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DESCRIPCION
Proceso acuoso de preparacion de aislado de proteina y proteina hidrolizada procedente de una semilla oleaginosa
Campo de la divulgacién

La presente solicitud se refiere a un proceso acuoso de preparacion de un producto proteico soluble, denominado
aislado, a partir de una semilla oleaginosa y una composicién que comprende aminoacidos y péptidos solubles
mediante la hidroélisis de la proteina insoluble recuperada en el proceso de formacién del aislado. En particular, el
proceso produce el aislamiento de proteinas superiores, de alta pureza, procedentes de semilla oleaginosa, teniendo
el producto un aumento significativo de proteina absorbible con respecto al disponible usando los procedimientos
previos de extraccion de aceite y recuperacion de proteinas.

Antecedentes de la divulgacién

En general, las semillas oleaginosas contienen del aproximadamente 20 % al aproximadamente 50 % en peso de
aceite, variando los porcentajes con el tipo de semilla oleaginosa. A menudo, las harinas de semilla oleaginosa se
prensan para eliminar la mayor parte del aceite. Sin embargo, incluso con el prensado, permanece una cantidad
significativa de aceite en la harina. El contenido de aceite de la harina se puede reducir hasta aproximadamente el
10-25 % mediante procesamiento mecanico (prensado) y el procesamiento adicional usando diversos disolventes
para reducir el contenido de aceite hasta aproximadamente el 3 %. En general, la harina de semilla oleaginosa
prensada se elimina usando disolventes organicos de bajo punto de ebullicién tales como el hexano. Aunque estos
disolventes orgénicos pueden eliminar el aceite adicional de las harinas de semilla oleaginosa por extraccion, el uso
de dichos disolventes organicos, aunque pueden tener puntos de ebullicion relativamente bajos, sigue requiriendo
temperaturas elevadas para la eliminacion del disolvente. Las temperaturas elevadas pueden producir la
desnaturalizacion de la proteina, que degrada la proteina soluble, generando mayores niveles de proteina insoluble,
reduciendo asi el valor nutricional del producto. El uso de disolvente (distinto del agua) genera problemas
medioambientales, asi como problemas de recuperacion y eliminacién, ademas de un mayor uso de energia. Incluso
cuando se usan temperaturas elevadas, el disolvente organico residual queda atrapado dentro de la harina extraida
con disolvente; este disolvente residual es dificil de eliminar sin desnaturalizar la proteina de la harina.

El documento WO 2009137934 A1 describe un proceso de produccion de concentrados de proteina y aislados de
proteina, y un proceso de eliminacion superficial de la fibra, factores antinutricionales y otros componentes de una
harina de semilla oleaginosa que los contiene, para producir concentrados de proteina y aislados de proteina. En el
proceso, las proteinas descritas y los concentrados de proteina se obtienen de harina desgrasada o enriquecida en
proteina, es decir, de una torta prensada de semilla oleaginosa que se sometié a una extraccién con disolventes
hidréfobos y de bajo punto de ebullicion.

El documento CA 2 244 398 A1 describe un proceso de preparacion de un aislado de proteina que comprende la
extraccion de una harina de semilla oleaginosa que tiene un contenido de grasas de hasta aproximadamente el 10 %
en peso de la harina con una solucién acuosa salina de calidad alimentaria a baja temperatura (de 5 a 35 °C) para
producir la solubilizacién de la proteina y de la grasa en dicha harina de semilla oleaginosa y formar una solucion
acuosa de proteina. La harina de semilla oleaginosa residual se separa de la solucion acuosa de proteina, y se retira
la grasa enfriando la solucién y con la separacioén de la capa de grasa de la solucion acuosa de proteina. La proteina
se precipita en la solucién acuosa, y la masa micelar de proteina que forma el aislado de proteina se separa del
liquido sobrenadante y se seca.

El documento CA 2 751 608 A1 describe un proceso de produccién de un producto de proteina de soja. La proteina
de soja se extrae de la fuente de proteina de soja usando agua a bajo pH, es decir, en el intervalo de pH 1,5 a 3,6.

El documento US 2009/0036655 A1 describe una proteina de canola 2S esencialmente pura que se obtiene
esencialmente exenta de proteina de canola 7S y 2S mediante la unién de la proteina de canola 2S con un medio de
intercambio cationico, permitiendo a la vez retirar por lavado otras proteinas y sustancias puras. A continuacion, se
retira la proteina de canola 2S del medio de intercambio catiénico mediante la exposicién del medio de intercambio
catiénico a solucion salina a una concentraciéon de sal adecuadamente alta.

El documento US 2010/0234569 A1 (D3) describe la solubilizacién del aceite residual y de la proteina en una torta
prensada de canola a través de una extraccion acuosa alcalina (pH > 10), la separacion de la emulsién de aceite en
agua de la fraccion acuosa por centrifugacion, la eliminacién del acido fitico de la fraccion acuosa mediante el
tratamiento con sales de calcio y la precipitacion de un concentrado de proteina ajustando el pH de la fase acuosa a
pH < 5, la recuperacion de una proteina soluble, aislada de la fase acuosa por ultrafiltracion/diafiltracion y la
liofilizaciéon o secado por pulverizacion.

J. Agric. Food Chem. 2005, 53, 2146-2150 describe una composicion de aminoacidos, hidratos de carbono y grasa
de harinas de semilla de soja obtenidas de diferentes plantas. Con este fin, se trituran las harinas de semilla de soja
y se someten (para el analisis de los aminoacidos) a métodos tanto de hidrélisis como de oxidaciéon. Se usa un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2626434 T3

método de extracciéon en acido.

El documento US 4 420 425 describe un método de producciéon de proteinas a partir de semilla oleaginosa no
aglutinantes como semillas de soja y cacahuetes mediante solubilizacién y ultrafiltracion. Los ejemplos y la Tabla 4
se refieren a aislados de soja. De acuerdo con la columna 4, lineas 34 a 41 del documento D6, la solubilizacién de la
proteina puede tener lugar en un medio alcalino o en un medio &cido. El documento D6 reivindica un proceso que
permite la conservacion de muchos, si no todos, los productos favorables de los productos anteriores.

El documento US 3 966 971 A describe la separacion de proteina de fuentes vegetales. Los materiales vegetales
fuente de proteinas se dispersan en agua a un pH en el intervalo de 2 a 6, y se incluye una fitasa acida. La fraccion
extraida acida que contiene proteina soluble se separa y se seca, produciendo una proteina sélida de caracteristicas
deseables.

La patente de EE.UU. n.° 7.156.981 describe el uso de un disolvente de extraccion que tiene un punto de ebullicién
incluso mas bajo que el hexano. El yodotrifluorometano (CIFs, también denominado ITFM), solo o con codisolventes
tales como HFC-134, se puede usar a temperatura ambiente o inferior con presiones elevadas suficientes para
mantener el disolvente en estado liquido, evitando la necesidad de temperaturas elevadas y, por tanto, reduciendo
significativamente la desnaturalizacion de la proteina. Sin embargo, debido a la necesidad de presiones elevadas, a
la cantidad de HTFM necesaria para una extraccion adecuada, a los altos costes del HTFM y a los problemas
medioambientales, se desea una alternativa méas adecuada al hexano, HTFM u otras técnicas de extraccion.

Sumario de la divulgacién

En el presente documento, se desvela un proceso acuoso de preparacion de productos proteicos solubles, tales
como un aislado de proteina. Como se expone en el presente documento, la semilla oleaginosa no requiere el uso
de disolventes para proporcionar una harina suficientemente reducida en un contenido de aceite adecuado para un
procesamiento adicional. Dicha harina de semilla oleaginosa se puede procesar posteriormente sin el uso de un
disolvente distinto de una soluciéon acuosa, preferentemente solo con agua. En otras palabras, el tnico disolvente
usado en el proceso, partiendo de la trituracion de las semillas hasta la recuperacion final de la proteina, es una
solucién acuosa, preferentemente solo agua (por ejemplo, agua corriente, agua de la ciudad o cualquier otra fuente
de agua potable), y mas preferentemente agua de Ol (ésmosis inversa). Por consiguiente, los productos proteicos
(tales como los aislados proteicos) no se contaminan de disolventes organicos, sales u otros medios de extraccion.
Diversas realizaciones producen aislados de proteinas con altas concentraciones de proteina soluble (> 90 %) que
contienen menos del 2 % (p/p) de aceite.

El proceso de produccién de un aislado de proteina a partir de una harina de canola o de colza de acuerdo con la
invencién comprende:

— proporcionar una harina de semilla oleaginosa prensada en frio, estando la harina prensada en frio a una
temperatura de 85 °C o inferior;

— mezclar una harina de semilla oleaginosa con agua para formar una suspension;

— opcionalmente, tratar la suspension con fitasa a una temperatura y a un pH adecuados para la actividad de la
fitasa;

— separar la suspensién con una separacioén solido/liquido para formar:

una fase liquida que comprende el disolvente acuoso, proteina soluble y aceite; y
una fase so6lida;

— separar la fase liquida para formar:

una fase de aceite; y
una fase acuosa de proteina;

— someter la fase acuosa de proteina a filtracion de membrana, obteniéndose una solucién de proteina; y
— secar la solucién de proteina, obteniéndose el aislado de proteina.

En una realizacién de acuerdo con la invencion, la separacion sélido/liquido de la mezcla se realiza mediante una
centrifuga de decantacién.

En una realizacion de acuerdo con la invencion, la centrifuga de decantacion se opera a una fuerza g de entre 2.000
y 4.000 g. En una realizacion adicional de acuerdo con la invencion, a la centrifugacion de decantacion le sigue una
primera y una segunda centrifugas de discos en serie.

En una realizacion de acuerdo con la invencion, la primera centrifuga de discos se opera a una fuerza g de entre
6.000 y 9.000 g, y la segunda centrifuga de discos se opera a una fuerza g de entre 8.000 y 12.000 g.
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En una realizacion de acuerdo con la invencion, la separacion de la fase liquida se realiza mediante centrifugacion.
En ofra realizacién de acuerdo con la invencién, la separacion de la fase liquida se realiza mediante una centrifuga
de desgrasado, una centrifuga de discos, una centrifuga bifasica o una centrifuga trifasica, o una combinacién de los
mismos. En una realizacion adicional de acuerdo con la invencién, la centrifuga de discos se opera a una fuerza g

de entre 2.000 y 10.000 g.

En una realizacién de acuerdo con la invencion, el aislado de proteina comprende menos del 2 % (p/p) de aceite:

En una realizacién de acuerdo con la invencion, el aislado de proteina obtenido mediante el proceso tiene una

distribucion de los aminoacidos como se presenta a continuacion:

Aminoéacido g de aa/100 g de proteina
Acido aspartico 9-10
Acido glutamico 18-20

Serina 5-6
Glicina 5-6
Histidina 3-4
Arginina 7-8
Treonina 4-5
Alanina 4-5
Prolina 5-6
Tirosina 3-4
Valina 5-6
Metionina 2-3
Cistina 1-2
Isoleucina 3-5
Leucina 7-8
Fenilalanina 3-4
Lisina 5-6
Triptéfano 1-2

En una realizacién de acuerdo con la invencion, el aislado de proteina obtenido mediante el proceso tiene una

distribucion del peso molecular como se presenta a continuacion:

Masa molecular (kDa) Intervalo (basado en la microfiltracién)
300 25-30
300-50 5-10
50-30 2-7
30-10 15-25
10-5 15-25
<5 15-25

En una realizacién de acuerdo con la invencion, el aislado de proteina obtenido mediante el proceso comprende:

(i) una primera parte de proteinas que tienen un peso molecular superior a 300 kDa, en el que la primera parte
representa entre el 40 y el 65 % de la proteina total;
(ii) una segunda parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre 30 y 10 kDa, en el que la segunda

parte representa entre el 10 y el 40 % de la proteina total; y

(iii) una tercera parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre 10 y 5 kDa, en el que la tercera parte
representa entre el 5 y el 30 % de la proteina total.

En una realizacién de acuerdo con la invencién, el aislado de proteina obtenido mediante el proceso tiene una
concentracién de proteina soluble de al menos el 90 %.

En otra realizacion, la proteina insoluble separada y recuperada en el proceso de preparacion del aislado de
proteina soluble se hidroliza usando enzimas para producir un producto que comprende aminoacidos y péptidos

solubles.
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En otra realizacion, el proceso comprende ademas mezclar la fase solida con un disolvente acuoso y repetir la
separacion soélido/liquido de una a cuatro veces para recuperar mas proteina soluble.

En una realizacion adicional, la proporcion de la harina de semilla oleaginosa con respecto al disolvente acuoso es
de entre 1:5y 1:15 (p/p) de harina con respecto a disolvente, o de aproximadamente 1:8 a 1:15 (p/p) de harina con
respecto a disolvente, o de aproximadamente 1:8 a 1:12,5.

En otra realizacion, la temperatura adecuada para la actividad de la fitasa esta entre 20 °C y 65 °C, y el pH
adecuado para la actividad de la fitasa esta entre 4,5 y 7,5; preferentemente, la temperatura adecuada para la
actividad de la fitasa es de aproximadamente 50 °C y el pH adecuado para la actividad de la fitasa esta entre 4,8 y
5,2.

En una realizacién adicional, la separacién solido/liquido se realiza mediante centrifugacion, opcionalmente,
mediante una centrifuga de decantacion. En una realizacion preferida, la centrifuga de decantacién se opera a una
fuerza g de entre 2.000 y 4.000 g. En una realizacion preferida, la fuerza g es de aproximadamente 2.500 a 4000. En
una realizacion, la centrifuga de decantacién se opera a una temperatura de entre 10 °C y 20 °C, o inferior a
aproximadamente 20 °C, pero superior a aproximadamente 0 °C, o de aproximadamente 20 °C.

En otra realizacion, la separacion de la fase liquida se realiza mediante centrifugacion, por ejemplo, mediante el uso
de una centrifuga de desgrasado, una centrifuga bifasica, una centrifuga trifasica, mediante centrifugas bifasica por
orden o disposiciones similares. La centrifuga se puede operar a una fuerza g de entre 2.000 y 14.000 g,
opcionalmente, a una fuerza g de entre 2.900 y 14.000 g.

En otra realizacién, la fase acuosa de proteina se somete a microfiltracién (y diafiltracién), ultrafiltracion y/o
ultrafiltracion seguida de diafiltracion para recuperar una solucion purificada de proteina.

Como se usa en el presente documento, en una realizacion preferida, el disolvente acuoso es agua, que puede ser
agua corriente, agua destilada o preferentemente agua procesada usando 6smosis inversa (Ol).

En una realizacién adicional, el proceso puede ser un proceso discontinuo, un proceso semicontinuo, un proceso
continuo o cualquier combinacion de los mismos.

En una realizacion, el aislado de proteina comprende menos del 2 % (p/p) de aceite: En una realizaciéon adicional, el
aislado de proteina comprende al menos el 90 % (p/p) en una base de peso en seco.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, a la vez que
indican realizaciones preferidas de la invencion, se dan meramente a modo ilustrativo, puesto que, a la luz de la
presente descripcion detallada, diversos cambios y modificaciones dentro del espiritu y del alcance de la invencion
se haran evidentes para los expertos en la materia.

Breve descripcion de las figuras
Las realizaciones de la divulgacion se describiran en relacion con las figuras, en las que:

La Figura 1 es un grafico que demuestra la relacion entre la pureza de una proteina secada por pulverizacién y la
temperatura durante la centrifugaciéon con decantador;

La Figura 2 es un grafico que muestra el cambio en el flujo durante la ultrafiltraciéon durante el tiempo de
funcionamiento;

La Figura 3 es una fotografia que muestra el polvo procesado en el laboratorio/secado por pulverizacién en
comparacién con dos lotes previos de proteina producida de manera continua;

Las Figuras 4A y 4B representan un diagrama de flujo de un solo proceso, que es un diagrama esquematico que
muestra las diversas etapas de separacioén de la torta prensada de canola en las partes insoluble y soluble;

La Figura 5 es un grafico que compara el perfil de aminoacidos de una proteina hidrolizada con y sin tratamiento
de carbono; y

La Figura 6 es un grafico que ilustra la contraccion de aminoacidos y de material sin aminoacidos mediante
tratamiento con carbono, que se muestra como A % del contenido inicial de cada aminoacido.

Descripcion detallada

Definiciones

La expresion "harina de semilla oleaginosa”, como se usa en el presente documento, se refiere a una harina
preparada a partir de una semilla oleaginosa en la que la semilla oleaginosa ha sido molida y triturada para formar

una harina, y de la que no se ha eliminado aceite; u, opcionalmente, se ha prensado la semilla oleaginosa para
eliminar el aceite contenido en el interior para formar una harina denominada "torta prensada" o una "harina
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parcialmente desgrasada". Opcionalmente, la harina se puede prensar para retirar el aceite dejando una torta
prensada con un contenido de aceite reducido. El prensado de la semilla oleaginosa produce un aceite prensado y
una harina parcialmente desgrasada que contiene del aproximadamente 15 % al aproximadamente 50 % de proteina
en una base de peso en seco y del aproximadamente 5 % al aproximadamente 20 % de aceite, o aproximadamente
al menos aproximadamente el 9 %, o aproximadamente del 10 % al 20 %, opcionalmente aproximadamente del
14 % al 16 %, en una base de peso en seco. Una harina desgrasada (que se ha extraido con disolvente)
normalmente tendra un contenido de proteina del aproximadamente 25 % al aproximadamente 55 %, opcionalmente
del 30 % al aproximadamente 50 %, adecuadamente del aproximadamente 35 % al aproximadamente 50 %, y un
contenido de aceite del aproximadamente 0,5 % al aproximadamente 4 %, opcionalmente del aproximadamente 1 %
al aproximadamente 3 %, en una base de peso en seco. La semilla oleaginosa (o harina de semilla oleaginosa)
antes de su prensado tiene un contenido de aceite del 40 % al 50 %.

La expresion "disolvente acuoso”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier disolvente en el que
el agua comprende la mayor parte del disolvente (normalmente del aproximadamente 80 % al 99,9 % de agua en
peso) o agua pura. El disolvente acuoso opcionalmente comprende, consiste esencialmente en o consiste en agua.
Mientras que el agua pura puede comprender agua potable, preferentemente, comprende agua procesada, tal como
agua desionizada, destilada o agua de Ol (agua sometida a tratamiento de 6smosis inversa), agua acida o agua
alcalina sin disolvente organico ni sal afadida presente. Una excepcién puede ser la adicion de pequefias
cantidades de compuestos acidos, basicos o tampon para ajustar el pH. El disolvente acuoso forma una suspension
y/o una mezcla cuando se pone en contacto con una harina de semilla oleaginosa. Por lo general, el disolvente
acuoso esta libre de disolventes organicos, tales como metanol, propanol, isopropanol, tetrahidrofurano, etc., ya que
estos disolventes no son deseables como residuos en un producto proteico para consumo humano. Sin embargo, si
hay disolventes organicos presentes, por ejemplo, etanol, forman parte del disolvente acuoso en pequefias
cantidades (por ejemplo, normalmente igual o inferior al 20 %, 15 %, 10 %, 5%, 2 % o 1 %), de manera que su
presencia en el producto final puede reducirse a una cantidad aceptable o insignificante. Un experto en la materia
entendera que el agua potable puede contener minerales naturales, sales y/u otros solutos que no afectarian el
proceso de la divulgacion.

La expresion "aislado de proteina", como se usa en el presente documento, se refiere a una harina de semilla
oleaginosa que se ha tratado usando los procesos de la presente divulgacion para aumentar el contenido de
proteina, donde el aislado de proteina tiene un alto contenido de proteina soluble superior al aproximadamente
85 %, pero preferentemente del 90 % o mas del 90 % de proteina en una base de peso en seco. El resto puede
comprender hidratos de carbono, cenizas y aceite.

El término "suspension”, como se usa en el presente documento, se refiere a la harina de semilla oleaginosa que se
ha mezclado con un disolvente acuoso para formar un liquido que contiene proteina disuelta y una suspension de
proteina, aceite y, opcionalmente, compuestos de fibra y antinutricionales, en el liquido.

La expresion "adecuadas para la actividad de la fitasa’, como se usa en el presente documento, se refiere a
condiciones tales como la temperatura y el pH, incluyendo, opcionalmente, el periodo de tiempo, en las que la
enzima fitasa puede hidrolizar los grupos fosfato del fitato o acido fitico para reducir la cantidad de fitatos o acido
fitico de la mezcla. En una realizacion, la temperatura adecuada para la actividad de la fitasa esta entre 20 °C y 65
°C, opcionalmente entre 40 °C y 55 °C, mas adecuadamente entre 50 °C y 55 °C. En otra realizacién, el pH
adecuado para la actividad de la fitasa esta entre 2,0 y 7,0, opcionalmente entre 4,0 y 6,0, mas adecuadamente
entre 4,8 y 5,2 u, opcionalmente, entre 5,0 y 5,5. En otra realizacién, la concentracion de la enzima fitasa es inferior
al aproximadamente 2 % (p/p) basada en el peso de la harina de semilla oleaginosa y, opcionalmente, del 0,5 % al
1,56 % o del 1,0 al 1,5 %, y puede ser tan baja como del 0,01 % y del 0,1 %, dependiendo de la concentracién de
acido fitico de la harina. Se entendera que las condiciones adecuadas para la actividad de la fitasa se aplican a
todos los procesos de la presente divulgacion.

La expresién "fase liquida”, como se usa en el presente documento, se refiere al disolvente acuoso de la suspension
en la que se ha disuelto la proteina soluble de la harina de semilla oleaginosa, junto con otras sustancias solubles
tales como cenizas, minerales, etc. Ademas, una parte del aceite presente en la harina de semilla oleaginosa puede
estar presente en el disolvente acuoso durante el proceso de separacion.

La expresion "fase solida”, como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos insolubles, tales como
proteina, fibra y aceite insolubles que no son solubles en el disolvente acuoso, y que forman una fase sélida que
puede contener aceite liquido tras la separacion.

La expresion "separar la suspension con una separacion solido/liquido”, como se usa en el presente documento, se
refiere a cualquier proceso de separacion sélido/liquido que sea capaz de separar la suspensiéon en una fase solida y
una fase liquida. Por ejemplo, el uso de una centrifuga, tal como una centrifuga de decantacién, de prensado, tal
como usando una prensa de tornillo, prensa de filtro, prensa de cinta, prensa francesa, etc., de sedimentacion o de
cualquier otro medio que separe la suspensién en una fase solida y una fase liquida. Un experto en la materia
conocera diferentes técnicas, procedimientos y equipos que pueden ser adecuados para separar los liquidos de los
solidos o cualquier otro medio que separe la suspension en una fase solida y una fase liquida.
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La expresion "separar la fase liquida”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier proceso que
sea capaz de separar dos liquidos que tengan diferentes densidades o solubilidades como, por ejemplo, una
centrifuga trifasica, que es capaz de separar el aceite y la fase acuosa de proteina de la fase liquida (es decir, 2
fases que tienen densidades diferentes).

Los términos de grado tales como "esencialmente" y "aproximadamente", como se usan en el presente documento,
significan una cantidad razonable de desviacion del término modificado, de manera que el resultado final no se
cambie significativamente. Estos términos de grado deben interpretarse como que incluyen una desviacion de al
menos + 10 % del término modificado, sin que dicha desviacion anule el significado de la palabra que modifica.

Procesos que incorporan las caracteristicas de la invencion

La presente divulgacion se refiere a un proceso acuoso de preparacién de un aislado de proteina. En una
realizacién, cuando la harina se afiade al disolvente acuoso, el aceite de la harina de semilla oleaginosa se separa
de la proteina soluble, y se separa principalmente de la misma con la fase de soélidos. En una realizacion adicional,
la extraccion de proteina de la proteina soluble mediante el disolvente acuoso se ve relativamente poco afectada por
la presencia de parte del aceite, que puede llevarse junto con el disolvente acuoso. En otra realizacién, el aceite que
permanece con el disolvente acuoso en el proceso de la presente divulgacién flota sobre la superficie del disolvente
acuoso tras un proceso de separacion, por ejemplo, mediante centrifugacion, y, a continuacion, se retira usando los
procesos de separacion de la presente divulgacion.

Por consiguiente, en una realizacién de la divulgacion, el aislado de proteina contiene menos del 2 % (p/p) de aceite:

El proceso de produccion de un aislado de proteina a partir de una harina de canola o de colza de acuerdo con la
invencién comprende:

— proporcionar una harina de semilla oleaginosa prensada en frio, estando la harina prensada en frio a una
temperatura de 85 °C o inferior;

— mezclar una harina de semilla oleaginosa con agua para formar una suspension;

— opcionalmente, tratar la suspension con fitasa a una temperatura y a un pH adecuados para la actividad de la
fitasa;

— separar la suspension con una separacion solido/liquido para formar:

una fase liquida que comprende el disolvente acuoso, proteina soluble y aceite; y
una fase sodlida;

— separar la fase liquida para formar:

una fase de aceite; y
una fase acuosa de proteina;

— someter la fase acuosa de proteina a filtracion de membrana, obteniéndose una solucién de proteina; y
— secar la solucién de proteina, obteniéndose el aislado de proteina.

En otra realizacion, la fase liquida también comprende sélidos residuales (finos) que se eliminan usando una
centrifuga de pulido, una centrifuga bifasica u otras técnicas de filtracion o de tamizado adecuadas.

En otra realizacion, el proceso comprende ademas mezclar la fase sélida con un disolvente acuoso y repetir la
separacion sélido/liquido de una a cuatro veces para recuperar mas proteina soluble.

En una realizacion adicional, la proporcién de la harina de semilla oleaginosa con respecto al disolvente acuoso es
de entre 1:5y 1:15 (p/p) de harina con respecto a disolvente, o de aproximadamente 1:8 a 1:15 (p/p) de harina con
respecto al disolvente, o de aproximadamente 1:8 a 1:12,5.

En ofra realizacion, la temperatura adecuada para la actividad de la fitasa esta entre 20 °C y 65 °C, y el pH
adecuado para la actividad de la fitasa esta entre 4,5 y 7,5; opcionalmente, la temperatura adecuada para la
actividad de la fitasa es de aproximadamente 50 °C + 5 °C, y el pH adecuado para la actividad de la fitasa esta entre
48y5.2.

En una realizacion adicional, la separacion solido/liquido se realiza mediante centrifugacién, opcionalmente,
mediante una centrifuga de decantacién. En otra realizacion, la centrifuga de decantacion se opera a una fuerza g
de entre 2.000 y 4.000 g, preferentemente de entre 3.000 y 4.000 g. Sin embargo, como alternativa, se pueden usar
otras materias descritas en el presente documento, tales como el filtrado o el prensado. Ademas, también se podria
usar la deshidratacion usando tamices o filtros de deshidratacion rotacionales o estacionarios seguidos del prensado
para la separacion solido/liquido. Cuando la separaciéon sélido/liquido se realiza usando una centrifuga de
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decantacion, se obtiene una fase liquida, y la fase liquida contiene opcionalmente sustancias insolubles o soélidos
residuales, tales como proteinas insolubles residuales. En una realizacién, la fase liquida que contiene sélidos
residuales se somete ademas a centrifugaciéon usando una centrifuga de discos y, opcionalmente, dos centrifugas
de discos en serie. En una realizacion, la primera centrifuga de discos se opera a una fuerza g de entre 6.000 y
9.000 g, opcionalmente, de entre 8.000 y 9.000 g, y la segunda centrifuga de discos se opera a una fuerza g de
entre 8.000 y 12.000 g, opcionalmente, de 10.000 g. En una realizacién, la separacién de la fase liquida se realiza
mediante centrifugacién. En otra realizacién, la separacion de las partes componentes de la fase liquida se realiza
usando, por ejemplo, una centrifuga de desgrasado, una centrifuga bifasica o una centrifuga trifasica. En una
realizacion, la centrifuga bifasica es una centrifuga de discos. En una realizacion, la separacion de la fase liquida se
realiza mediante dos centrifugas bifasica en secuencia. En otra realizacién de la divulgacion, la centrifuga se opera a
una fuerza g de entre 2.000 y 14.000 g, opcionalmente, a una fuerza g de entre 2.900 y 14.000 g, opcionalmente, de
6.000 g. Se ha de reconocer que estos son ejemplos de condiciones de funcionamiento sugeridas, y la composicion
del liquido que se va a separar puede necesitar el funcionamiento en condiciones diferentes o usando técnicas de
separacion distintas de una centrifuga para separar solidos de liquidos o dos fases liquidas inmiscibles.

En otra realizacion, la fase acuosa de proteina se somete a una o mas etapas de microfiltracion, ultrafiltracion y/o
por diafiltracion, no necesariamente en ese orden, para obtenerse una sustancia retenida que comprende una
solucion de proteina.

En una realizacién preferida de la divulgacion, el disolvente acuoso comprende o consiste en agua. Sin embargo, el
disolvente acuoso puede comprender una solucion salina tal como cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de
calcio, que se muestra en la técnica para la separacion de la canola, en combinacién con las etapas de
procesamiento Unicas desveladas en el presente documento.

En una realizacion, el aislado de proteina comprende menos del 2 % (p/p) de aceite: En una realizaciéon adicional, el
aislado de proteina comprende al menos el 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas de proteina (p/p) en una base de peso en
seco.

En una realizacion adicional, la semilla oleaginosa comprende canola (tal como Brassica juncea o Brassica napus),
semilla de colza, semilla de mostaza, semilla de brécoli, semilla de lino, semilla de algodon, semilla de cafiamo,
semilla de cartamo, semilla de sésamo o semilla soja, o una harina de semilla oleaginosa producida a partir de la
misma, opcionalmente, de harina de canola.

En una realizaciéon adicional, el proceso puede ser un proceso discontinuo, semicontinuo, continuo o cualquier
combinacion de los mismos.

En otra realizacion, la fase sélida se seca y se extrae con disolvente para aislar el aceite.
PRODUCCION DE TORTA PRENSADA DE CANOLA

En el presente documento, se describe un proceso de fabricacion por trituraciéon en frio que incorpora caracteristicas
de la invencion para la produccién de una harina de semilla oleaginosa de canola de bajo contenido de aceite,
también denominada torta prensada, con proteinas esencialmente no desnaturalizadas para su procesamiento
posterior con el fin de producir un aislado de proteina completamente soluble de > 80 % (bps), mas preferentemente
de > 90 % (bps).

La Tabla 1 enumera la diferencia entre el proceso de trituracion en frio que incorpora caracteristicas de la invencion
y las operaciones tipicas de trituracién con hexano y de prensado en frio descritas en la técnica anterior. La torta del
proceso actual se sigue procesando después para producir un aislado de proteina sin el uso de disolventes
organicos (tal como hexano) para eliminar el aceite que queda en la torta tras el prensado.

En el proceso de trituracion en frio usado en el presente documento, se usa esencialmente el mismo equipo que el
usado en instalaciones de trituracién con hexano de la técnica anterior. Sin embargo, el tiempo de residencia (de 20
a 30 min frente a 45 a 60 min, tiempo de acondicionamiento total) y las temperaturas (60-70 °C y 80-85 °C frente a
100-105 °C y 105-115 °C, respectivamente) que se usan en el proceso de acondicionamiento de copos y en el
proceso de prensado expuesto en el presente documento son significativamente diferentes de las instalaciones
tipicas de trituracion con hexano. Estas diferencias de procesamiento dan lugar a una reduccién o eliminacion
significativa de la desnaturalizacién, mientras que siguen proporcionando una torta prensada que contiene del 12 al
14 % de aceite en comparacion con del 15 al 20 % de aceite para las operaciones de trituracidon con hexano, que
también producen proteina desnaturalizada. Las instalaciones de prensado en frio de la técnica anterior usan menos
equipo y etapas que el presente proceso de prensado en frio o las instalaciones de trituracion con hexano, pero no
alcanzan ni controlan la temperatura a niveles tan bajos como el presente proceso a baja temperatura.
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TABLA 1
Trituracion Prensado en Trituracion Prensado
Proceso de . Proceso de ;
. L, con hexano frio de la . P con hexano en frio de
trituracion . . trituracion en . ..
: de la técnica técnica . de la técnica | latécnica
en frio : . frio : .
anterior anterior anterior anterior
Temperatura (°C)
Limpieza de las .
cemillas N N N Ambiente
Acor]dlmonamlento N N 40-45 20-35
previo
Desmenuzamiento v v 40-45 20-35
Acondicionamiento N N v 60-70 100-105 95-105
Prensado N N N 80-85 105-115 95-105
Rotura de la torta v v v N N N
Refrigeracién de la N Opt. 25.40
torta
Duracién (min) Torta con contenido de aceite (%)
Prensado Prensado Prensado
completo previo completo
Limpieza de las
semillas
Acondicionamiento
previo
Desmenuzamiento
Acondicionamiento 20-30 45-60 45-60
Prensado 12-14 % 15-20 % 10-14 %
Rotura de la torta
Refrigeracion de la
torta

Con mas detalle, las etapas del proceso son las siguientes:

Recepcion y almacenamiento de las semillas: la semilla de canola (B. napus, B. juncea, B. Rapa) tiene un
nivel de humedad inferior al 10,5 % medido segun la guia de clasificacion de granos de la Comisién Canadiense
de Granos. La semilla se puede almacenar en silos hasta que se necesite para el proceso de trituracion.

Limpieza de las semillas: el producto es transportado a un limpiador rotatorio para retirar el material foraneo por
tamizado y aspiracion, dirigiéndose el subproducto a un recipiente especifico para el almacenamiento.

Acondicionamiento previo: la semilla se calienta previamente, opcionalmente, usando un acondicionador vertical.
La semilla pasa sobre tuberias que se calientan con vapor de baja presion para calentar la semilla hasta 40-45 °C
antes del desmenuzamiento. El acondicionamiento previo de la semilla, en particular, en invierno, cuando las
temperaturas exteriores pueden estar por debajo del punto de congelacién, reduce la fragmentacién de la semilla
que puede ocurrir durante el proceso de desmenuzamiento. El acondicionamiento previo produce un copo de calidad
mas adecuada que, a su vez, mejora el rendimiento y la eliminacién del aceite en la prensa, mientras se reduce la
cantidad de particulas finas que pasa a través de la prensa con el aceite. Las particulas finas excesivas en el aceite
aumentan el coste del refinamiento del aceite y, debido a que las particulas finas contienen proteina soluble, también
reducen el rendimiento proteico en el proceso de aislamiento de proteina. El equipo de procesamiento preferido es
un acondicionador vertical de un disefio "First In First Out" (FIFO). El proceso de acondicionamiento previo es, en
principio, similar al usado en una instalacién de trituracién con hexano. Sin embargo, en la industria de la trituracién
con hexano, las semillas normalmente se calientan solo hasta 20-35 °C. Se ha determinado, para la produccién de
un aislado superior, que un acondicionamiento previo hasta 40-45 °C produce una torta de menor contenido de
aceite con un IDP (indice de dispersion de proteinas) superior, lo que indica una menor desnaturalizacion de las
proteinas que cuando el acondicionamiento previo se realiza solo hasta a 20-30 °C.

Desmenuzamiento: para aumentar al maximo la recuperacion de aceite, la semilla se tiene que romper fisicamente
antes de prensarla. Se exprime la semilla entera a una temperatura de 40-45 °C entre dos cilindros giratorios y se
aplana hasta un espesor de aproximadamente 0,2 a 0,4 mm.

Acondicionamiento: a continuacién, se calienta la semilla de canola en copos hasta 60-70 °C durante 1/2 hora
(preferentemente, hasta 65 °C). Las temperaturas de acondicionamiento para la semilla en la industria
norteamericana de trituracion con hexano normalmente son de 100-105 °C con un tiempo de residencia tipico de 45-
60 minutos. El nivel de humedad de la semilla en copos que se requiere para un prensado 6ptimo en la industria de
trituracion con hexano es del 2,5 al 3,5 %, que es significativamente inferior al contenido de humedad del 6 al 7 % en
la semilla acondicionada preferida para la operacién de trituracion y prensado en frio descrita en la actualidad. Los
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niveles 6ptimos de humedad para un buen prensado pueden ser muy dependientes y especificos del tipo y del
fabricante de la prensa, asi como de la temperatura de funcionamiento de la prensa.

Prensado: a continuacion, se prensa la semilla acondicionada para separar el aceite de la torta prensada. La prensa
preferida (French Qil Mill Machinery Company, EE.UU.) no es tipica de la industria de la trituracién con hexano,
porque tiene refrigeracion tanto de eje como de jaula, y un cono ajustable. Por el contrario, dado que la industria de
trituracion con hexano opera a temperaturas mucho mas altas, no controlan las temperaturas creadas en la prensa 'y
no usan refrigeracion de eje ni conos ajustables. Se cree que la empresa French Oil es la inica empresa que fabrica
una prensa con refrigeracion de jaula. Sin embargo, el equipo de French Oil normalmente se usa en las operaciones
de prensado en frio de la técnica anterior. En el proceso descrito en el presente documento, se cree que la
refrigeracion de eje ayuda a conseguir un menor contenido de aceite en la torta. De igual modo, la refrigeracion de
jaula ayuda a producir una torta de menor contenido de aceite, pero su principal ventaja es que mantiene la
temperatura de la torta fria durante el prensado (nominalmente, un tiempo de residencia inferior a 5 minutos) y
proporciona una viscosidad creciente del aceite, de modo que se pierde menos particulas finas a través de las jaulas
de la prensa hacia la corriente de aceite. Una ventaja adicional es que es posible aumentar la eliminacién del aceite
aumentando el espaciamiento entre las jaulas sin aumentar la pérdida de particulas finas en el aceite, lo que, a su
vez, aumentaria los posteriores costes de refinamiento del aceite. El cono ajustable permite una mayor flexibilidad
en la optimizacion de las condiciones de prensado para lograr un bajo contenido de aceite en la torta, a la vez que
se proporciona una torta superior con una IDP mas alto.

Refinamiento del aceite: el aceite se procesa posteriormente para proporcionar un aceite de canola
superdesgomado que se puede transportar largas distancias sin sedimentacién de las gomas para su posterior
procesamiento en aceite de canola de calidad alimentaria.

Rotura de la torta: se rompe la torta prensada para reducir el tamafio de particula de modo que la torta se pueda
transportar mas facilmente. La realizacién del proceso de ruptura antes o después de la refrigeracion no cambia la
calidad de las proteinas.

Refrigeracion de la torta: se enfria la torta prensada hasta menos de 40 °C para alargar el tiempo en que la torta se
puede almacenar en una tolva antes de ser transportada al subsiguiente proceso de aislamiento de proteina descrito
a continuacion. La refrigeracion de la torta no es la que se usa normalmente en la industria de la trituracion con
hexano, pero probablemente es la usada por las operaciones de prensado en frio de la técnica anterior para mejorar
la seguridad del almacenamiento de las tortas en silos antes del envio. Dependiendo del contenido de aceite, la no
refrigeraciéon de la torta puede dar lugar a un sobrecalentamiento durante el almacenamiento que, a su vez, puede
producir una reduccion de la calidad de la torta.

Como se ha sefalado anteriormente, aunque existen algunas similitudes en el equipo y en las etapas de
procesamiento con las operaciones de prensado con hexano o en frio de la técnica anterior, existen varias
diferencias, en concreto, en la temperatura y en los tiempos de procesamiento, y estas diferencias son
fundamentales para el contenido de aceite y la calidad de la proteina, en particular, la solubilidad de la proteina en la
torta de semillas producida y la calidad del aislado preparado a partir de esta torta de semillas. Durante una
operacion de trituracion con hexano, las proteinas se desnaturalizan en un minimo de dos etapas del proceso tipico
de la técnica anterior;

¢ |a etapa de acondicionamiento de los copos en la que la semilla en copos se calienta hasta 105 °C durante un
periodo prolongado de tiempo, y

e el tostador desolventizante, donde la harina extraida con aceite de hexano se calienta con vapor vivo para
eliminar el hexano residual.

El presente proceso no usa disolvente (hexano) para producir aislados y, por lo tanto, en ningin momento se tiene
que aumentar la temperatura para recuperar ni eliminar el disolvente de la harina y/o proteinas. El proceso de
acondicionamiento del proceso expuesto en el presente documento es, por lo tanto, esencialmente diferente de los
procesos tipicos de trituracién con hexano y de las operaciones tipicas de prensado en frio.

El proceso anteriormente descrito funciona por debajo de la temperatura de desnaturalizacién de las proteinas de la
semilla oleaginosa. Por ejemplo, el proceso funciona por debajo de la temperatura de desnaturalizacion de la
proteina cruciferina, lo que da lugar a poca o ninguna desnaturalizacion. La cruciferina es la proteina de canola con
la menor temperatura de degradacion térmica.

Las temperaturas se mantienen por debajo de 85 °C durante el proceso de trituracion. Este estudio también apoya el
hallazgo de que las operaciones tipicas de trituracion con hexano y de prensado en frio desnaturalizan
significativamente las proteinas de la semilla.

Los datos proporcionados en la siguiente Tabla 2 confirman que el proceso descrito anteriormente causa poca o
ninguna desnaturalizacién de las proteinas contenidas en las semillas de Brassica juncea o Brassica napus, que se
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procesan de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente.

TABLA 2

Origen Humedad y Proteina IDP IDP
ID de la semilla de la sust. (%) Leco Leco (AOCS)

semilla | volatiles (%) Leco (AOCS) | Sin desgrasar
Semilla 2011-10-12 B. juncea 7.1 42 33 19
281;)1()_?82]n;|C|0nad0 previamente B. juncea 8.0 42 33 26
Copo acondicionado 2011-10-11 B. juncea 7,7 42 32 27
Torta prensada 2011-01-06 B. juncea 7,6 41 35 24
Semilla 2012-01-06 B. napus 6,5* 42 51 28*
forta prensada 2012:0108,09.10 | g papus | 81" 42 45 35
*Datos presentados tal cual (sin desgrasar); **media de dos cargas de semilla

Estadisticamente, no hay diferencia en el analisis anterior del contenido de proteina y del indice de dispersabilidad
de proteina (AOCS) desde la semilla hasta la torta prensada en la instalacion de procesamiento descrita
anteriormente, teniendo la torta prensada resultante un contenido de aceite del 12 al 14 %. La torta prensada
caracterizada anteriormente se transformé posteriormente en un aislado de proteina como se describe a
continuacion.

Para determinar el IDP, todas las muestras se extrajeron con hexano y se secaron a temperatura inferior para
garantizar que el contenido de aceite fuera inferior al 3 % y que no hubiera desnaturalizacion de las proteinas. El
andlisis de IDP se ve afectado por el contenido de aceite y reduce el IDP medido en las muestras con mayor
contenido de aceite. Mientras que los resultados en la ultima columna de la Tabla 2 muestran variabilidad en el
analisis de IDP en las muestras de semillas no desgrasadas, copos y torta prensada, la variabilidad en estas
muestras es mayor que en las muestras desgrasadas. Todos los analisis anteriores fueron para muestras recogidas
al mismo tiempo en los cuatro puntos designados en el proceso de trituracion.

PROCESAMIENTO ACUOSO DE TORTA PRENSADA

Se encontré que cuando se afiade harina con aproximadamente el 14 % de aceite a agua, el aceite permanece
principalmente en la harina. Sin embargo, la extraccion de proteinas por el agua no se ve afectada por la presencia
de aceite en la harina, y se libera una fraccion del aceite de la harina parcialmente desgrasada mediante la adicién
del agua usada para extraer la proteina soluble. Ese aceite entonces flota en la superficie del agua después de un
proceso de separacion.

Para extraer el aceite de la fase liquida como resultado de las fuerzas centrifugas aplicadas, se puede usar una
centrifuga de desgrasado o dos centrifugas de desgrasado en serie. Se mezclaron la harina, el agua y la fitasa
durante aproximadamente 1 hora. Se separo la suspension en una fase de sélidos y una fase liquida, y se suministré
la fase liquida a una centrifuga de desgrasado seguido del procesamiento usando pasteurizacién a corto plazo
(HTST) a alta temperatura (70 °C), ultrafiltracion (UF) y secado por pulverizacion (SD). La extraccion se realiza
usando solo agua como disolvente. Los diagramas de flujo mostrados en las Figuras 4A-B muestran
esquematicamente el proceso. Como se muestra en la Fig. 4A-B, se puede afadir microfiltracion entre las etapas de
extraccién del aceite y HTST para reducir el aceite y el contenido insoluble del aislado secado por pulverizacion.

Este proceso proporciona la capacidad de procesar y producir rapidamente una cantidad significativa de proteina y
reducir al minimo las particulas finas, las emulsiones y eliminar la necesidad de recuperar el disolvente organico y
evitar el parpadeo. Se usa una centrifuga apropiado, tal como el usado en la industria lactea o de los citricos,
preferentemente uno o dos colocados en serie, para desgrasar el aceite de la fase acuosa. También hay que tener
en cuenta que el desgrasador se puede ubicar en cualquier etapa del proceso, incluso detras del decantador y antes
del sistema de UF.

Ejemplo 1

Se afadi6é a agua harina al 14 % procedente del proceso de trituracion (harina:agua 7:1 (m/m)) y se decantaron los
solidos de los liquidos. La fase liquida tenia una fase amarilla flotante semisélida en la parte superior de la fase
acuosa. Tras el secado de toda la fase acuosa, incluyendo la fase amarilla flotante, 100 ml de solucién
proporcionaron aproximadamente un 5 % de solidos disueltos que contenian del 40 al 47 % de proteina coincidiendo
con la harina extraida con hexano. El contenido de aceite de la fase acuosa en una base de peso en seco (bps) fue
del 1,4 % al 9,4 %. Sin embargo, al retirar la fase de aceite amarilla que flota en la superficie antes del secado, el
contenido de aceite de los soélidos disueltos, secos, se redujo hasta el 0,5-0,7 %. La cantidad de aceite presente en
la muestra es de aproximadamente 30-50 mg en 5 gramos de muestra. Se encontrdé que la fase de aceite flotante
amarilla podria eliminarse facilmente mediante desgrasado u otras técnicas de eliminacién de aceite, y después el
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resto de sobrenadante podria procesarse a través de UF para producir un aislado de proteina con <2 % de aceite.
Ejemplo 2

En una segunda evaluacién, se afiadieron 225 g de harina prensada en frio (que contenia aceite al 14 %) a agua a
50 °C (agua:harina 8:1 (m/m) para formar una suspension. Se mezclé la suspensién, se afadié fitasa al 0,6 % y se
agito la suspensién durante una hora. Al cabo de una hora, se ajusté el pH a 7 y después se decant6 para eliminar
los solidos. Se centrifug6 la fase liquida mas, y se retir6 la fase de aceite de la superficie de la solucién. Se repitio el
procedimiento anterior 4 veces, generando 3,9 | de carga.

Se someti6 a ultrafiltracién la fase de agua decantada y desgrasada usando un sistema de UF (Millipore, membrana
de corte de 10 kDa). Se redujo la fase acuosa en volumen a 500 ml (aproximadamente 8 veces la concentracién) y
después se sometié a diafiltracion 4 veces con 2.800 ml de agua (700 ml por diavolumen). Se mantuvo la materia
retenida/carga de UF a 40 °C durante la concentracion y la diafiltracion. Después de vaciar las lineas de UF y la
carcasa de la membrana, se obtuvo un total de 700 ml de materia retenida.

Se enfrié la materia retenida durante la noche a 2-8 °C y luego se secd por pulverizacién (Buchi, secador de
pulverizacién a escala de laboratorio). Las condiciones tipicas de secado por pulverizacion eran una temperatura de
entrada de 180 °C y una temperatura de salida de >70 °C. Se obtuvo un total de 23,8 gramos de polvo. (Se perdio
una cantidad considerable de producto final en el secador por pulverizacién debido a la pequefia cantidad de carga
al secador por pulverizacién y las pérdidas debidas al material retenido en el secador de pulverizacién de uso
general, de escala de laboratorio). El analisis aproximado de este polvo se muestra en la Tabla 3.

TABLA 3
Analisis aproximados
Proteina (bps) 98 % (91 % tal cual)
Ceniza ND
Aceite 1,6 %
Fibra ND
Humedad 6,7 %

El polvo de proteina era de color castafio claro con un aroma minimo y tenia un ligero sabor amargo no persistente.

Se repiti6 la técnica de desgrasado que condujo a este resultado final varias veces con los resultados mostrados en
la Tabla 4.

TABLA 4
Antes del desgrasado (mg de aceite/g de Después del desgrasado (mg de aceite/g
solidos) [ % de aceite] de solidos) [ % de aceite]
1 55 [5,8 %] 6 [0,7 %]
2 55 [5,8 %] 6[0,7 %]
3 91 [9,1 %] 510,6 %]
4 94 [9,4 %] 6 [0,6 %]

Se encontrdé que la fase de aceite flotante se puede eliminar de manera eficaz y continua a través de un proceso
continuo, tal como una centrifuga de zumos de citricos o de productos lacteos, o un dispositivo similar. El proceso
tiene varias ventajas: 1) tiempo total de residencia corto en la planta (previo al secado por pulverizacion), 2) sin
disolvente y 3) permite la produccién continua de proteina soluble de alta calidad.

Como se muestra en la siguiente Tabla 5, las semillas de Brassica juncea y Brassica napus proporcionan productos
de aislados de proteina comparables cuando se procesan usando los procesos de la presente divulgacion.

TABLA 5
Analisis ,SPEC Unidades SPEC Jjuncea napus
de proteinas
Proteina (bps) % =90 90,6 90,9
Proteina (tal cual) % 285 85,9 86,1
Proteina soluble en bruto (tal cual) % 85,7 86
I(EB;CE de Proteina en bruto soluble % 99,81 99,86
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Humedad de sust. volatiles % <7 5,15 5,25
Surgsg (contenido de aceite) Tubo % 206 1,56
Cenizas % <4 3,8 1,6
Recuento aerébico de placa (SPC) ufc/g <10.000 140 2200
E. coli ufc/g -/10g - -
Salmonella ufc/g -25 g - -
Analisis ,SPEC Unidades SPEC Jjuncea napus
de proteinas

Levadura y moho ufc/g <100 10 10
Levadura ufc/g - -
Moho ufc/g - -
Aspecto del polvo castafio

Colorimetria (en seco) Hunter >L 70 66,95 63,83
Colorimetria (Liquido al 1 % a pH 7) Hunter >L 40 60,60 55,59
Densidad aparente (agua corriente) g/ml >L 0,25 0,262 0,289
Paso a través de malla 80 de EE.UU. % >90 95 95
Densidad aparente g/ml >,25 0,176 0,193

Uso de enzimas de procesamiento para eliminar sustancias insolubles

En un proceso preferido, se usan enzimas para destruir la fibra soluble y otras entidades no relacionadas con
proteinas (celulosa, hemicelulosa, pectina, etc.) para que puedan eliminarse facilmente. Estos componentes pueden
producir un producto final con niveles de proteina > 90 %. Las enzimas se usan para romper estos materiales no
deseados de modo que puedan pasar a través de la membrana de UF (10.000 Da). Con este fin, se evaluaron dos
enzimas, la cristalzima y la validasa. Un experto en la materia, basandose en las ensefianzas del presente
documento, reconocera que también se pueden usar otras enzimas que actien de forma similar.

La validasa TRL es un sistema enzimatico de multiples componentes producido por la fermentacion controlada de
una cepa no modificada genéticamente de Trichoderma longibrachiatum (también conocida como T. reesei). El
sistema enzimatico incluye un complejo de multiples celulasas y hemicelulasas que hidrolizan y despolimerizan
(descomponen) los hidratos de carbono estructurales y no estructurales (polisacaridos) de alimentos y piensos
derivados de plantas (galactosidasa, glucanasas, mananasa y xilanasa).

La cristalzima PMLX es un sistema enzimatico patentado producido por las fermentaciones controladas de cepas no
modificadas genéticamente de Aspergillus niger y Trichoderma reesei. El sistema enzimatico incluye pectinasas,
celulasas, hemicelulasas y arabinasa. La cristalzima PMLX hidroliza y despolimeriza (descompone) la pectina de
frutas y vegetales, y otros polisacaridos complejos seleccionados.

Se afadieron las enzimas cristalzima y validasa de calidad alimentaria a la suspension en la misma etapa del
proceso que la adiciéon de fitasa. Ambas enzimas (validasa y cristalzima) tienen actividad maxima a pH 5 y a una
temperatura de 53 + 2 °C, lo que coincide con las condiciones operativas para el uso de la fitasa. Como evaluacion
inicial, basada en la dosificacion sugerida en la literatura del producto, se afiadié una dosis inicial de 800 ml de
cristalzima a una sola carga de suspension en el extractor. Aunque un analisis de los datos en proceso no mostré
una mejora en el rendimiento del decantador con esta enzima a este nivel de dosificacion, hubo una ligera mejora en
la pureza de las proteinas. Como alternativa, también basandose en las recomendaciones de dosificacion
publicadas sobre el producto, se afiadieron 100 ml de validasa a la carga de suspension del extractor del mismo
tamafo. En contraste con la cristalzima, la validasa proporcioné una mejora en el rendimiento del decantador, como
lo demuestran los datos en proceso, y la pureza de la proteina se aument6 en aproximadamente un 2 % (hasta el
86 % (bps)) con respecto a los valores basales.

También se encontré que las temperaturas en el proceso de decantacion afectaron a la pureza del producto final con
temperaturas superiores a 40 °C, en comparaciéon con el funcionamiento del decantador a <20 °C, reduciendo la
pureza de la proteina por debajo del 80 %. La Figura 1 muestra la relacién de la temperatura de funcionamiento del
decantador con la pureza del producto final manteniendo constantes las propiedades de carga de la suspension al
decantador y las condiciones de procesamiento aguas abajo. Basandose en ello, cuando se redujo la temperatura
de decantacion primaria a <20 °C, los niveles de pureza de proteina en el producto final fueron > 86 %.

La presencia de componentes insolubles procedentes de una corriente del proceso tendra un efecto sobre la pureza
del producto final producido, en el que solo se desean los componentes solubles. También se sabe que la
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decantacion (o centrifugacion en general) se ve afectada por la temperatura a la que se lleva a cabo el proceso de
decantacion, porque la temperatura afecta a la viscosidad de la solucién, lo que, a su vez, afecta el rendimiento de la
centrifugacién. A medida que disminuye la temperatura, la viscosidad aumenta y, como tal, la capacidad de las
particulas insolubles para moverse a través de la solucién bajo la influencia de la fuerza G se reduce por la mayor
viscosidad a la temperatura inferior. Esto, a su vez, afecta a la capacidad de una centrifuga continua para eliminar
las particulas insolubles, afectando asi negativamente a la pureza. Por otro lado, el aumento de la temperatura
reduce la viscosidad, mejorando asi la eliminacién de las particulas insolubles. Por esta razén, los fabricantes de
centrifugas normalmente recomiendan ejecutar un proceso a la temperatura mas alta posible con el fin de aumentar
al maximo el rendimiento de separacion.

Siguiendo la recomendacién de fabricacion de la centrifuga y aumentando la temperatura de decantacion primaria
para aprovechar la mejora de la eliminacion de los sélidos insolubles, se mejord la eliminaciéon de los soélidos
insolubles. Sin embargo, la pureza del producto final se redujo debido a que la temperatura elevada hizo que mas de
los sélidos insolubles no deseados se disolvieran y se llevaran al producto final, reduciendo asi la concentracién de
proteina en ese producto final. Este resultado fue inesperado.

Se descubrié que, a medida que disminuia la temperatura durante la decantaciéon primaria, la pureza del producto
final mejoraba y la tendencia era lineal. Se produce un mejor equilibrio de la operacién de decantacion con la pureza
cuando la decantacién primaria se lleva a cabo a 18 °C. Cuando la operaciéon de decantacion se realiza por encima
de 25 °C, la pureza del producto se reduce a menos del 80 %, como se muestra en la Fig. 1. Los dos puntos a
temperaturas inferiores (temperatura del decantador <20 °C) con una pureza inferior al 80 % fueron el resultado del
procesamiento de una muestra de corriente de carga con una mayor concentracién de impurezas y de los problemas
con la eliminacién de aceite en equipos aguas abajo, y no son indicativos de la relacion entre la temperatura de
funcionamiento del decantador y la pureza del producto final.

SUMINISTRO DE FITASA

Los fitatos encontrados en los materiales vegetales son un factor antinutricional que se puede destruir usando la
enzima Fitasa. La evaluacion descrita a continuacién presenta estudios realizados para comparar el uso de la Fitasa
BASF con la Fitasa Kosher, de grado alimentario DSM, y determinar los niveles de dosificacién, las temperaturas,
los tiempos de procesamiento y otras variables de proceso para el uso de la Fitasa DSM para la reduccién o
eliminacion del fitato en los productos finales. La comparacion, realizada inicialmente en la suspension liofilizada, se
muestra en las Tablas 6-12.

Las muestras se generaron calentando el agua a 52 + 2 °C, afiadiendo al agua una harina parcialmente desgrasada,
y luego afiadiendo una cantidad predeterminada de fitasa a la suspension. Se usaron 15 minutos de mezcla vigorosa
para crear una suspension antes de afiadir la fitasa. A cada dosis, se evaluaron los tiempos de residencia de 30, 60,
90 y 120 minutos. Como referencia, se prepardé una muestra de control de acuerdo con lo anterior (manteniéndola
durante 1 hora), pero sin la adicion de fitasa. La muestra de control tenia un nivel de fitato del 2,9 %.

Tabla 6
Niveles de fitatos, %
DSM BASF* DSM BASF* DSM BASF*
Dosis de fitasa, % 0,3 0,6 1,0
30 minutos 25 2,8 1,6 23 1,4 24
60 minutos 24 25 1,6 23 1,5 2,1
90 minutos 2,0 2,3 1,5 21 1,5 21
120 minutos 1,7 25 1,3 1,9 1,3 1,9

*La dosis de fitasa BASF fue en realidad del 0,2 %, y no del 0,3 %, debido a las diferencias en la
concentracion: 10.000 FTU de BASF/g frente a 5.000 FTU de DSM/mI. La concentracién de material BASF es
el doble que la de DSM, de manera que la cantidad de material DSM administrada debe duplicarse para
suministrar la misma cantidad de FTU a la reaccion. De acuerdo con DSM, 50 mg de enzima tienen 100 FTU.
De este modo, se afadi6 eficazmente la misma cantidad de enzima. En todos los demas casos en los que se
ha realizado una comparacioén directa (Tablas 6-8), la cantidad eficaz de enzima afnadida es la misma.

La Tabla 7 presenta los valores de la Tabla 6 comparando la Fitasa DSM y la Fitasa BASF a cada nivel de dosis tras
una hora de reaccion.

Tabla 7
Comparacion de niveles de fitatos a 1 hora
0,3 % 0,6 % 1%
DSM 24 1,6 1,5
BASF 25 2,3 2,1
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En términos de rendimiento, existe una diferencia marginal entre la dosis de Fitasa DSM del 0,3 %, pero existe una
diferencia entre el 0,6 % y el 1 %, lo que indica que una dosis adecuada es de entre el 0,6 y el 1 % para la mayor
reduccion de fitato. La suspension sigue conteniendo fitato recalcitrante que no fue atacado ni destruido por la
enzima cuando se suministré6 como se ha descrito anteriormente. Un experto en la materia reconocera que DSN y
BASF son ejemplos de fitasa adecuada. También hay disponibles otras fuentes de fitasa.

Para seguir abordando el fitato recalcitrante, se centrifugaron y se analizaron las muestras tratadas. Durante la
centrifugacion de los soélidos, se encontrd que los niveles de fitato se redujeron drasticamente. La Tabla 8 muestra
que el nivel de fitato en el liquido extraido en comparacién con el nivel de fitato en suspensiéon usando la fitasa DSM
fue aproximadamente la mitad de la de la suspension.

Tabla 8
Dosificacion de liquido frente a suspension durante 1 hora
Dosis Suspension Liquido extraido
0,3 % 25 1,2
0,6 % 1,6 0,7
1% 1,5 0,6

También se encontré que el tiempo de contacto de la harina y el agua antes de la adicion de fitato tuvo un impacto
en los niveles de fitato del producto final. Preferentemente, la harina se hidrata por completo para que el fitato de la
harina entre en contacto con la fitasa con el fin de producir reacciones eficaces. Si se evita el contacto porque el
agua no haya tenido acceso a todos los intersticios de la harina, entonces se producira una reduccion significativa en
la reaccion, y los niveles de fitato permaneceran altos. Por lo tanto, se prefiere un alto nivel de hidratacion para la
destruccion del fitato. Para evaluar el efecto del tiempo de contacto entre el agua y la harina, se mezclé la harina con
agua durante varios periodos de tiempo antes de afadir la Fitasa DSM. Todas las muestras se trataron de la misma
manera, siendo la unica variable la cantidad de tiempo de mezclado antes de la adicion de la fitasa.

La Tabla 9 muestra los niveles de fitato tras la ultrafiltracion durante varios tiempos de hidratacion diferentes antes
de la adicion de fitasa. Los niveles de fitato caen como resultado de la hidratacién prolongada al aumentar el tiempo
de incubacion antes de la adicion de la fitasa.

Otro aspecto es que la Fitasa BASF, un polvo granulado, se debe disolver y dispersar por completo para que se
produzca una reaccion adecuada. La velocidad de reaccién puede verse afectada por una velocidad de disolucion
no uniforme debido a la dinamica del mezclado. Una mejor dinamica de mezclado (es decir, bombeo, cizalla,
rotacion de tanques, etc.) produce una dispersion de la fitasa mas rapida y una mayor extension de la reaccion. El
suministro de la fitasa en forma de liquido (Fitasa DSM) no padece los problemas de dispersion encontrados con
fitasa solida.

Tabla 9
Niveles de fitatos tras el procesamiento por UF
Tiempo de mezclado antes de la adicién de la fitasa % de fitatos
15 minutos 0,53
2 horas 0,49
4 horas 0,37

Basandose en los datos anteriores, hay fitato recalcitrante en la suspension después del tratamiento. Después de la
centrifugacién, el nivel de fitatos en la corriente liquida es aproximadamente la mitad del de la suspensién, y la
cantidad de fitato cae aproximadamente a la mitad tras la concentracién en la UF.

Se evalué la evaluacion adicional de los ajustes realizados en otras etapas del proceso a escala completa para
determinar la eficacia en la resolucién de los resultados de los fitatos > 1 % en el producto final.

Ejemplo 3

Para estas evaluaciones, se us6 una suspension de agua con respecto a la harina de 10:1. La suspensién de harina
se agitd sobre la placa caliente durante aprox. 1 hora a < 52 °C para descomponer completamente la harina. La
Tabla 10 muestra las etapas de calentamiento, adiciones de fitasa, tiempo de retencion, ajustes de pH, etc. Se
usaron diferentes cantidades de fitasa para tener en cuenta las diferentes concentraciones de cada proveedor. La
primera y segunda columnas comparan la misma concentracién de fitasa de las dos fuentes. La tercera columna
proporciona datos para DSM usando un método diferente de adicién, es decir, la fitasa se afiadio al agua de Ol o a
la suspension y a una temperatura ligeramente superior (= 58 °C). Tras la digestion, se centrifugaron las
suspensiones para separar la fraccién de harina del sobrenadante. Se centrifugaron muestras de 250 ml a 4000 rpm
(2.700 g) durante 10 minutos usando una centrifuga Thermo Scientific, Modelo CL31. A continuacién, se analiz6 el
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sobrenadante para el fitato (acido fitico) sobre una base liquida "tal cual”.

Tabla 10
Etapas del proceso
Etapas BASF (10.000 g) DSM (5.000 1) DSM (5.000 1) Liquido
Granular Liquido (con agua de OI)
Agua (g) 401,06 402,87 400,60
Temp (°C) 58
Adicion de fitasa (g) --- --- 0,210g
Tiempo de retencién (h) - 1h
Harina (g) 40,07 40,31 40,27 g
Temp (°C) 52 52 58
pH (Inicio) 5,79 5,76 5,74
pH 5,0 (ajustado con acido citrico al 8 ml 8 ml 5 mil
10 %)
Adicion de fitasa (g) 0,1244 0,2422 g
Tiempo de retencién (h) 1h 1h 1h
pH (Fin) 5,41 5,39 5,23
pH 7,0 (con NaOH 0,2 N) 78 ml 78 ml 80 ml
Centrifugacion/decantacion si si si
Resultados:
ID de la muestra (liquido sobrenadante) | JF-02-143-BASF JF-02-143-DSM JF-02-143-DSM-OI
Fitasa (acido fitico) tal cual 0,37 % 0,35 % 0,39 %

En una realizacion, el proceso utiliza Fitasa DSM.
Se realizaron los siguientes cambios sobre el procedimiento anterior:

1) Orden de la adicién: la enzima se afiadié tras la adicién de la harina al agua de Ol, porque la harina agrega
iones al agua. Anteriormente, la enzima se afiadia al agua de Ol a la temperatura previa a la adicion de la harina.
Sin embargo, el agua de Ol es no idnica, lo que puede causar estrés a la enzima y desnaturalizar potencialmente
la enzima volviéndola inerte.

2) Temperatura del agua de Ol: la temperatura del agua afiadida a los extractores se redujo HATA 53 + 2 °C. La
temperatura 6ptima de la enzima es de 55 °C, entendiéndose que es mejor que sea inferior a 55 °C que superior.
En los procedimientos anteriores, la temperatura tendié a ser de 56-60 °C, que estaba por encima de la
temperatura 6ptima para la actividad enzimatica.

3) Se afadi6é una etapa al proceso para reducir el pH de la suspensién a 5 + 0,2 antes de la introduccion de la
enzima. Este cambio situa a la enzima en un ambiente donde la enzima es mas activa.

4) Debido a que la cantidad de fitato en la harina puede variar, se controlan los niveles de fitato en la carga y la
cantidad de enzima ajustada para mantener el nivel de fitato en el producto final por debajo del 1 %.

Filtracion para la eliminacion de los fitatos

Una operacion de unidad clave en el proceso con respecto a la pureza del producto es el sistema de UF/DF. Estas
operaciones proporcionan los medios para eliminar los fitatos no unidos (es decir, no unidos a la proteina) de la
materia retenida, dando lugar a un producto mas puro. Para evaluar el efecto del sistema de UF/DF, se calent6 el
agua a 52 + 2 °C y se afadid6 la harina parcialmente desgrasada. Se mezclé la harina hasta que se
dispersé/suspendié adecuadamente. Se afiadi6 fitasa al 6 % (v/p) y se mantuvo durante 1 hora a la temperatura
indicada, y se retiraron los sélidos por centrifugaciéon. Se lavé la harina con 2,5 veces la masa de particulas pesadas
y liquidos extraidos combinados. Se concentré la muestra usando un dispositivo de ultrafiltracion provisto de
membranas de 10.000 MWCO, y después se sometié a diafiltracion. Se retiraron las muestras antes de la
concentracién, después de la concentracion y tras el procesamiento de cada diavolumen, y se ensay6 el residuo de
fitatos. Los datos se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11
Fitatos como resultado del procesamiento por UF
% de fitatos
Liquido extraido (tras la centrifugacion 0,5-0,7
Fraccién concentrada extraida 0,25
Diavolumen 1 (materia retenida ensayada) 0,23
Diavolumen 5 (materia retenida ensayada) 0,22

La Tabla 12 muestra los resultados de los fitatos en el producto final antes y después de realizarse por completo los
cambios anteriores, incorporando el lote 20110725 todos los cambios anteriores.

Tabla 12
Resultados de los fitatos de las muestras de produccion

Lote n.° 20110718 | 20110719 | 20110720 | 20110725 | 20110726
Fitatos, % 1,90 2,30 0,72 0,42 0,56

Evaluacion de la Centrifuga trifasica (extraccién del aceite)

Anteriormente, se habia demostrado que el grueso de la grasa presente en la fase acuosa (aproximadamente 2-
10 % del aceite en una bps de los solidos en la fase liquida) se podia separar manualmente. Se evalu6é una
centrifuga continua, trifasica, para la eliminacién continua del aceite (y la fase amarilla), que se habia separado de
una corriente acuosa de procesamiento generada mezclando harina y agua después de la extracciéon de los soélidos
de la misma, con o sin desgrasado previo de la harina, y el producto que salia de la centrifuga era adecuado para la
produccién de un aislado de proteina tras la filtracion, la diafiltracion y el secado por pulverizacion posteriores. En
general, los presentes inventores han demostrado que los contenidos de aceite de hasta el 10 % de aceite (bps) de
los sélidos disueltos pueden desgrasarse de forma eficaz mediante el desgrasado manual tras una breve exposicion
a la fuerza G (aprox. 2.900 g).

El material de partida era semillas de canola, que se habian prensado en frio para alcanzar niveles de aceite del 14
y 18 %, respectivamente, en la harina. Se us6 el control de temperatura para mantener la solubilidad nativa de la
proteina (IDP = 30). Se afiadié harina de canola (600 kg) a agua (4.200 I) a 50 £ 5 °C bajo buena agitaciéon. Se
anadio fitasa de calidad alimentaria (0,6 % v/p (harina)) y se mezcl6 la suspension durante 1 hora. A continuacion,
se ajusto el pH a 7, y se retiraron los solidos de la fase liquida usando una centrifuga de decantacién continua.
Después, se trat6é la fase liquida mediante HTST (72-74 °C) seguida de la eliminacion de los soélidos insolubles
residuales usando un clarificador de los sélidos del liquido (2 fases).

A continuacion, se proceso el liquido, que contenia proteina soluble y aceite residual, a través de una centrifuga de
desgrasado continuo de aceite que funcionaba en un modo trifasico (sélidos/liquido/liquido). Esto proporcion6 una
extraccion adicional de los soélidos residuales, asi como la eliminacion del aceite residual de la fase acuosa. La fase
acuosa contenia proteina y azucar (aproximadamente 40-48 % de los solidos presentes en el agua son proteinas y
el resto son azucar, cenizas y otros componentes solubles).

Ejemplo 4

Se emplearon dos materiales de partida diferentes: 1) torta prensada que contenia aceite al 14 % + 1 %; y 2) torta
prensada que contenia aceite al 18 % * 1 %. El fin de esto era verificar que la carga de aceite entrante no afectara
negativamente al proceso. También se evaluaron dos temperaturas diferentes 1) 15 + 1 °C; y 2) 40 + 1 °C para
determinar si la temperatura desempefia un papel en la capacidad de eliminar el aceite y la eficacia de la eliminacién
del aceite. Los estudios de laboratorio previos mostraron que la separaciéon por lotes de la capa de aceite por
centrifugacién y el desgrasado se vio facilitada por la temperatura mas fria (véase la Tabla 13). Sin embargo, debido
a que las centrifugas continuas suelen funcionar mejor a temperatura mas caliente, esto se evalu6 una vez mas.

Tabla 13
Efecto de la temperatura en la eliminacion del aceite del lote
wesia | Temperaura | Aceleodietio (igi00 mde |k co e 0o
Control Sin desgrasado 153 3%
1 15°C 6 0,1%
2 40 °C 17 0,4 %
3 60 °C 14 0,4 %
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También se investigoé el nimero de pasadas a través de la centrifuga necesarias para llevar el nivel de aceite a un
nivel aceptable. Las multiples pasadas a través de la centrifuga indican el numero de centrifugaciones que es
necesario realizar en serie para mantener los procesos comerciales de una manera continua, de una pasada.
Ademas, se investigé la velocidad del procesamiento. Cuanto mas rapido se carga un material a la centrifuga, menor
sera el tiempo de residencia del material que pasa a través. La alicuota 1 comprendia la fase acuosa de la
extraccién acuosa de la torta prensada con un 14 % de aceite; la alicuota 2 era la fase acuosa de la extraccién
acuosa de la torta prensada con un 18 % de aceite.

En una primera operacion, se equilibraron 400 | de alicuota 1 a temperatura de 15 + 1 °C en un tanque con agitacion.
A continuacion, se cargd el contenido en la centrifuga a una velocidad de 120 I/h. En el transcurso de la operacion,
el recipiente se limpié cada 45-60 minutos. Esto era necesario porque se observo que el nivel de sélidos era un
problema y que los componentes internos de la centrifuga no permitian que la fase de aceite se retirara de forma
continua. Esto permiti6 la eliminacién de los sélidos y la eliminacion del aceite acumulado. Algo de la parte superior
de la fase liquida adyacente al nivel de aceite, que se separé con el aceite, se segreg6 y se devolvié al tanque para
su posterior procesamiento. Se recogieron las particulas pesadas (que contenian soélidos insolubles y parte del
aceite recogido en el cuenco) y se pesaron por separado. Se recogié toda la primera pasada a través de la
centrifuga y se pasoé a través de la centrifuga una segunda vez durante 60 minutos.

En una segunda operacion, las condiciones eran las mismas, a excepcién de que la cantidad de solucion del
proceso se redujo a 200 | y la temperatura se aumentd a 40 + 1 °C. El recipiente se limpié cada 45-60 minutos y
luego se repiti6 el proceso durante 60 minutos mas. La velocidad de carga era de 120 I/h.

La tercera y la cuarta operacion usaron 200 | de carga inicial de la alicuota 2 procesada a 40 °C y 15 °C,
respectivamente. El cuenco se limpi6 tras 30 minutos de procesamiento, seguido de 1 hora para la segunda pasada.

Se recogieron muestras de las cargas (alicuotas 1 y 2) y durante el procesamiento para evaluar el efecto de la
eliminacion del aceite. Los resultados se tabulan a continuacion (Tabla 14).

Tabla 14
Efecto de eliminacion del aceite usando una centrifuga de desgrasado
Muestra Temperatura Extraccion de aceite (mg/100 ml de % de aceite (bps) de
solucion)? (pasada 1) los sélidos (pasada 1)
Alicuota 1 (Control)2 Sin desgrasar 394 9,2
Alicuota 1 15°C 6 (26) 0,2 (0,6)
Alicuota 1 40 °C 1 0,03
Alicuota 2 (Control)® Sin desgrasar 144 3,3
Alicuota 2 — 15 °C 15°C (5) 0,2)
Alicuota 2 — 40 °C 40 °C 4 0,1

aDerivado de la torta prensada en frio al 14 %(el 14 % indica el aceite residual de la torta prensada).

bDerivado de la torta prensada en frio al 18 %(el 18 % indica el aceite residual de la torta prensada).

®Material antes de realizar la extraccién del aceite.

dSe muestran los datos de la pasada 2 a menos que se indiquen entre paréntesis.

En el caso de las alicuotas 1y 2, se omitié el muestreo de la pasada 1 para la condicién de 40 °C. Tampoco se
tomaron los datos de la pasada 2 para la alicuota 2, a 15° C.

Los datos muestran claramente que la centrifuga de desgrasado de aceite elimina el aceite de forma eficaz de la
corriente del proceso. A modo de comparacion, la centrifuga de desgrasado de aceite elimind el aceite a un nivel de
1y 6 mg de aceite/100 ml de solucion de proceso para 0,03-0,2 % de aceite (bps) de la proteina disuelta.

Estudios de filtracion

Si bien se encontrdé que el desgrasado fisico usando una centrifuga de multiples etapas era un medio eficaz de
reducir de manera significativa el aceite, se utilizé la filtracion para retirar adicionalmente los solidos no disueltos y el
aceite restante de la proteina disuelta en la solucién de extraccion acuosa. Se encontré que la filtracion subsiguiente
usando un filtro Millipore fue eficaz en la eliminacion del aceite traza mientras que se mantenia la pureza de la
proteina. Se evalu6 una serie de tamarios de filtro Millipore (0,22, 0,45, 0,65 um) para el flujo, la permeabilidad a la
proteina y la retencion de aceite. En todos los ensayos, el volumen recuperado de la carga de entrada result6 variar
del 83 a 93 % de la carga.
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Ejemplo 5

MF de 0,22 um (después de la carga mediante HTST):

Se concentraron 6,4 | de material 12,8 veces y se carg6 a través de un filtro de 0,22 um. El filtro de 0,22 um retuvo el
100 % de los 4 g disponibles de aceite en la fraccién retenida, dejando la fraccion permeada con < 0,01 % de aceite
(bps). Aunque el 57 % de la proteina disponible se transfirid a la fraccion permeada, la disminucion significativa del
flujo (80 % de disminucion en el flujo) resultdé ser inaceptable. Sin embargo, se cree que la pérdida de flujo puede
deberse al cambio de tamafo/estructura de las proteinas debido a la exposicion a altas temperaturas mientras pasa
a través de la unidad de pasteurizacion de HTST.

A continuacion, se proceso la fraccion permeada obtenida a partir de esta etapa de filtracion a través de un sistema
de UF de tamario de laboratorio para eliminar los azlcares y otras impurezas, y se analizo la fraccién retenida por
UF resultante. Se obtuvo una concentracién de 6 veces la carga de UF (fraccion permeada de M.F). A continuacion,
se sometid la fraccion retenida de UF a diafiltracion con 4 diavolimenes para eliminar los ultimos restos de
azucares. A continuacioén, se sec6 el producto de la diafiltracion por pulverizacién; el contenido de proteina resulté
ser del 87,9 % (bps). Esto mostré una mejora significativa con respecto al material sin MF (mismo lote madre de
solucion del proceso) que tenia una pureza de solo el 76,5 % (bps).

Basandose en estos datos obtenidos usando el filtro de 0,22 um, se evaluaron otros tamarios de filtros Millipore para
optimizar la combinacién del flujo, de la recuperacién de proteina y de las capacidades de retencién de aceite.

MF de 0,45 um (antes de la carga tratada por HTST):

Primero se separé el 50 % de la materia insoluble de la carga usando una centrifuga de laboratorio. A continuacion,
se concentr6 el material de carga 12 veces. Basandose en los datos del ensayo, el filtro de 0,45 um retuvo
practicamente toda la cantidad disponible de 42 g de aceite del material de carga, ya sea en la fraccion retenida o en
el propio filtro, dejando un 0,21 % de aceite (bps) en la corriente permeada.

Primero se procesé el material de carga a través de un desgrasador Westfalia y luego se refriger6 durante la noche.
La carga se concentr6 12,8 veces. Aunque el filtro retuvo esencialmente la totalidad de los 3,4 g disponibles de
aceite de la carga, resultando en el 0,20 % (bps) de la fraccion permeada, solo se transfirié el 15 % de la proteina
disponible a la corriente permeada debido al efecto de la pasteurizacion sobre el tamafo/la estructura de las
proteinas.

MF de 0,65 um (después de la carga tratada por HTST)

Primero se procesé el material de carga a través de un desgrasador Westfalia y luego se refriger6 durante la noche.
La carga se concentrd 12,8 veces. El caudal disminuyd un 92 % durante la filtracion de los primeros 3,5 | de material.
El sistema se apag6é tras procesar 4 | de material, ya que el flujo se habia detenido por completo.
Independientemente de ello, la corriente permeada solo contenia 0,4 g de los 2,4 g disponibles de aceite en la carga
y el 47 % de la proteina disponible (bps). De nuevo, este bajo porcentaje de proteina se atribuyé a la muestra
obtenida tras el HTST y, posiblemente, a la refrigeracion durante la noche previa a la filtracion.

MF de 0,65 um (antes del desgrasador/antes de HTST):

Ensayo 1: se redujo el caudal en un 55 % (de 200 ml/min a 90 ml/min) durante la filtracién de 6 | de material. Sin
embargo, se transfiri6 mas del 95 % de la proteina disponible a través del filtro a la fraccion permeada. Basandose
en el balance de masa volumétrico, el material de carga se concentrd 20 veces. El volumen perdido en el sistema
fue de 500 ml (o del 8 %). Sin embargo, se transfirieron 4,3 g de aceite de los 34 g disponibles en la carga a la
corriente permeada. Si bien se trata de una gran cantidad de aceite transferido en comparacién con los otros
ensayos, la carga también tenia un contenido de aceite mucho mayor que los materiales de carga de los otros
ensayos de filtracion.

Ensayo 2: una segunda muestra ensayada con el filtro de 0,65 um mostré una reduccién del 80 % en el flujo a lo
largo de los 6 I, y gener6 una concentraciéon del material de carga de 14,6 veces. En cuanto a la pérdida de flujo, es
importante sefalar que este material de carga tuvo el nivel mas alto de aceite, midiendo el 28 % (bps), lo que puede
haber contribuido a la reduccién del flujo. La materia retenida contenia aproximadamente el 6 % (bps) de la proteina
disponible del material de carga, lo que indica que la filtracidon tuvo éxito en la transferencia del grueso de la proteina
de la carga a la fracciéon permeada.

Ensayo 3: se centrifugé la solucion del proceso refrigerada y se extrajo la materia oleosa de la superficie para reducir
la cantidad total de aceite que pasaba a través del filtro Millipore. Esto redujo el aceite del 19 % al 5 % (bps). El
caudal cay6 en un 70 % desde el caudal de partida durante la filtracion de 5,9 | de carga. El aceite transferido a la
fraccion permeada fue de 0,4 g de los 9,2 g disponibles en el material de carga (0,33 % bps), y la extraccion de
proteina a la fraccion permeada fue del 72 % bps. Esta alta obtencion de proteina también puede atribuirse, en

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2626434 T3

parte, a la mayor reduccion en el volumen de carga en 14,8 veces, lo que transfiere mas proteina a la corriente
permeada. La refrigeracion previa a la filtracion puede haber causado la reduccion de la eficiencia del sistema.

Ensayo 4: este material también se desgrasé antes de la filtracion a través de MF. La carga desgrasada contenia el
9,22 % (bps) de aceite 0 25,4 g/7,6 |. El flujo se redujo en un 69 % con respecto al caudal de partida de 61 ml/min
durante la filtracion de 7,6 |. La carga se concentr6 12,6 veces. Se transfirié 1,0 g de aceite a la fraccion permeada a
partir de los 25,4 g disponibles en la carga (o el 0,53 % bps). Ademas, se transfirié el 70,0 % de la proteina de la
carga soluble disponible satisfactoriamente a la corriente permeada durante la filtracion.

En esta evaluacion, la extraccion del 70 % es inferior a la extraccion del 95 % de las evaluaciones previas. Las
diferencias notables fueron:

Volumen de carga: paso de un 20 % mas de volumen a través del filtro MF por unidad de superficie.
Solidos/Proteina: mas sélidos (12 % (bps)) y 31 % (bps) mas de proteina que en el ensayo 1.

Aceite: significativamente mas aceite en 35 g que el ensayo 2 cargado solo con 25 g de aceite, la fraccion
retenida recuperada del ensayo 1 fue del 78 % del aceite disponible, mientras que, en el ensayo 2, solo se
recuperé el 70 % en la fraccion retenida. El ensayo 1 permitié que el 12,4 % del aceite disponible pasara a través
a la fraccién permeada con una pérdida total del 10 % al sistema, mientras que el ensayo 2 solo permitié la
transferencia del 3,7 % del aceite disponible a la fraccién permeada, pero mostré6 una pérdida del sistema del
27 % de aceite. Parece que el propio filtro de MF retuvo mas aceite por unidad de superficie en el ensayo 2 que
en el ensayo 1, lo que podria haber limitado la eficiencia del filtro de MF.

Basandose en lo anterior, a continuacion, se describe la configuracion, filtracién, andlisis y balance de masa de una
evaluacion con PVDF de 0,65 um (fluoruro de polivinilideno), filtro de MF, incluyendo el procesamiento adicional a
través de la membrana UF antes del secado por pulverizacién. Este material de carga se gener6 en un
funcionamiento continuo de la planta de producciéon en una proporcion de 8:1 de agua con respecto a la harina.
Como resultado de ello, no hubo ninguna etapa de refrigeracion. Se anadio fitasa a un caudal del 1,2 % de adicién
de harina. La descripcion anterior es un ejemplo de un equipo adecuado, tamafio de membrana y material de
membrana. Sin embargo, el experto en la materia, basandose en las ensefianzas del presente documento,
reconocera que hay alternativas adecuadas que pueden proporcionar resultados similares.

Se recogié una muestra de 10 | y se proceso (antes de desgrasar/antes de HTST). El equipo usado comprendia:

Unidad de microfiltracion Millipore Pellicon 2 Mini (UPP-UOQ.1 0,65 um), Membrana Durapore, material de PVDF,
superficie de la membrana de 0,1 m?

UF- Cartucho Prep/Escala TFF 6ft2, Poliétersulfona 10 K PTGC,

Bomba- MasterFlex Modelo 77410-10 con una velocidad variable (de 33 a 650 rpm), y

Centrifuga: Thermo Scientific CL-31.

Desgrasado: se centrifugd el material en alicuotas de 250 ml usando la centrifuga Thermo Scientific CL-31 a 4.000
rpm (2.700 g) durante 10 minutos. Se retird con una pipeta cualquier materia oleosa de la superficie y se volvieron a
mezclar los sélidos asentados en solucion para su posterior procesamiento. Esto proporcioné aproximadamente 8
litros de material para procesamiento posterior.

Filtracion Millipore: se calent6 la solucién tras el desgrasado hasta 52 °C (z 2) en alicuotas de 2 I. El pH del liquido
de ensayo fue de 7,44.

Velocidad de permeacion (Caudal): la Figura 2 muestra el cambio en el flujo durante el tiempo de funcionamiento,
que también es una funciéon del volumen procesado. Como era de esperar, hubo una reduccién significativa del
caudal después del procesamiento de los primeros 3,5 litros, y el caudal se estabilizé a aproximadamente 20 ml/min
mientras se procesaban los Ultimos 4 |. La Tabla 15 muestra los volumenes de balance de masa (MF). Una pérdida
calculada de aproximadamente 350 ml (4,6 %) se debid al material perdido en la tuberia, por evaporacion en la placa
de coccidn, etc.

TABLA 15
Volumenes de MF
Material de carga extraido (disco Alpha Laval) 7.600 ml 100,0 %
Fraccién retenida por MF 600 ml 79 %
Fraccién permeada por MF 6.650 ml 87,5%

Ultrafiltracién/Diafiitracion: se calenté la fraccion permeada por MF descrita anteriormente hasta aproximadamente
35 °C y se proceso a través de la unidad de UF. Se proces6 un volumen total de 6.300 ml a través de la unidad de
UF y después se sometio a diafiltracion.
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Secado por pulverizacién: se secaron por pulverizacion aproximadamente 600 ml de material y se recogieron todas

las fracciones de la muestra para el andlisis y el procesamiento adicionales. Los liquidos se ensayaron para
determinar el contenido de proteina y se secaron muestras adicionales de volumen conocido en el horno a 90 °C
antes de determinar los sélidos y el contenido de aceite en una base de peso en seco (bps). Los resultados se
muestran en la Tabla 16.

Tabla 16
RESULTADOS DE LOS ENSAYOS
. Masa (g) de
Aceite Masa de
0, 0, 0, 0,
Descripcion de la Vol A’ de % d,e %o c!e % Qe (mg/ muestra aceite
seco | solidos | proteina | proteina | aceite seca para .
muestra . . 100 L aislado
(ml) (bps) (Liq.) (bps) (bps) ml) el analisis (mg)
del aceite 9
Solucién del proceso 455 3-78 1,50 38,0 13,8 52 3,0088 42
Disco —
desgrasado/centrifugado | 475 3,62 1,35 39,3 9,22 33 3,0112 28
en laboratorio
Fraccién permeada de
la MF — 0 65 135 2,71 1,17 38,6 0,53 1 1,0000 1
Fraccion retenida de la
MF — 0,65 405 10,23 4,00 40,6 28,8 295 3,0087 87

Balance de Masa de la MF (aproximado). La Tabla 17 muestra el balance de proteina y aceite del proceso de MF.
Basandose en las pérdidas calculadas, el 100 % de la proteina soluble disponible se atribuye a las fracciones
permeada o retenida. La proteina soluble disponible fue del 91,6 % de la proteina total en el material de carga del
Alpha Laval. De esto, se transfirid6 el 70 % de la proteina soluble total disponible directamente a la corriente
permeada mediante filtracion MF. Ademas, al diafiltrar la fraccion retenida de la MF, la proteina soluble extraida
podria haber sido tan alta como de 76,5 g de los 99,3 g disponibles o de una recuperacion del 77,0 %. Se pueden
transferir otros 3,8 g (5,0 g de proteina x 77,0 % de recuperacion) de proteina soluble de la pérdida de carga global
en volumen a la fraccion permeada. Ademas, se retir6 mas proteina mediante el muestreo de 135 ml de fraccién
permeada para el secado en el horno, correspondientes a otros 1,4 g de proteina. Los ensayos mostraron que la
fraccion permeada contenia aproximadamente el 4 % del aceite disponible que pasé a través de la membrana de MF
a la fraccion permeada, mientras que el 70 % del aceite se mantuvo en la fraccién retenida por MF. Mediante el
célculo de la pérdida potencial de aceite a través de la pérdida de carga, se contabilizd6 mas aceite al 4 %. Segun un
balance de masa, aunque solo se recuper6 el 78 % del aceite total disponible del liquido de carga mediante el
balance de masa, una gran parte del 22 % (5,2 g) que faltaba comprendia la retencion de aceite en el filiro de MF.

Tabla 17
Balance de masa de MF (aproximado)
Proteina . .
Material Proteina (g) extraida Aceite (g) Ac:/elte extraido
(% en peso) (% en peso)

Carga (desgrasada en laboratorio) 108,4 100 25 ---

Pérdidas de volumen de carga’

Pérdida por la proteina insoluble? 9,1 8,4 -—- -—-
Proteina (soluble) disponible total? 99,3 91,6
Fracciéon permeada de MF 69,5 70,0 1,0 4

Pérdida en la corriente retenida® 7,0 7,0 - -

Muestra retirada* 1,4 1,4 - -

Pérdidas de volumen de carga’ 3,5 35 - -
Pérdidas totales incluyendo la fraccion 814 82.0 10 4
permeada
Fraccion permeada de MF® 18,0 18,1 17,7 70

Pérdidas de volumen de carga’ 1,1 1,1 1.1 4
Pérdidas totales incluyendo la fraccion
retenida 19,1 19,2 18,8 74
Proteina (soluble) extraida total (%) 101,3 78

Se recogié una pequefia parte de la fraccion retenida y se sec6 en horno para determinar el % de solidos en una
base de peso en seco; el resto se seco por pulverizacion.
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Tabla 18
Analisis aproximado (secado por pulverizacion)

L . % de proteina | % de aceite .
Descripcion de la muestra Vol seco (ml % de sélidos . Fitato

P (mh | % (bps) (bps)
(Secado en horno) 25 5,05 93,7 de media ND ND
Entrada en fraccion retenida de . 932 024 118
UF (secado por pulverizacién) ’ ' ’

Pureza proteica (comparacion): se tomd la corriente de carga liquida de la corriente de produccién en proceso. El
mismo material procesado en la planta produjo una pureza del 79,1 % (bps); mientras que el material procesado en
el laboratorio produjo una pureza de > 90 % (93,2).

Perfil de aminoacidos (comparacién): la siguiente comparacién de aminoacidos solubles del producto final se
normaliza con respecto al 100 % de los aa. El perfil es esencialmente invariable con respecto al del material de
partida.

TABLA 19 _
PERFIL DE AMINOACIDOS:
Produccion | T ot puerizacion) | valor de produceion)
aa con azufre 2,85 3,93 2-3
aa aromatico 5,43 6,41 5-6
BCAA 11,71 14,36 11-12
AAS 1,09 1,01 1-2
Perfil de aminoacidos — 18 primarios [g de aa/100 g de proteina]
Acido aspartico 9,92 9,59 9-10
Acido glutamico 18,66 20,54 18-20
Serina 5,39 5,27 5-6
Glicina 5,81 5,84 5-6
Histidina 3,38 3,01 3-4
Arginina 7,44 7,64 7-8
Treonina 493 423 4-5
Alanina 4,75 4,81 4-5
Prolina 5,35 5,93 5-6
Tirosina 3,76 3,41 3-4
Valina 511 4,84 5-6
Metionina 2,33 2,28 2-3
Cistina 1,64 2,01 1-2
Isoleucina 3,96 3,69 3-5
Leucina 7,24 7,16 7-8
Fenilalanina 3,80 3,60 3-4
Lisina 5,22 4.84 5-6
Triptéfano 1,35 1,31 1-2
Aminoacidos totales 100,00 100,00

Observaciones visuales

La Figura 3 es una fotografia que compara la imagen visual del polvo procesado en el laboratorio/secado por
pulverizacién en comparacion con dos lotes previos de proteina producida de manera continua. El producto secado
por pulverizacion de laboratorio tiene un color claramente més claro con una consistencia mas pulverulenta.

Basandose en los datos obtenidos de las evaluaciones del filtro Millipore descritas anteriormente, se encontré que el
filtro de 0,65 um era el mejor en generar un caudal alto y permitir la permeacion de las proteinas a través del filtro
mientras retenia el aceite en el lado de carga del sistema. Ademas, se concluyd que el uso de la microfiltracion
Millipore mejora la pureza de la proteina alcanzable como se observa comparando el material secado por
pulverizaciéon de este experimento al 93,2 % (bps) con la pureza del material generado en la planta a solo el 79,6 %
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de proteina. Sin embargo, basandose en estos datos, se usara un filtro de 0,4-0,8 um, dependiendo del rendimiento
real en uso, en el proceso continuo. Se adjunta como la Figura 4 A y B, que representan un diagrama de flujo de un
solo proceso, un diagrama esquematico que muestra las diversas etapas de separaciéon de la torta prensada de
canola en las partes insoluble y soluble para producir

a) un aislado que comprende una alta concentracién de proteinas de canola solubles;
b) una fase soluble no proteica que comprende principalmente azucares, y una harina huimeda que comprende
particulas insolubles, siendo dichas particulas insolubles proteinas primariamente insolubles.

Las condiciones de funcionamiento expuestas en las Figuras 4A y B se seleccionaron basandose en las diversas
evaluaciones expuestas anteriormente. El material de carga era una semilla de canola triturada con
aproximadamente el 14 % de aceite preparada mediante el proceso de prensado en frio descrito anteriormente. Para
mostrar el beneficio de la microfiltraciéon, se proyecta que el producto de la ultrafiltracion y del secado por
pulverizacién, con y sin microfiltracion, basado en datos previos, es como se enumera en la Tabla 20. MF1 se
proporciona como un filtro para la corriente de liquido desde el desgrasador. MF2 se proporciona para filtrar y
recuperar la proteina soluble del agua de lavado usada para limpiar las superficies internas del equipo de
procesamiento y los recipientes. La Tabla 21 proporciona una comparacién de la distribucion del peso molecular del
producto secado por pulverizaciéon seco, con y sin MF, y la concentracién real de proteina soluble y de aceite
residual medida en una base libre de humedad. El IDP es esencialmente igual al de la torta prensada mostrada en la
Tabla 2. Debe observarse que la eliminacién de la humedad residual del producto secado por pulverizacién
proporciona una concentracion de proteina de al menos el 93 %.

TABLA 20
PROPIEDADES PROYECTADAS DE LOS AISLADOS
SIN MF | CON MF
. Fibra/Celulosa 2,00 % |Fibra/Celulosa 0,00 %
FRACCION Proteina soluble 12,00 % | Proteina soluble 11,00 %
RETENIDA POR UF | Proteina insoluble 2,00 % | Proteina insoluble 0,00 %
Hidratos de carbono solubles 0,90 % | Hidratos de carbono solubles 0,90 %
Cenizas 0,40 % | Cenizas 0,04 %
Aceite 0,40 % | Aceite 0,00 %
Agua 82,6 % |Agua 87,6 %
Fibra/Celulosa 10,7 % | Fibra/Celulosa 0,0 %
SECADO POR Proteina soluble 64,2 % | Proteina soluble 86,7 %
PULVERIZACION Proteina insoluble 10,7 % | Proteina insoluble 0,0 %
(INCLUYE Hidratos de carbono solubles 4.8 % | Hidratos de carbono solubles 6,8 %
HUMEDAD) Cenizas 2,1 % |Cenizas 0,3%
Aceite 2.1 % |Aceite 0,0 %
Agua 5,3 % |Agua 6,1 %
TABLA 21
PRODUCTO SECADO POR PULVERIZZACION
Masa molecular [kDa] (no MF) (MF) Intervalo (basado en la MF)
300 26 % 26 % 25-30
300-50 5% 6 % 5-10
50-30 4% 5% 2-7
30-10 15 % 20 % 15-25
10-5 25 % 22 % 15-25
<5 23 % 18 % 15-25
Pureza de proteinas (bps) 79 % 93 %
Aceite 4% 0,24 %

En una realizacién, por tanto, hay un aislado de proteina que comprende:

(i) una primera parte de proteinas que tienen un peso molecular superior a aproximadamente 300 kDa, en el que
la primera parte representa entre el 25 y el 30 % de la proteina total;

(i) una segunda parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 30 y 10 kDa, en el
que la segunda parte representa entre el 15y el 25 % de la proteina total;

(i) una tercera parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 10 y 5 kDa, en el que
la tercera parte representa entre el 15y el 25 % de la proteina total.

(i) una cuarta parte de proteinas que tienen un peso molecular inferior a aproximadamente 5 kDa, en el que la
cuarta parte representa entre el 15y el 25 % de la proteina total;
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Ejemplo 6
El siguiente ejemplo es un proceso general para los productos proteicos producidos en el Ejemplo 7-10.

Se prenso la semilla de canola en frio para lograr niveles de aceite del aprox. 12 % en la harina, pero conservando la
solubilidad nativa de la proteina (IDP — 30) como resultado de no usar temperaturas elevadas. Se afiadié harina de
canola (850 kg) a agua (7.000 I) a 50 + 5 °C bajo buena agitacion. Se ajustd el pH a 5 + 0,2 con acido citrico de
calidad alimentaria (o cualquier otro acido de calidad alimentaria). Se afadié fitasa de calidad alimentaria (1,2 % v/p
(harina)) y Validasa (0,1 % p/p (harina)) y se mezclé la suspension durante 1-2 horas. A continuacion, se ajusto el
pH a 7 con hidroxido de sodio (o cualquier otra base de calidad alimentaria). Tras el ajuste del pH, se afadio
opcionalmente mas agua para conseguir el nivel de sélidos deseado (v/v). En este caso, se traté el 30 % de los
solidos (v/v) mediante la adicién de 2.400 | de agua. Se repitié el proceso anteriormente mencionado para generar
un volumen deseado de suspension.

Se retiraron los solidos de la fase liquida usando una centrifuga de decantacién continua a aproximadamente 3.000
g y dos centrifugas continuas de discos, en serie (8300 g y >10.000 g, respectivamente). A continuacioén, se proceso6
el liquido clarificado (es decir, retirado de los sélidos) a través de una tercera centrifuga continua de discos (>6000 g)
disefiada para eliminar el aceite de la fase acuosa. La temperatura de procesamiento a través de la centrifuga de
decantacion se mantiene por debajo de 20 °C. La temperatura de procesamiento a través de toda la pila de discos
se mantuvo por encima de 50 °C.

La fase acuosa clarificada y desgrasada se tratd entonces mediante HTST (pasteurizacion a corto tiempo a
temperatura elevada) (72-74 °C) para el control microbiologico y la seguridad, y luego se procesé a través de un
proceso continuo de ultrafiltracion/diafiltraciéon, que separa los azucares, las cenizas y las impurezas de las proteinas
y concentra las proteinas. La solucién de proteina concentrada resultante se seca por pulverizacion.

Estudios de las semillas

En una realizacién, los procesos de la presente divulgacién son utiles para procesar las semillas de canola, y la
harina de canola, las semillas de colza, semillas de mostaza, semillas de brécoli, semillas de lino, semillas de
algodon, semillas de cafiamo, semillas de cartamo, semillas de sésamo y harina de soja se pueden procesar de la
misma manera para proporcionar productos finales de alto contenido de proteinas.

En una realizacion de la divulgacion, la fuente de semillas comprende semillas de canola o harina de canola, por
ejemplo, Brassica juncea o Brassica napus.

Ejemplo 7

B. napus se evalu6 como fuente de semillas. La semilla de napus tiene niveles ligeramente superiores de proteina
(21-24 %) en comparacion con juncea, y un IDP significativamente mayor (25-30 de juncea frente a 35-40 de napus).
napus se proces6 de acuerdo con la presente divulgacién y se encontré que tenia el siguiente perfil de aminoacidos
mostrado en la Tabla 22:

Tabla 22
Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie4 Intervalo
Acido aspartico 7 6,88 6,66 6,67 6-7
Acido glutamico 16,4 17,3 18,4 18,6 16-19
Serina 3,86 4,07 3,92 3,79 3-5
Glicina 4,02 4,23 4,18 412 4-5
Histidina 2,39 2,73 2,84 2,65 2-3
Arginina 5,72 5,94 6,09 5,97 5-7
Treonina 3,51 4,06 3,57 3,34 3-5
Alanina 3,57 3,69 3,60 3,54 3-4
Prolina 4,92 54 5,60 5,60 4-6
Tirosina 2,31 2,39 2,36 2,32 2-3
Valina 3,88 3,98 3,89 4,00 3-4
Metionina 1,73 2,03 1,88 1,88 1-3
Cistina 1,98 2,42 2,58 2,70 1-3
Isoleucina 3,18 3,14 3,12 3,57 3-4
Leucina 5,82 5,89 5,77 6,41 5-7
Fenilalanina 3,49 3,43 3,30 3,22 3-4
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Lisina 4.8 5,46 5,27 5,48 4-6
Triptofano 1,08 1,12 1,14 1,20 1-2
Aminoacidos totales 79,7 84,2 84,2 85,1

Ademas, los 4 lotes de napus ensayados resultaron tener <2 % de aceite (ST).
Ejemplo 8

Se examin6 el efecto de la dilucion de la harina de semillas con agua, con un intervalo de 1:5 a 1:14, para
determinar su influencia global sobre el rendimiento y la pureza del producto. El aumento de la relacién de dilucién
tiene la consecuencia de requerir mas agua, lo que también reduce la cantidad de sélidos que salen de la
ultrafiltracion. La ultrafiltracion funciona sobre el principio del volumen y la reduccion del volumen, y el aumento de
sélidos en la UF se muestra como una reduccién del flujo a lo largo del tiempo.

A una dilucién de 1:10 de disolvente acuoso con respecto a la harina de semilla oleaginosa, se obtuvo el siguiente
perfil de aminoacidos del producto de proteina que se muestra en la Tabla 23:Tabla 23

Serie 1 Intervalo

Acido aspartico 6.93 6-7
Acido glutamico 19 18-20
Serina 4,33 4-5
Glicina 4,33 4-5
Histidina 2,96 2-3
Arginina 6,16 6-7
Treonina 3,65 3-4
Alanina 3,72 3-4
Prolina 6,02 6-7
Tirosina 2,32 2-3
Valina 417 4-5
Metionina 1,97 1-2
Cistina 2,58 2-3
Isoleucina 3,41 3-4
Leucina 6,31 6-7
Fenilalanina 3,6 3-4
Lisina 5,37 5-6
Triptéfano 1,22 1-2
Aminoacidos totales 88,1

Una vez que la harina de semilla oleaginosa se mezclé con el disolvente acuoso y, opcionalmente, se mezclé con
fitasa y se ajusto el pH, la mezcla se procesé en una centrifuga de decantacion. La centrifuga de decantacion no se
vio afectada por la relacion de diluciéon usada. A velocidad mas baja (de aproximadamente 50 litros por minuto) hubo
aproximadamente un 4 % de sélidos en la fraccion resultante, que aumenta hasta el 5 % a medida que aumenta la
velocidad 110 Ipm (todo a <20 °C).

A continuacion, se transfirid la fraccidon resultante de la centrifuga de decantaciéon a dos centrifugas de discos (en
serie). Ambas pilas de discos (Pila de discos 1 (PD1)-Alpha Laval Brew 2000, Pila de discos 2 (PD2)-Westphalia
CSA160) se vieron afectadas minimamente por el cambio en la dilucién. Las centrifugas se operaron a velocidades
ligeramente mas lentas para permanecer en la especificacién (PD1 <1,5 %, PD2 <0,2 %). PD1 se pudo aumentar
hasta 90 Ipm en cuyo punto comenzo a eyectar mas solidos que la especificacion. Por consiguiente, PD2 tuvo que
ser ralentizada, porque estaba sobrecargada. Mantenerse por debajo del 1,5 % de sélidos en PD1 permite alcanzar
< 0,2 % de solidos en PD2.

A continuacién, se sometié la fraccion resultante obtenida de las centrifugas de discos a una centrifuga de
extraccion de aceite. El desgrasador (Westfalia MSE500) no se vio afectado por el cambio en la relacion de dilucién.
No hubo indicadores de rendimiento que no cumplieran con las especificaciones. El desgrasador se operé a 300 Ipm
con una descarga del 2,5-3 %. El rechazo del lado del aceite era emulsion de aceite al 40-60 %, en general,
promediando por debajo del 50 %.
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Después de la centrifuga de desgrasado, se sometié entonces la fraccion resultante a ultrafiltracién. Se sometio la
fraccion resultante a ultrafiltracion durante 6 horas, en donde la lectura brix en la fracciéon retenida de UF subi6 a 26 -
normalmente el nivel brix en la UF seria de 19-21 - lo que indica un aumento del % de so6lidos, como se esperaba. El
cambio en la dilucion (aproximadamente el 20 %) aumenté el brix maximo observado por una cantidad similar, como
era de esperar. Pmax se alcanzé tras 4 horas de tiempo de procesamiento. Pméax generalmente ocurre 5-7 horas
después de comenzar la produccién. De nuevo, como era de esperar, esto proporciona mas pruebas de los mayores
niveles de sélidos en la fraccién resultante y, por consiguiente, el proceso global se ajusta de manera sencilla para
tener en cuenta el aumento de solidos. Ademas, debido a la dilucion reducida, la cantidad de solucién por procesar
disminuyd en consecuencia, lo que contribuy6é a no tener que poner la UF en reciclaje ni detener la produccion en
ningun punto.

El ajuste del nivel de diluciéon no afect6 al secado por pulverizacion. La densidad aparente del producto secado por
pulverizacién fue de 0,273. El napus ha retornado densidades aparentes de 0,193-0,263: las densidades aparentes
variaran basandose en los sdlidos de la carga. En términos generales, napus ofrece, como media, mayores
densidades aparentes que juncea (> 0,2). La densidad para este ejemplo fue de 0,39, que nuevamente es
ligeramente superior a los lotes diluidos (0,36-0,37) y superior a juncea (normalmente < 0,3).

Estudios de la temperatura

En una realizacion, la temperatura de cualquiera de las fases (es decir, fase liquida, fase solida) producida durante
los procesos de la presente divulgacion se ajusta en cualquier punto durante el proceso. Por ejemplo, en una
realizacién, se calienta la fase liquida (tras la separacién de la suspensién) hasta una temperatura de entre 30 °C y
70 °C, o de entre 40 °C y 60 °C, o aproximadamente 50 °C, antes de someterla a una separacién del liquido (tal
como en la pila de discos y/o proceso de centrifugacién de desnatado). En otra realizacion, la temperatura de la
suspension sometida a la separacion (por ejemplo, centrifuga de decantacion) es superior a 0 °C, pero inferior a 20
°C, o de entre 10 °C y 20 °C, o de aproximadamente 20 °C.

Ejemplo 9

Se instalé un intercambiador de calor antes de la pila de discos 1 (PD1-Alafa Laval Brew 2000). Este intercambiador
de calor (una placa y un bastidor) usaba agua como medio de calentamiento y pudo aumentar la temperatura de la
solucion del proceso de aproximadamente 13 °C (como se recibid6 de la centrifuga de decantacion) a
aproximadamente 50 °C antes de cargar el producto en las centrifugas de discos. La proporcién de dilucion de
partida del disolvente acuoso con respecto a la harina fue de 12,5:1 (p/p). El siguiente perfil de aminoacidos del
producto proteico se obtuvo como se muestra en la Tabla 24.

Tabla 24
Serie 1 Intervalo
Acido aspartico 6,83 6-7
Acido glutamico 19,2 18-20
Serina 4,11 4-5
Glicina 4,2 4-5
Histidina 2,83 2-3
Arginina 6 5-7
Treonina 3,4 3-4
Alanina 3,64 3-4
Prolina 5,72 6-7
Tirosina 2,32 2-3
Valina 4,2 4-5
Metionina 1,97 1-2
Cistina 2,6 2-3
Isoleucina 3,32 3-4
Leucina 6,17 6-7
Fenilalanina 3,51 3-4
Lisina 55 5-6
Triptéfano 1,31 1-2

Aminoacidos totales 86,8
La centrifuga de decantacién proceso la soluciéon a 16-18 °C. La absorcién de sélidos fue del 3-5 % (media del 4 %)

a 60-100 Ipm. Ademas, la velocidad de la centrifuga de decantacion se aumenté a 100 Ipm durante un periodo de
tiempo para ensayar el arrastre de los soélidos, que todavia gener6 5 % un arrastre de los so6lidos insolubles del 5 %.
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Al cambiar la temperatura a medida que la fase liquida entraba en la PD1, se observé una disminucién de los sélidos
insolubles del 4 al 5% a aprox. El 2% en la carga a la PD1. Esto indica una compactacion dependiente de la
temperatura de los soélidos insolubles.

Al principio, la PD1 se inici6 a 120 Ipm con una tasa de descarga de 3 min. Tanto la velocidad como la
sincronizacion entre las descargas se aumentaron de forma incremental. La velocidad de carga se aumentoé hasta un
maximo de 170-180 Ipm, en la que se alcanzaron 0,5-0,8 % de soélidos insolubles: a velocidades inferiores (< 140
Ipm), los sélidos insolubles cayeron hasta el 0,1 %. Esto indica que la PD1 alcanza niveles bajos de solidos. De
manera simultanea al aumento en las velocidades de carga, se cambi6 el intervalo de descarga de 3 min a 5 min. La
PD1 produjo descargas (insolubles) que tenian viscosidades mas altas, en comparacién con una solucion de
proceso ligeramente cargada (consistencia similar al agua). En general, hubo un aumento del 50 % al 80 % en la
capacidad a través de la PD1 con un aumento sustancial en el rendimiento prospectivo (mayor caudal y cantidad
reducida de descargas.

Del mismo modo, la PD2 también pudo ejecutarse mucho mas rapido con intervalos mas largos entre las descargas.
Hasta 170 Ipm (aprox. 50 °C), la PD2 proporciond < 0,2 % de solidos insolubles. El intervalo de descargas se
aumento6 a 8 min sin degradacioén de la calidad del producto.

La fraccion resultante de la centrifuga de decantacion tenia aprox. 4 % de sélidos, mientras que la carga de la PD1
era de la mitad (aprox. 2 %). El cambio en el nivel de soélidos entre la centrifuga de decantacion se atribuye a la
compactacion de los sélidos debido al calentamiento en el intercambiador de calor antes de la entrada a la
centrifuga de discos. Ademas, se mejoré la claridad de la solucién calentando la solucién hasta > 50 °C antes de la
centrifugacion.

El aumento de la temperatura de la solucion a la centrifuga de desgrasado no dio lugar a cambios sustanciales. En
términos generales, hubo un sesgo hacia la emulsion de aceite en el producto defectuoso del lado del aceite. Los
niveles eran del 30 al 70 %, pero los valores medios fueron muy superiores al 50 % de emulsién de aceite en las
reducciones de centrifugacion,

Durante la ultrafiltracion (durante aproximadamente 9 horas), el nivel de brix subié hasta 26, pero, en general, estuvo
entre 20 y 22. La Pmax se consiguid aproximadamente 5 horas después de comenzar la serie.

No hubo cambios sustanciales durante el proceso de secado por pulverizacion.
Ejemplo 10

Después se examiné el aumento de la temperatura del proceso total. Se obtuvo el siguiente perfil de aminoacidos
del producto proteico que se muestra en la Tabla 25.

Tabla 25
Serie 1 Intervalo
Acido aspartico 6,99 6-7
Acido glutamico 17,9 18-20
Serina 415 4-5
Glicina 423 4-5
Histidina 2,7 2-3
Arginina 6,02 6-7
Treonina 3,5 3-4
Alanina 3,61 3-7
Prolina 5,57 6-7
Tirosina 2,37 2-3
Valina 4,11 4-5
Metionina 1,88 1-2
Cistina 2,34 2-3
Isoleucina 3,36 3-4
Leucina 6,16 6-7
Fenilalanina 3,59 3-4
Lisina 4,83 5-6
Triptéfano 1,19 1-2

Aminoacidos totales 84,5

27



10

15

20

25

30

35

ES 2626434 T3

En el transcurso de esta serie, las centrifugas de decantacion se operaron a 80-100 Ipm a aproximadamente 50 °C,
siendo la velocidad media de 90 Ipm. Los soélidos de la fraccion resultante variaron entre 2-4,5 %, siendo el nivel
medio de solidos de la fraccion resultante (para ambas maquinas) del 3,5 %. La variacion de los soélidos en la
fraccion resultante a tan bajo como el 2 % no se debié a la mejora de la eficacia, sino que, lo mas probablemente, se
debi6 a las variaciones en los solidos de la carga: junto con el bajo resultado observado, los sélidos de la carga
cayeron hasta el 25 %, indicando una tasa de eficiencia del 90 %. Esta tasa de eficiencia no es materialmente
diferente de la tasa de eficiencia observada cuando los decantadores se ejecutaron a una carga a <20 °C. En
términos generales, el funcionamiento de la centrifuga de decantacion no se ve afectado materialmente por la
temperatura de funcionamiento.

Las dos centrifugas de discos en serie funcionaron como se esperaba. La PD1 (aproximadamente 190 Ipm) produjo
aproximadamente un 1% de sélidos mientras que la PD2 (aproximadamente 155 Ipm) redujo la corriente del
proceso hasta < 0,2 % de sélidos (normalmente 0,1 %-traza). Las tasas de descarga fueron de 5 y 8 minutos,
respectivamente.

No se observé compactacion de los sélidos entre el intercambiador de calor y la PD2, porque ya se habia alcanzado
la temperatura de compactacion cuando se hizo pasar la corriente de proceso a través de la centrifuga de
decantacion.

Durante la centrifugacion de desgrasado, las reducciones de centrifugacion de la fase de proteina no mostraron
aceite y la centrifugacién de la fase de aceite mostré6 emulsion de aceite al 29-50 %.

El aumento de la temperatura del proceso no afect6 al proceso de secado por pulverizacion.
La Tabla 26 ilustra la informacién de procesamiento de los Ejemplos 7-9:

Tabla 26
Ejemplo 8 Ejemplo 9 Ejemplo 10

10:1 12,51 12,61

En frio en la centrifugacion
de decantacién (normal) y
en caliente a través de las
centrifugaciones de discos

Dilucién (agua con
respecto a harina)

En caliente a través de la
decantacion y de las
centrifugaciones de discos

Condiciones de

procesamiento Normales (en frio)

Proteina 92,7 % bps 96,6 % bps 89,7 % bps

[88,3 % tal cual] [91,7 % tal cual] [85,5 % tal cual]
Aceite (tubo sueco) 1,32 % 0,73 % 2,21 %
% de solidos de la o o .
fraccion resultante del 4-5 % (18-19 °C) 3.5 % (16-18 °C) 245 (2 [3.5 g’odfcr)“ed'a]
decantador (v/v) prox.
Velocidad de
procesamiento en el 80-100 Ipm [90 de media] 60-100 Ipm 80-100 Ipm [90 de media]
decantador

% de solidos en la 2 % (calentamiento de 13 2-4,5 % [3,5 % de media]

-
carga de PD1 (vAv) 4-5% °C a aprox. 50 °C) (aprox. 50 °C)
% de solidos de la
fraccién resultante de <15% 0,5-0,8 % 1%
PD1 (v/v)
Velocidad de
procesamiento de PD1 90-100 Ipm 170-180 Ipm 190 Ipm
% de solidos de la
fraccién resultante de <02% <02% 0,1 % - traza
PD2 (v/v)
Velocidad de 90-100 Ipm 170 lpm 155 Ipm

procesamiento de PD2

Como se muestra en la Tabla 26, la eficiencia de decantacién permanece en gran medida invariable por la
temperatura. La compactacion de solidos se produce cuando la solucion del proceso se calienta después de la
decantacion a una temperatura < 20 °C a aproximadamente 50 °C o superior. La compactacion de sélidos permite
una mayor eliminacion de sélidos insolubles a través de las centrifugas de discos, lo que permite que las pilas de
discos funcionen mas rapido y se descarguen con menor frecuencia. Las centrifugas de discos funcionan de manera
mas eficaz a mayor temperatura, ya que se puede obtener un mas rendimiento y mayor produccién cuando las pilas
de discos se ejecutan a una temperatura superior.

28



10

15

20

25

30

ES 2626434 T3

Con respecto a la centrifuga de extraccién de aceite, la cantidad de aceite presente en el producto proteico es menor
cuando la solucion del proceso se calienta yendo a la centrifuga de discos. Esto puede deberse a varias
posibilidades: 1) mayor eliminacién del aceite a través del desgrasador a temperatura elevada; o 2) mayor
eliminacion del aceite debido a la mejor eliminacién de soélidos insolubles a temperatura elevada (mejor claridad de la
solucién, se sabe que los solidos insolubles portan una cantidad significativa de aceite-véase la Tabla 27,
especificamente datos para la "capa sélida menos densa").

Tabla 27
Capa % de proteina (bps) % de aceite (bps)*
Sobrenadante (capa liquida) 44 4.7
Capa sélida menos densa 43 15,2
Capa solida mas densa 29 9,3
*Determinado mediante extraccion Soxhlet

Como era de esperar, la UF alcanz6 la Pmax antes para el Ejemplo 8 (con mayor cantidad de solidos cargados en la
UF). Esto se debe al aumento de soélidos cargados en la UF como resultado directo de la dilucién reducida. Los
resultados del flujo para los Ejemplos 8-10 se muestran en la Tabla 28:

Tabla 28

Ejemplo 8 Ejemplo 9 Ejemplo 10

Dilucion (agua con respecto

a la harina 10:1 12,5:1 12,5:1

En frio en la centrifugacion
de decantacién (normal) y
en caliente a través de las
centrifugaciones de discos

En caliente a través de la
decantacion y de las
centrifugaciones de discos

Condiciones de

procesamiento Normales (en frio)

Tiempo iniciado 1.300 2.220 1.300

Tiempo finalizado 1.900 1.815 0530
;Lﬁ?epsz:r?i’[:;%e(horas) 6 10,3 10

Caudal inicial (m/h) 11,0 12,5 13,0

Caudal final (m3/h) 9,55 8,3 10,1

Tiempo hasta Pmax (horas) 4 60-100 Ipm 80-100 Ipm [90 de media]
VCF 20 20 20

Brix 18-26 17-22 17-24

Los resultados de rendimiento globales para los Ejemplos 6-9 se muestran en la Tabla 29:

Tabla 29
Ejemplo 7 (Serie 3) Ejemplo 8 Ejemplo 9 Ejemplo 10
Torta procesada (kg) 17.000 8.500 9.350 10.200
Proteina en polvo obtenida (kg) 1.411 468 792 723
Produccion en la torta 8,3 % 55 % 8,47 % 71 %

El Ejemplo 9 demuestra un rendimiento global del aproximadamente 8,5 % de proteina purificada. La razéon del
aumento del rendimiento se debe, en parte, al aumento del caudal y a la disminucién de la frecuencia de las
"descargas" (descargas de la maquina para eliminar los sélidos acumulados). Estas descargas eliminan la solucién
del proceso, aproximadamente equivalente al volumen del cuenco, y por lo tanto, la reduccién de las descargas
produce un mayor rendimiento. Por lo tanto, las pilas de discos se pueden ejecutar mas rapido y con intervalos mas
largos entre las descargas. Esto se debe a una mejor compactacién de los solidos a una temperatura mas alta,
ademas de una viscosidad y densidad reducidas de la solucién del proceso: se supone que la densidad y la
viscosidad de la fase de solidos permanecen invariables al aumentar la temperatura, haciéndolos mas pesados con
respecto a la fase liquida y, por tanto, mas faciles de separar.

Entonces, se examinaron los aislados de proteina preparados en los ejemplos anteriores se para determinar sus
perfiles de peso molecular, como se muestra en la Tabla 30.
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Tabla 30
Fuente de la B. juncea B. juncea B. napus B. napus
semilla
Masa (kDa) %
>300 48 61 54 44
300-50 2 2 2 2
50-30 2 2 2 2
30-10 11 13 30 39
10-5 27 18 7 8
<5 8 2 5 3

El perfil de peso molecular de los aislados de proteina preparados de acuerdo con los procesos de la presente
divulgacion demuestra que tanto la proteina cruciferina como la proteina napina estan presentes en los aislados. En
una realizacién, por lo tanto, hay un aislado de proteina que comprende:

(i) una primera parte de proteinas que tienen un peso molecular superior a aproximadamente 300 kDa, en el que
la primera parte representa entre el 40 y el 65 % de la proteina total;

(i) una segunda parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 30 y 10 kDa, en el
que la segunda parte representa entre el 10 y el 40 % de la proteina total;

(i) una tercera parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 10 y 5 kDa, en el que
la tercera parte representa entre el 5y el 30 % de la proteina total.

En otra realizacion, el aislado de proteina comprende:

(i) una primera parte de proteinas que tienen un peso molecular superior a aproximadamente 300 kDa, en el que
la primera parte representa entre el 40 y el 65 % de la proteina total;

(i) una segunda parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 300 y 50 kDa, en el
que la segunda parte representa entre el 0 y el 5 % de la proteina total;

(i) una tercera parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 50 y 30 kDa, en el
que la tercera parte representa entre el 0 y el 5 % de la proteina total.

(i) una cuarta parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 30 y 10 kDa, en el que
la cuarta parte representa entre el 10 y el 40 % de la proteina total;

(i) una quinta parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 10 y 5 kDa, en el que
la quinta parte representa entre el 5y el 30 % de la proteina total; y

(i) una sexta parte de proteinas que tienen un peso molecular inferior a aproximadamente 5 kDa, en el que la
sexta parte representa entre el 0 y el 10 % de la proteina total.

Las porciones mas pequefias son artefactos de ensayo. Las proteinas son multiméricas, y una parte de las mismas
se separa en 2 fragmentos mas pequefios.

Concentrado hidrolizado

La hidrolisis enzimatica se realiz6 anteriormente (solicitudes anteriores de los solicitantes citadas anteriormente)
usando un precursor que comprendia harinas de canola desgrasadas que contenian menos del 3 % de aceite (bps)
para producir concentrados de proteina hidrolizada. Estos concentrados de proteina hidrolizados anteriores
normalmente contenian del 75 al 90 % (bps) de proteina. Se ha descubierto ahora que se pueden producir
concentrados de proteinas hidrolizadas de alta calidad a partir de materiales de alto contenido de aceite (harina que
contiene > 9 % de aceite (bps) denominada de aqui en adelante "harina oleaginosa") y también denominada
comunmente torta prensada de canola, obtenida presionando la harina para eliminar una parte del aceite, no
exponiéndose la harina a la extraccion con disolvente. Se encontr6 que el aceite residual se puede liberar de la
harina como parte o después del proceso de hidrolisis. Ademas, se ha encontrado que la ultrafiltracion (UF) posterior
eliminaria cualquier aceite liberado de la harina y, por lo tanto, el uso de la harina oleaginosa como entrada al
proceso de hidrolisis tiene viabilidad. Inesperadamente, se descubrié que el proceso previamente divulgado de los
solicitantes que se realizd sobre harina desgrasada proporcioné un producto igual o mejor cuando una harina
oleaginosa era la corriente de carga, y que la variabilidad en las corrientes de carga entrantes no afecta al proceso ni
a la calidad del producto final hidrolizado.

Los siguientes Ejemplos 11-13 describen ensayos a escala de laboratorio realizados para evaluar el efecto de varias
variables y varias enzimas diferentes sobre la hidrélisis de proteinas insolubles para formar, y luego separar,
proteinas y péptidos solubles. La Alcalasa y la Flavourzima, ejemplos de endopeptidasas y exopeptidasas, son
miembros de un gran grupo de enzimas que catalizan la hidrolisis de enlaces peptidicos en los enlaces de amida
intermedios o terminales de una cadena polipeptidica o molécula de proteina. La Neutrasa y Protamex se clasifican
mas ampliamente como enzimas proteasa. Para demostrar un escenario de peor caso, el material de carga que
entr6 en el proceso de hidrolisis fue una harina oleaginosa que tenia aproximadamente un 10,5 % de aceite de bps,
que es mayor que del 9 al 9,5 % (bps) de aceite que se encuentra normalmente en una torta prensada.
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Ejemplo 11 — Procesamiento de harina oleaginosa
Materiales

Material de carga — alto nivel de soélidos insolubles en aceite separados y recuperados como producto secundario en
el proceso para producir aislados de proteina de B. juncea.

Enzima — La Alcalasa 2.4L FG y la Flavourzima 1000L se adquirieron en Novozymes North America, Inc.,
Franklinton, N.C. EE.UU.

Procedimiento

Se mezclaron aproximadamente 0,4 kg de los sélidos insolubles durante 10 minutos bajo agitacién con 1,2 kg de
agua destilada y luego se sometieron a centrifugacion a 4.000 rpm durante 10 minutos, separando los primeros
sdlidos insolubles lavados de un liquido extraido. A continuacién, se mezclaron los primeros solidos lavados durante
10 minutos bajo agitacion, con 1, 2 kg de agua destilada y luego se sometieron a centrifugacién a 4000 rpm durante
10 minutos para separar los segundos soélidos lavados (0,38 kg) del liquido extraido.

A continuacion, se mezclaron los segundos solidos lavados con agua destilada a una proporcion de sélidos con
respecto al agua de 1 a 2,5 en peso. Se ajusté el pH a 8,3 y se ajustd la temperatura a 60 °C bajo agitacion. Se
afiadié a la suspension un gramo de Alcalasa (dosis del 0,25 % basada en 0,4 kg de sélidos de alto contenido de
aceite de partida (harina oleaginosa)) y se mantuvo a 60 °C durante 4 horas para producir la hidrélisis. A
continuacion, se enfrié la suspension hasta 50 °C. Se midi6 el pH en 6,75. Se afiadié un gramo de Flavourzima
(dosis del 0,25 % basada en 0,4 kg de peso inicial de alto contenido de sélidos en aceite (harina oleaginosa)) y se
realizé una hidrolisis adicional a 50 °C durante 4 horas.

Tras la hidrdlisis, se centrifugd la suspension a 4.000 rpm durante 10 minutos para separar la proteina hidrolizada
soluble extraida de los solidos insolubles. Se mezclaron los soélidos insolubles con agua a una proporcién de los
solidos con respecto al agua de 1 a 2 en peso, a lo que le siguié una centrifugacién para separar la fraccién extraida
soluble adicional de los sélidos lavados. Se combinaron las proteinas hidrolizadas solubles extraidas entre si, y se
obtuvieron aproximadamente 1,6 kg de las proteinas hidrolizadas combinadas extraidas. Se filtraron las proteinas
hidrolizadas solubles extraidas combinadas a través de una membrana de UF de corte de peso molecular de
10.000 Da. Se analizé la fraccion permeada (proteina hidrolizada extraida filtrada) se analizé para determinar el
contenido de proteinas y solidos.

Resultados y discusién

Los resultados se muestran en la siguiente Tabla 31:

Tabla 31
Analisis del material inicial e intermedio, y proteina hidrolizada y sélidos extraidos resultantes
Muestra Humedad Proteina (%, | Cenizas (%, Aceite (%, Fibra en bruto (%,
80,50 bps) bps) bps) bps)
Solidos |r:jsolubles (material 99,02 328 562 10,5 15.3
e carga)
Fraccion extraida de
proteina hidrolizada 99,02 79,6 - - -
combinada
Fraccién extraida de
proteina hidrolizada filtrada a 99,52 88,2 5,06 0,02 0,06
través de membrana
Solidos de la fibra de la
hidrélisis de la proteina 87,5 14,6 52 10,7 239

La proteina hidrolizada extraida antes de la filtracion por membrana contiene el 80 % de proteina en una base de
peso en seco. El rendimiento de recuperacion de proteinas es del 49 %, que se calcula como la cantidad de
proteinas de la fraccion extraida de proteinas hidrolizadas dividida entre la cantidad de proteinas de los soélidos de
partida. Las proteinas hidrolizadas extraidas filtradas a través de membrana contienen un 88 % de proteina en una
base de peso en seco. Estos resultados son comparables a los del concentrado proteico hidrolizado de harina de
canola desgrasada de las solicitudes de referencia mencionadas anteriormente. Dicho ensayo también muestra que
la pureza es mejorada (antes de la UF del 80 %, después de la UF del 88 %) mediante el proceso de UF que retira
las particulas finas y la materia oleaginosa.

Mientras que el material solido de alto contenido de aceite de partida contenia el 10,5 % de aceite, después de la
filtracién por membrana, las proteinas hidrolizadas extraidas filtradas contenian el 0,02 % de aceite. Por lo tanto, se
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demostré que es posible producir el concentrado proteico hidrolizado que contenia alto nivel de proteinas y poco
contenido de aceite a partir de harina de alto contenido de aceite usando el proceso desarrollado para harina
desgrasada.

Ejemplo 12 - Evaluacion de la dosis de enzima

Se expusieron alicuotas de los segundos sélidos lavados a diferentes concentraciones de enzimas, tiempo de
hidrélisis y combinaciones de enzimas para evaluar el efecto sobre el rendimiento de la recuperacion de proteinas, la
pureza y la distribucion del peso molecular. Se mezclaron muestras de los segundos soélidos lavados con agua
destilada para preparar una suspension con aproximadamente un 8 % de sélidos, se ajusto el pH de la suspension a
8,3 y se calentd la suspensién hasta 60 °C bajo agitacion. Se afiadioé Alcalasa a una dosis basada en el peso en
seco del sustrato. Se realiz6 la hidrélisis a 60 °C. Tras la hidrolisis de las proteinas, se centrifugé la suspensién a
4.000 rpm durante 10 minutos para separar las proteinas hidrolizadas solubles extraidas de los sé6lidos himedos. Se
mezclaron los sélidos humedos con agua destilada en una proporciéon de 1 a 2,5 en peso, a lo que le siguié una
centrifugacién a 4.000 rpm durante 10 minutos para separar mas proteinas hidrolizadas solubles extraidas
adicionales de los sélidos agotados. Se combinaron las proteinas hidrolizadas solubles extraidas, y se determinaron
el peso, los sélidos y el contenido de proteinas.

Alcalasa — La dosis de Alcalasa fue del 0,75 % o del 1,5 % basada en el peso en seco de los soélidos.
Combinacién de Alcalasa y Flavourzima: Se enfrié la suspension hasta 50 °C y se afiadié Flavourzima a una dosis

basada en el peso en seco del sustrato (peso seco de los segundos solidos lavados) a la suspensién y se realizo
una hidrolisis adicional a 50 °C durante 4 horas.

Combinacién de Alcalasa y Neutrasa: Se enfrié la suspension hasta 50 °C y se ajustd el pH hasta 6,5. Se afadio
Neutrasa a una dosis basada en el peso en seco del sustrato (peso seco de los segundos soélidos lavados) a la
suspension y se realizé una hidrélisis adicional a 50 °C durante 4 horas.

Combinacién de Alcalasa y Protamex: Se enfrid la suspension hasta 40 °C y se ajusté el pH hasta 6,0. Se afadio
Protamex a una dosis basada en el peso en seco del sustrato (peso seco de los segundos sélidos lavados) a la
suspension y se realizé una hidrélisis adicional a 40 °C durante 4 horas.

Resultados y discusion

En la Tabla 32, se muestran los resultados del efecto de la enzima y de la combinacién de enzimas sobre el
rendimiento de recuperacion de proteinas y la pureza de las proteinas hidrolizadas extraidas. Se trata de ejemplos
representativos de enzimas, combinaciones de enzimas, concentraciones y tiempos de tratamiento. Un experto en la
materia reconocera que se pueden usar enzimas alternativas, y que se puede variar el tiempo y la concentracion
para variar el grado de hidrélisis y la composicién de aminoacidos y péptidos del producto final, asi como la
distribucion del peso molecular en ese producto final. En una realizacion, el proceso produce un concentrado
proteico hidrolizado que tiene un contenido proteico (aminoacidos, péptidos y proteinas) superior al 65 % bps, o
superior al 70 % bps, o de entre el 65 % y el 75 % bps.

Tabla 32. Efecto de la enzima y de la combinacioén de enzimas sobre el rendimiento de recuperacién de proteinas y
la pureza de las proteinas hidrolizadas extraidas

Enzimas y combinaciones Duracion de la Contenido de proteina de la Rendimiento de
de enzimas hidrdlisis (horas) fraccion extralgssl;ldrollzada (%, recuperacu(a(;o)de proteina

Alcalasa al 0,75 % 2 75,2 47 1
Alcalasa al 0,75 % 3 73,7 490
Alcalasa al 0,75 % 4 74,8 50,5
Alcalasa al 0,75 % 8 74,2 59,8
Alcalasa al 1,5 % 2 76,7 491
Alcalasa al 1,5 % 3 75,4 53,2
Alcalasa al 1,5 % 4 74,5 54,0
Alcalasa al 1,5 % 8 74,0 61,6
Alcalasa al 0,75 % y 4 para cada

Flavourzima al 0,2 % enzima 745 61.2
Alcalasa al 0,75 % y 4 para cada

Flavourzima al 0,4 % enzima 722 59.0
Alcalasa al 0,75 % y 4 para cada

Flavourzima al 0,75 % enzima nr 594
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ﬁ:gsgauiilﬁl; j ?2"% * 2?2‘1;2"3 71,2 60,1
Fiovoursima sl 0.4 % Hnima 747 64.8
Fiovoursima a 0.75 % Hnima 743 65,3
Flavourzima al 1.6 % e 720 62,2
Noutrase a1 02 % * it 745 53
Noutrase o104 % * it 749 534
Noutras 2l 02 % Honeima 759 66,4
ﬁf:tlfassaaaallll)’izzy ¢ Zirzairﬁzda 74.9 67,0
Protamex al 02 % " *oima 760 572
Protamex a1 04 % " i 738 "
Protamen al 02 % iy 703 632
Protamex a1 04 % R 6956 o1

El rendimiento de recuperacién de proteina se calcula como las proteinas totales de la fraccion extraida de proteinas
hidrolizadas solubles divididas entre las proteinas totales de los soélidos lavados de partida. Usando Alcalasa al
0,75 %, el aumento del tiempo de hidrdlisis de 2 a 8 horas potencia el rendimiento de recuperacion de proteina del
47,1 % al 59,8 %. Del mismo modo, la Alcalasa al 1,5 %, y un aumento en el tiempo de hidrélisis de 2 a 8 horas
potencia el rendimiento de recuperacién de proteina del 49,1 % al 61,6 %. Sin embargo, el aumento en la dosis de
Alcalasa del 0,75 % al 1,5 % solo mejor6 marginalmente el rendimiento de recuperacion de proteina; el tiempo de
hidrélisis tuvo un mayor impacto en el rendimiento que la concentracién.

Al 0,75 % de Alcalasa, no se encontr6 que el uso adicional de Flavourzima a una dosis del 0,2 al 0,75 % mejorara el
rendimiento de recuperacion de proteina, y un aumento en las cantidades de Alcalasa, Flavourzima a dosis del 0,2 al
1,5 % solo mejoré el rendimiento de recuperacion de proteina ligeramente. Por otro lado, su uso mejor6 el sabor y
redujo la amargura de las proteinas hidrolizadas extraidas.

En contraste con la Flavourzima, el uso de Neutrasa a dosis del 0,2 al 0,4 % tras el uso de Alcalasa al 0,75 %
aumenta el rendimiento de recuperacion de proteina hasta del 62,2 al 63,8 %. El rendimiento de recuperacion de
proteina aumentd aun mas hasta del 66,4 al 67,0 % tras el uso de Alcalasa al 1,5 %. De este modo, la Neutrasa
mejora el rendimiento de recuperacién de proteina en un 4-9 % frente a la Alcalasa sola, dependiendo de la dosis de
Alcalasa.

El uso de Protamex a una dosis del 0,2-0,4 % tras el uso de Alcalasa bien al 0,75 o al 1,5% no mejora el
rendimiento de recuperacion de proteina. El rendimiento de recuperacion de proteina cambi6é del 59,8 % con
Protamex al 0 % y 8 horas de tiempo de hidrélisis hasta del 57,2 al 61,0 %. Sin embargo, ayud6 a reducir la
proporcion de proteinas hidrolizadas en el intervalo de mas de 0,6 kDa y aument6 la proporcion de dimero.

Se encontré que la pureza de las proteinas hidrolizadas extraidas, representada por su contenido proteico, resulté
ser similar para la Alcalasa a diversas dosis y tiempos de hidrolisis, asi como para diversas combinaciones de
enzimas y cay6 dentro del intervalo del 70 al 77 % (Tabla 32). La combinacién de Alcalasa al 1,5 % y de Protamex al
0,2-0,4 % produce una pureza ligeramente inferior. Sin embargo, la pureza se puede mejorar hasta > 80 % mediante
el uso posterior de la UF.

En la Tabla 33, se muestra el efecto de las enzimas y de las combinaciones de enzimas sobre la distribucién del
peso molecular de las proteinas hidrolizadas extraidas. Debido a que las proteinas hidrolizadas en forma de
péptidos y aminoacidos tienen pesos moleculares mayormente inferiores a 5 kDa, pasan a través de una membrana
de 10 KDa que se usa para retirar simultdneamente el aceite y producir una fraccion extraida clara. Las proteinas
hidrolizadas existen principalmente en forma de dimeros y de monémeros.
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Aunque la Flavourzima no mejora significativamente el rendimiento de recuperacion de proteinas, reduce la
proporcion de peso molecular en el intervalo de 0,6-3 kDa y aumenta la proporcion de mondémero y de triptofano libre
con respecto al uso de Alcalasa sola. La Flavourzima como una segunda enzima ayuda a reducir la proporcién de
proteinas hidrolizadas en el intervalo por encima de 0,6 kDa, aumenta la proporcion de dimero a una dosis baja del
0,2 % y eleva el nivel de triptéfano libre. Por otra parte, una dosis mas alta de Flavourzima aumenta la proporcion de
mondmero.

La Neutrasa también reduce la proporcion de peso molecular en el intervalo de 0,6-3 kDa y aumenta la proporcion
de dimero. La Neutrasa como una segunda enzima aumenté el rendimiento de recuperacion de proteina, pero no
mejord la pureza de las proteinas hidrolizadas extraidas. Esta enzima no libera triptéfano.

Basandose en los resultados del rendimiento de recuperaciéon de proteinas, la pureza de las proteinas hidrolizadas
extraidas y la distribucion del peso molecular de las proteinas hidrolizadas, las combinaciones de enzimas Alcalasa
al 1,5% y Flavourzima al 0,2 %, y Alcalasa al 1,5% y Neutrasa al 0,2 % parecerian ser las combinaciones
preferidas.

Tabla 33. Efecto de la dosis de enzima y de la combinacion sobre la distribucion del peso molecular de las proteinas
hidrolizadas extraidas

Combinacién de| Enzima Enzima 2 Peso molecular (kDa)
enzimas 1
>10 | 10-5| 35 | 0,6-3 | Dimero | Monomero | Triptofano
(9*100 g7)
Alcalasa al
0,75 % Flavourzima al
Flavourzima al Qllc(:)aI?ass; 0.2 % <1 0 2 18 42 33 0,27
0,2 % 1970
Alcalasa al
0,75 %, Alcalasa | Flavourzima al
Flavourzimaal | al0,75% | 0,4 % <1 0 2 12 43 38 0.39
0,4 %
Alcalasa al
0,75 %, Alcalasa | Flavourzima al
Flavourzimaal | al0,75% | 0,75 % <1 0 2 17 37 38 0.47
0,75 %
Alcalasa al
0,75 %, Alcalasa Neutrasa al
Neutrasa al al0.75% | 0,2 % DL N N R 33 <0.1
0,2 %
Alcalasa al
0,75 %, Alcalasa | Neutrasa al
Neutrasa al al0,75% | 0,4 % <1 0 2 14 51 31 <0.1
0,4 %
Alcalasa al
0,75 %, Alcalasa Protamex al
Protamexal | al0.75% | 0,2 % <t 10 |2 (15 |5 31 <0.1
0,2 %
Alcalasa al
0,75 %, Alcalasa Protamex al
Protamexal | al0.75% | 0,4 % RN B [ R L 31 <0.1
0,4 %
Alcalasa al
0,75 %, Alcalasa | Alcalasa al
Alcalasa al al0.75% | 0,75 % 2 |0 |2 [14 |46 33 <0.1
0,75 %
Alcalasa al
1,5 %, Alcalasa Flavourzima al
Flavourzimaal | al 1,5 % 0,2 % 1 0 2 " 54 29 0.27
0,2 %
Alcalasa al
1,5 %, Alcalasa Flavourzima al
Flavourzima al | al15% | 0,4 % 1 0 (2 |10 |4 39 0.39
0,4 %
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Alcalasa al

1,5 %, Alcalasa Flavourzima al

Flavourzima al | al 1,5 % 0,75 % 1 0 2 8 42 44 049
0.75 %

Alcalasa al

1,5 %, Alcalasa Flavourzima al

Flavourzimaal | al15% | 1.5 % 1 0 |12 |6 40 55 0.6
15%

Alcalasa al

1.5 %, Neutrasa Al'ﬁa'af/a g“;”}/rasa al o o |2 |11 48 34 <01
al 0,2 % al1.5% 102%

Alcalasa al

1.5 %, Neutrasa Al'ﬁagaf/a B‘i”gasa al o o |2 |11 48 34 <01
al 0.4 % allo7 [D47

ploalasaal | Alcaless | 2 horas 1 o |4 |20 |44 |28 <0,1
ploalasaal | Alcaless | 3 horas 1 o |4 |20 |44 |28 <0,1
ploalasaal | Alcaless | 4 horas <1 |o |4 |20 |4 |30 <0,1
Q'?g'i‘/faBar'] QII%aI?aSS;) 8 horas <1 o |3 |18 |45 31 <01
floaasaal | Alcaasa | 2 horas 1 o |4 |20 |44 |28 <0,1
flcalasa al FloeRs2 | 3 horas <1 o |3 |18 |44 33 <01
flcalasa al Fleelasa | 4 horas < o |3 |19 |45 39 <0,1
flcgasaal | Alcdasa | g horas <t o |3 |18 |4 |28 <0,1
Alcalasa al

1.5 %. Protamex Al'ﬁa'af/a Pr;t;mex al 1 o |2 |14 |48 35 <01
al 0’2 % al15% 0, (0

Alcalasa al

1,5 %, Protamex Al'ﬁagaf/a (F)’Tt;mex al 1 o |2 |14 |48 35 <01
al 0,4 % alloe | 047

En una realizacién, las proteinas hidrolizadas extraidas comprenden:

i) una primera parte de monémeros de proteinas hidrolizadas, en las que la primera parte representa entre el 25
y el 45 % de la proteina total;

i) una segunda parte de dimeros de proteinas hidrolizadas, en las que la segunda parte representa entre el 35y
el 55 % de la proteina total; y

iii) una tercera parte de proteina hidrolizada que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 3 y 0,6
kDa, en las que la tercera parte representa entre el 5y el 20 % de la proteina total.

Ejemplo 13 - Evaluacion la ultrafiltracion para retirar el aceite

Este ejemplo demuestra la utilidad de la ultrafiltracion (UF) para retirar el aceite presente en la corriente del proceso
de hidrolisis donde el material de carga es una harina triturada en frio que contiene del 9 al 14 % de aceite.

Se mezcl6 la harina oleaginosa con agua en una proporcion de 1:7 para formar una suspension, se ajusté el pH de
la suspension a 7 con hidroxido de sodio y luego se centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos para separar los
sélidos insolubles de la fase acuosa. Los soélidos insolubles se recogieron y se lavaron de nuevo en la misma
proporcion de 1:7 dos veces mas.
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A continuacion, se mezclaron los solidos insolubles humedos con agua para proporcionar una suspension que
contenia 10 % de solidos, se calentd la suspension a 60 °C y se ajusté el pH a 8,3. A continuacion, se afadio
Alcalasa a la suspension a una dosis del 1 % basada en el peso seco del material de partida. Se dej6 digerir la
suspension con agitacion durante 4 horas. Después de 4 horas, se redujo la temperatura hasta 50 °C y se afiadio
Flavourzima a una dosis del 1 % basada en el peso en seco del material de partida. Se digirié la suspensién durante
otras 4 horas con agitacion.

Se calenté la suspension hidrolizada, que tenia un pH de 6,85, hasta 30 °C y se divididé en 2 fracciones. Se ajusto
una a pH 7 con hidréxido sédico y la otra se ajust6é a pH 4 con acido clorhidrico para determinar si la modificacion del
pH causaria un cambio en la cantidad de material graso que pasaba a través de las membranas alterando el estado
de ionizacién del material saponificado. Se centrifugé la suspensién de pH 7 a 4.000 rpm durante 10 minutos para
separar la fraccion de sélidos de la fraccion liquida. Se lavaron los solidos con 2 veces el volumen en agua. Se
combiné el liquido de la primera separacién con el lavado de la segunda separaciéon. Se siguié el mismo proceso
para la suspension de pH 4.

Se filtraron los liquidos de la fraccion extraida de pH 7 a través de UF Millipore (membrana de 10 kDa de PM), y se
recogieron las fracciones permeada y recogida, y se secaron en horno para el analisis posterior del aceite. Se repitio
la ultrafiltracion con la fraccidon extraida del procedimiento a pH 4 de la misma manera que se ha descrito
anteriormente.

Se secaron las muestras liquidas en el horno a 90 °C durante la noche y se analizé el contenido de aceite para
determinar la eficacia de UF en la extraccion del aceite.

Tabla 34
Muestra % de aceite (bps)
Harina oleaginosa lavada, previa a la hidrélisis [Ensayo en el peor de los casos] | 13
Harina después de la hidrélisis [Ensayo en el peor de los casos] 17
Sobrenadante (carga de UF) [Ensayo en el peor de los casos] 1
Fraccion permeada de UF (carga a pH 7) 0,0
Fraccién permeada de UF (carga a pH 4) 0,12

Se libera solo una fracciéon del aceite presente de la harina oleaginosa durante la hidrélisis. Por lo tanto, se
suministré solo una pequefia cantidad de aceite a la UF para su retirada (<2 %). La Tabla 34 muestra que el
contenido de aceite en la fraccion permeada es del 0 al 0,12 % de aceite (bps) tras la ultrafiltracion. El proceso UF
es, por tanto, capaz de retirar las pequefas cantidades de materia oleaginosa liberada en la corriente del proceso y
de proporcionar niveles muy bajos de aceite. En comparacion con los resultados del proceso de hidrolisis realizado
en harina desgrasada, los niveles de aceite en el producto final son equivalentes.

Basandose en los datos obtenidos de esta evaluacion, se encontré que la membrana de UF (PM de 10 kDa) era
eficaz en la retirada del aceite de la fraccion extraida hidrolizada independientemente del pH del material de carga.
El aceite potencialmente saponificado fue retenido por la membrana de UF.

La proteina hidrolizada previamente desarrollada puede tener un sabor fuerte con un alto amargor y color oscuro.
Estas propiedades pueden limitar sus aplicaciones. Por consiguiente, la selecciéon de un sistema enzimatico o una
operacion unitaria adicional que pueda modificar el sabor y el color para que sea mas apropiado para aplicaciones
de alto uso, tales como la nutricidbn deportiva, seria ventajosa. A la luz de los resultados obtenidos en las
evaluaciones de laboratorio expuestas en los Ejemplos 11-13 anteriores, se realizé un proceso a escala piloto,
mayor, de preparacion de un concentrado hidrolizado preferido, como se describe a continuacién.
Ejemplo 14: Produccioén piloto de concentrado hidrolizado
Se prepararon cinco lotes, como se describe a continuacién. Un lote se dividié en 2 lotes secundarios. El material de
carga era una harina de canola de B. napus o B. juncea parcialmente desgrasada tras el prensado en frio y tenia un
contenido de aceite = 12 %.

1) Se tratd B. juncea con Alcalasa (0,5 %)/Flavourzima (0,13-0,14 %).

2) Se traté B. juncea con Alcalasa (1,5 %)/Flavourzima (0,4 %).

3) Se tratd un lote mayor (70 % superior) a los lotes 1 o 2 de material de carga de B. juncea con Alcalasa
(1,5 %)/Neutrasa (0,2 %) y después se dividié en dos sublotes tras la ultrafiltracion.

a. se proceso el sublote a) mediante nanofiltracion tras la ultrafiltracion
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b. Se tratd el sublote b) con tratamiento con carbono tras la ultrafiliracién y después se sometid a
nanofiltracién.

4) B. napus: sobrecalentado antes de la ultrafiltracion, se traté con Alcalasa (1,5 %)/Neutrasa (0,2 %) y después
se someti6 a tratamiento con carbono antes de la ultrafiltracion.

5) Se traté B. napus con Alcalasa (1,5 %)/Neutrasa (0,2 %).
Prextraccion de material de napus y juncea:

Se proporcion6 B. napus como una harina de torta prensada, parcialmente desgrasada, seca. Se proporciono B.
juncea como una harina humeda tras la separacién de las proteinas solubles para la preparacion del aislado
mediante el proceso descrito anteriormente (véase las Fig. 4A-4B). Se ajustd el pH a 5 + 0,2 (usando acido citrico
para el ajuste del pH) antes de la introduccién de la fitasa. Se afiadi6 fitasa al 1,2 % basada en los sélidos secos. A
continuacion, se lavo la harina tratada con fitasa y se centrifugd dos veces dando lugar a una harina humeda con
aproximadamente del 20 al 22 % de sélidos, siendo el resto agua y aceite. A continuacién, se mezcl6 la harina
humeda con agua de Ol para proporcionar una suspensiéon de ~8 % de sélidos. La suspensién se ajusté después a
60°C+2°CypH8,3+0,2.

Se afadié Alcalasa a una velocidad del 0,5 % (lote 1) y del 1,5 % (lotes 2-5) del peso seco de los solidos. Por
ejemplo, para un contenido de sélidos de 200 kg, se afiadieron 3 kg de Alcalasa en el lote 2. La enzima se agité con
la harina durante 4 horas. Después del tratamiento con Alcalasa, la suspensioén se enfrié a 50 + 2°C.

Para los lotes 1y 2, se anadié Flavourzima al 0,13 % (lote 1) o al 0,4 % (lote 2) del peso en seco de los sélidos (el
mismo peso en seco usado para la adicion de la Alcalasa). Por ejemplo, para el lote 2, se afiadieron 0,8 kg de
Flavourzima para 200 kg de solidos secos. El tratamiento con Flavourzima fue durante 4 horas mas. Para los lotes 3,
4 y 5, se anadidé Neutrasa al 0,2 %, basada en el mismo peso en seco de sdlidos, y luego se mantuvo durante 4
horas.

Recuperaciéon de fraccion hidrolizada:

Después del tratamiento enzimatico, se centrifugdé la suspensién tratada usando una centrifuga de decantacion
Westfalia y una centrifuga de disco para separar las proteinas hidrolizadas extraidas de los sélidos insolubles. La
fraccion extraida tenia soélidos insolubles de < 0,1 % v/v. Se lavaron los solidos adicionalmente mezclandolos con
agua de Ol en una proporcion de 1 con respecto a 2 en peso y se volvieron a centrifugar para separar cualquier
proteina hidrolizada soluble adicional de los soélidos lavados. La separaciéon por centrifugacion a 1100-1400 I/h dio
solidos sedimentables al 0,1 %.

Se recogié la fraccién extraida de las dos decantaciones de recuperacion de producto (denominado fraccién extraida
desechada) y se ajusté a pH 7 usando acido citrico. La temperatura de la suspension y de los extractos se mantuvo
a 55-60 °C. A continuacidon, se pasteurizd la fraccion extraida a una temperatura de 72-74 °C durante
aproximadamente 20 segundos.

Ultrafiltracion:

Para permitir que solo se recuperara el material de bajo peso molecular y se excluyeran los materiales de alto peso
molecular y de aceite, se someti6 la fraccion extraida desechada a ultrafiltracion. Aunque la solucién de partida
(fraccion extraida desechada) era turbia y opaca, la fraccion permeada de ultrafiltracion resultd ser coloreada, pero
transparente. Los parametros de ultrafiltracion (UF) fueron: presién de entrada de 379,2-413,7 kPa (55-60 psi),
presion de salida de 68,9-103,4 kPa (10-15 psi), temperatura 55-60 °C, membranas de corte de PM DE 10.000.

Se sometiod el material a ultrafiliracion hasta un 90-95 % del volumen original y se recogio la fraccién permeada. Una
vez que se redujo el volumen, se afiadié una cantidad igual de agua de Ol y se impregnd hasta el nivel concentrado
original (diafiltracion (DF)). Se repitié6 de nuevo el procedimiento y se combinaron las fracciones permeadas de DF.

Tratamiento con carbono

Se dividio el lote 3 en dos partes. Se expuso la parte a) a nanofiltracién mientras que la parte b) se ajust6 apH 6y
luego se mezclé con carbono y un coadyuvante de filtracién. A continuacién, se retiraron los sélidos usando un
prensador de filtro de placa y bastidor dotado de un coadyuvante de filtracion. El carbono afadido fue de un 25 %
del contenido de sélidos en la solucion. Se mezcl6 la soluciéon que contenia carbono durante 30 minutos antes de la
adicién del coadyuvante de filtracion al 50 % del contenido de sélidos.

En el lote 4, se someti6 la solucién a tratamiento con carbono tras comprobar que se habia calentado por encima de

92 °C antes de la ultrafiltracion. Esto usé proporciones de contacto de carbono al 25 % y de adyuvante de filtracién
del 100 % basandose en los sélidos entrantes.
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Nanofiltracion

Se sometio la fraccion permeada de la etapa de ultrafiltracion a nanofiltracion para retirar el exceso de agua y sales,
y aumentar la concentracion de soélidos antes del secado por pulverizacion. Los parametros de la nanofiltracion (UF)
eran una presion de entrada de 1723,9 kPa (250 psi) (la presién de salida era 1516,84-1599,58 kPa [220-232 psi) a
una temperatura de 30 °C. Se pasteurizd la fraccion retenida de NF (la proteina hidrolizada extraida) a una
temperatura de 72-74 °C durante aproximadamente 20 segundos.

Secado por pulverizacion
Se carg6 la fraccion extraida de proteinas hidrolizadas concentrada, después de la nanofiltracién (a temperatura
ambiente) en un secador por pulverizacion que tenia una temperatura del aire de entrada de 170 £ 5 °C. Se ajusté la

temperatura del aire de salida a 80 + 5 °C para obtener un producto secado por pulverizacién con un contenido de
humedad del 6 + 1 %.

Resultados y discusion
Resultados generales de la produccion del producto hidrolizado:

En las Tablas 35 y 36, se muestra la comparacion de las diversas propiedades de los productos producidos en las
cinco series mencionadas anteriormente.

Tabla 35: Analisis de productos del tratamiento de hidroélisis

N.° de ensayo 1 2 3a 3b 5

Tipo de semilla juncea | juncea | juncea | juncea napus
Anadlisis fisicoquimico

Proteina (N x 6,25) “tal cual” 916% | 855% | 875% | 888% | 769%
Proteina (N x 6,25) “bps” 946% | 894% | 903% [919% | 792%
Humedad y sustancias volatiles (%, tal 318 439 3.06 339 287
cual)

Solubilidad (como % de CP) 99,9 99,9 99,9 99,9 99,9
Solubilidad (% de proteina soluble en 915 854 87.4 88.7 76.8
bruto tal cual)

H_idratog de carbono (% de bps por -0,04 358 0,41 388 7.09
diferencia)

Grasa (% de bps, tubo sueco) 0,4 0,0 0,0 0,0 0,2
Grasa (% de bps por hidrélisis acida) 0,24 0,34 0,24 0,19 0,32
Cenizas (%) 4,8 6,5 9,0 3,9 12,9
Fibra (% de AOCS Ba 6-84) 0,06 0,03 0,03 0,03 0,04
Glucosinolatos totales (umol/g) 0,06 <DL 0,06 0,05 0,06
Fitatos totales (% de acido fitico) 0,42 0,46 0,50 0,50 0,98
Minerales totales (g/ 100 g) 3,34 3,16 423 3,63 5,59

Se encontré que la ultrafiltracion resultd ser muy eficaz para excluir el aceite transportado de la harina inicial de su
incorporacion en el producto final. Esta operacion unitaria también garantizdé que la proteina hidrolizada del producto
final fuera completamente soluble.
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Tabla 36: Propiedades organolépticas y rendimiento de los productos hidrolizados

N.° de ensayo 1 2 3a 3b 5
Tipo de semilla juncea juncea juncea juncea napus
Analisis organoléptico

o - Castario ~ . .
Inspeccién visual Castario amarillento Castario Blanquecino| Amarillo

Caldoso Amargor mas Mgnos amargo, | 1. o ave Sabor de
Sabor moderado de fuerte y mas como el ue 33 amargor
amargor medio | caldoso Cheddar rancio | @ mas fuerte

Color del polvo seco (Hunter L) 78,67 75,04 79,06 84,96 76,52
Color de la solucién al 1 % 67,63 66,15 68,58 76,41 60,57
Color de la solucién al 5 % 36,93 31,61 4113 62,73 25,95
Rendimiento del producto
Proteina de la harina lavada
(kg/1.000 kg de harina humeda 57 60 56,5 56,5 324
inicial)
Proteina extraida (kg/1.000 kg
de harina humeda inicial) 34 335 403 40,3 17
Eficiencia de la extraccion por o o o o o o o o o o
hidrolisis (% de proteina total) 53 %65 % 56 %65 % 67 %65 % 67 %65 % | 50 %65 %
Solidos secos a través de
ultrafiltracién/1.000 kg de harina 35,56 31,1 39,1 35,6 19,5
humeda
Paso de proteina de
ultrafiltracién o 0/ a0 o o o
[basado en el 100 % del paso de 100 % 73 %18 % 88 % 88 % 90 %
la fraccion extraida]
Rendimiento mecanico
(nanofiltracién 67 % 78 % 79 % 79 % 76 %
y secado por pulverizacion)

La extracciéon con Flavourzima fue altamente eficaz tanto para la dosis baja como para los sistemas de dosis alta,
con una extraccién proteica del 53 % y 57 %, respectivamente. La Neutrasa dio lugar a una extraccién mas alta, del
67 % de la proteina total de la harina. Cuando se usa la harina de la semilla de napus, la baja proteina residual se
traduce en una menor proteina disponible, asi como una menor eficacia relativa de la extraccion enzimatica de solo
el 50 %, presumiblemente debido a las altas cantidades de materiales de alto peso molecular.

La ultrafiltracion del sistema de Flavourzima de dosis baja (0,14 %) dio lugar a una recuperacion del 100 % de las
proteinas. Los niveles mas altos de hidrélisis condujeron a recuperaciones mas bajas, del aproximadamente 90 %
para el sistema de la Neutrasa y del aproximadamente 73 %/68 % para el sistema de Flavourzima de dosis alta
(0,4 %).

El sistema de Alcalasa/Flavourzima de baja dosis de enzima (Lote 1) dio como resultado una excelente pureza de
proteinas con una solubilidad equivalente. Como se muestra en la Tabla 36, el sabor fue bastante bueno. El menor
uso de enzima proporciona un grado inferior de hidrdlisis y, como tal, puede tener una respuesta inmunogénica
potencialmente mas fuerte. La Flavourzima de dosis baja del lote 1 produjo una mejor recuperacion general y pureza
proteica. El sistema enzimatico bajo también mejoré el color del producto tanto en forma de polvo seco como de
solucion.

El uso del sistema enzimatico de Neutrasa generd un producto mas ligero tanto seco como en solucién, y cuando se
acoplé con tratamiento con carbono, el producto se mejord aun mas. El producto de Neutrasa tratado con carbono
era de un color blanquecino claro, y cuando se preparé como una solucion al 5 % resultoé ser de un color paja claro
en comparacién con el color del té oscuro resultante de los otros hidrolizados. Se presentan otros resultados del
tratamiento con carbono se con respecto a las Figuras 5y 6, y las siguientes Tablas 37-39. El hidrolizado derivado
de napus resultd ser esencialmente mas oscuro que el resto de las otras series, tanto en seco como humedo, como
se muestra por los bajos numeros de Hunter L anteriores, siendo decididamente mas amairrillo.
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Los productos proteicos tenian niveles de minerales razonables para la proteina hidrolizada con niveles de sodio del
1,5 % al 2,5 % para todos los lotes de juncea y niveles de calcio aceptables. Como se muestra en la Tabla 37, existe
una fuerte correlacién entre el contenido total de minerales, especialmente de sodio, y los niveles de fitato. El uso del
tratamiento con carbono condujo a aumentos en el cloruro (el acido usado para disminuir el pH fue el HCI de calidad
alimentaria) y el fésforo, asi como el aluminio y el cadmio. Esto se debe probablemente a los metales del material de
adyuvante de la filtracién. El contenido de azufre se debi6 al alto nivel de aminoacidos que contienen azufre en la
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proteina.
Tabla 37: Contenido de minerales de cada producto hidrolizado

N.° de ensayo 1 2 3a 3b 5
Tipo de semilla juncea juncea | juncea | juncea | napus
Minerales Informes de SRC*** (ug/g)
Cloruro (hidrosoluble) <120 <120 <50 2.060 370
Aluminio <05 <0,5 <0,5 29 <05
Arsénico <0,05 <0,05 <0,05 0,12 <0,05
Cadmio 0,03 0,02 0,02 0,05 0,02
Calcio 1.220 420 560 730 440
Cromo <05 <0,5 0,7 3,2 <05
Cobalto 0,04 0,06 0,06 0,08 0,03
Cobre 17 11 22 13 40
Yodo <05 <0,5 <0,5 <05 <05
Hierro 11 13 14 40 8,3
Plomo 0,02 <0,01 0,03 0,05 <0,01
Magnesio 1.220 690 650 740 1.100
Manganeso 2,7 1,3 1,4 3.1 2,7
Molibdeno 1.1 1,9 22 4.4 0,9
Mercurio < 0,005 <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005
Fosforo 2.120 1.550 1.760 4.630 3.330
Potasio 2130 1.730 1.440 880 5.690
Selenio 4.8 55 51 52 54
Sodio 14.600
Azufre 12.100 11.800 | 12.600 | 12.400 | 12.400
Cinc 16 22 12 55 9,1
Minerales totales g/100 g 3,34 % 316% [423% | 3,63% | 5,59 %
Metales pesados totales (As, Pb, Hg, Cd) ugl/g 0,105 0,085 0,105 0,225 0,04

Uno de los principales fines para el desarrollo de la proteina hidrolizada es recuperar el valor maximo de la semilla
mediante la produccion de proteinas solubles (o péptidos) adecuados para fines nutricionales. Cada uno de los lotes
descritos anteriormente dio como resultado perfiles proteicos altamente nutritivos con puntuaciones de aminoacidos

de -1,24 para los sistemas de Flavourzima y de 1,13-1,18 para el sistema de Neutrasa.

Tabla 38. Perfil de aminoacidos de los productos hidrolizados

N.° de ensayo 1 2 3a 3b 5 Intervalo
Tipo de semilla juncea | juncea | juncea | juncea napus

Perfil de aminoacidos (g/100 g de producto tal cual)

Acido aspartico 7,32 6,29 6,42 6,67 6,09 6-8
Acido glutamico 18,1 17,1 18,2 20 15,9 15-20
Serina 3,91 2,48 455 4,84 43 3-5
Glicina 4,71 4,46 4,64 4,86 4,09 4-5
Histidina 3,45 3,63 3,5 3,47 2,55 2-4
Arginina 5,10 2,14 51 4,63 3,49 3-6
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Treonina 3,60 3,15 3,62 3,74 3,36 3-4
Alanina 3,99 3,86 4,08 4,49 3,71 3-5
Prolina 5,52 5,52 55 5,29 5,43 5-6
Tirosina 3,16 2,20 2,96 2,78 2,97 2-4
Valina 4,87 5,01 4,27 4,51 4,22 4-6
Metionina 2,06 2,03 2,12 2,32 2,03 2-3
Cistina 212 2,17 2,29 2,21 2,16 2-3
Isoleucina 4,12 4,30 3,62 3,74 3,13 3-5
Leucina 7,07 7,09 6,82 7,27 5,96 6-8
Fenilalanina 3,98 4,07 3,75 3,72 3,43 3-5
Lisina 5,31 4,92 4,76 5,05 4,42 4-6
Triptéfano 1,37 1,47 1,39 0,96 1,08 1-2
Aminoacidos totales 89,7 81,9 87,6 90,6 78,3 75-95
gﬂnﬁfﬁgiﬂﬁco 10,3 18,1 12,4 9,4 21,7
Puntuacion de 1,233 | 1,252 | 14132 | 1161 | 1,176
Tabla 39: Perfil de calidad de los aminoacidos
N.° de ensayo reccfn?tergga dol 2 3a 3b 5 Intervalo
por la FAO de
Tipo de semilla :Ifj 1%'\220?52 juncea| juncea| juncea | juncea | napus|intervalo
edadt
Perfil de aminoacidos (g/100 g de producto tal cual)
Acido aspartico 8.2 % 7.7 % 7.3 % 74% | 7,8% 7-9
Acido glutamico 20,0% | 20,9% | 20,8 % | 22,1 % |20,3%| 20-23
Serina 44% | 30% | 52% | 53% |55% 3-6
Glicina 53% | 54% | 53% | 54% |52% 5-6
Histidina 1,6 % 38% | 44% | 40% | 38% | 33% 3-5
Arginina 57% | 26% | 58% | 51% | 45% 2-6
Treonina 25% 40% | 38% | 41% | 41% |43% 3-5
Alanina 4.4 % 4,7 % 47 % 50% | 4,7 % 3-4
Prolina 62% | 6,7% | 63% | 58% |69% 5-7
Tirosina (4,1 %*) 35% | 27% | 34% | 31% | 38% 2-4
Valina 4% 54% | 61% | 49% | 50% | 54 % 4-7
Metionina 1,2 % 23% | 25% | 24% | 26% | 26% 2-3
Cistina 1,2 % 24% | 26% | 26% | 24% |28% 2-3
Isoleucina 31% 4,6 % 53% | 41% | 41% | 40% 4-6
Leucina 6,1 % 79% | 87% | 78% | 80% [76% 7-9
Fenilalanina (4,1 %*) 4.4 % 50% | 43% | 41% |44 % 4-6
Lisina 48 % 59% | 6,0% | 54% | 56% | 56 % 5-7
Triptéfano 0,66 % 15% | 18% | 16% | 1,1% | 14% 1-2
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Aminoacidos totales 100,0 % | 100,0 % [100,0 % (100,0 % [100,0 %
Proporcion de material no
aminoacidico/aminoacidos| 115% | 221% | 142% | 104 % 27,7 %

*Recomendacién de 4,1 g de aminoacidos aromaticos combinados/100 g de proteina
TPatron de proteinas recomendado segun la FAO de la OMS para3-10 afios de edad, 2007 (Serie 935
del informe técnico de la OMS)

Se redujo el triptéfano total con el tratamiento con carbono cuando la Neutrasa era la enzima secundaria. Esto se
debe a la retencién del triptéfano en el dimero y las moléculas mas grandes cuando se usa Neutrasa. Por el
contrario, en el pasado, se encontr6 que la Flavourzima libera triptofano como un aminoacido libre que
posteriormente se absorberia durante el tratamiento con carbono. El tratamiento con carbono también dio lugar a la
absorcion de materiales no aminoacidicos/peptidicos y a una mejora en la pureza. Esto también se pone de
manifiesto por la eliminacién significativa del color que da lugar a una solucién de proteina con un color paja palido
en comparacion con el marrén claro que se observa en el producto no sometido a tratamiento con carbono.

Como se muestra en la Figura 5, el perfil de aminoacidos no tuvo ningiin cambio significativo como resultado del
tratamiento con carbono, pero hubo algun cambio como resultado de la absorcion especifica de péptido y
aminoacidos sobre el carbono. El producto proteico resultante seguia estando bien equilibrado con una buena
puntuacién de aminoacidos. De hecho, el tratamiento con carbono mejoré la puntuacion total de aminoacidos en
comparacion con el lote no tratado.

Suponiendo que no se puede transformar ni generar ningin aminoacido mediante el tratamiento con carbono, es
posible estimar el grado minimo de contraccién debido al tratamiento con carbono, incluso si no es evidente a partir
del rendimiento del producto acabado. El aminoacido con el mayor aumento relativo en proporcion fue la alanina, y
suponiendo una retencion del 100 %, en la Tabla 40 y la Figura 6, se puede ver que la masa total del producto se
contrajo en un 9,2 %. El mayor cambio absoluto fue para la arginina y el material no aminoacidico a una pérdida de
0,9 g/100 g y 3,9 g/100 g, mientras que la pérdida relativa mas alta fue con el material no aminoacidico y el triptéfano
al 31,1 % y 37 %, respectivamente. Estos cambios sirvieron para mejorar el equilibrio en la calidad de la proteina y
purificar ain mas la proteina. La pérdida de triptéfano fue aceptable cuando se comparé con el valor requerido.

Tabla 40 — Contracciéon de material aminoacidico y no aminoacidico a través del tratamiento con carbono

Lote 3 Antes del carbo_no [9/100 g de| Después del carl?ono Pérdida al carb(_)no [9/100 g Pérd?da

partida] [9/100 g de partida] de partida] relativa
Acido aspartico 6,42 6,06 0,359 5,6 %
Acido glutamico 18,2 18,17 0,026 0,1%
Serina 4,55 4,40 0,152 33%
Glicina 4,64 4,42 0,224 4,8 %
Histidina 3,5 3,15 0,347 9,9 %
Arginina 51 4,21 0,893 17,5 %
Treonina 3,62 3,40 0,222 6,1 %
Alanina 4,08 4,08 0,000 0,0 %
Prolina 55 4,81 0,693 12,6 %
Tirosina 2,96 2,53 0,434 14,7 %
Valina 4,27 4,10 0,172 4,0 %
Metionina 2,12 2,11 0,012 0,6 %
Cistina 2,29 2,01 0,282 12,3 %
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Isoleucina 3,62 3,40 0,222 6,1 %
Leucina 6,82 6,61 0,214 3.1 %
Fenilalanina 3,75 3,38 0,370 9.9 %
Lisina 4,76 4,59 0,171 3,6 %
Triptéfano 1,39 0,87 0,518 37,2 %
Material no

aminoacidico 12,4 8,54 3,858 31.1%
total

Producto total 100 90,82 9,167 9.2 %
(tal cual)

Efecto sobre la distribucion del peso molecular

Una comparacién de los sistemas enzimaticos, véase la Tabla 41, muestra que el sistema de la Neutrasa produjo
niveles mas bajos de monoaminoacidos, y no produjo ningun triptéfano libre en solucion, mientras que el sistema
enzimatico de Alcalasa/Flavourzima de baja dosis de enzima del Lote 1 dio lugar a esencialmente menos
aminoacido monomérico que la dosis superior usada en el Lote 2 y aproximadamente un 35 % menos de triptéfano
libre. El sistema de Neutrasa fue mas eficaz para romper las proteinas a pesos moleculares inferiores a 600 Da en
las series de juncea. Como el organismo tiene mecanismos de transporte de péptidos dimeros y trimeros cortos
diferentes a los de los aminoacidos libres debido a que el higado agota rapidamente los aminoacidos libres en la
corriente sanguinea, existe una gran ventaja en limitar el grado de hidrdlisis con el fin de aumentar al maximo la
retencion de péptidos cortos. El bajo contenido de triptéfano libre limit6 el efecto negativo del tratamiento con
carbono en el perfil de aminoacidos, mientras que los estudios de laboratorio en los que se uso el sistema de
Flavourzima dieron lugar a una pérdida del 95 % de triptéfano cuando se us6 Flavourzima a dosis altas (aprox.
1,5 % de solidos secos).

Tabla 41 — Efecto del tratamiento sobre el perfil del peso molecular

N.° de lote 1 2 3a 3b 5

Fuente juncea juncea juncea juncea napus
Comblnacmn de Alcalasa{ Alcalasa{ Alcalasa/ Alcalasa/Neutrasa Alcalasa/
enzimas Flavourzima | Flavourzima Neutrasa Neutrasa
Enzima 1 o o o o o
Alcalasa 0,5% 1,5 % 1,5% 1,5 % 1,5%

. Flavourzima | Flavourzima Neutrasa o, | Neutrasa
Enzima 2 al014% | al04% alo29 | Neutrasaal02% | 450,
Tratamiento con 2.5 % de solucién
carbono

o >10 0 0 0

©

3 10-5 0 0 0 0

EES 0 0 0 0 3

§ <1063 25 9 9 9 10

[77)

g Dimero 37 35 62 63 53
Monomero 36 47 28 26 52

Triptofano libre

(g*100 g°) 0,27 0,42 <01 <01 <01

En una realizacién, las proteinas hidrolizadas extraidas comprenden:

i) una primera parte de monémeros de proteinas hidrolizadas, en las que la primera parte representa entre el 25
y el 50 % de la proteina total;

i) una segunda parte de dimeros de proteinas hidrolizadas, en las que la segunda parte representa entre el 35y
el 65 % de la proteina total; y

iii) una tercera parte de proteina hidrolizada que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 3 y 0,6
kDa, en las que la tercera parte representa entre el 5 y el 25 % de la proteina total.

iv) una cuarta parte de proteina hidrolizada que tiene un peso molecular de entre aproximadamente 3 y 5 kDa, en
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las que la cuarta parte representa entre el 0 y el 5 % de la proteina total.

La hidrdlisis de la harina de napus lavada dio lugar a la presencia de material de alto peso molecular, estando el 3 %
de las proteinas en el intervalo de 3 a 5 kDa. Esto indica un menor grado de hidrélisis o menos retencion por la
membrana de ultrafiltracion cuando se compara con ensayos anteriores en la serie de B. juncea sin nanofiltracion ni
ultrafiltracion. (Véase la Tabla 42). El procesamiento a través de la membrana elimina el material de mas de 3 kDa y
cambia esencialmente el perfil de tamario del péptido tanto para el sistema de Alcalasa/Flavourzima como para los
sistemas de Alcalasa/Neutrasa. Para el sistema de Neutrasa, la distribuciéon del peso molecular es muy sesgada
hacia el dimero, mientras que el contenido de monoaminoacidos se reduce y el material de alto peso molecular se

reduce.

Tabla 42. Cambio en el perfil de peso molecular del laboratorio a la planta piloto

o DATOS DE DATOS DE DATOS DE
N.% de lote LABORATORIO 1 LABORATORIO 2 LABORATORIO | A
Fuente juncea juncea juncea juncea juncea juncea
Combinacién de Alcalasa/ Alcalasa/ Alcalasa/ Alcalasa/ Alcalasa/ Alcalasa/
enzimas Flavourzima Flavourzima Flavourzima Flavourzima Neutrasa Neutrasa
Enzima 1 0,75 % 0.5 % 1,5 % 15 % 15 % 15 %
Enzima 2 Flavourzima al Flavourzima Flavourzima al Flavourzima Neutrasa al Neutrasa
0,2 % al 0,14 % 0,4 % al 0,4 % 0,2 % al 0,2 %
Tratamiento con
carbono
>10 <1 0 <1 0 1 0
5 10-5 0 0 0 0 0 0
&3 35 2 0 2 0 2 0
=223 063 18 25 10 16 11 9
£ Dimero 42 37 45 35 48 62
Mondémero 33 36 39 47 34 28
Triptoéfano
Libre 0,27 0,27 0,39 0,42 <0,1 <0,1
(g*100 g

Uno de los aspectos clave de la produccion de proteinas hidrolizadas es que la digestion enzimatica parcial de las
proteinas disminuye la respuesta inmunogénica a la proteina. Esto es importante en aplicaciones especializadas
tales como la nutricibn médica y pediatrica, en las que el receptor tiene un sistema inmunolégico comprometido o
inmaduro y puede tener capacidad limitada para comunicarse. Anteriormente, diversas muestras de ensayo de
proteina hidrolizada se han dirigido a estos mercados. La mejor muestra anterior recibida fue el producto producido
mediante el tratamiento de la harina de canola desgrasada lavada generada a partir del proceso anterior basado en
disolvente y posteriormente hidrolizada durante 4 horas con Alcalasa al 1 % y Flavourzima al 1 %. También se
prepararon varias muestras usando el Protomex como enzima secundaria 0 un uso enzimatico inferior para efectuar
diferentes grados de hidrélisis. Cuando se usoé el sistema de Protomex, la respuesta inmunogénica fue mayor que
cuando se usé un sistema de Flavourzima con la misma distribucién de peso molecular y mismo grado de hidrdlisis.
Esto sugiere que la Flavourzima es mas apropiada para reducir la inmunogenicidad. Los grados inferiores de
hidrélisis también condujeron a una mayor respuesta inmunogénica.

La Tabla 43 compara los materiales preparados anteriormente en el Ejemplo 14 con los resultados de una proteina
hidrolizada previa preparada a partir de la harina de canola desgrasada lavada. Se descubrié que la Neutrasa era
muy eficaz para hidrolizar la proteina insoluble y permitir la extraccion. El hidrolizado resultante no tenia triptéfano
libre, y tenia un perfil de peso molecular superior al material de Flavourzima con respecto a la posible respuesta
inmunogénica.

El perfil de peso molecular del Lote 2, (Alcalasa y Flavourzima al 1,5 % y 0,4 %, respectivamente), parece ser una
alternativa adecuada al producto de muestra que previamente se mostré y probé por los clientes. La Neutrasa
parece lograr un perfil molecular similar, pero esto no significa que disminuya adecuadamente la respuesta de
inmunogenicidad debido a la especificidad de los patrones de hidrélisis de proteinas cuando se usa la hidrélisis
enzimatica.
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Tabla 43. Pesos moleculares de la hidrélisis de canola lavada desgrasada frente a la no desgrasada

N.° de lote 0101213-A 101107D 20101213-D 1 2 3
. . Harina de
Torta Torta Harina de Harina de
Torta prensada prensada de prensada de canola lavada | canola lavada canola
Fuente de juncea : : dej dej lavada de
desgrasada g junceaoI g junceaoI de junceadno de junceadno juncea no
esgrasada esgrasada esgrasada esgrasada desgrasada
o Moderada
- Baja (titulo de Producto ;
Alergenicidad 16) convencional (tlgugg;ie
Combinacién de Alcalasa/ Alcalasa/ Alcalasa/ Alcalasa/ Alcalasa/ Alcalasa/
enzimas Flavourzima Flavourzima Flavourzima Flavourzima Flavourzima Neutrasa
Enzima 1
Alcalasa 1% 1% 0,5 % 0,5 % 1,5% 1,5%
Enzima 2 Neutrasa al
(Flavourzima) 1% 1% 0,255 0,145 0,4 % 0.2 %
Tratamiento con
carbono
>10 0 0 0 0 0 0
Y 10-5 0 0 1 0 0 0
oS5 3-5 0 1 2 0 0 0
é 89| 063 13 10 20 25 16 9
o —
£ Dimero 44 43 44 37 35 62
Mondémero 42 43 31 36 47 28
Triptéfano
Libre 0,81 0,81 0,4 0,27 0,42 <01
(g*100 g*)

Con respecto a las proteinas y la inmunogenicidad, el material que tiene un peso molecular superior a 3.000 Da, en
general, tiene una respuesta inmunogénica mas alta y una respuesta relativa de inmunogenicidad de conejo tras 35
dias de exposicion a una proteina. La proteina debe ser inferior a un titulo de 1,5 log para calificarla como
hipoalergénica. Todas las muestras de los productos de juncea descritos en la Tabla 43 cumplen los primeros
criterios, pero no se han ensayado en modelos de animales.

En una realizacién, las proteinas hidrolizadas extraidas comprenden:

i) una primera parte de monémeros de proteinas hidrolizadas, en las que la primera parte representa entre el 25
y el 50 % de la proteina total;

ii) una segunda parte de dimeros de proteinas hidrolizadas, en las que la segunda parte representa entre el 35y
el 65 % de la proteina total; y

iii) una tercera parte de proteina hidrolizada que tienen un peso molecular de entre aproximadamente 3 y 0,6
kDa, en las que la tercera parte representa entre el 5 y el 25 % de la proteina total.

La Alcalasa/Flavourzima es un sistema probado para reducir la respuesta inmunogénica, y crea un producto con una
respuesta cuantificada y mejorada. Con fines de modelizacion, se cree que puede ser necesaria la dosis mas alta de
Alcalasa y Flavourzima (1,5 % y 0,4 %, respectivamente) para llevar el producto por debajo de la marca de titulo de
1,5 definida como hipoalergénica. La Neutrasa muestra un gran potencial para lograr también la respuesta
inmunogénica baja requerida.

La revisiéon de los datos de permeacién de los dos sistemas enzimaticos diferentes muestra que la ultrafiltracion fue
mas rapida cuando se uso6 el sistema de Alcalasa/Flavourzima de bajo nivel enzimatico del Lote 1. La nanofiltracion
de la fraccion extraida concentr6 satisfactoriamente la fraccién extraida hasta un volumen mas apropiado para el
secado por pulverizacion.

En resumen, las evaluaciones con la harina de canola de juncea lavada produjeron proteinas hidrolizadas de buena
calidad con puntuaciones de aminoacidos de mas de 0,13 segun el patrén de puntuaciéon recomendado para los
nifos de 3 a 10 afos por la Organizacion Mundial de la Salud. Ademas, el uso tanto de la ultrafiliracién como de la
nanofiltracién gener6 purezas de las proteinas superiores de mas del 85 % (Nx6,25) en una base tal cual en
comparaciéon con la pureza de las proteinas < 75 % para las series anteriores realizadas con harina de juncea
desgrasada y lavada sin nanofiltracion.

El procesamiento enzimatico hidroliza aproximadamente el 60 % de la proteina insoluble de la harina lavada. Esto
varié segun el sistema de hidrélisis con el sistema de Flavourzima, produciendo un 55 % de extraccion de proteina, y
el sistema de Neutrasa, con una extraccién enzimatica del 67 %. Esto se debe a la actividad endopeptidasa de la
Neutrasa, que conduce a una mayor escision de la proteina insoluble en contraste con la Flavourzima, que actua
sobre los extremos de las cadenas de proteinas. El material de carga de napus parece tener una menor eficiencia
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enzimatica, probablemente debido a la menor concentracion de proteina en solucién y al mayor peso molecular de
las proteinas insolubles en el material de partida.

Todas las evaluaciones en las que se us6 semilla de juncea dieron lugar a que todos los pesos moleculares de la
proteina hidrolizada estuvieran por debajo de 3 kDa, que es el intervalo recomendado para los materiales
hipoalergénicos. Mientras que el patron de escision para la Neutrasa no se ensayd para reducir la respuesta
inmunogénica, basandose en el perfil de peso molecular de estos materiales hidrolizados, se cree que cumplen el
estandar para los materiales hipoalergénicos. De lo contrario, la combinacién enzimatica preferida para los
productos de baja alergenicidad es el sistema de dosificacion de Alcalasa al 1,5 %/0flavourzima al 0,4 %.

El uso de la harina de napus mostré que la mayor capacidad de extraccién de proteina de napus conduce a una
menor recuperacion de la proteina por hidrélisis y, por consiguiente, a un mayor material no proteico en el producto
hidrolizado. El producto de napus final también result6 tener un sabor mas fuerte y un color oscuro mas intenso. Sin
embargo, las series de extraccion posteriores han confirmado la mayor capacidad de extraccién de la etapa primaria
del material de napus y un perfil de peso molecular sesgado a tamafios mayores. Si las proteinas residuales de la
harina de napus son, como media, mayores que las de la harina de juncea, cabria esperar que el peso molecular
medio, tras un periodo dado de hidrolisis, fuera mayor.

La reduccion de la dosis de Alcalasa y Flavourzima en un 66 % durante la hidrolisis con respecto al nivel preferido
anterior dio lugar a una excelente recuperacién y una excelente pureza de las proteinas, superior al 90 %. Aunque el
grado de hidrolisis se redujo, todavia era muy alto, con un 100 % de la proteina por debajo de los 3 kDa y mas del
75 % de dimero o monoaminoacido. La hidrélisis inferior también mejoré el perfil de sabor con respecto al material
mas altamente hidrolizado. El cambio del sistema enzimatico a Alcalasa y Neutrasa dio lugar a un grado muy alto de
hidrélisis, monoaminoacidos inferiores, ningun triptéfano libre y un perfil de sabor diferente, pero aceptable.

El tratamiento con carbono fue muy beneficioso para eliminar el color del producto hidrolizado y mejorar el perfil de
sabor. Mientras que los aminoacidos aromaticos fueron absorbidos en el proceso, el perfil de aminoacidos final se
mejor6 con respecto al material que no fue sometido a tratamiento con carbono cuando se us6 el sistema de
hidrolisis de Alcalasa-Neutrasa. El perfil de aminoacidos final se enriquecié en acido glutamico, lo que, en general,
se percibe como un mejor sabor debido al efecto del sabor umami. EI mayor cambio en la composicion fue la
absorcion de materiales no aminoacidicos y, posteriormente, la pureza final fue superior al 90 %, esencialmente sin
nitrégeno no proteico.

La ultrafiltracion fue eficaz para excluir el aceite del producto final, pero requiere una limpieza extensiva de las

membranas para mantener el caudal a lo largo del proceso de ultrafiltracion. La nanofiltracion fue muy beneficiosa
para concentrar la proteina antes del secado por pulverizacién y mejorar la pureza de la proteina hidrolizada.
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso de produccion de un aislado de proteina a partir de una harina de canola o de colza que comprende:

— proporcionar una harina de semilla oleaginosa prensada en frio, estando la harina prensada en frio a una
temperatura de 85 °C o inferior;

— mezclar la harina de semilla oleaginosa prensada en frio obtenida con agua para formar una suspension;

— opcionalmente, tratar la suspensioén con fitasa a una temperatura y a un pH adecuados para la actividad de la
fitasa;

— separar la suspension con una separacion solido/liquido para formar:

una fase liquida que comprende el disolvente acuoso, proteina soluble y aceite; y
una fase soélida;

— separar la fase liquida para formar:

una fase de aceite; y
una fase acuosa de proteina;

— someter la fase acuosa de proteina a filtracion de membrana para obtener una solucién de proteina; y
— secar la solucién de proteina para obtener el aislado de proteina.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la separacion solido/liquido de la mezcla se realiza
mediante una centrifuga de decantacion.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que la centrifuga de decantacién se opera a una fuerza g de
entre 2.000 y 4.000 g.

4. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que a la centrifugacién de decantacion le sigue una primera y
una segunda centrifugas de discos en serie.

5. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la primera centrifuga de discos se opera a una fuerza g
de entre 6.000 y 9.000 g y la segunda centrifuga de discos se opera a una fuerza g de entre 8.000 y 12.000 g.

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la separacion de la fase liquida
se realiza mediante centrifugacion.

7. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la separacion de la fase liquida se realiza mediante una
centrifuga de desgrasado, una centrifuga de discos, una centrifuga bifasica o una centrifuga trifasica, o una
combinacién de las mismas.

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la centrifuga de discos se opera a una fuerza g de entre
2.000 y 10.000 g.

9. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el aislado de proteina
comprende menos del 2 % (p/p) de aceite.

10. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el aislado de proteina tiene
una distribucion de los aminoacidos como se presenta a continuacion:

Aminoacido g de aa/100 g de proteina
Acido aspartico 9-10
Acido glutamico 18-20

Serina 5-6
Glicina 5-6
Histidina 3-4
Arginina 7-8
Treonina 4-5
Alanina 4-5
Prolina 5-6
Tirosina 3-4
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Valina 5-6
Metionina 2-3
Cistina 1-2
Isoleucina 3-5
Leucina 7-8
Fenilalanina 3-4
Lisina 5-6
Triptéfano 1-2

11. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el aislado de proteina tiene
una distribucion del peso molecular como se presenta a continuacion:

Masa molecular (kDa) Intervalo (basado en la microfiltracién)
300 25-30
300-50 5-10
50-30 2-7
30-10 15-25
10-5 15-25
<5 15-25

12. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el aislado de proteina
comprende:

(i) una primera parte de proteinas que tienen un peso molecular superior a 300 kDa, en donde la primera parte
representa entre el 40 y el 65 % de la proteina total;

(ii) una segunda parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre 30 y 10 kDa, en donde la segunda
parte representa entre el 10 y el 40 % de la proteina total; y

(iii) una tercera parte de proteinas que tienen un peso molecular de entre 10 y 5 kDa, en donde la tercera parte
representa entre el 5 y el 30 % de la proteina total.

13. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el aislado de proteina tiene
una concentracion de proteina soluble de al menos el 90 %.
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FIGURA 4A

Diagrama de flujo del proceso de aislados de proteina con MF

Componentes aiadidos
Torta prensada

Agua Mezclado
Fitasa Extractores  Tiempo: 1 hora
Peptinasa - Temperatura: 55 °C

pH: 5,0 para la fitasa
ég:;’:;lz:nco 7,0 despues de la fitasa

Composicion de la suspension

Fibra/Celulosa 20% Rehﬁ'geracion de la susp.
Proteina soluble 0,7 %| Refrigerador

Proteina insoluble 2,0% dela  Temperatura: 18°C
Hidratos de C solubles 0,8 %| Suspension

Cenizas 04

Aceite 0,9 %' T

Agua 93,1 % |

Separacion de la harina
humeda del agua extraida
Decantador 1 Temperatura: 18 °C

o ) . G: 3.000-3.600
Composicion de la harina humeda 1

Fraccnon de agua extralda del decantador

Fibra/Celulosa 8,8 % , Fibra/Celulosa 0,6 %
Proteina soluble 0,6 % Proteina soluble 0,7 %
Proteina insoluble 8,5% ‘Hanna humeda 1 Proteina insoluble 0,7%
Hidratos de C solubles 0,7 % Hidratos de C solubles 0,9 %
Cenizas 0,4 % Cenizas i 0,5 %
Aceite 2,7 % Lavado de la harina humed$ Aceite 0,5%
Agua 78,3 %3 Tanque de  con agua para aumentar la [ Agua 96,1 %
de la extraccion

resuspension Temperatura: 18 °C

Agua

| Suspension

{

Separacion de la harina
lavada del agua extraida
Decantador 2 Temperatura: 18 °C

Composicion de la harina humeda 2 G: 3.000-3.600

Fibra/Celulosa 8,4 %)

Proteina soluble 0,1%

Proteina insoluble 7.3% i

Hidratos de C solubles 0,1% |

Cenizas 0,1% .
Aceite a9

Agua 81,3 % Harina humeda para su venta o

para hidrolisis
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Proteina soluble 0,2 %
Proteina insoluble 0,3 %
Hidratos de C solubles 0,2 %
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FIGURA 4B

Sélidos de los discos a MF
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Cenizas 0,5 %|MF1 residual. T =55 °C hgua 1% de las pilas de discos.
Aceite 0,02 Tamano de membrana: T =55°C Tamano de
Agua 97';; ~0.8 ym_ . ~0.8 ym
- t i
' H Solidos lavados Agua extraida (Fraccion permeada)

Fraccion permeada MF1

Agua extraida (Fraccion permeada) i

= - Eraccion permeada MFZ
Fibra/Celulosa 0,00% e OO
Proteina soluble 0,60 % Proteina soluble 0,60 %
Eromina msolstne 0,00 % : Proteinainsoluble 0,01 %
Hidratos de C solubles 0,90 % ; Hidratos de C solubles 0,90 %
Cenizas 0,04 % Cenizas 0,04%
Aceite 0,00 % P Aceite 0,00 %
Agua BA%___| ¢ Agua 98,4 %
Pasteurizacion
HTST Temperatura: 72°C
Fraccion retenida de UF F
Fibra/Celulosa 0,00 % A i
Proteina soluble 11,00 % AGUa Aziicares (fraccién permeada)
Proteina insoluble 0,00 % —— — e T = Agua para su
Hidratos de C solubles 0,90 % g it de et et ol et :u’: -« reutilizacion
Cenizas 0.04 %|UFTemperatura: 55 °C Fibra/Celulosa 0,00%  Temperatura: {iaccion permeade)
Aceite 0,00%!  Tamafio de membrana: 25 kD4 proteina soluble 0.06%  Proporcion de conc.: 5:1
Agua 87,6 % Proporcion de conc.: 18:1 Proteina insolubk onne
J s ; ¥ Jarabe de aziicar
 Proteina ge":;t:: de Cinahitsies %%i ?:/'. (fraccion  [Fraccion retenida de Ol
‘extraida Aceits 0.00 % i Fibra/Celul 0,00 %
s o P oy o
— R B — Proteina s 0,30 %
Pasteurizacion el J Concentracion de | Proteinainsoluble 0,00 %
jqrsT Temperatura: 72°C Evaporador azicara70Brix | Hidratos de C solubles 6,00 %
) Temperatura: 70 °C | Cenizas 0,20 %
Aceite 0,00 %
Agua 93,5 %
Secado de la A
Secador por proteina Azucar para Azicar evaporada
pulverizacion T: 70 °C su venta Fibra/Celulosa 0,00 %
Humedad final§ 6 % Proteina soluble 3,00 %
: Proteina insoluble 0,00 %
Proteina secada por pulverizacion ! Hidratos de C solubles 60,00 %
Fibra/Celulosa 0,00 % z Cenizas 2,00 %
Proteina soluble 86,7 % Aceite 0,00 %
Proteina insoluble 0,00 % Agua 35,0 %
i o
I(':Ild'ptos de Csolubles 6.8% | »;01500 de proteina para
enizas 0,3% ser vents
Aceite 0,0 %
Agua 6,1 %
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