificada mediante
manipulacion genética pero posee propiedades polares e hidréfobas caracteristicas de la proteina natural. La harina
de canola puede ser cualquier harina de canola que resulta de la remocién del aceite de canola de la semilla de
aceite de canola con varios niveles de la proteina no desnaturalizada, que resulta, por ejemplo, de la extraccion de
hexano caliente o los métodos de extrusion de aceite frio. La remocidn del aceite de canola de la semilla de aceite
de canola usualmente se efectia como una operacion separada del procedimiento de recuperacion del aislado de
proteina de la presente invencion.

La solubilizacién de la proteina se efectlia mas eficientemente al utilizar una solucion de sal de grado alimenticio ya
gue la presencia de la sal mejora la remocion de la proteina soluble de la harina de semilla de aceite. La sal de
grado alimenticio usualmente es cloruro de sodio, aunque se pueden utilizar otras sales, tal como, cloruro de
potasio. La solucion de sal de grado alimenticio tiene una resistencia idnica de por lo menos aproximadamente 0.10,
preferiblemente por lo menos aproximadamente 0.15, para permitir la solubilizacion de cantidades significativas de la
proteina a ser efectuada. Como la resistencia iénica de la solucién de sal se incrementa, el grado de solubilizacion
de la proteina en la harina de semilla de aceite se incrementa inicialmente hasta que se alcanza un valor maximo.
Cualquier incremento posterior en la resistencia iénica no incrementa la proteina solubilizada total. La resistencia
i6nica de la solucion de sal de grado alimenticio que origina la solubilizacion maxima de la proteina varia
dependiendo de la sal que se trate y la harina de semilla de aceite seleccionada.

En vista del grado mayor de dilucion requerido para la precipitacion de la proteina con resistencias ionicas
incrementadas, se prefiere usualmente utilizar un valor de resistencia idnica menos de aproximadamente 0.8, y mas
preferiblemente un valor de aproximadamente 0.15 a aproximadamente 0.6.

La solubilizacion de la sal de la proteina se efectiia en una temperatura de por lo menos aproximadamente 5°C,
preferiblemente hasta aproximadamente 35°C, preferiblemente acompafiado para agitacion para reducir el tiempo de
solubilizacién, que es usualmente aproximadamente 10 a aproximadamente 60 minutos. Se prefiere efectuar la
solubilizacién para extraer sustancialmente la cantidad maxima de la proteina de la harina de semilla de aceite, con
el fin de proporcionar una alta produccién del producto general.

Se selecciona el limite de temperatura inferior de aproximadamente 5°C debido a que la solubilizacion es
impracticamente lento por debajo de esta temperatura mientras que el limite de temperatura superior preferido de
aproximadamente 35°C se selecciona debido a que el proceso no llega a ser econémico en niveles de temperatura
mayores en un modo de tanda.
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La solucién de sal de grado alimenticio acuosa y la harina de semilla de aceite tienen un pH natural de
aproximadamente 5 a aproximadamente 6.8 para permitir al aislado de proteina ser formado por la ruta micelar,
como se describe en mas detalle adelante. El valor de pH éptimo para la produccion maxima del aislado de proteina
varia dependiendo de la harina de semilla de aceite seleccionado.

En y cerca a los limites del rango de pH, la formacion del aislado de proteina ocurre solo parcialmente a través de la
ruta de la micela y en producciones menores que se puede obtener en cualquier parte en el rango de pH. Por estas
razones, se prefieren los valores de pH de aproximadamente 5.3 a aproximadamente 6.2.

El pH de la solucion de sal de grado alimenticio se puede ajustar a cualquier valor deseado dentro del rango de
aproximadamente 5 a aproximadamente 6.8 para uso en la etapa de extraccion mediante el uso de cualquier acido
de grado alimenticio conveniente, usualmente acido clorhidrico, o alcali de grado alimenticio, usualmente hidroxido
de sodio, cuando se requiera.

La concentracion de harina de semilla de aceite en la solucion de sal de grado alimenticio durante la etapa de
solubilizacién puede variar ampliamente. Los valores de concentracion tipicos son aproximadamente 5 a
aproximadamente 15% p/v.

La etapa de extraccion de la proteina con la solucién de sal acuosa tiene el efecto adicional de solubilizar las grasas
gue pueden estar presentes en la harina de canola, que luego resulta en las grasas que estan presentes en la fase
acuosa.

La solucién de proteina resulta de la etapa de extraccién que tiene generalmente una concentracion de proteina de
aproximadamente 5 a aproximadamente 30 g/L, preferiblemente aproximadamente 10 a aproximadamente 25 g/L.

La fase acuosa que resulta de la etapa de extraccién luego se puede separar de la harina de canola residual, en
cualquier forma conveniente, tal como al emplear filtracién por vacio, seguido por centrifugacién y/o filtracion para
remover la harina residual. La harina residual separada se puede secar para desecho.

El color del aislado de proteina de canola final se puede mejorar en términos de color de luz y amarillo menos
intenso mediante la mezcla de carbén activado en polvo u otro agente de adsorcién del pigmento con la solucion de
proteina acuosa separada y posteriormente remover el adsorbente, convenientemente mediante filtracion, para
proporcionar una solucion de la proteina. La diafiltracion de la solucién de proteina acuosa separada también se
puede utilizar para la remocién del pigmento.

Tal etapa de remocion del pigmento se puede llevar a cabo bajo cualesquier condiciones convenientes,
generalmente en la temperatura ambiente de la solucion de proteina acuosa separada, empleando cualquier agente
de adsorcion del pigmento adecuado. Para el carbén activado en polvo, se emplea una cantidad de
aproximadamente 0.025% a aproximadamente 5% pl/v, preferiblemente aproximadamente 0.05% a
aproximadamente 2% pl/v.

En donde la harina de semilla de canola contiene cantidades significativas de grasa, como se describe en las
patentes Murray Il, entonces las etapas de desengrasado descritas aqui se puede efectuar en la solucion de
proteina acuosa separada y en la soluciéon de proteina acuosa concentrada. Cuando se lleva a cabo la etapa de
mejoramiento del color, tal etapa se puede efectuar después de la primera etapa de desengrasado.

Como una alternativa para extraer la harina de semilla de aceite con una solucién de sal de grado alimenticio
acuosa, se puede hacer tal extraccion utilizando solo agua, aunque la utilizacion de solo agua tiende a extraer
menos proteina de la harina de semilla de aceite que la solucién de sal de grado alimenticio acuosa. En donde se
emplea tal alternativa, luego la sal de grado alimenticio, en las concentraciones discutidas anteriormente, se puede
agregar a la solucion de proteina después de la separacion de la harina de semilla de aceite residual con el fin de
mantener la proteina en la solucién durante la etapa de concentracién descrita adelante. Cuando se lleva a cabo una
etapa de remocion de color y/o una primera etapa de remocion de grasa, la sal de grado alimenticio generalmente se
agrega luego de la terminacion de tales operaciones.

Otro procedimiento alternativo es para extraer la harina de semilla de aceite con la solucion de sal de grado
alimenticio en un valor de pH relativamente alto aproximadamente 6.8, generalmente hasta aproximadamente 9.8. El
pH de la solucién de sal de grado alimenticio, se puede ajustar en pH al valor alcalino mediante el uso de cualquier
alcali de grado alimenticio conveniente, tal como solucion de hidroxido de sodio acuosa. En donde se emplea tal
alternativa, la fase acuosa resulta de la etapa de extraccién de harina de semilla de aceite que luego se separa de la
harina de canola residual, en cualquier forma conveniente, tal como al emplear filtracion por vacio, seguido por
centrifugacion y/o filtracion para remover la harina residual. La harina residual separada se puede secar para
desecho.
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La solucién de proteina acuosa resulta de la etapa de extraccién de pH alto que luego es pH ajustado al rango de
aproximadamente 5 a aproximadamente 6.8, preferiblemente aproximadamente 5.3 a aproximadamente 6.2, como
se discutié anteriormente, antes de procesamiento adicional como se discute adelante. Tal ajuste de pH se puede
efectuar utilizando cualquier acido de grado alimenticio conveniente, tal como acido clorhidrico.

La solucion de proteina acuosa luego se concentra para incrementar la concentracion de proteina de la misma
mientras que se mantiene la resistencia iénica de la misma sustancialmente constante. Tal concentracion se efectia
para proporcionar una solucién de proteina concentrada que tiene una concentracion de proteina de por lo menos
aproximadamente 200 g/L, preferiblemente por lo menos aproximadamente 250 g/L.

La etapa de concentraciéon se puede efectuar mediante cualquier técnica de membrana selectiva conveniente, tal
como ultrafiltracién o diafiltracion, utilizando membranas, tal como membranas de fibra hueca o membranas en
espiral, con un corte de peso molecular adecuado, tal como aproximadamente 3000 a aproximadamente 50,000
daltons, con respecto a diferentes materiales y configuraciones de membrana.

La etapa de concentracion se puede efectuar en cualquier temperatura conveniente, generalmente
aproximadamente 20° C a aproximadamente 60°C, y durante un periodo para efectuar el grado deseado de
concentracion. La temperatura y otras condiciones utilizadas para algin grado dependen del equipo de membrana
utilizado para efectuar la concentracién y la concentracién de proteina deseada de la solucién.

La concentracion de la solucién de proteina en una concentracion por encima de aproximadamente 200 g/L en esta
etapa, significativamente entre los niveles previamente contemplados y lograda cuando se emplean los procesos
Murray | y Murray Il, no solo incrementa la produccién del proceso a niveles por encima de aproximadamente 40%
en peso en términos de la proporcién de la proteina extraida que se recupera como el aislado de proteina seco,
preferiblemente por encima de aproximadamente 80% en peso, pero también reduce la concentracion de sal del
aislado de proteina final después del secado. La capacidad de controlar la concentracion de sal del aislado es
importante en aplicaciones del aislado en donde las variaciones en las concentraciones de sal afectan las
propiedades funcionales y sensoras en una aplicacion alimenticia especifica.

Como es bien conocido, la ultrafiltracion y las técnicas de membrana selectiva similares permiten a las especies de
bajo peso molecular pasar a su través mientras se evita las especies de mayor peso molecular lo hagan. Las
especies de bajo peso molecular incluyen no solo las especies idnicas de la sal de grado alimenticio sino también los
materiales de bajo peso molecular extraidos del material de fuente, tal como, carbohidratos, péptidos, pigmentos y
factores anti-nutricionales, asi como también cualesquier formas de bajo peso molecular de la proteina. El corte de
peso molecular de la membrana se selecciona usualmente para asegurar la retencion de una proporcion significativa
de la proteina en la solucién, mientras se permite que los contaminantes pasen con respecto a los diferentes
materiales y configuraciones de membrana.

Dependiendo de la temperatura empleada en la etapa de concentracion, la solucion de proteina concentrada se
puede calentar a una temperatura de por lo menos aproximadamente 20°C, y hasta aproximadamente 60°C,
preferiblemente aproximadamente 25°C a aproximadamente 40°C, para reducir la viscosidad de la solucion de
proteina concentrada para facilitar el desarrollo de la etapa de dilucion posterior y la formacion de micela. La
solucidon de proteina concentrada no se debe calentar entre una temperatura por encima de la cual la temperatura de
la solucién de proteina concentrada no permite la formacion de micela en dilucién mediante agua congelada. La
solucion de proteina concentrada se puede someter a una operacion de desengrasado adicional, si se requiere,
como se describe en Murray Il

La solucion de proteina concentrada resulta de la etapa de concentracion y la etapa de desengrasado opcional se
diluye para efectuar la formacién de micela al agregar la solucion de proteina concentrada en un cuerpo de agua que
tiene el volumen requerido para alcanzar el grado de dilucion deseado. Dependiendo de la proporcion de la proteina
de canola deseada que se va a obtener mediante la ruta de micela y la proporcién del sobrenadante, se puede variar
el grado de dilucién de la solucion de proteina concentrada. Con niveles de dilucion mayores, en general, una
proporcion mayor de la proteina de canola permanece en la fase acuosa.

Cuando se desea suministrar la proporcion mayor de la proteina mediante la ruta de micela, la solucion de proteina
concentrada se diluye mediante aproximadamente 15 veces o menos, preferiblemente aproximadamente 10 veces o
menos.

El cuerpo de agua en el cual se carga la solucion de proteina concentrada tiene una temperatura de menos de
aproximadamente 15°C, generalmente aproximadamente 3° C a aproximadamente 15°C, preferiblemente menos de
aproximadamente 10°C, ya que se mejoran las producciones del aislado de proteina en la forma de la masa de
proteina micelar que se obtienen con estas temperaturas frias en los factores de dilucién utilizados.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2364 130T3

La dilucion de la solucién de proteina concentrada y la reduccion consecuencial en la resistencia iénica originan la
formacion de una masa similar a nube de las moléculas de proteina altamente asociadas en la forma de gotas de
proteina discreta en forma micelar. A las micelas de proteina se les deja sedimentarse para formar una masa de
proteina micelar similar a gluten pegajosa, amorfa, densa, fusionada, agregada. La sedimentacion puede ser
asistida, tal como mediante centrifugacion. Tal ajuste inducido reduce el contenido de liquido de la masa micelar de
la proteina, reduciendo por lo tanto el contenido de humedad generalmente de aproximadamente 70% en peso a
aproximadamente 95% en peso en un valor de generalmente aproximadamente 50% en peso a aproximadamente
80% en peso de la masa micelar total. Reducir el contenido de humedad de la masa micelar en esta forma también
reduce el contenido de sal ocluido de la masa micelar, y por lo tanto el contenido de sal del aislado seco.

La combinacion de los parametros del proceso para la concentracién de la solucion de proteina en un contenido de
proteina de por lo menos aproximadamente 200 g/L y el uso de un factor de dilucién de menos de aproximadamente
15, resulta en producciones mayores, frecuentemente significativamente producciones mayores, en términos de la
recuperacion de la proteina en la forma de la masa micelar de la proteina del extracto de harina original, y aislados
mucho mas puros en términos del contenido de la proteina que se alcanzan utlizando cualquiera de los
procedimientos de la técnica anterior (Murray IA, IB y Il) referidos anteriormente.

El aislado sedimentado, en la forma de una masa de proteina similar a gluten, gelatinosa, pegajosa, agregada,
amorfa, denominada "masa de proteina micelar ", o PMM, se separa de la fase acuosa residual o el sobrenadante,
tal como mediante decantacion de la fase acuosa residual de la masa sedimentada o mediante centrifugacion. El
PMM se puede utilizar en forma himeda o se puede secar, mediante cualquier técnica conveniente, tal como secado
por rociado, secado por congelamiento o secado por tambor de vacio, en una forma seca. EIl PMM seco tiene un alto
contenido de proteina, en exceso de aproximadamente 100% en peso de la proteina (calculado como Kjeldahl
Nx6.25), y es sustancialmente no desnaturalizado (como se determina por calorimetria de barrido diferencial). El
PMM seco aislado de la harina de semilla de aceite también tiene un contenido de grasa residual bajo, cuando se
emplea el procedimiento de Murray Il, que puede estar por debajo de aproximadamente 1% en peso.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, particularmente cuando este se aplica a la proteina de canola, se ha
encontrado ahora que el sobrenadante de la formacién de PMM vy la etapa de sedimentacion contienen cantidades
significativas de proteina de canola, que no se precipita en la etapa de dilucion. No se ha propuesto previamente, en
las patentes Murray IA, IB y Il, intentar recuperar la proteina adicional del sobrenadante y no se hace observacién en
esta técnica anterior en cuanto a cualquier contenido de proteina potencial del sobrenadante. De acuerdo con este
aspecto de la invencion, se realizan las etapas para recuperar la proteina de canola del sobrenadante.

En tal procedimiento, el sobrenadante de la etapa de dilucién, luego de la remocion del PMM, se puede concentrar
para incrementar la concentracién de proteina del mismo. Tal concentracién se efectlia utilizando cualquier técnica
de membrana selectiva conveniente, tal como ultrafiltracion, utilizando membranas con un corte de peso molecular
adecuado que permite especies de bajo peso molecular, incluyendo la sal de grado alimenticio y otros materiales de
bajo peso molecular no proteinaceo extraidos del material de fuente, para pasar a través de la membrana, mientras
se retiene la proteina de canola en la solucién. Se pueden utilizar las membranas de ultrafiltracion que tienen un
corte de peso molecular de aproximadamente 3000 a 10,000 daltons con respecto a diferentes membranas y
configuraciones. La concentracion del sobrenadante en esta forma también reduce el volumen del liquido requerido
para ser secado para recuperar la proteina, y por lo tanto la energia requerida para el secado. El sobrenadante
generalmente se concentra en un contenido de proteina de aproximadamente 100 a 400 g/L, preferiblemente
aproximadamente 200 a aproximadamente 300 g/L, antes del secado.

El sobrenadante concentrado se puede secar mediante cualquier técnica conveniente, tal como secado por rociado,
secado por congelamiento o secado en tambor de vacio, en una forma seca para proporcionar un aislado de
proteina adicional de canola. Tal aislado de proteina adicional de canola tiene un alto contenido de proteina,
usualmente en exceso de aproximadamente 90% en peso de la proteina (calculado como Kjeldahl Nx6.25) y es
sustancialmente desnaturalizado (como se determina por calorimetria de barrido diferencial). Si se desea, el PMM
himedo se puede combinar con el sobrenadante concentrado antes de secar las corrientes de proteina combinadas
mediante cualquier técnica conveniente para proporcionar un aislado de proteina combinado de canola. El aislado
de proteina combinado de canola tiene un alto contenido de proteina, en exceso de aproximadamente 90% en peso
(calculado como Kjeldahl Nx6.25) y es sustancialmente no desnaturalizado (como se determina por calorimetria de
barrido diferencial).

En otro procedimiento alternativo, solo una porcién del sobrenadante concentrado se puede mezclar con por lo
menos parte del PMM y la mezcla resultante se seca. El resto del sobrenadante concentrado se puede secar como
cualquiera del resto del PMM. Adicionalmente, el PMM seco y el sobrenadante seco también se pueden mezclar
seco en cualesquier proporciones relativas deseadas.

Al operar en esta forma, se puede recuperar un niumero de los aislados de proteinas de canola, en la forma de PMM
seco, el sobrenadante seco y las mezclas secas de varias proporciones en peso de PMM y el sobrenadante,
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generalmente de aproximadamente 5:95 a aproximadamente 95:5 en peso, pueden ser deseables para lograr las
diferentes propiedades nutricionales y funcionales.

Como una alternativa para la dilucién de la solucién de proteina concentrada en agua congelada y el procesamiento
del precipitado resultante y el sobrenadante como se describié anteriormente, la proteina se puede recuperar de la
solucidn de proteina concentrada al dializar la solucion de proteina concentrada para reducir su contenido de sal. La
reduccion del contenido de sal de la soluciéon de proteina concentrada resulta en la formaciéon de las micelas de
proteina en el tubo de didlisis. Luego de la didlisis, las micelas de proteina se pueden dejar para sedimentacion,
recoleccion y secado, como se discutié anteriormente. El sobrenadante de la etapa de sedimentacion de micela de
proteina se puede procesar, como se discutid anteriormente, para recuperar la proteina adicional del mismo.
Alternativamente, los contenidos del tubo de didlisis se pueden secar directamente. El ultimo procedimiento
alternativo es Util en donde se desean cantidades de laboratorio de escala pequefia de la proteina.

Descripcion de la realizacion preferida

Con referencia a la Figura 1, se ilustra esqueméaticamente una lamina de flujo de una realizacion para la invencion.
La harina de semilla de aceite de canola y el medio de extracciéon acuoso se cargan mediante una linea 10 en un
recipiente de extraccion 12 en donde la harina de semilla de aceite se extrae y se forma una solucién de proteina
acuosa. La suspension de la soluciéon acuosa de proteina y la harina de semilla de aceite residual se pasa por la
linea 14 en una campa de filtro de vacio 16 para la separacion de la harina de semilla de aceite residual que se
remueve por la linea 18. La solucion de proteina acuosa se pasa después por la linea 20 en una operacion de
clarificacion 22 en donde la solucién de proteina acuosa se centrifuga y se filtra para remover particulas finas, que
se recuperan por la linea 24.

La solucion de proteina acuosa clarificada se bombea por la linea 26 a través de la membrana de ultrafiltracion 28
para producir una solucion de proteina concentrada como el retenido en la linea 30 con el permeado que se
recupera por la linea 32. La solucion de proteina concentrada se pasa en un recipiente de precipitacion 34 que
contiene agua fria cargada por la linea 36. La masa micelar de proteina formada en el recipiente de precipitacion 34
se remueve por la linea 38 y se pasa a través de un secador por rociado 40 para proporcionar la proteina seca
aislada de canola 42.

El sobrenadante del recipiente de precipitacion 34 se remueve por la linea 44 y se bombea a través de las
membranas de ultrafiltracion 46 para producir una solucién de proteina concentrada como el retenido en la linea 48
con el perneado que se remueva por la linea 50. La solucién de proteina concentrada se pasa a través de un
secador por rociado 52 para proporcionar el aislado de proteina seco adicional de canola 54.

Como una alternativa, la soluciéon de proteina concentrada en la linea 48 se puede pasar por la linea 56 para
mezclar con la masa micelar de la proteina antes de la mezcla que luego se seca en el secador por rociado 40.

EJEMPLOS
Ejemplo 1:
Este Ejemplo ilustra el proceso de la invencién.

Se agrega 'a’ kg de harina de canola comercial a ’b’ L de 0.15 M de solucién de NaCl a temperatura ambiente y se
agita durante 30 minutos para proporcionar una solucién de proteina acuosa que tiene un contenido de proteina de
'c’ g/L. La harina de canola residual se remueve y se lava en una campana de filtro de vacio. La solucién de proteina
resultante se clarifica mediante centrifugacion para producir 'd’ L de una solucién de proteina clarificada que tiene un
contenido de proteina de 'e’ g/L.

La solucion de extracto de proteina o una alicuota 'f' L de la solucién de extracto de proteina se reduce en volumen a
'g’ L mediante concentracion en un sistema de ultrafiltracion utilizando 'h’ las membranas de corte de peso molecular
en dalton. La solucién de proteina concentrada resultante tiene un contenido de proteina de 'i’ g/L.

La solucién concentrada a ’j’ °C se diluye 'k’ en agua a 4° C. Una nube blanca de las micelas de proteina formadas
inmediatamente y se les deja sedimentarse. El agua diluida superior se remueve y la masa pegajosa, viscosa,
precipitada (PMM) se recupera del fondo del recipiente en una produccion de '1'% en peso de la proteina extraida y
se seca. Se encuentra que la proteina seca tiene un contenido de proteina de 'm'% en peso (Nx 6.25) d.b. El
producto se da en la designacion 'n’. Los parametros 'a’ a 'n’ se bosquejan en la siguiente Tabla I:
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TABLA |
n a b c d e f g h i j k | m
CPIAOG6-
13 300 2500 | 13.0 | 1160 | 105 | (1) 13 30000 | 303 (2) 01:10 | (2 106.5
BW-
AH12-

G16-01 | 225 1500 | 19.6 | (2) 17.5 | 600 30 3000 | 245 | 30 01:15 | (2) 104.1

BW-
ALO16-
K15-
01(3) 1200 | 8000 | 149 | (2 10.4 | 400 40 10000 | 257 | 30 01:15 | 46 106.9

CPI-
A06-33 | 300 2000 | 10.8 | 1800 | 8.7 1) 55 30000 | 217 | (2) 01:10 | (2) 104.3

A11-04 | 300 2000 | 23.2 | 1772 | 21.7 | 1000 | 52 30000 | 240 | 34 01:15 | (2) 107.2

Notas:

(1) Se concentra toda la solucion de extracto de proteina

(2) No determinado

(3) El retentato concentrado se diafiltra con 6 volimenes de 0.15 M NaCl mientras se
mantiene el volumen en 40L antes de diluciéon

Ejemplo 2:

El proceso del Ejemplo 1 se repite con las condiciones del procedimiento a ser variadas. Se estudian un numero de
parametros.

(a) Parametros de extraccion:

Los parametros de extraccion varian para lograr su efecto en la concentracion de la solucion de proteina obtenida.
Los resultados se tabulan en la siguiente Tabla Il

TABLA Il
Concentracion de | Temperatura de | Tiempo de | Concentracién de | pH de | Concentracion de
extraccion extraccion extraccion solucion NacCl solucic')rl de | la proteina

extraccion

5% plv 13°C 30 min 0.15M 6.4 5.3¢/L
15% p/v 13°C 30 min 0.15M 6.2 12.7g/L
15% p/v 8°C 30 min 0.15M - 6.6 g/L
15% piv 34°C 30 min 0.15M - 14.6 g/L
15% p/v 22°C 10 min 0.15M 5.9 10.5g/L
15% p/v 13°C 60 min 0.15M 5.9 10.6 g/L
10% p/v 15° C 30 min 0.15M - 9.7 g/lL
10% p/v 13°C 70 min 0.15M - 9.3¢g/L
10% plv 13°C 30 min 0.15M 5.3 9.8 g/L
10% plv 13°C 30 min 0.15M 6.2 10.6g/L
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(b) Parametros de dilucion:

Los parametros de dilucion varian para lograr su efecto en la produccion de PMM de la etapa de dilucién. Los

resultados se tabulan en la siguiente Tabla llI:

TABLA Il
Concentracion de | Temperatura del Agua | Relacion de dilucion Recuperacion de PMM
proteina de Dilucién
206 g/L 4°C 1:10 51.7%
258 g/L 4°C 1:10 61.8%
283 g/L 40C 1:10 42.6%
230 g/L 15°C 1:10 4.5%
249 g/L 4°C 15 40.4%
249 g/L 4°C 1:3 30.7%
Ejemplo 3:

Este Ejemplo ilustra el efecto de la temperatura del agua de diluciéon en la produccién del producto de aislado de
proteina.

Se agrega 1200 kg de harina de canola comercial a 8000 L de 0.15 M de solucién de NaCl a temperatura ambiente y
se agita durante30 minutos para proporcionar una solucion de proteina acuosa que tiene un contenido de proteina
de 17.4 g/L. La harina de canola residual se remueve y se lava en una campana de filtro de vacio. La solucion de
proteina resultante se clarifica mediante centrifugacion para producir 7464 L de una solucion de proteina clarificada
gue tiene un contenido de proteina de 14.8 g/L.

La solucién de extracto de proteina se reduce en volumen mediante concentracion en un sistema de ultrafiltracion
utilizando membranas de 3,000 dalton. La solucidon de proteina concentrada resultante tiene un contenido de
proteina de 230 g/L.

Una alicuota de 50 ml de la solucion concentrada se calienta a 30° C luego se diluye 1:10 en 15° C de agua de grifo.
Se forma una nube blanca leve de micelas muy pequefias y se les deja sedimentarse. El agua diluida superior se
remueve dejando una cantidad muy pequefia de precipitado. El precipitado solo representa 4.5% en peso de la
proteina en la alicuota de 50 ml de la solucién concentrada en lugar de una recuperacion tipica de 50% en peso
cuando se diluye en 4° C de agua de grifo. La alicuota de 50 ml se toma de la tanda con la designacién BW-AH012-
HI4-01A. Los datos de este Ejemplo también se presentan en la Tabla Ill anterior con respecto a la relacion de
dilucién.

Ejemplo 4:
Este Ejemplo muestra el efecto de la temperatura de la solucion concentrada en la produccion de dilucion.

Se agrega 1200 kg de la harina de semilla de aceite de canola comercial a 8000 L de 0.15 M de solucion de NaCl a
temperatura ambiente y se agita durante 30 minutos a 13° C para proporcionar una solucién de proteina acuosa que
tiene un contenido de proteina de 'a’ g/L. La harina de canola residual se remueve y se lava en una campana de
filtro de vacio. La solucion de proteina resultante se clarifica mediante centrifugacién para producir una solucién
clarificada que tiene un contenido de proteina de 'b’ g/L.

La solucion clarificada de proteina o una alicuota 'c’ de la solucion de extracto de proteina se reduce en volumen a
'd’ L en un sistema de ultrafiltracion utilizando una membrana de corte de peso molecular de dalton 'e’. La solucion
de proteina concentrada resultante tiene un contenido de proteina de 'f’ g/L. Se da la designacién 'g’ a los lotes.

Los parametros 'a’ a 'g’ se dan en la siguiente Tabla IV:
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TABLA IV
g BW-AL011-J16-01A BW-AL017-D11-02A
a 24.4 26.3
b 20.3 18.0
¢ @ 2000
d 152
e 3000 5000
f 287 285.9
Nota:
(1) Se concentra toda la solucién de extracto de proteina.

Se calientan 50 ml de alicuotas retenidas de lote BW-AL011-J16-01A a 30° C y 60° C antes de ser diluido 1:10 en
agua a 4° C. En cada caso, una nube blanca de las micelas de proteina se forma inmediatamente y se les deja
sedimentarse. El agua diluida superior se remueve y la masa pegajosa, viscosa, precipitada (PMM) se seca. El PMM
se recupera de cada experimento y se calcula la produccion de la etapa de dilucion. En el caso que la temperatura
del retenido sea 30° C, la recuperacion de la proteina es 57.1% en peso, aunque para 60° C, la produccion es 23.7%

en peso.

Se calientan 5 ml de las alicuotas del retenido de lote BW-AL017 D11-02A en varias temperaturas entre 30° C y 60°
C y luego se diluye en relacién de dilucion de 1:10 o 1:15 en agua a 4° C. En cada caso, una nube blanca de las
micelas de proteina se forma inmediatamente y se les deja sedimentarse. El agua diluida superior se remueve y la
masa pegajosa, viscosa, precipitada (PMM) se seca. EI PMM se recupera de cada experimento y se calcula la
produccién de la etapa de dilucion. Los resultados obtenidos aparecen en la siguiente Tabla V:

TABLAV
Temperatura del retenido | Relacion de dilucion Produccién de PMM
30°C 1:10 49%
40°C 1:10 49
50°C 1:10 47
60° C 1:10 35
30°C 1:15 51
40°C 1:15 51
50°C 1:15 39
60°C 1:15 39

Como se puede ver a partir de esta Tabla, se obtienen producciones mayores en temperaturas moderadamente
elevadas mientras que mayores temperaturas elevadas tienden a reducir las producciones.

Ejemplo 5:

Este Ejemplo ilustra la preparacion de las proteinas adicionales aisladas de canola utilizando varias combinaciones

de pardmetros e incluyendo adicionalmente tratamiento con carbén activado en polvo.
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Se agrega 'a’ kg de harina de canola comercial a ’'b’ L de 0.15 M de solucién de NaCl a temperatura ambiente y se
agita 'c’ minutos para proporcionar una solucién de proteina acuosa que tiene un contenido de proteina de 'd’ g/L. La
harina de canola residual se remueve y se lava en una campana de filtro de vacio. La solucién de proteina resultante
se clarifica mediante centrifugacion para producir una solucion clarificada de proteina que tiene un contenido de
proteina de 'e’ g/L.

Se agrega 'f'% en peso carbon activado en polvo (PAC) a la solucién clarificada. La suspension se mezcla durante
15 minutos, luego de lo cual el PAC se remueve mediante filtracion, lo que resulta en 'g’ L de un extracto 'h’ g/L.

Una alicuota 'i’ L de la solucion de extracto de proteina de la etapa de tratamiento PAC se reduce en volumen en ’j' L
en un sistema de ultrafiltracion utilizando un membrana de corte de peso molecular de 30,000. La solucién de
proteina concentrada resultante tiene un contenido de proteina de 'k’ g/L.

La solucién concentrada a 'l’ © C se diluye 1. 'm’ en 4° C de agua de grifo. Una nube blanca se forma
inmediatamente y se les deja sedimentarse. El agua diluida superior se remueve y la masa pegajosa, viscosa,
precipitada se seca. La proteina seca que se forma tiene un contenido de proteina de 'n'% en peso de la proteina
(Nx5.25 d.b.). La recuperacion de proteina general es decir el promedio del aislado de proteina seco expresado
como un porcentaje de la proteina solubilizada en la etapa de extraccion, es '0’% en peso. El producto se da en la
designacién CPI 'p'.

Los parametros de especificacion "a" a "p" para estas diferentes muestras del producto de proteina se establecen en
la siguiente Tabla VI:

TABLA VI
p a b c d e f g h i j k | m n o]
A07- | 150 | 1000 | 30 140 | 131 |2 700 8.9 460 21 | 246 |30 |10 | 1035 | 44
15
A07- | 150 | 1000 | 120 | 13.0 | 123 | 4 800 8.2 800 9 490 |20 |5 106.9 | (1)
22

A08- | 300 | 2000 | 300 | 14.0 | 145 | 0.06 | 1300 | 13.8 | 480 6 421 |25 |5 105.8 | (1)
02

A10- | 300 | 2000 | 45 286 (249 |1 2150 | 22.7 | 1000 |80 | 176 |20 |10 | 109.2 | (1)
13

Nota: (1) no se determina.
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El efecto de la adicion del carbdn activado en polvo sobre el color del aislado de proteina de canola se muestra en el
Ejemplo 7 adelante.

Ejemplo Comparativo 6:
Aqui se utiliza agua en la etapa de extraccion y se agrega posteriormente sal.

Se agrega 150 kg de canola comercial a 1000 L de agua a 13° C, se agita durante 30 minutos lo que resulta en una
solucion de proteina con una concentracion de 4.5 g/L. La harina de canola residual se remueve y se lava en una
campana de filtro de vacio. La solucion de proteina acuosa se clarifica mediante centrifugaciéon produciendo 1100 L
de un extracto 3.8 g/L.

Se prerrecubre carbon activado en polvo (PAC) en almohadillas de filtro antes que se filtre la solucion clarificada
produciendo 1000 L de un extracto 3.2 g/L.

Se agrega cloruro de sodio a la ultima soluciéon de proteina en una concentracion de 0.15M. El volumen de la
solucion de proteina se reduce a 10 L en un sistema de ultrafiltracion utilizando membranas de 30,000 dalton. La
solucién concentrada tiene un contenido de proteina de 292 g/L. Una alicuota de la solucion de proteina concentrada
se calienta a 30° C, antes de dilucion 1:3 en agua a 4° C.

Una nube blanca se forma inmediatamente y se les deja sedimentarse. El agua diluida superior se remueve y la
masa pegajosa, viscosa, precipitada (PMM) se seca. El aislado de proteina de canola seco, que da la identificacion
CPI A07-18, tiene un contenido de proteina de 96% en peso de la proteina (Nx6.25). La recuperacién de la proteina
es 59% en peso de la proteina originalmente extraida.

Ejemplo 7:

Este Ejemplo proporciona una comparacion del color de ciertos aislados de proteinas de canola producidas aqui en
comparacion con huevo blanco secado por rociado, aislado de proteina de soya convencional y los productos
producidos de acuerdo con Murray II.

Se evallan las muestras del aislado de proteina para claridad (L) y cromaticidad (a y b) utilizando un colorimetro
Minolta. En el espacio de color L a b, el valor se mueve de 0 a 100, con 100 que es blanca y 0 que es negro. La
cromaticidad coordina, a y b, ambos tiene valores méaximos de + 60 y -60, +a que es la direccion roja, -a que es la
direccién verde, +b que es la direccién amarilla y -b que es la direccién azul.

La siguiente Tabla VII establece los resultados obtenidos:

TABLA VI
Muestra L a b comentarios
Huevo blanco 90.34 -2.73 21.43
Aislado de proteina 85.10 -0.906 14.67 Los valores a y b no son cercanos al
de soya huevo blanco como CPI tratado con PAC
CPI AQ7-15 82.77 -2.13 22.98 Extraccion de NaCl con (2%) PAC alto
(Ejemplo 5)
CPI A07-18 82.80 -2.69 25.19 Extraccion de agua con PAC
(Ejemplo 6)
CPI A06-33 75.60 0.404 26.51 Extraccion NaCl sin PAC
(Ejemplo 1)
CPI A08-02 80.04 -2.87 23.37 Extraccion NaCl con (0.06%) PAC bajo
(Ejemplo 5)
Murray I 65.81 0.962 18.27 Producto relativamente oscuro
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Los resultados establecidos en la Tabla VII muestran el efecto benéfico de color, a saber mas blanco, menos
amarillo, mediante el uso de carbén activado en polvo.

Ejemplo 8:

Este Ejemplo ilustra la preparacion de aislado de proteina de canola adicional que incluye la proteina recuperada del
sobrenadante.

Se agrega 'a’ kg de harina de canola comercial a 'b’ L de 0.15 M de solucién de NaCl a temperatura ambiente y se
agita durante 30 minutos para proporcionar una solucién de proteina acuosa que tiene un contenido de proteina de
‘¢’ g/L. La harina de canola residual se remueve y se lava en una campana de filtro de vacio. La solucion de proteina
resultante se clarifica mediante centrifugacién para producir una solucion de proteina clarificada que tiene un
contenido de proteina de 'd’ g/L seguido mediante la adicion de 1% en peso de carb6n activado en polvo (PAC).

La suspension se mezcla durante 15 minutos, luego de lo cual el PAC se remueve mediante filtracién, lo que resulta
en e’ L de un extracto 'f' g/L.

Una alicuota 'g’ L de la solucién de extracto de proteina de la etapa de tratamiento PAC se reduce en volumen a 'h’
L en un sistema de ultrafiltracion utilizando membranas de corte de peso molecular de 30,000 dalton. La solucion de
proteina concentrada resultante tiene un contenido de proteina de i’ g/L.

La solucién concentrada a j’' © C se diluye 1: 'k’ en agua a 4° C. Una nube blanca se forma inmediatamente y se les
deja sedimentarse. El agua diluida superior se remueve y se reduce en volumen mediante ultrafiltracion utilizando
3000 las membranas de corte de peso molecular en dalton mediante un factor de reduccién de volumen de '1’. El
concentrado se agrega a la masa pegajosa, viscosa, precipitada y la mezcla se seca. La mezcla de proteina seca
que se forma tiene un contenido de proteina de 'm'% en peso de la proteina (Nx6.25). El producto se da en la
designacién CPI 'n’.

Los pardmetros especificos 'a’ a 'n’ para dos diferentes muestras del producto de proteina se establecen en la
siguiente Tabla VIII:

TABLA VIl

A10- | 300 2000 | 28.4 | 27.6 | 1330 | 16.3 | 200 18 186 28 10 11 100.3
04

A10- | 300 2000 | 27.7 | 219 | 1320 | 21.9 | 300 20 267 27 15 21 102.3
05

Ejemplo 9:

Este Ejemplo ilustra adicionalmente la preparacién de aislado de proteina de canola adicional que incluye la proteina
recuperada del sobrenadante sin tratamiento de PAC.

Se agrega 'a’ kg de harina de canola a 'b’ L de 0.15 M de solucién de NaCl en una temperatura de 20° C y se agita
durante 30 minutos para proporcionar una solucion de proteina acuosa que tiene un contenido de proteina de 'c’ g/L.
La harina de canola resultante se remueve y se lava en una campana de filtro de vacio. La solucién de proteina
resultante se clarifica mediante centrifugacion vy filtracion para producir una solucién de proteina clarificada que tiene
un contenido de proteina de 'd’ g/L.

La solucidn de extracto de proteina o una alicuota 'e’ L de la solucion de extracto de proteina se reduce en volumen
en un sistema de ultrafiltracion utilizando membranas que tiene un corte de peso molecular de 'f' daltons. La solucién
de proteina concentrada resultante tiene un contenido de proteina de 'g’ g/L.

La solucion concentrada a 'h’ © C se diluye i’ en agua j' © C. Una nube blanca se forma inmediatamente y se les deja
sedimentarse. El agua diluida superior se remueve y se concentra mediante ultrafiltracion utilizando membranas de
corte de peso molecular de 3000 dalton para proporcionar un sobrenadante concentrado que tiene un contenido de
proteina de 'k’ g/L. El concentrado se agrega a la masa pegajosa, viscosa, precipitada y la mezcla se seca.
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La mezcla de proteina seca se encuentra que tiene un contenido de proteina de '1'% en peso (Nx6.25). La
produccién del aislado de proteina de canola del extracto de solucion de proteina es 'm'% en peso. El producto se
da en la designacién 'n’.

Los parametros especificos 'a" a 'n’ para dos muestras diferentes del producto de proteina se establecen en la
siguiente Tabla IX:

TABLA IX

n BW-AL11-121-01A Al1-01

a 1200 300

b 8000 2000

c 24.5 23.7

d 17.8 20.7

e ) 400

f 3000 30,000

g 284.7 200.2

h 31 32

i 1:10 1:15

j 8 4

k 279.0 104.7

I 00.2 102.8

m 68.1 @
Nota: (1) Toda la solucién de extracto de proteina se
concentra
(2) no se determina

Ejemplo 10:

Este Ejemplo ilustra la extraccion de la proteina de harina de canola en un pH relativamente alto y la recuperacién
de la proteina del sobrenadante.

Se agrega 150 kg de harina de canola comercial a 2000 L de 0.15 M de NaCl que tiene un pH ajustado a 9.5
mediante la adicion de hidroxido de sodio a temperatura ambiente, se agita durante 30 minutos para proporcionar
una solucion de proteina acuosa que tiene un contenido de proteina de 13.2 g/L. La harina de canola residual se
clarifica mediante centrifugacion vy filtracion para producir 1210 L de una solucion de proteina clarificada que tiene un
contenido de proteina de 12.1 g/L.

El pH de la solucion clarificada de proteina se ajusta a 6.2 mediante la adicion de &cido clorhidrico. Una alicuota de
900 L de la solucién de extracto de proteina se reduce en volumen a 50 L mediante concentracién en un sistema de
ultrafiltracién utilizando membranas de corte de peso molecular de 3000 dalton. La solucién de proteina concentrada
resultante tiene un contenido de proteina de 276.2 g/L.

La solucién concentrada a 30 © C se diluye en agua a 4° C. Una nube blanca se forma inmediatamente y se les deja

sedimentarse. El agua diluida superior se remueve y 390 L de este sobrenadante se concentra por 24 L mediante
ultrafiltracién utilizando membranas de corte de peso molecular de 3000 dalton para proporcionar un sobrenadante
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concentrado que tiene un contenido de proteina de 149.0 g/L. El concentrado se agrega a la masa pegajosa,
viscosa, precipitada y la mezcla se seca.

La mezcla de proteina seca se encuentra que tiene un contenido de proteina de 103.3% en peso (Nx 6.25). La
produccién del aislado de proteina de canola del extracto de solucion de proteina es 48.3% en peso. El producto se
da en la designacion BW-AL017-D08-02A.

Ejemplo 11:
Este Ejemplo ilustra la preparacion del aislado de proteina de canola mediante el procesamiento del sobrenadante.

Se agrega 'a’ kg de canola comercial a 'b’ L de 0.15 M de solucién de NaCl a temperatura ambiente y se agita
durante 30 minutos para proporcionar una solucion de proteina acuosa que tiene un contenido de proteina de 'c’ g/L.
La harina de canola residual se remueve y se lava en una campana de filtro de vacio. La solucion de proteina
resultante se clarifica mediante centrifugacién para producir una solucion de proteina clarificada que tiene un
contenido de proteina de 'd’ g/L.

La solucion clarificada de proteina se reduce en volumen en un sistema de ultrafiltracion utilizando membranas de
corte de peso molecular de 3,000 dalton. La solucidn concentrada resultante tiene un contenido de proteina de 'e’
g/L.

La solucién concentrada a 'f © C se diluye 'g’ en agua a 4° C. Una nube blanca formada inmediatamente y se les
deja sedimentarse. El agua diluida superior se remueve y la masa pegajosa, viscosa, precipitada (PMM) se recupera
del fondo del recipiente y se seca. Se encuentra que la proteina seca tiene contenido de proteina de 'k'% en peso
(Nx6.25) d.b.

El agua de dilucién superior removida se reduce en volumen mediante ultrafiltracion utilizando membranas de corte
de peso molecular de 3,000 dalton en una concentracién de proteina de 'i' g/L. Después se seca el concentrado. La
proteina seca que se forma tiene un contenido de proteina de 'j'% en peso (Nx6.25). El producto se da en la
designacion '1’.

Los parametros especificos 'a’ a '1’ para dos muestras diferentes del producto de proteina se establecen en la
siguiente Tabla X:

TABLA X
1 AL016-J24 AL011-J16-01A
a 1200 1200
b 8000 8000
c 22.7 24.4
d 16.9 20.3
e 281 287
f 37 28
g 1:10 1:10
h 2 101.9
i 3) 265
i 103.9 101.5
k D) 101.6
Nota:
(1) Se concentra toda la solucién de extracto de
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proteina
(2) No se determina

(3) El sobrenadante se concentra mediante un factor
de reduccion de volumen de 16.

Ejemplo 12:

Este Ejemplo ilustra la aplicacion del proceso de la invencion para enfriar la harina de canola presionado y la
recuperacion de la proteina adicional del sobrenadante.

Se comprime 50 kg de harina de canola y se recupera 13 L de aceite. Se agrega 30 kg de la harina triturado
resultante a 300 L de 0.15M de solucién de NaCl a 20° C y la mezcla se agita durante 40 minutos, seguido por un
periodo de ajuste de treinta minutos. Se obtienen 200 L de la solucién de proteina acuosa que tiene un contenido de
proteina de 19.5 mg/ml.

La solucion de proteina acuosa se enfria a 4° C y se refrigera en aquella temperatura durante 16 horas, para permitir
la grasa presente en la harina y se extrae en la etapa de extraccion, para separacion, de acuerdo con el
procedimiento de Murray Il. La capa de grasa resultante se remueve de la superficie de la solucion de proteina
acuosa. La solucidn de proteina acuosa restante se filtra a través de una prensa de filtro que tiene una almohadilla
de filtro de 20 um para remover las particulas restantes del casco y el material de la pared celular asi como también
particulas residuales de grasa. Se obtienen 200 L del filtrado con un contenido de proteina de 14.6 mg/ml.

La solucién de proteina acuosa se reduce en volumen a 10.5 L mediante concentraciéon en un sistema de
ultrafiltracion utilizando membranas de corte de peso molecular de 10,000 dalton. La solucion de proteina
concentrada resultante tiene un contenido de proteina de 200 g/L, que representa una produccion de 67% en peso
de la proteina originalmente extraida de la harina de canola. La solucion resultante de 10.5 L se congela de nuevo a
4° C y se refrigera en esta temperatura durante 16 horas. La solucion luego se centrifuga a 10,000 xg durante cinco
minutos y la grasa separada removida de la solucidn de proteina concentrada.

La solucién de proteina se calienta a 30° C y se agrega al agua a 4° C en una relacién de dilucion de 1:9. Luego de
ajuste durante la noche, se decanta 85 L del sobrenadante que deja aproximadamente 9 L de la masa precipitada,
viscosa, pegajosa (PMM). El PMM se concentra adicionalmente mediante centrifugaciéon a 10,000 x g durante 5
minutos y una alicuota del PMM centrifugado se congela seco para determinar su contenido de proteina. El PMM
seco congelado se encuentra que tiene un contenido de proteina de 105.5% en peso (Nx6.25).

El sobrenadante de la etapa de formacion PMM se concentra a 11L mediante concentracion en un sistema de
ultrafiltracion utilizando membranas de corte de peso molecular de 10,000 de dalton. Esta Ultima solucién
concentrada tiene una concentracion de proteina de 89.7 mg/ml. Una alicuota de esta solucidon concentrada se seca
por congelamiento para determinar el contenido de proteina. La proteina seca por congelamiento se encuentra que
tiene un contenido de proteina de 101.7% en peso (Nx6.25).

La produccion general de la proteina como PMM y se recupera del sobrenadante de la proteina extraida de la harina
de canola es 50% en peso.

Ejemplo 13:
Este Ejemplo ilustra la aplicacion del proceso de la invencién para semilla de col rica en acido erdcico.

Se agrega 35 kg de harina de semilla de colza rica en acido ertcico comercial a 350 L de 0.3 M de solucién de NaCl
(10% p/v) a 15° C y se agita durante una hora para proporcionar una solucion de proteina acuosa que tiene un
contenido de proteina de 7.71 g/L. Una segunda corrida bajo las mismas condiciones produce una solucién de
proteina acuosa que tiene un contenido de proteina de 7.36 g/L. Las soluciones de extracto se decantan y se
clarifican mediante filtracion a través de almohadillas de filtro de 20 um para remover la harina residual y para
proporcionar un volumen de filtrado total de 550 L.

El filtrado luego se concentra a 9 L utilizando un sistema de ultrafiltracion de fibra hueca que tiene membranas de
corte molecular de 10,000 dalton. La solucién de proteina concentrada resultante tiene un contenido de proteina de
232 g/L.
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La solucién de proteina concentrada, en una temperatura de 30° C, luego se diluye 1:9 en agua a 4° C. Una nube
blanca se forma inmediatamente y se les deja sedimentarse durante 16 horas a 4° C. Se decanta 80 L del
sobrenadante y se reduce en volumen mediante concentracion de diafiltracién en un volumen de 7 L de
sobrenadante concentrado que tiene un contenido de proteina de 47.7 g/L.

La masa pegajosa viscosa sedimentada (PMM) se recolecta y se seca por congelamiento. Una porcién de un litro del
sobrenadante concentrado se congela por secado. Se obtiene 1393 g de PMM seco por congelamiento del proceso
gue tiene un contenido de proteina de 106% en peso (Nx6.25). 1 L del sobrenadante concentrado seco por
congelamiento produce 67 g, ya que 7 L del sobrenadante concentrado contiene 469 g de la proteina seca, para una
produccién de proteina general de la proteina extraida de la harina de semilla de aceite de 47% en peso. El
sobrenadante concentrado seco por congelamiento tiene un contenido de proteina de 83% en peso (Nx6.25) ya que
una mezcla de PMM y la proteina del sobrenadante concentrado tienen un contenido de proteina de 102% en peso
(Nx6.25) en una base en peso seco.

Ejemplo 14:
Este Ejemplo ilustra la aplicacion de la invencion para la semilla de mostaza.

Se agrega 75 g de harina de semilla de mostaza comercial a 750 ml de 0.15 M de solucion de NaCl (15% p/p) a 20°
C y se agita durante 30 minutos. La suspensién de extraccion se centrifuga a 10,000 xg durante 10 minutos para
separar la harina gastada de la proteina extraida. Los 500 ml resultantes de la solucién de proteina que tiene un
contenido de proteina de 18.05 mg/ml luego se filtra a través de filtros Whatman #4 con el fin de clarificar
adicionalmente la solucion.

La solucion clarificada se concentra a 27 ml en un sistema de célula agitada de mini-ultrafiltracién Millipore utilizando
10,000 membranas de corte de peso molecular. La solucion de proteina concentrada resultante tiene una
concentracion de proteina de 218 g/L.

Luego se diluye 22.2 ml de los 27 ml totales de la solucidon de proteina concentrada, en una temperatura de 30° C,
luego se diluye 1:9 en 4° C de agua de grifo. Una nube blanca se forma inmediatamente y se les deja sedimentarse
durante 16 horas a 4° C. Se decanta 200 ml del sobrenadante.

La masa pegajosa, viscosa, sedimentada (PMM) se recolecta y se centrifuga a 10,000 xg durante 5 minutos para
reducir el contenido de humedad del glébulo, que luego se seca por congelamiento. Se obtiene 4.48 g del glébulo
seco por congelamiento, que representa una produccion de la proteina en el glébulo seco por congelamiento de la
proteina en la proteina extraida de la harina de semilla de aceite es 50% en peso (si se han diluido los 27 ml
completos del retenido, la produccion final se extrapola por ser aproximadamente 60% en peso). EIl PMM seco por
congelamiento obtenido del proceso tiene un contenido de proteina de 103% en peso (Nx 6.25).

Ejemplo 15:
Este Ejemplo ilustra la aplicacion del proceso de la invencion en canola no GMO.

Se agrega 450 g de harina de canola no GMO a 3 L de 0.15 M de solucién de NaCl (15% p/p) a 20° C y se agita
durante 30 minutos para proporcionar una solucién de proteina acuosa que tiene un contenido de proteina de 8.08
g/L. La mezcla se deja reposar durante 30 minutos para permitir que se separe la harina residual y la solucion de
proteina. La solucion de proteina se decanta, se centrifuga durante 10 minutos a 10,000 xg y se filtra a través de un
papel de filtro Whatman #4 para clarificar adicionalmente la solucion.

El filtrado luego se concentra en un volumen de 17 ml utilizando un sistema de ultrafiltracion de fibra hueca que tiene
membranas de corte de peso molecular de 10,000 dalton. La solucion de proteina concentrada resultante tiene un
contenido de proteina de 205 g/L.

Una muestra de 14 ml del retenido, en una temperatura de 30° C, luego se diluye 1:9 en 4° C de agua de grifo. Una
nube blanca se forma inmediatamente y se les deja sedimentarse. El sobrenadante se decanta y la masa pegajosa
viscosa sedimentada (PMM) se recolecta y se seca por congelamiento. Se obtiene 2.3 g de PMM seco por
congelamiento del proceso que tiene un contenido de proteina de 103% en peso (Nx 6.25).

La produccioén general de la proteina con respecto al extracto de la proteina de la harina de semilla de aceite es 41%
en peso. Si los 17 ml completos del retenido se han diluido aproximadamente 2.66 g de la proteina seca se han
recuperado para una produccion de 46% en peso.
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Ejemplo 16:
Este Ejemplo ilustra la recuperacion del aislado de proteina de canola mediante un procedimiento de dialisis.

Se agrega 'a’ kg de harina de canola comercial a ’'b’ L de 0.15 M de solucién de NaCl a temperatura ambiente y se
agita durante 30 minutos para proporcionar una solucién de proteina acuosa que tiene un contenido de proteina de
'c’ g/L. La harina de canola residual se remueve y se lava en una campana de filtro de vacio. La solucién de proteina
resultante se clarifica mediante centrifugacion para producir 'd’ L de una solucién de proteina clarificada que tiene un
contenido de proteina de 'e’ g/L.

Una alicuota 'f' de la solucion de extracto de proteina se reduce en volumen a 'g’ L mediante concentracién en un
sistema de ultrafiltracién utilizando ’h’ las membranas de corte de peso molecular en dalton. La solucién concentrada
resultante tiene un contenido de proteina de 'i' g/L. El retenido se da en la designacion ’j'. Los parametros 'a’ a /j' se
bosquejan en la siguiente Tabla XI:

TABLA XI
j BW-AL017-D17-02A BW-AL017-D22-02A
a 150 150
b 1004 1003
c 25.1 27.1
d 1080 1132
e 18.0 16.5
f 710 1092
g 225 315
h 5000 5000
i 291.6 362.5

Se dializa 3.5 L del retenido de BW-AL017-D17-02A en 120 L de 4° C de agua. El agua se cambia diariamente
durante varios dias y se utiliza agua de corrida durante los Ultimos dos dias. La conductividad del retenido cae de
6.89 milisiemens (ms) a 0.32 ms. Como la conductividad cae, las micelas se empiezan formar en el retenido. En la
terminacion de la didlisis, esta presente una gran cantidad de PMM en el fondo de cada tubo de dialisis. EIl PMM se
recuperay se seca. El aislado de proteina de canola tiene un contenido de proteina de 103.0% en peso d.b.

El procedimiento se repite con el retenido BW-AL017-D22-02A excepto que se lleva a cabo la dilisis en 60° C de
agua. Como se reduce la conductividad, la solucion llega a ser nubosa pero ocurre muy poca formacion de micela.
Una vez se enfria la solucién dializada a 10° C, ocurre la formacién de micela. EIl PMM resultante, cuando se seca,
tiene un contenido de proteina de 106% en peso de d.b.

RESUMEN DE LA DESCRIPCION
En resumen de esta descripcion, la presente invenciéon proporciona un procedimiento novedoso para aislar la
proteina de las semillas de aceite en producciones mejoradas y el contenido de la proteina se ha alcanzado

previamente. Son posibles modificaciones dentro del alcance de esta invencion que se define por las
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso para preparar un aislado de proteina, que comprende:

(a) extraer una harina de semilla de aceite en una temperatura de por lo menos 5° C para originar la solubilizacién de
la proteina en dicha harina de semilla de aceite y para formar una solucién de proteina acuosa que tiene un
contenido de proteinade 5a30 g/LyunpHde 5a6.8,

(b) separar la solucion de proteina acuosa de la harina de semilla de aceite residual,

(c) incrementar la concentracion de proteina de dicha solucién de proteina acuosa a por lo menos 200 g/L mientras
gue se mantiene la resistencia idnica sustancialmente constante al utilizar una técnica de membrana selectiva para
proporcionar una solucién de proteina concentrada,

(d) diluir dicha solucién de proteina concentrada en agua congelada que tiene una temperatura por debajo de 15° C
para originar la formacion de las micelas de proteina,

(e) sedimentar las micelas de proteina para formar una masa micelar como gluten, gelatinosa, pegajosa, amorfa, y

(f) recuperar la masa micelar de la proteina del sobrenadante que tiene un contenido de proteina de por lo menos
100% en peso como se determina por Nitrégeno Kjeldahl x 6.25 en una base en peso seco.

2. El proceso de la reivindicacion 1, en donde dicha extraccion de dicha harina de semilla de aceite se efectla
utilizando una solucion de sal de grado alimenticio acuosa que tiene una resistencia idnica de por lo menos 0.10,
preferiblemente 0.15 a 0.6 y un pH de 5 a 6.8, preferiblemente 5.3 a 6.2.

3. El proceso de la reivindicacion 2, en donde dicha extraccion de dicha harina de semilla de aceite se efectla
con la agitacién de dicha solucion de sal de grado alimenticio acuosa durante 10 a 30 minutos.

4, El proceso de la reivindicacion 2 o 3, en donde la concentracion de harina de semilla de aceite en dicha
solucion de sal de grado alimenticio acuosa durante dicha etapa de extraccion es 5 a 15% p/p y dicha solucion de
proteina acuosa que resulta de la etapa de extraccion tiene una concentracion de 10 a 25 g/L.

5. El proceso de la reivindicacion 1, en donde dicha extraccion de dicha harina de semilla de aceite se efectla
utilizando una solucion de sal de grado alimenticio acuosa que tiene una resistencia iénica de por lo menos 0.10,
preferiblemente 0.15 a 0.6, y un pH de 6.8 a 9.8 y, luego dicha separacién de la solucién de proteina acuosa de la
harina de semilla de aceite residual, el pH de la soluciébn de proteina acuosa se ajusta a un pH de 5 a 6.8,
preferiblemente 5.3 a 6.2.

6. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha harina de semilla de aceite es
harina de semilla de aceite de canola y, luego dicha separacion de la solucion de proteina acuosa de la harina de
semilla de canola residual, la solucion de proteina acuosa se somete a una etapa de remocion del pigmento,
preferiblemente mediante diafiltracion de la solucion de proteina acuosa, o mezclar un agente de adsorciéon del
pigmento, preferiblemente carbdn activado en polvo, con la solucién de proteina acuosa y posteriormente remover el
agente de adsorcién del pigmento de la solucion de proteina acuosa.

7. El proceso de la reivindicacion 1, en donde dicha harina de semilla de aceite se extrae mediante agua y
posterior a esto la sal de grado alimenticio se agrega a la solucién de proteina acuosa resultante para proporcionar
una solucion de proteina acuosa que tiene una resistencia iénica de por lo menos 0.10.

8. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha etapa de concentracion se
efectlia mediante ultrafiltracion en una temperatura de 20° C a 60° C para producir una solucion de proteina
concentrada que tiene un contenido de proteina de por lo menos 250 g/L.

9. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicha solucion de proteina
concentrada se calienta a una temperatura de por lo menos 20° C, preferiblemente 25° a 40° C, para reducir la
viscosidad de la solucion de proteina concentrada pero entre una temperatura por encima de la cual la temperatura
de la solucién de proteina concentrada no permite la formacién de micela luego de dilucién.

10. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicha soluciéon de proteina
concentrada se diluye mediante 15 veces o menos, preferiblemente mediante 10 veces o menos, al agregar la
solucion de proteina concentrada en un cuerpo de agua que tiene el volumen requerido para alcanzar el grado
deseado de dilucion y preferiblemente que tiene una temperatura de menos de 10° C.

20



10

15

20

25

ES 2364 130T3

11. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la masa micelar de proteina
recuperada se seca en un polvo proteinaceo.

12. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicha harina de semilla de aceite es
harina de semilla de canola y, luego la recuperacion de la masa micelar de la proteina de la misma, el sobrenadante
se procesa para recuperar las cantidades adicionales del aislado de proteina de la misma.

13. El proceso de la reivindicacion 12, en donde dichas cantidades adicionales del aislado de proteina se
recuperan del sobrenadante (a) al concentrar el sobrenadante a una concentracién de proteina de 100 a 400 g/L,
preferiblemente 200 a 300 g/L, y secar el sobrenadante concentrado, o (b) al concentrar el sobrenadante en una
concentracién de proteina de 100 a 400 g/L, preferiblemente 200 a 300 g/L, mezclar el sobrenadante concentrado
con la masa micelar de proteina recuperada, y secar la mezcla, o (c) al concentrar el sobrenadante en una
concentracion de proteina de 100 a 400 g/L, preferiblemente 200 a 300 g/L, mezclar una porcién de dicho
sobrenadante concentrado con por lo menos una porcidon de la masa micelar de proteina recuperada, y secar la
mezcla resultante.

14. El proceso de la reivindicacién 13, en donde el resto del sobrenadante concentrado en (c) se seca y
cualquier resto de la masa micelar de proteina recuperada en (c) se seca.

15. El proceso de la reivindicacion 1, en donde, como una alternativa para dichas etapas de recuperacion,
ajuste y dilucion, la solucién de proteina concentrada se dializa para reducir su contenido de sal y para originar la
formacion de las micelas de proteina, y recuperar un aislado de proteina de la soluciéon de proteina concentrada
dializada que tiene un contenido de proteina de por lo menos 100% en peso como se determina por Nitrdgeno
Kjeldahl x6.25 en una base en peso seco, preferiblemente al secar la solucion de proteina concentrada dializada.

16. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde dicha harina de semilla de aceite es
harina de semilla de aceite de canola, harina de semilla de colza o harina de semilla de mostaza.

17. El proceso de la reivindicacion 16, en donde la harina de semilla de aceite de canola es harina de semilla de
aceite de canola presionado en frio o se deriva de una semilla de aceite de canola no modificada genéticamente.

18. Un aislado de proteina de canola que tiene un contenido de proteina de por lo menos 90% en peso como se
determina por Kjeldahl x 6.25 en una base en peso seco producida por el método de la reivindicacion 13.
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