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RESUMEN

El presente trabajo se enfoca en la extraccion acuosa de proteinas a partir de expe-
ller de soja y su posterior precipitacion, asi como en el analisis de los efluentes solidos
resultantes de este proceso a fines de evaluar su potencial valorizacion considerando
principalmente el contenido de fibra dietaria. Para esto, se evaluaron y caracterizaron
muestras de expeller provistas por PYMES de la region, que fueron sometidas al pro-
ceso de recuperacion de proteinas y fibras bajo un amplio rango de condiciones ope-
rativas. Los resultados obtenidos fueron sometidos a analisis de varianza, y permiten
detectar potenciales alternativas de procesamiento para la generacion de productos de
mayor valor agregado.
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ABSTRACT

The present works deals with the protein aqueous extraction from extruded-expelled soybean
meals, followed by the protein isoelectric precipitation. The solid effluent (i.e. residual meal) is
also analyzed for evaluating its potential value-added regarding mainly its dietary fiber content.
For these purposes, extruded-expelled meals provided by Argentinian small and medium
companies were evaluated, characterized and subjected to protein and fiber recovery processes
under a wide range of operating conditions. Results were analyzed by ANOVA method and
revealed potential processing alternatives for generating value-added by-products.

Keywords: Revalorization, Extruded-expelled soybean meal, Proteins, Fibers.

1. Introduccion

Durante las tltimas campafias de produccion de soja, Argentina ha sido el tercer
productor, por detras de Estados Unidos y Brasil, contabilizando entre ellos el 80% de
grano de soja a nivel mundial. En Argentina, el 78% de la cosecha de soja se destina a
procesamiento, de los cuales el 70% va a las grandes industrias aceiteras que utilizan
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el método quimico de extraccion de aceite por solvente (Secretaria de Agroindustria,
2018). El restante 8% es procesado en mas de 300 industrias PYMES del pais por el mé-
todo fisico de extrusado y prensado, principalmente en PyMEs situadas en zonas agri-
colas del interior del pais, ya que es una tecnologia alternativa de bajo costo, flexible y
adaptable a diferentes escalas, donde también se utiliza el subproducto de la extraccion
por extrusion y prensado para alimentacion animal. Como principal ventaja de este
subproducto, respecto del obtenido de la extraccién por solvente (o harina desgrasada),
se debe considerar que el expeller no entra en contacto con solvente hexano durante el
proceso de extraccién por método fisico. Por otra parte, la principal desventaja radica
en el mayor contenido de aceite residual (entre un 5-8%, a diferencia de la harina des-
grasada que puede tener un 2%). Asimismo, las PyMES en general manejan diferentes
tecnologias, poco estandarizadas entre si, sumando asi variabilidad entre muestras to-
madas de diferentes plantas. No obstante, se considera que el expeller podria mejorar
en valor agregado y asi alcanzar amplios mercados en la industria de alimentos si sus
propiedades funcionales fuesen mejoradas.

El equipo de trabajo ha estudiado exhaustivamente en los ultimos afios los dife-
rentes procesos patentados y/o publicados en la literatura para la elaboracion de con-
centrados proteicos (SPC, >70% proteina en base seca) y/o aislados proteicos de soja
(SPI, >90% proteina en base seca) a partir de flakes. En este contexto, se propone aqui
una estrategia para la adecuacion de dichos procesos para el procesamiento del expe-
ller, en vistas a lograr la recuperacién de proteinas de soja y generacion de un producto
proteico. Asimismo, se ha trabajado exhaustivamente en la revalorizacion de residuos
del procesamiento de distintas matrices vegetales (Aimaretti, 2012, 2016), por lo que
se propone aqui la puesta a punto del proceso de recuperacion y caracterizacion de la
fibra remanente en el expeller residual.

El presente trabajo expone asi reales potencialidades en la revalorizacion del expe-
ller de soja mediante la purificacion y recuperacion de las proteinas y fibras residuales.
De esta manera, la recuperacion de dichos nutrientes se constituye en una propuesta
novedosa para la obtencion de potenciales productos de valor agregado, obtenidos a
partir de un subproducto de poco valor comercial en el mercado. En este contexto, el
escalamiento e implementacion a escala industrial del proceso propuesto permitiria
el agregado de valor al expeller residuo que se obtiene comunmente en innumerables
PyMES de la region pampeana.

2. Metodologia experimental
2.1. Proceso de recuperacion de nutrientes

Las muestras de expeller se procesaron en un molino de cuchillas “Sojamet”. Luego,
del producto molido se separ¢ la fraccion de interés para la posterior recuperacion de
nutrientes, representada por el pasante por malla 25 hasta el retenido en malla 100
(D’Emanuele et al., 2017).

Como primera etapa del proceso de recuperacion, las proteinas son solubilizadas
para ser separadas del resto de los compuestos no solubles, principalmente glucidos
insolubles. El proceso de extraccion fue llevado a cabo en un extractor batch con agi-
tacion continua durante 15 minutos dentro de un bafio termostatico a temperaturas
de 55°C, 60°C y 65°C. En este tanque, se coloco el expeller previamente molido y
tamizado, y se agregd agua para llevar la relacion de extraccion sélido-liquido a 1:20
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(peso en peso). Antes de cada extraccion, se ajusto el pH del medio con solucion
de hidroxido de sodio, medido mediante pHmetro “Hanna”, hasta un valor de pH
8.5. A pesar de que la mayor parte de las proteinas de la soja son solubles a pH
proximos a la neutralidad, es recomendable realizar la extraccion a pH alcalino
para favorecer el fendmeno de solubilizacién de las proteinas (Badui Dergal, 2013;
Vioque et al., 2001).

Mediante filtrado, el residuo insoluble es separado del extracto obtenido, que
contiene el resto de los componentes no solubles (Liu, 1997). Este residuo en fase
solida seria tradicionalmente utilizado para alimentacion animal, proponiéndose
aqui su caracterizaciéon de manera de determinar potencialidades respecto de su
posterior reutilizacién como materia prima en la generacién de productos con va-
lor agregado. Es de particular interés su contenido de fibra dietaria, dado que las
mismas exhiben una amplia gama de propiedades fisicoquimicas en funcion de
caracteristicas tales como su solubilidad, capacidad de fermentacion y viscosidad
(Slavin, 2013).

La segunda etapa tiene por objeto la concentracion y purificacion de las pro-
teinas frente a otros compuestos (Vioque et al., 2001). El método tradicional de
produccion de concentrados y aislados proteicos de soja propone disminuir el pH
del extracto hasta el punto isoeléctrico de la proteina de alrededor de 4.5 (Sunley,
1995), y a posteriori, separar el precipitado de los componentes no proteicos so-
lubles remanentes (FAO, 1992). Adicionalmente, la solubilidad de las proteinas
depende de la temperatura operativa, asi como de la presencia de iones organicos
e inorganicos en la solucién (Raphael, 1997). Cabe destacar que la precipitacion
isoeléctrica es un fendmeno rapido, donde las proteinas de interés se separan de la
solucion en el primer minuto (Raphael, 1997). La proteina precipitada es separada
por filtracion, obteniéndose una crema espesa que, en ultima instancia, serd some-
tida a un proceso de secado mediante liofilizacion o spray. El producto resultante
es una proteina de soja en forma de proteinato altamente purificada, de aspecto
pulverulento, color crema y de baja densidad.

2.2. Determinaciones analiticas

Los procedimientos analiticos de la AOAC (2005) fueron utilizados para deter-
minar el contenido de nitrégeno, donde el contenido de proteina es calculado como
nitrégeno x 6.25 (método nro. 954.01), humedad (método nro. 925.10), lipidos (mé-
todo nro. 920.39), cenizas (método nro. 942.05) y fibra dietaria total (método nro.
985.29). Adicionalmente, el contenido de proteina soluble fue determinado median-
te el método de Bradford (1976). Todas las determinaciones se realizaron al menos
por duplicado.

2.3. Analisis estadistico
Los resultados experimentales fueron procesados mediante andlisis de varianza, in-

formandose los promedios y desvios correspondientes. Para la realizacion del analisis
de varianza, se utilizaron los softwares estadisticos Minitab 18 y Statgraphics Plus 3.0.
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3. Resultados y discusion
3.1. Evaluacion de la performance de la etapa de extraccion alcalina

En primera instancia, se analiza el impacto de mantener diferentes temperaturas
operativas de 55°C, 60°C y 65°C a lo largo de 2 o 3 ciclos de extraccion alcalina de 15
minutos cada uno. Para evaluar la performance del proceso de recuperacion de pro-
teinas se computa el rendimiento total de la etapa de extraccion (%), en funcién del
rendimiento de cada etapa (%), tal como se define en la Ec. (1), donde se mide la can-
tidad de proteina solubilizada en cada etapa de extraccidon , con respecto al contenido
de proteina del expeller. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 1.
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Fig. 1. Rendimiento de extraccion en funcién de la temperatura operativa y el niimero de ciclos.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras ().

Al comparar corridas experimentales con dos ciclos de extraccion, se observan
diferencias significativas () para el rendimiento de extraccidon entre las tres tempera-
turas operativas, indicado por las diferentes letras sobre las columnas respectivas. El
incremento en la concentracion de proteinas es consecuencia del incremento en su
solubilidad con la temperatura. Aun asi, el proceso de termo-desnaturalizacion de las
proteinas de soja comienza alrededor de 72°C (Endres, 2001), 1o cual impone un limite
superior para la temperatura operativa de la etapa de extraccion.

Adicionalmente, se observa una dependencia mas débil entre la concentracion de
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proteinas solubles y temperatura en el segundo ciclo de extraccidon respecto del prime-
ro, donde la fuerza impulsora para la transferencia de materia disminuye debido a la
menor concentracion de proteinas remanentes en el expeller disponibles para la extrac-
cion. Luego, se observan diferencias significativas para el rendimiento de extraccion
entre las tres temperaturas de extraccion para el primer ciclo, mientras que no existen
diferencias en dicho rendimiento para la segunda etapa.

La variacién de la temperatura operativa de 55°C a 60°C y de 60°C a 65°C redunda
en incrementos del rendimiento de extraccidén en promedio 10.8% y 15.2%, respectiva-
mente, considerando que el valor base promedio para 2 ciclos a 55°C es de 37.1%. Por
otro lado, se alcanza un rendimiento de extraccion promedio de 23.9%. Luego, para el
escalamiento del proceso de extraccion alcalina existen soluciones de compromiso, de-
bido a que se obtienen mejores rendimientos a temperaturas operativas mayores, pero
ello implica un mayor consumo del medio de calentamiento necesario para alcanzar
dichas temperaturas.

Al utilizarse dos ciclos de extraccion, se observa una cantidad considerable de pro-
teinas solubles todavia remanente en el expeller. Se analizan a continuacion los bene-
ficios potenciales de incluir un tercer ciclo de extraccion en el proceso, siendo que esta
estrategia fue implementada exitosamente para la recuperacion de proteinas a partir de
pescado (Reinheimer et al., 2013). Para este fin, los rendimientos de extraccién se ana-
lizan al incluirse un tercer ciclo de extraccion alcalina en el proceso de recuperacion de
proteinas a partir del expeller.

Luego, se observan diferencias significativas () para el rendimiento de extraccion
entre las tres temperaturas operativas, indicado por las diferentes letras sobre las co-
lumnas respectivas. La etapa de extraccion adicional recupera en promedio un extra
de 12.9% de las proteinas solubles del expeller cuando la temperatura operativa es de
55°C 0 60°C, mientras que dicho incremento es de solo 8.5% a 65°C debido a que la
cantidad de proteinas remanentes en el expeller, y consecuentemente la fuerza im-
pulsora para la transferencia de materia, son menores. De esta manera, la relacion
costo-beneficio de la introducciéon de un tercer ciclo de extraccion se debe analizar
detalladamente, dado que la ganancia en recuperacion por ciclo es incrementalmente
mas pequefia, pero permite alcanzar valores mas altos en la cantidad total de proteinas
recuperadas .

3.2. Caracterizacion del expeller residual

Una vez extraidas las proteinas se separa mediante filtracion el residuo constituido
por la fraccion insoluble de los componentes no extraidos. Este fue caracterizado qui-
micamente mediante la determinacién de su contenido de cenizas, proteinas, lipidos
y fibra dietaria total. En la Tabla 1 se reportan los resultados del analisis de varianza
de dichos parametros, en funcion de la temperatura operativa y el ntimero de ciclos
utilizados en la etapa de extraccion.
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Tabla 1. Caracterizacion del expeller residual efluente del proceso de extraccion.

Condiciones Cenizas (%) Proteina (%) Lipidos (%) FDT (%)

60°C 4.67+0.882 40.92 £4.29% 7.46 + 3.56¢° 55.75+6912

65°C 6.39+2.76° 50.76 + 4.46° 6.44+2.84°2 61.69 £8.30¢
0.034 0.001 0.519 0.078

2 ciclos 552 +1.67° 44.39 £ 6.88 2 7.14 +4.34° 52.29 +2.69 2

3 ciclos 49441932 43.13+£5.82° 7.10£2.47¢ 63.05 £ 6.42°
0.463 0.656 0.976 0.011

Media = SEM. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las muestras
(»<0.05)

La caracterizacion del efluente manifestd que este contiene un remanente de pro-
teinas significativamente superior () cuando la extraccién de proteinas se realiz6 a
65°C, siendo en promedio 24% mayor que a 60°C, observandose un comportamiento
similar en el contenido de cenizas (), cuyo valor es en promedio 27% superior a 65°C.
Asimismo, se observa un incremento del contenido de fibra dietaria total en el efluente
cuando la extraccidn se realiza a 65°C, aunque con una certeza () levemente superior
al nivel de significancia. Respecto al contenido de lipidos, no se observaron diferencias
significativas.

Al analizar el efluente en funcion del nimero de ciclos de extraccion, no se ob-
servan diferencias significativas en el contenido de proteinas, lipidos y cenizas. No
obstante, ocurre lo contrario con el contenido de fibra dietaria total (), el cual se incre-
menta 21% al emplearse un ciclo adicional. Se refuerza asi la existencia de soluciones
de compromiso, donde la implementacion de un tercer ciclo de extraccion produce un
mayor contenido de fibra y minerales en el efluente solido del proceso, implicando un
potencial de revalorizacion superior para este flujo residual.

3.3. Evaluacion de la performance del proceso de recuperacion de proteinas

El extracto liquido obtenido en la etapa de extraccion fue enfriado previamente a
la etapa de precipitacion isoeléctrica hasta dos niveles diferentes identificados como
temperaturas baja y alta, correspondiéndose a valores promedio de 0°C y 20°C respec-
tivamente. Luego, el pH del extracto liquido se baja hasta 4.5 bajo agitacion constante,
utilizando acidos clorhidrico y fosférico como acidulantes. La performance de esta
etapa se evalua mediante el rendimiento total de recuperacion de proteinas (%) defi-
nido en la Ec. (2), el cual mide la cantidad total de proteina recuperada mediante el
proceso de extraccion alcalina-precipitacion isoeléctrica con respecto al contenido de
proteina del expeller.

masa de producto [g]-concentracion final de proteina [M]

Yr = g 100 ®)

masa de expeller [g]-concentracion inicial de proteina [%tema]
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Asimismo, la productividad del proceso de recuperacion de proteinas (kg produc-
to/kg EE) se define en la Ec. (3) como la cantidad de producto obtenido por unidad
de expeller procesado.

masa de producto [kg poducto
Pry = p kg p ] 3)

masa de expeller [kg expeller]

Los resultados del analisis de varianza para el rendimiento total y la produc-
tividad se presentan en la Tabla 2, donde asimismo se reporta el contenido de
proteinas del producto obtenido considerando las diferentes condiciones de proce-
samiento durante la extraccion alcalina y la precipitacion isoeléctrica.

Al analizar los resultados obtenidos, se observa que la temperatura operativa
durante la extraccion no ejerce un impacto significativo en la performance global
de proceso, medida por el rendimiento de recuperacion y la productividad. Como
regla general, la temperatura no deberia superar los 70°C de manera de evitar la
desnaturalizacién de las proteinas, por lo que operar a 60°C representaria una
solucién de compromiso que permitiria implementar mejores estrategias para el
control del proceso. Por su parte, utilizar un tercer ciclo de extraccién mejora sig-
nificativamente el rendimiento de recuperacion y la productividad del proceso,
debido principalmente a que la adicion de un ciclo extra incrementa la cantidad de
proteinas recuperadas durante la extraccion.

Por el contrario, la temperatura de precipitacion no afecta significativamente el
proceso de recuperacion de proteinas, dado que se obtienen valores similares del
rendimiento total y de la productividad para valores altos y bajos en dicho para-
metro, habiéndose utilizado acido clorhidrico como acidulante. Usualmente, una
temperatura de precipitacidn menor implica una mayor velocidad de precipitacion,
pero no se traduce aqui en un aumento en la cantidad de proteinas recuperadas.
Consecuentemente, resultaria preferible realizar la etapa de precipitacidén en el rango
de temperaturas altas, ya que se requieren menos tiempo y recursos para el enfria-
miento de la solucion desde la temperatura de extraccidon hasta la de precipitacion.

Tabla 2. Performance del proceso de recuperacion de proteinas.

Condiciones (%) (kg/kg) (%bs)
55°C 52.53 + 1.59 ¢ 0.3062 + 0.0034 * 54.03 + 1.59 ¢
60°C 46.22 +9.30 * 0.2585 + 0.0605 * 62.83 +8.73 ¢
65°C 4571 +7.77¢ 0.2545 + 0.0476 * 63.78 £ 10.0*
0.580 0.490 0.629
2 ciclos 41.80 + 7.48 0.2316 + 0.0412 * 60.66 + 6.45 ¢
3 ciclos 48.92 +8.14° 0.2764 + 0.0588 ® 63.72 £ 10.2¢
0.039 0.045 0.528
Alta-HCL 41.33+9.20 0.2295 + 0.0437 ® 60.93 + 4.45 ¢
Baja-HCL 48.21 +8.08 ¢ 0.2701 + 0.0582 ® 63.92 £ 10.0°
Baja-H3PO4 47.11+8.01° 0.2715 + 0.0496 * 54.48 + 8.01°
0.243 0.289 0.574

Media = SEM. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las muestras ()
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De manera de evitar los riesgos potenciales asociados al uso de acido clorhidrico
en un producto alimenticio destinado a consumo humano, se determiné asimismo que
resultaria factible utilizar acido fosforico como alternativa, ya que no se hallaron dife-
rencias significativas con los rendimientos y productividad obtenidas utilizando acido
clorhidrico bajo iguales condiciones de procesamiento.

Respecto del contenido de proteinas del producto obtenido como resultado del pro-
ceso de extraccion-precipitacion, no se observan diferencias significativas en funciéon
de las condiciones operativas utilizadas. Aun asi, cabe destacar que se han alcanzado
valores de la concentracion de proteinas de hasta 75-78%, que se traducen en un pro-
ducto de interés con alto valor agregado.

Conclusiones

Mediante un proceso de purificacion y recuperacion de nutrientes del expeller de
soja es posible agregar valor a su cadena productiva alcanzando valores aceptables
de los indicadores de performance de proceso analizados, incluyendo rendimientos y
productividad.

La extraccion alcalina seguida de precipitacion isoeléctrica permite recuperar pro-
teinas alcanzando concentraciones de 75-78%. Del efluente liquido, con 10% de soéli-
dos, puede extraerse 4% de fibra dietaria. Acido fosforico puede utilizarse para dismi-
nuir el pH cuando se desee un producto para consumo humano.
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