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RESUMEN

Procesado acuoso de soja con tecnologia enzimética: extraccion de
aceite y produccion de aislados.

Se ha incorporado una etapa de tratamiento enzimético previa a la
extraccién acuosa en condiciones alcalinas durante el procesado para
obtencidn de aceite y proteina de soja. La degradacion de la estructura de
la pared vegetal, causada por el ataque enzimdtico, aumenta la
extractabilidad del aceite en un 10% respecto al aceite total extraible. No se
aprecié efecto sobre el rendimiento de proteina debido posiblemente a
que la posterior extraccién a pH 9 inhibe los efectos de la accién enzimética.
Tras la realizacién del proceso de extraccién acuoso, se elimina en el
suero un 30% de enzima activa, que puede ser reutilizada en el proceso.

PALABRAS-CLAVE: Aceite — Extraccion acuosa — Proteina — Soja
— Tecnologia enzimética.

SUMMARY

Aqueous processing of soya beans with enzymatic technology: oil
extraction and production of isolates.

An enzymatic treatment was incorporated before the alkaline extraction
during the aqueous processing of soya beans for oil and protein. The
degradation on the plant cell wall structure by the enzymatic action,
enhances the oil extractability by 10% of the potential extractable oil. No
significant effect on the protein extractability was detected, although this effect
was probably masked by the alkaline extraction. After the aqueous extraction,
30% of active enzyme was eliminated in the whey. This can be recovered
and reutilized in the next stage.

KEY-WORDS: Aqueous extraction — Enzymatic technology — Oil —
Protein — Soybean.

1. INTRODUCCION

Los procesos convencionales de extraccion de aceite
de semillas (presion y/o disolventes), optimizados para la
recuperacion del aceite, pueden causar efectos adversos
sobre las propiedades de la proteina si ésta se pretende
emplear como ingrediente para formulacion de productos
para alimentacién humana. La creciente importancia que la
fraccion proteica de las semillas ha adquirido frente a la
fraccion grasa, debida a i) los habitos alimenticios cam-
biantes y la tendencia a reducir el consumo de grasas en la
dieta, ii) el coste creciente de la proteina animal, ha incen-
tivado la investigacién para el aprovechamiento de esta
fuente de proteina.
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Dependiendo de las condiciones de pH durante el pro-
cesado, la proteina puede recuperarse como concentrado
en la fase sélida o como aislado en la fase acuosa, este ulti-
mo de mayor pureza, aunque en ambos casos el conteni-
do proteico es superior al de la harina desgrasada, que
generalmente se emplea como material de partida. Existe
la posibilidad de realizar la extracciéon conjunta del aceite y
de la proteina a partir de semillas sin desgrasar, con un pro-
ceso acuoso que permita la separacion de las distintas frac-
ciones, mejorando el valor econémico de los productos
obtenidos frente a los provenientes del procesado con-
vencional.

El proceso acuoso ofrece ventajas sobre los sistemas
de extraccién cominmente empleados, pues no se em-
plean disolventes téxicos o de manejo peligroso; ademas
de la seguridad, permite flexibilidad de operacién, ya que
las puestas en marcha y paradas son mas seguras, facili-
tando la operacién discontinua, y se reducen los costes de
inversion y operacién por el menor tamafo de estas plan-
tas frente a las de disolventes (Hagenmaier et al., 1973;
Hron et al., 1982; Cruz Maduefo, 1990). Durante el pro-
cesado acuoso se emplea agua como disolvente extractor,
para eliminar el aceite y obtener simultaneamente un pro-
ducto proteico detoxificado adecuado para consumo huma-
no (Staron et Guillaumin, 1979; Barraquio y van de Voort,
1988). Sin embargo, el agua presenta una menor eficacia
de extraccioén, y se requiere una etapa de desemulsifica-
cion.

El proceso acuoso permite obtener un aceite limpio,
claro y facilmente refinable, puesto que las impurezas y
componentes menores que lo acompafan son elimina-
dos con el agua empleada como disolvente extractor. No
s6lo se obtiene un menor contenido en fésforo (Lanzani et
al., 1983; Olsen, 1988) sino que también se ha observado
una reduccién del contenido en clorofila en aceite de colza
obtenido por procesado acuoso frente al de procesos con-
vencionales (Laiho et al., 1990).

La investigacién de procesos alternativos de extraccion
de aceite de semillas se ha centrado ultimamente en el
empleo de enzimas como auxiliares tecnolégicos (Lanzani
et al., 1975; Fullbrook, 1984; Bhatnagar y Johari, 1987). El
aceite se encuentra en las células vegetales, ligado a pro-
teinas y carbohidratos, y es preciso demoler las paredes
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celulares para extraer el aceite y la proteina; la degradacién
que causa el ataque enzimatico permite una separacioén de
los componentes en distintas fracciones, de modo distinto
al que logra la tecnologia convencional. Se ha visto el
efecto favorable de la digestiéon enzimatica de las paredes
celulares con pectinasas, amilasas o proteasas, que junto
con enzimas celuloliticos y hemiceluloliticos favorecen la
extraccion de aceite y proteina durante la produccién de
concentrados (Gurtler et al., 1981) o durante la produccién
de leche de soja (Lanzani et al., 1987 y 1988). El aumento
en la extractabilidad de la fraccién proteica, causado por la
hidrélisis de los carbohidratos y rotura de los enlaces que
los unen a dichas proteinas, mejora la velocidad de filtracion
de la suspensién acuosa (Hang et al., 1970; Graille, 1988).

En este trabajo se evalia el efecto de un tratamiento
enzimatico durante el procesado acuoso de habas de
soja; se compara la eficacia de extraccién de aceite y pro-
teina con la obtenida en muestras control. Se estudia el
efecto de la relaciéon enzima:semillas y el tiempo de trata-
miento sobre la distribucién de aceite y proteina, asi como
la calidad de los productos, y la actividad enzimatica recu-
perable en el suero.

2. MATERIALES Y METODOS

Semillas. Las habas de soja (suministradas por una
extractora local) se mantuvieron en bolsas de plastico
cerradas a 4 °C hasta su uso, momento en que se trocea-
ron, se eliminaron las céscaras y se redujeron a un tama-
fio menor de 0.2 mm. El analisis de estas semillas indica
que su composicion en base seca es: 22.1% aceite, 40.3%
proteina, 5.2% cenizas, 8.4% fibra total (FND) y 24% de
fraccion no nitrogenada.

Enzimas. Se emplearon enzimas comerciales, ade-
cuados para mejorar la extractabilidad del aceite de soja:
Celluclast 1.5 L, un complejo celulolitico suministrado por
Novo Nordisk A/S, y dos enzimas de actividad mdltiple,
Multifect y Olease, de Finnish Sugars Co. Ltd. y Biocon res-
pectivamente.

Métodos analiticos. El contenido en humedad, ceni-
zas, aceite, FND (fibra neutro detergente) y FAD (fibra
acido detergente) se determinaron seglin se recomienda en
la metodologia AOAC (1990). El contenido en proteina
se calculé como nitrégeno Kjeldahl « 6.25, que es una
expresion generalmente empleada en estos procesos,
aunque un valor mas adecuado para soja es 5.52 (Mossé,
1990). La lisina disponible se determiné por el método
del acido TNBS (2,4,6-trinitrobencenosulfénico) (James y
Ryley, 1986). La digestibilidad aparente in vitro de la pro-
teina se midié por un método enzimatico propuesto por Hsu
et al., (1977), que requiere la digestién con tripsina, qui-
motripsina y peptidasa. El contenido en aminoéacidos se
analiz6 tras hidrélisis con HCI 6 M, y posterior derivatizacién
con fenilisotiocianato y se analiz6 por CLAR de fase rever-
sa, en una estacion Pico-Tag y cromatégrafo Waters. La
Tasa de Eficacia de la Proteina, que mide la eficacia nutri-
tiva en relacién con la caseina, se calculé del modo que
indican Hsu et al., (1978). Para este céalculo se empleé el
valor de la digestibilidad aparente in vitro, junto con los valo-
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res del contenido en lisina, metionina+cisteina, treonina, iso-
leucina, leucina, valina, fenilalanina+tirosina, y puesto que
no se determiné el contenido en triptéfano, para este ami-
noacido se empleé un valor medio de los recogidos en la
bibliografia para aislados. Para el andlisis de la solubilidad
de la proteina se dispersé la muestra molida en una diso-
lucién 0.2 M de NaCl hasta obtener una suspensién 1%
(p/v); una vez ajustado el pH a 9 con NaOH se mantuvo
agitada a temperatura ambiente durante 2 h. Las muestras
se centrifugaron y se determiné por Kjeldahl el N conteni-
do en el sobrenadante. El indice de solubilidad se calculé
como porcentaje de la proteina total de las muestras que se
recupera en el sobrenadante. La actividad celulolitica se
midié sobre sustratos celuldsicos: celulosa microcristalina
Avicel (Sigma) para determinar actividad celobiohidrolasa,
CMC (Panreac) para endoglucanasa y papel de filtro
Whatman N.? 1 para determinar la actividad total
(Canevascini & Gattlen, 1981). Los azUcares reductores y
totales se determinaron colorimétricamente por el método
del acido DNS a 540 nm y con sulfato de hidracina en
H,SO, a 490 nm respectivamente.

Proceso experimental. Para la etapa de extraccién
alcalina del aceite y proteina de habas de soja se realizé el
batido de las habas molidas en condiciones de pH, tem-
peratura y relacién agua:semillas seleccionadas experi-
mentalmente o en base a resultados bibliograficos.
Posteriormente se realizé la separacién centrifuga de las
fases obteniéndose en la fase liquida la proteina solubili-
zada y una emulsién de aceite en agua, y en la fase sélida
un residuo fibroso. La proteina soluble se precipita isoe-
Iéctricamente con HCl y tras una nueva etapa de centrifu-
gacion se obtiene la fase liquida, con agua y aceite, sepa-
rada del aislado proteico (Fig. 1).

Condiciones operacionales. La relacién agua:semillas,
el pH y las condiciones de centrifugacién se seleccionaron
previamente en funcién de la maxima extraccién de aceite
y proteina, en un sistema de extraccién acuosa sin trata-
miento enzimatico. El tamano de particula, que afecta a la
eficacia de extraccién de aceite y proteina, se redujo a < 0.2
mm (70 mesh), pues un molido insuficiente reduce el ren-
dimiento de aceite y una excesiva reduccién de tamafno
favoreceria la formacion de emulsiones dificiles de romper.
La temperatura de operacién, que afecta a la extraccién y
calidad del aceite, se mantuvo a 50°C. Las habas de soja
se procesaron sin someterlas a un tratamiento térmico
previo para inactivar los enzimas endégenos, que podria
reducir tanto el rendimiento de aceite como el de proteina
al partir de muestras sin desgrasar (Marek et al., 1990),
aunque cuando se parte de harina desgrasada, los rendi-
mientos de extraccién de proteina y la pureza del produc-
to obtenido son ligeramente superiores si han sido tratados
térmicamente.

Una vez realizada la etapa de batido-extraccion, y tras
enfriar a temperatura ambiente, la pasta se centrifugé a
12.500 rpm durante 20 min en una centrifuga Beckman J2-
21. Aunque el uso de una centrifuga de laboratorio no
permite eliminar eficazmente el aceite, y presenta rendi-
mientos menores que otros equipos continuos debido al
corto recorrido medio del aceite en este sistema (Kim,
1989), es adecuado para fines comparativos y para realizar
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la evaluacion del efecto de la adicién de enzimas. La can-
tidad de aceite extraido durante el proceso acuoso se
determiné midiendo el contenido residual en los productos
sélidos obtenidos: el residuo fibroso y el aislado.

Durante el batido y la centrifugacién en dos etapas se
empled una relacién agua:semillas 15:1, que permite faci-
lidad operacional en el proceso discontinuo, aunque el
empleo de una menor relacién durante la resuspensién y
segunda etapa de centrifugacién podria favorecer la dese-
mulsificacion (Lawhon et al., 1981) y la realizacién del
proceso en continuo.

El pH durante la extraccién se seleccioné para recuperar
més aceite y proteina. Se empleé NaOH 0.2 M para modi-
ficar el pH de la suspensién de semillas molidas durante la
extraccion, pues este alcali permite solubilizar una elevada
proporcién de proteina (Taha et al., 1986). Aunque a valores
elevados de pH el aceite en el residuo se reduce, queda mas
aceite en el aislado, con la consiguiente reduccién en la esta-
bilidad del producto. A valores altos de pH y temperatura
también aumenta el contenido en acidos grasos libres del
aceite. Se seleccioné un valor de pH 9, pues se solubiliza un
elevado porcentaje de la proteina, se elimina el 4cido fitico
(que compleja minerales reduciendo su disponibilidad)
(Tzeng et al., 1990) y se favorece la inactivacién de la lipo-
xigenasa, para no afectar la calidad del aceite. El procesa-
do en condiciones alcalinas podria favorecer la formacién de
lisinoalanina en productos proteicos; este complejo se forma
durante la reaccién del grupo € de la lisina con el doble
enlace de la dehidroalanina, formada por deshidratacién
de la cisteina o la serina. Aunque no se ha demostrado
gue posea accion téxica, la formacién de lisinoalanina redu-
ce la calidad nutritiva y digestibilidad de la proteina, y su con-
centracién en productos proteicos no debe sobrepasar 500-
1000 ppm (Barr, 1981; Gémez y Torre, 1989). Puesto que la
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Figura 1

Diagrama de flujo del proceso de extraccién acuosa de habas de soja con
incorporacién del tratamiento enzimatico.
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exposicion de las habas de soja sin desgrasar a estas con-
diciones es menos perjudicial que si sélo se expone el ais-
lado, no se prevé que en las condiciones de pH y tempera-
tura empleadas se vea afectada la calidad nutritiva del
producto obtenido (Struthers, 1981).

Proceso enzimdtico. La cantidad de proteina extraida
depende de factores como la concentracién del tampédn,
pH, concentracién de sustrato, relacién enzima:semillas y
tiempo de tratamiento. Los dos primeros se seleccionaron
previamente en funcién de la actividad enzimética sobre
sustratos artificiales. La concentracién de sustrato se fijo en
las condiciones empleadas en la extraccién a pH 9; el efec-
to del tiempo y la concentracién de enzima se analizan en la
siguiente seccién. Puesto que el valor de pH 6ptimo para el
desarrollo de la actividad enzimatica es diferente del selec-
cionado para la extraccion de aceite y proteina, es necesa-
ria la realizacion de dos etapas separadas: una incubacién
con enzimas a 50 °C y pH &cido (4.5-4.8), condiciones &pti-
mas para la actividad enzimética, y la otra a pH 9, para favo-
recer la extraccién de aceite y proteina. La separacién cen-
trifuga de las fases sélida y liquidas, se realiza a 12.500 rpm
durante 20 min.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar el efecto de la accién enzimatica sobre
la distribucion de aceite y proteina en los productos, se
estudiaron dos variables: la relacién enzima:semilla y el
tiempo de tratamiento.

Relacién enzima:semilla

Se estudi6 su efecto en el rango 0.1-3 g/100 g semilla
(base seca) para los distintos enzimas comerciales, en
comparacién con una muestra control (sin enzimas) (Tabla
1). Se obtuvo una recuperacién de sélidos en los aislados
entre 35 y 39% en todos los casos, frente al 36% en las
muestras control. A relaciones mayores de 1 se obtienen
los maximos valores porgue la acciéon enzimatica favorece
una mayor solubilizacién del material.

El rendimiento de extraccién de proteina, oscil6 entre 68
y 73% de la inicialmente contenida en la muestras, siendo
la pureza en el producto resultante tras la precipitacion iso-
eléctrica y posterior centrifugacion, del 70-76%.
Comparando estos resultados con los del control se obser-
va un ligero incremento en la recuperacion de proteina a
relaciones enzima:semilla superiores a 0.1 g/100 g. La
pureza es, con oscilaciones, del mismo orden que en el
control.

Asimismo en el aislado proteico se recupera un 7-9 %
del aceite inicial y el contenido graso de los aislados es de
4-5 % de su peso seco. Los valores obtenidos son simila-
res a los del control, aunque la retencién de aceite es
mayor en los aislados de muestras tratadas con Olease, a
las mayores relaciones enzima:semillas.

Por lo que se refiere al residuo, su contenido proteico
apenas se ve afectado por la concentracién de enzima, y
para cualquier relacién enzima:semilla empleada se man-
tiene en torno al 20 %, ligeramente inferior al control.
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Tabla |
Recuperacion de aceite y proteina (% del inicial) y riqueza (% p/p, base seca) en el aislado en muestras procesa-
das con tecnologia enziméatica acuosa.

Relacion E/S Proteina Aceite
Recuperacion Riqueza Recuperacion Riqueza
(% inicial) (% b.s.) (% inicial) (% b.s.)
Sin tratar 68.9 74.6 7.6 4.5
Celluclast 0.1 68.1 75.9 7.1 4.3
0.5 71.5 75.0 7.1 4.2
1 72.8 73.7 8.0 4.5
1.5 721 72.5 7.0 3.9
2 72.8 75.9 7.7 4.5
3 72.4 70.7 7.6 4.2
Multifect 0.1 - - - -
0.5 69.4 74.6 7.6 4.5
1 70.7 72.2 7.4 4.1
1.5 70.2 73.8 6.9 4.0
2 711 721 7.8 4.3
3 70.2 72.8 7.5 4.2
Olease 0.1 68.1 73.1 7.3 4.3
0.5 69.8 72.8 8.3 4.7
1 711 721 7.7 4.3
1.5 69.4 69.8 9.1 5.0
2 71.9 74.5 8.4 4.7
3 72.4 73.9 8.7 4.8

Todos los enzimas empleados favorecen la extractabilidad del
aceite (medida como diferencia del aceite total y el contenido
graso en los productos sélidos, residuo y aislado) cuando se
usan en una relacién de 0.5 g/100 g o mayor; este efecto
corresponde a un aumento en la extractabilidad del aceite del
residuo, pues en el aislado no se modifica el contenido graso.
En la Fig. 2 se muestran los datos correspondientes al residuo,
donde se observa el comportamiento diferenciado de cada

enzima. En general, a partir de 2 g/100 g no existe mejoria. Si
a estos datos se superponen los del aislado, se pueden
determinar las concentraciones de enzima por encima de
las cuales la mejoria no es ostensible, y que se emplean en
los experimentos posteriores: Celluclast: 2, Multifect: 1.5 y
Olease 1 g enzima/100 g. Multifect es, en conjunto, la que pro-
porciona los mejores resultados de aumento de rendimiento
de extraccién en més de 7 %.
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]
AZUCARES REDUCTORES (mg/g b.s.)
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% 05 1 18 2 28 3 38 % 08 1 18 2 28 3 38
RELACION ENZIMA:SEMILLA (g/100 g| RELACION E/S (/100 g)
Figura 2 Figura 3

Efecto de la relacién enzima:semillas sobre el contenido graso del resi-
duo sélido obtenido durante la extraccién acuosa de habas de soja.
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Efecto de la relacién enzima:semillas sobre la concentracion de azticares
reductores y proteina que se elimina en el suero.
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En cuanto al suero, contiene una elevada porcién de
sélidos no precipitados (21-29%), con un ligero aumento en
las muestras tratadas con enzimas. Dado que en las con-
diciones empleadas para la extraccién acuosa se puede
considerar la concentracién de azicares en el suero indi-
cativa del grado de ataque enzimatico de la pared vegetal,
en la Fig. 3 se presentan los datos correspondientes. El
aumento de azUcares reductores respecto a las muestras
control (correspondiente a 21.7 mg/g m.s.) esta en el
rango 15-20 mg/ g b.s., tras 1 h de tratamiento enzimatico.
Se puede apreciar un incremento continuo con la rela-
cién enzima:semilla en el intervalo estudiado, y aunque la
conducta de los tres enzimas es similar, la reaccién de
hidrélisis transcurre con diferente extensién, y puede corre-
lacionarse con la actividad celulolitica de los enzimas,
siendo mayor el efecto producido por los enzimas mas
activos (Celluclast y Multifect). En el suero se elimina un 8-
11% del contenido proteico inicial de las muestras. La
cantidad de proteina afadida con los enzimas puede des-
preciarse, puesto que aunque se recuperase completa-
mente, bien en el suero o en cualquiera de los productos
sélidos, la mayor dosis enzimética supondria un aumento
inferior a 0.3 g enzima/100 g semiillas, y no representaria
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mas de 3 mg proteina enzimatica en 400 mg proteina de
soja.

Si bien los resultados obtenidos por diferentes autores
en cuanto a extractabilidad de aceite sefialan un efecto
favorable de la aplicacién del tratamiento enzimatico, en la
bibliografia se recogen efectos contradictorios de la accién
del tratamiento enzimatico sobre la extractabilidad de pro-
teina. Lanzani et al., (1988) llevaron a cabo un tratamien-
to similar al de este trabajo con enzimas comerciales,
durante la produccién de leche de soja, en la que la fase
soélida (o residuo) es comparable residuo, y la fase acuosa
comparable al aislado y suero. Los resultados no revelaron
una mayor solubilizacién de sélidos y proteina en compa-
racién con las muestras control, mientras que los datos
obtenidos tras el tratamiento enzimatico con un filtrado
de celulasas flingicas realizado por Abdo y King (1967)
muestra que la proteina en el liquido aumenta considera-
blemente con la aplicacién de un tratamiento enzimatico,
aumentando el contenido de 74 a 96 %. Marek et al.,
(1990) observaron un aumento en la fraccién de proteina
solubilizada tras el tratamiento enzimatico de colza, soja y
maiz con celulasas de distinto origen.

Tabla ll
Evolucién de la recuperacién de proteina y aceite (% total) y riqueza en el aislado (% p/p, base seca)
en funcién del tiempo de extraccién alcalina en muestras control y del tiempo de tratamiento enzimatico
previo a la extraccién alcalina en muestras tratadas

Relacion E/S Proteina Aceite
Recuperacion Riqueza Recuperacion Riqueza
(% inicial) (% b.s.) (% inicial) (% b.s.)
Sin tratar 0.25 58.2 64.9 7.7 4.7
0.5 68.9 74.6 7.6 4.5
1 68.5 69.9 7.3 4.1
2 68.5 68.5 8.4 4.6
4 69.8 66.6 9.0 4.6
5 69.4 67.1 9.3 4.9
Celluclast 0.25 68.1 80.9 8.0 5.2
0.5 69.8 84.3 7.3 4.8
1 70.7 75.9 7.7 4.5
2 711 81.2 6.3 3.9
4 70.7 78.8 6.9 4.2
5 71.7 81.8 6.5 4.1
Multifect 0.25 68.9 75.7 8.0 4.8
0.5 68.9 71.4 8.1 4.6
1 70.2 73.8 6.9 4.0
2 68.9 69.9 8.5 4.7
4 69.8 72.3 8.7 4.9
5 70.3 70.3 6.4 3.5
Olease 0.25 67.7 70.1 11.2 6.3
0.5 69.8 71.3 10.2 5.7
1 711 721 7.7 4.7
2 711 72.6 10.3 5.7
4 71.7 76.4 10.2 5.9
5 71.5 72.5 10.8 6.0
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Efecto del tiempo de tratamiento

Una vez seleccionada la relacién enzima:semillas 6pti-
ma, como funcién de la extractabilidad del aceite y protei-
na, se estudio tanto el efecto del tiempo de tratamiento con
enzimas (en el intervalo 0.25 - 5 h) sobre la eficacia de la
etapa enzimatica, como el efecto del tiempo de extraccién
alcalina sobre una muestra control (pH = 9). Todas las
muestras tratadas con enzimas durante periodos de incu-
bacién en el intervalo estudiado se extrajeron a pH 9
durante 1/2 h, (puesto que a tiempos mayores no se apre-
ci6 una diferencia significativa en las muestras control), tras
periodos de incubacién con enzimas en el intervalo estu-
diado (Tabla ll).

La fraccion de sélidos recuperada en el aislado aumen-
ta ligeramente con el tiempo de extraccién desde 35 a 41
%, alcanzando un maximo tras 4 h en las muestras control;
sin embargo en las pruebas con enzimas no se apreciaron
diferencias importantes.

Aunque se aprecia cierta tendencia a recuperar mas
proteina en el aislado, desde 58.2 % a 0.25 h hasta 68.5 %
alas 2 h en las muestras control, el porcentaje de proteina
recuperada en las muestras tratadas oscila entre 67.7 y
71.5% sin apreciarse claramente un efecto del tiempo de
tratamiento enzimatico. El contenido proteico se mantiene
entre 76 y 84% para los aislados procedentes de muestras
tratadas con Celluclast, y entre 70-76% para las otras dos
enzimas. Al igual que se observé para distintas relaciones
enzima:semillas, tampoco se aprecia que el tiempo de
tratamiento afecte al porcentaje de aceite que se recupera
en el aislado (7.3-11.2%). Los tiempos de tratamiento
mayores de 2 h no causan un aumento adicional en la
extraccion del aceite y se mantiene un contenido graso en
base seca entre 3.5 y 6.4%. La recuperacion de aceite en
el aislado no se reduce, incluso en algunos casos (mues-
tras tratadas con Multifect o con Olease) aumenta ligera-
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mente respecto a las muestras control, manteniéndose
en torno a un 6-11% del aceite total de la muestra inicial.

El tiempo de tratamiento enzimatico, al igual que la
relacién enzima:semillas, apenas afecta a la distribucién de
sélidos totales en las diferentes fases sélidas y el suero. En
el residuo se registré una reduccién en el contenido en séli-
dos de 38.9 a 32.6 % en las muestras control, mientras que
el efecto del tiempo de tratamiento enzimatico sélo es
apreciable en las muestras tratadas con Multifect (en las
que se reduce de 39 a 33 %).

En la Fig. 4 se presenta el efecto del tiempo de trata-
miento enzimatico y extraccién alcalina sobre el contenido
graso en el residuo. El efecto del tiempo de extraccién
alcalina sobre la reduccién del contenido graso, estudiado
en muestras control durante 0.25-5 h, es minimo para
periodos mayores de 1 h. Esta conducta ha sido ya obser-
vada en otras semillas oleaginosas durante el procesado
acuoso, presentando periodos de extraccion éptimos de
0.3-1 h: cacahuete (Rhee et al., 1972), girasol (Hagenmaier,
1974), semilla de palma (Kim, 1989), soja (Lawhon et al.,
1981). Para las muestras tratadas enzimaticamente, en fun-
cién de la eliminacién del aceite se podrian elegir periodos
de tratamiento entre 2-4 h, aunque como se observa para
muestras tratadas con Multifect, a 4-5 h aun se obtiene una
reduccién adicional del contenido graso del residuo.

En la Figura 5 se representa la proteina (no precipitada
isoeléctricamente) y los azlcares reductores contenidos
en el suero tras la separacién centrifuga, para la relacién
enzima:semillas elegida como éptima para los distintos
enzimas, correspondientes a distintos periodos de hidré-
lisis en muestras tratadas y control. Mientras que en las
muestras control se observa un aumento minimo y con-
tinuado de la concentracién de azucares reductores en el
suero, en las muestras tratadas se produce un aumento
correspondiente a 10-15 mg/g m.s. durante las prime-
ras 2 h.
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Figura 4 Figura 5

Contenido graso del residuo durante el procesado acuoso de habas de
soja en funcién del tiempo de hidrélisis enzimatica (pH 4.8) en muestras
tratadas, y del tiempo de extraccion (pH 9) en las control.
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Efecto del tiempo de extraccién alcalina en muestras control y del tiempo
de tratamiento enzimatico sobre la concentracién de azucares reductores
y proteina que se elimina en el suero.

http://grasasyaceites.revistas.csic.es



Grasas y Aceites

El contenido en sdélidos en el suero aumenta ligera-
mente con el tiempo de extraccién alcalina en las muestras
control, sin que se observe este efecto durante el trata-
miento enzimatico. Dada la elevada cantidad de sélidos no
precipitados que se detectan en el suero y que contiene
proteinas, azucares, y polisacéaridos solubles, la corriente
habra de reutilizarse tras una etapa de concentracién no
s6lo para aprovechar los nutrientes, sino para evitar gene-
rar un efluente con elevada carga organica y contenido en
sélidos. Este contenido seria superior si i) se emplea una
menor relacién agua:semillas, ii) si se recircula el suero
liquido a la etapa de batido en funcién de la relacién enzi-
ma:semillas, deseables desde el punto de vista operacio-
nal. La concentracién de esta corriente por evaporacion per-
mitiria aprovechar los nutrientes para alimentacién animal
0 para otros usos puesto que estas proteinas de bajo
peso molecular, no precipitadas con acido, presentan
excelentes propiedades funcionales: solubilidad en amplios
intervalos de pH, baja viscosidad y poder emulsificante
(Cater et al., 1973). Una alternativa adecuada para reducir
el contenido en sélidos en la fase liquida y recuperar pro-
teina es la tecnologia de membranas de UF; el posterior
empleo de membranas de 6smosis inversa para procesar
el permeato del proceso de UF permite obtener un efluen-
te reutilizable en el proceso.

Relacion extractabilidad-degradacién de la pared

La extraccién de aceite se ve favorecida por el grado de
ruptura de la pared, y asi se constata con los resultados de
la relacién entre el incremento en la extractabilidad y la
degradacion de la pared celular, medida como aumento
neto de azlcares reductores. A partir de los datos obteni-
dos para los distintos ensayos realizados a diferentes
tiempos y relaciones enzima:semillas se pretende rela-
cionar la degradacién de la pared celular alcanzada (medi-
da como produccién neta de azucares reductores, elimi-
nados en el suero) con el aumento registrado en la
extractabilidad del aceite (medido como diferencia del con-
tenido total de las muestras de partida y el aceite resi-
dual en el aislado y el residuo).

La Fig. 6 presenta esta relacién para los distintos enzi-
mas empleados. Se aprecia que el aumento en la degra-
dacién de la pared provoca un aumento en la extractabili-
dad del aceite. Durante el procesado acuoso, con una
etapa previa de ataque enzimatico, se observa que un
aumento de 10 mg de azucares reductores/g m.s. causa
aproximadamente un aumento de extractabilidad del acei-
te de 5 (medida como porcentaje del aceite total).

Los aumentos de extractabilidad alcanzables dependen
del tipo de proceso base empleado. Asf, en procesos opti-
mizados para la extraccién del aceite las mejorias en la
extractabilidad son menores (Lanzani et al., 1975). Hitze et
al., (1972) obtuvieron en un proceso acuoso de extraccion
de aceite de maiz un aumento de sélo 3%, puesto que el
proceso de partida ya permitia eliminar un 91% del aceite
total extraible. Fullbrook (1984) obtuvo aumentos signifi-
cativamente mayores partiendo de un proceso sin enzimas
con un rendimiento menor del 15% de aceite total extraible,
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Figura 6
Relacién entre la degradacion de la pared celular, medida como
incremento neto de aztcares reductores y el aumento en la
extractabilidad del aceite durante el procesado acuoso de habas de soja.
Aumento extraccién de aceite= 0.4063 « Aumento az. reductores - 0.099.
=0.7119; F=69.18 (P<0.01).

que durante la produccién de hidrolizados proteicos a pH
alcalino, tras la realizacién de una etapa de incubacién con
carbohidrasas a pH 4.5, donde los aumentos en el rendi-
miento de extraccion de aceite fueron menores.

Caracterizacion de los productos sélidos

Para la relacién enzima:semillas encontrada como 6pti-
ma y tras el tratamiento durante 2 h a pH 4.8, se analizé la
composicion promedio de los productos sélidos (residuo y
aislado obtenidos de muestras control y tratadas) que se
presenta en la Tabla lll.

Aislado. El contenido en fibra total (FDN) se mantiene
en un 2-2.5% del peso del producto. El contenido proteico
es superior al 70% en aislados procedentes de muestras
tratadas y sin tratar; el contenido en cenizas y azlicares es
en general aceptablemente bajo, considerando que el pro-
ducto no ha sido sometido a un lavado posterior y compa-
rable al obtenido por otros autores en condiciones similares
(Lawhon et al., 1981). Un lavado con agua fria en una o
més etapas podria aumentar el grado de pureza al eliminar
aceite, azlcares y sales coprecipitadas con la proteina, ele-
vando el contenido proteico del producto y mejorando su
calidad, puesto que el aceite residual (que tiende a oxi-
darse), y los aztcares reductores (que sufren reacciones de
Maillard) no sélo reducirian la estabilidad del producto,
sino que reaccionan con la proteina, afectando a su valor
nutritivo (Hurrel y Finot, 1985).

Los aislados presentan valores elevados de proteina
soluble, medida a pH 9 y del coeficiente de digestibilidad in
vitro, debido a que el material no ha sido sometido a tra-
tamiento térmico en ninguna etapa del proceso. El por-
centaje de lisina disponible, superior al 80% del total en
todos los casos, indica que el procesado alcalino no afec-
ta sensiblemente a la biodisponibilidad de este aminoécido.
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Tabla lll
Comparacion de algunas de las principales caracteristicas del residuo y del aislado proteico obtenido
en el proceso con y sin enzimas (% b.s.).

Aislado
control Celluclast Multifect Olease
Aceite 4.5 3.9 4.7 5.7
Proteina (N+6.25) 74.6 81.2 69.9 72.6
FND 2.4 2.0 1.9 2.1
Cenizas 3.0 3.5 3.1 3.2
Azlcares 6.2 6.7 7.2 6.7
Proteina soluble (%) 85.6 86.2 86.1 85.9
C.D.A. (%) 88.0 88.8 89.0 88.0
Lisina disponible (g/16 g N) 5.6 5.5 5.0 5.5
REP-C 1.84 1.80 1.92 1.95
Residuo
Caracteristicas control Celluclast Multifect Olease
Aceite 15.7 9.8 10.2 10.0
Proteina (N+6.25) 23.2 18.2 23.6 19.4
FND 32.5 30.2 30.1 32.0
Cenizas 5.5 6.8 6.8 7.6
Azlcares 3.1 4.9 5.2 5.0
Otros 23.3 31.8 26.1 28.0

Residuo. El efecto méas destacable de la aplicacién
del tratamiento enzimatico es la reduccién en el contenido
graso del residuo sélido. El aceite residual se reduce
desde 15.7% en el control a un valor promedio para las tres
muestras tratadas de 10% (d.b.). La mayor reduccién en el
contenido en fibra se registré en las muestras tratadas
con Celluclast. Parte del aumento registrado en el contenido
en cenizas puede explicarse por la adicién de sales que
modifican el pH durante el tratamiento enzimatico.

El perfil aminoacidico de los aislados obtenidos se
indica en la Tabla IV. No se aprecia variacion significativa
en el contenido individual de los aminoécidos, salvo la
menor proporcién de treonina, metionina+cisteina, leucina
e isoleucina en aislados procedentes de muestras tratadas
con Multifect. La proporcién de lisina supera en todos los
casos el valor recomendado por la FAO/WHO, y en gene-
ral el contenido de los distintos aminoacidos se encuentra
en una proporcién similar a la recomendada.

Tabla IV
Composicion de aminoacidos de los aislados obtenidos a partir de muestras control
y de los tratados con enzimas (g/16 g N).

Aminoéacido control Celluclast Multifect Olease
Ac. aspatrtico 13.17 14.21 14.82 14.01
Ac. glutamico 13.11 14.32 14.61 13.61
Serina 5.65 4.84 6.63 6.21
Glicina 4,12 4.45 5.55 5.10
Histidina 3.55 3.42 4.20 4.32
Arginina 6.96 7.38 7.39 7.88
Treonina 3.43 3.86 2.61 3.58
Alanina 8.50 8.09 8.60 9.03
Prolina 5.90 5.26 6.02 4.24
Amonio 5.16 3.93 5.25 3.64
Valina 4.29 4.50 3.00 4.31
Metionina + Cisteina 1.68 1.72 2.62 1.83
Isoleucina 4.20 5.08 2.95 3.05
Leucina 7.81 6.12 4,32 6.34
Fenilalanina + Tirosina 5.80 6.13 4.54 5.54
Lisina 6.11 6.00 5.69 6.70
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Fraccion de enzima activa en el suero

La fase liquida generada en el proceso acuoso se reci-
cla generalmente a la etapa de batido (linea discontinua en
la Fig. 1). Si se incorpora el tratamiento enzimatico, los enzi-
mas no adsorbidos se eliminan en esta fase liquida; si no
han sido desactivados tras la hidrélisis a 50°C y pH 4.8, y
la extraccién a pH 9, podrian reutilizarse reciclando esta
corriente, con el consiguiente ahorro de enzima. El pH
basico con la disolucién 0.01 N de NaOH -considerando
que esta es la concentracién de sales que se mantiene
durante la extraccion- reduce la actividad de las diferentes
formulaciones comerciales sobre CMC, celulosa micro-
cristalina y papel filtro en menos de un 30%, y tras 2 h
hidrélisis a pH 4.8 y 50 °C la actividad se reduce en menos
de un 15% de la actividad inicial.

En la Tabla V se indica la fraccién de la actividad ori-
ginal (retenida en el suero tras la separacién de las fases
sélidas en las dos etapas de separacién centrifuga) medi-
da como produccién de azucares reductores tras la incu-
bacién de tres sustratos celulésicos (CMC, papel de filtro y
celulosa microcristalina en las condiciones estandar de
medida de actividad) con suero. La actividad residual se ha
referido a la actividad inicialmente afadida en una relacién
de 2 g de enzima /100 g semillas.

TablaV
Actividad celulolitica residual en el suero

Actividad residual (% inicial)

Sustrato Celluclast Multifect Olease
CMC 28.23 26.39 24.67
C. microcristalina 30.17 37.42 27.60
Papel filtro 24.54 32.48 22.75

El relativamente elevado porcentaje de enzima activo
podria explicarse considerando el efecto favorable de valo-
res de pH alcalino sobre la desorcién de este tipo de enzi-
mas de sustratos celulésicos, aunque el sustrato no es
comparable, pues las semillas no son materiales celulési-
cos. Otter et al., (1989) observaron que a pH alcalino (10)
y a temperatura desde 5 a 40 °C, en presencia de desor-
bentes, y durante periodos de segundos a 15 min se favo-
rece la recuperacion de 70% de celulasa activa. Las con-
diciones durante la extraccién y separaciéon centrifuga,
(pH=9, durante 30 min a 50 °C y aproximadamente 1 h de
separacion de fases a temperatura menor 10 °C) podria
favorecer la desorcién de enzima activo; la concentracién
de NaOH y el pH del medio durante la extraccién son
6ptimos, como indican estos autores para la desorcién de
la celobiohidrolasa, manteniendo la estabilidad, cuando
se emplean surfactantes no idnicos como desorbentes,
pues protegen al enzima frente a la desnaturalizacion.
Aunque durante el procesado acuoso, no se afiaden sus-
tancias inductoras de desorcién, la lecitina de soja posee
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propiedades detergentes, que podrian explicar el efecto
observado durante el procesado acuoso, puesto que la con-
centracién en que se encuentra en el medio es del orden de
0.01 % (p/v), que resulta 6ptimo para estos surfactantes.

La recuperacién de esta fraccién de enzima activo
podria permitir reducir en un 30% de la cantidad de enzima
en la segunda etapa de hidrdlisis. Convendria estudiar el
efecto que el reciclado sucesivo tendria sobra la actividad
enzimatica residual y sobre la extractabilidad de aceite y
proteina si el proceso se realizase de modo continuo, con
reciclado del suero a la etapa de batido, asi como la reduc-
cién de la relacién agud:semillas y su efecto sobre la recu-
peracién y calidad de los productos.

“«

4. CONCLUSIONES

El procesado acuoso permite la incorporacién de un tra-
tamiento enzimatico durante el proceso de obtencién de
aceite y proteina de soja, debido a la naturaleza y condi-
ciones del proceso. En este trabajo se realizé una etapa de
incubacién con enzimas en condiciones andlogas a las
empleadas para la extraccién alcalina, salvo el pH, que se
mantuvo en el intervalo que favorece la méxima actividad
enzimatica.

— En las condiciones ensayadas no mejora la extrac-
tabilidad de las proteinas frente al tratamiento acuo-
s0 sin auxiliares enzimaticos. Las condiciones alca-
linas favorecen la solubilizacién y extraccion de
proteina y posiblemente su efecto es mayor que el
de la accién enzimatica, que no es apreciable o
queda enmascarada.

— El rendimiento en la extraccién de aceite se mejora
en un 10% respecto al proceso de extracciéon acuo-
sa. Este valor es susceptible de mejorar con las
condiciones de operacion.

— La reutilizacién del enzima en etapas posteriores,
supone un ahorro econémico en el proceso al per-
mitir reducir la cantidad de enzima empleada.
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