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Este invento se refiere, y tiene entre sus ob-
jetos, a la creacidn de nuevoes procedimientos para frac-
cionar alfalfa y otras plantas de cosecha verdes folid-
ceas para obtener de este modo una proteina comestible de
calidaed alimenticia mas otras fracciones Gtiles para la
alimentacién de animales y otros fines, Objetos adiciona-
les del invento resultaran evidentes de 1la descripeidn
que sigue, en la cual las partes y porcentajes estdn en
peso a menos que ge esgpecifique otra cosa,

Los dibujos anejos son un organigrams que ilus-
tra la practica del invento,

En la descripcidn que sigue, se hace énfasis en
el tratamiento de alfalfa, que constituye la prinecipal
planta de cosecha para forraje en los Estados Unidos. Sin
embargo, la referencia a este material particular se efec
tda s6lo a t{tulo ilugtrativo y no limitativo. Bn su dmbi
to amplio, el invento es aplicable a plantas de cosecha
verdes folidceas en general, por ejemplo hierbas, trébol
japonés (lespedeza), trébol, alfalfa y plantas de forraje
convencionales similares, y otros materiales vegetales

verdes folideeos tales como lechuga, col, berza, guisantes
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o enredaderas de haba, cabezas de cebolla, cabezas de remo
lacha y similares, gue son hechos crscer deliberadamente
para la alimentacidn de animales o estdn disponibles como
residuos o subproductos de factorias de envasado o trata-
miento de alimentos.

Es bien sabido que la alfalfa es un rico manan-
tial de valiosos materiasles nutricios, incluyendo protei-
nas, carotenos (pro-vitemina A), lipidos, azlcares, sales
minergles, factores de crecimiento no identificados
(FCNI), etc., y se han desarrollado métodos para separar
varios de estos componentes, En general, estos métodos son
Gtiles solamente para proporcionar productos Utiles para
lo alimentaciln de animales, Se han efectuado intentos de
aislar las protefnas de modo que puedan ser utilizadas pa-
ra fines glimentiecios, por ejemplo para enriquecer granos
u otros alimentos pobres en contenido proteinico, Estos in
tentos no han encontrado éxito dado que los productos ais
lados estaban contaminados con otros componentes de alfal
fa, de manera que no podfan ser utilizados para fines ali
menticios. Tipicamente, los productos aislados contenian
proporciones sustanciales de clorofila, eran de color ver
de v de sabor amargo, de manera que no podian ser utiliza
dos en productos elimenticios.

En la solicitud pendiente de Bickoff, Spencer y

Kohler, Serial nimero 883.544, presentada el 9 de dicilem-
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bre de 1,969, se describe un procedimiento para fraccionar
alfalfa que rinde - entre otras fracciones = un concentra
do proteinico. Este producto es valioso como una racidn

de elevada energia para alimentar anihales, particular-
mente aves de correl. Aunque el producto es rico en proe
teinas; tambidn contiene proporciones sustanciales de
otras sustancias teles como clorofila y otros pigmentos.
Consiguientemente; no es apropiado para utilizacién con se
res humanos,

Un objeto particular del invento es proporcio-
nar métodos de fraccionamiento que rindan productos pro-
teinicos con un estado de pureza tal que éstos puedan ser
empleados como alimento para seres humanos. Otro objeto
del invento es el de crear métodos de fraccionamiento que
rindan adicionalmente fracciones (tiles para la alimenta-
¢ién de animales y para otros fines.

Los objetos del invento se logran aplicando a
alfalfa - 0 a otras plantas de cosechs folidceas - un mé-
todo que puede ser dividido bdsicamente en las siguientes
operaciones principaless

I, Formacidn de zumo verde (I~1), Es inherente
a esta operacidn la produccidn de material vegetal seco
(fraceién A) Gtil para la alimentacidn de animsles,

II. Separacién de la fraccidn B del zumo verde

(I=1). Ia fraccidn B es wn producto que contiene las pro-
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tefnas cloropldsticas; clorofila; carotenocs, xantdéfila y
otros carotenoides; y lipidos, Es dtil para la alimenta-
cién de animales ya que tiens bajo contenido en fibras y
elevado contenido en proteinas, carotenos y xantéfilaa,
El residuo de esta operacidn es denominado zumo transpa-
rente o purificado (I~2).

III., Separacidn de la fraccidn C del zumo trang
parente o purificado (I=-2), Ia fraccidn C constituye el
producto principal del invento y contiene las protefnas
citopldsmicas derivadas de la alfalfa original, Estd
esencialmente exento de clorofila, carotenoides, 1ipidos,
¥ principios amargos y otros componentes de sabor indeseg
bles. Se puede hacer obsgervar que las proteinas citoplds-
micas son las més deseables para utilizacién con seres hu
nanos,

El residuo de esta operacidn es denominado zumo
pardo (I~3); puede ser concentrado pars proporcionar un
jarabe (fraccidn D) Gtil en la alimentacidn de animales,

Ia prictica del invento se describe seguidamente
con detalle, haciendo referencia a los dibujos, y aplicado
a la elfalfa, a titulo de ejemplo.

Operacidn I: Formacidn de zumo verde

El material de partida para el fraccionamiento
es alfalfa verde recientemente cosechada, preferiblemente

en forma triturada., En la prictica granjera usual, la al-
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falfa es triturada segin es cosechada, Este material vege
tal verde triturado convencional es el material de parti=
da seleccionado para el presente procedimiento,

El mgterial verde recientemente cosechado es ali
mentado al mezeclador i que puede adoptar la forma, por ejenm
plo, de un recipiente provisto con un tornillo sin fin mez
clador, ¢ un tambor rotatorio. El mezclador 1 es utilizado
ventajosamente para incorporar aditivos deseados en la ma
sa de alfalfa, siendo los aditivos preferidos agua o zumo
pardo (I-3) mds un agente alcalinizador y/o un agente rew
ductor tal como metabisulfito sddico, dcido ascedrbico, o
etoxiquina. La influencia de estos aditivos se describe
en ups porcidn posterior de la memoria descriptiva,

Después de la etapa de mezclado, el materisl de
alfalfa verde es sometido a extraccidén de zumo hacidndolo
pasar -con o sin previa molienda- a través de la prensa 2
que puede adoptar la forma, por ejemplo, de una serie de
rodillos pare cafia de azicar convencionales. Otros dispo-
sitivos que se pueden utilizer para la extraccidén de zumo
son preunsas de tornillo sin fin o aparatos expulsores, Da,
do que la meta es la de asegurar la mayor cantidad posi=-
ble de zumo a partir de la alfalfa, se puede hacer pasar
el material vegetal repetidamente a través de un Gnico
par de rodillos de compresidn o, alternativamente, hacer

pasar el material a través de un puesto con varios pares
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de rodillos de compresion. El material vegetal recibido
de una operacidén de compresién puede ser mezclado ventajo
samente con un nuevo lote de aditivos antes de ser passzdo
a la siguiente serie de rodillos de compresidn.

En esta operacion de extraccidén de zumo, se pro
duce una fraceidn de zumo verde (I-1) y una torta compri-
mids de materiel fibroso. Generalmente, esta torta compri
mide tendré un contenido de humedad de aproximadamente
65 = 75%, Las cantidades respectivas de zumo y torts com-
primida veriardn dependiendo principalmente del contenido ;
de humedad del materisl de partida. En operaciones tipicas,
100 kg de glfalfa verde produciran (a) aproximadamente 50
8 60 kg de torts comprimida y (b) una cantidad total de zu
mo de eproximadamente 40 a 50 kg més la cantidad de 1iqui
do {zumo pardo o agus) afiadido en la etapa de mezelado
por cada 45 kg de alfalfa.

La torta comprimida es transportada a través del
gecador 3, que puede adoptar la forms de un horno rotato-
rio utilizado convencionalmente paré operaciones de secado
de alfalfa, rindiendo un producto seco designado aqui como
fraceidn 4, y que es Gtil para la alimentacidén de animales.,

En experimentos que emplean una alfalfa de alta
calidad obtenida en California del Norte, la fraceidm A

contiene (sobre base en seco) lo siguientes



10

15

20

25

18.5,.72

Protefnas ¥ 23% ==
Grasas 4%
Fibras 23%
Cenizas 10%

ELN *¥ 40%
Carotenos 333 mg/kg
Xantdéfila 777 ng/kg

# Contenido de nitrdgeno x 6,25

#% Bxtracto libre de nitrdgeno (en su mayor parte carbohi
dratos), por diferencia.

me Aplicado a alfalfa tipica tal como se obtiene en un
trabajo comercial, el contenido de proteinas serd in-
ferior en varios tantos por cien,

En lo que antecede, se ha hecho observar que en
el mezclador 1 se pueden incorporar ciertos aditivos em la
alfalfa antes de la operacidén de compresidn. Se ha encon-
trado que si se aflade un agente alcalinigzedor, wna mayor
proporcidn de protefnas serd transferida del materisl ve-
getal al zumo verde. Esto es una situacidn deseable, ya
que significa que se formard una mayor cantidad de protef
nas en las subsiguientes opergciones cuando sean aisladas
las fracciones B y C. En calidad de agente alcalinizador,
se puede utilizer amoniaco, hidréxido de amonio, o hidrd-
xidos o carbonatos de sodio o potasio, Usualmente, se afig

de suficlente cantidad del agente alcalinizador pare esta
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blecer un pH de aproximadamente 7 a 11.

Para aplicar el agenmte alcalinizador, éste es
disuelto preferiblemente en agua y la solucidn acuosa re-
sultante es mezclada con la alfelfa. La adicidn de agua es
0til ademds para aumentar la transferencia de proteinas
desde el tejido vegetal al zumo verde. Ademis, en lugar
de utilizar agua, se puede utilizar el zumo pardo (I=3)
que queda como residuo de la operacidén III, Por ejemplo,
en trabajo continuo de acuerdo con el invento, una por-
¢idn de L-3 puede ser recirculada de modo continuo al
mezclador 1., En el caso en que se utilice agua (o zumo
pardo) como aditivo, éste se emplea preferiblemente en la
proporeidn de 1 a 3 kg del mismo por cada kg de alfalfa.
Sin embargo, se pusden utilizar cantidades mucho mayores,
por ejemplo de 10 kg del mismo, por cada kg de alfalfa,

Diversas sustanciasg pueden ser incorporadas op-
cionalmente en la alfelfa en la operacidn de extracecidn
de zumo, Por ejemplo, se puede afiadir un antioxidante con
vencional para hacer minimo el deterioro de carotenocides,
Para este fin se puede emplear cualquiera de los agentes
entioxidantes que se sabe que son Gtiles para proteger ca-
rotenoides en alfalfa o en otros materiales alimenticios.
Compuestos tipicos de esta clase son los descritos en las
patentes nimeros 2,562,970, 2,611,703, 2.651.572, 2,686,124
¥ 2,711,962, siendo un ejemplo preferido la 6~0t0Xi=2,2,4=~
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~trimetile1, 2=dihidroquinoleina, conocida cominmente como
etoxiquina, S6lo se requiere una cantidad secundaria del
agente antioxidante aproximadamente 0,01 a 0,5%, basado en
el peso en seco de alfalfa,

Otros aditivos opcionales son metabisulfito de
sodio y acido asedrbico.

Se prefiere la adicion de metabisulfito de sodio,
o en general cuslquier manantisl de idn sulfito, Ejemplos
de tales manantiales incluyen, sin quedarse limitado a
ellos, bisuwlfito de amonio, sulfito de sodio, didxido de
azufre gaseoso y dcido swlfuroso. Se ha de hacer observar,
gin embargo, que el margen de porcentaje ponderal de dicho
aditivo de idn bisulfito es menor de 1% de equivalente de
bisulfito sédico. Dicho aditivo es introducido preferible-
mente antes de la adicidn del agente alcalinizador y antes
de la primera operacidn de compresidn (2). No obstante, di
cha adicidn se puede efectuar en cualquier momento antes
de que tengan lugar las operacicnes de calentamiento en
los dispositivos calentadores (4) y (14).

tro modo de acrecentar ls transferencia de pro-

telnas desde el tejido vegetal al zumo verde consiste en
reducir el tamafio de los trozos de alfalfa, Esto se efec~
tds convenientemente proporcionando en el mezclador 1, paw
letas rotatorias, o elementos similares, para provocar un

desmenuzamiento de las particulas vegetsles cuando éstas
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entran en contacto con el agua (o zumo pardo) gue contengs
el agente alcalinizador. Alternativamente, la alfalfa pue~
de ser triturada antes de ser introducida en el mezeclador
1. Para obtener los mejores resultados (mixima trensferen-
cla de protefnas al wmumo), el desmenuzamiento se aplice
cuando la alfalfa estd siendo mezclada con los aditivos en
el mezclador 1,

Entre dentro del dmbito amplic del presente inven-~
to llevar a cabo la operacidn I (formacidn del zumo verde)
de la misma manera que se describe en ls antedicha solici-
tud. Serial nimero 883.544, cuya memoris descriptiva se ine
corpora aqul a titulo de referencis.

EJEMPLO 1=

Egte ejemplo ilustra el modo en que un aumento
en el pH acrecienta la transferencia de protefnas desde ol
tejido de alfalfa gl zumo verde.

Porciones de veinticinco gramos de alfelfa tritu-
rada recientemente cosechada fueron mezcladas con porciones

de 250 ml de agua y el pH se ajustd (por sdicidn de dcido

~clorhidrico o hidréxido de sodio) a wn nivel particular

que se indica seguidamente., Las mezclas fueron amasades
durante 2 minutos y luego separadas en sus componentes de
material vegetal fibroso y zumo verde, siendo analizado es-
te Wtimo en cuanto al contenido de nitrégeno.

Las condiciones utilizadas y los resultados obte-

.11 -
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nidos estdn tabulados seguidamente:

pH Contenido del nitrdgeno
del zumo verde % de N
totel en alfglfa

4,0 18, 6
4,7 25,4
593 48,7
24
5,8 65, 1
96 70, 4
10,7 74,9
11,4 81,0

£ pH natural del zumo,

EJEMPLO 2,-

Este ejemplo ilustra el modo en que la desintegra-
cidn de la @lfalfa acrecienta la transferencia de protefnas
desde el tejido de alfalfg al zumo verde,

Porciones de veinticinco gramos de alfalfas tritu-
rada recientemente cosechada fueron mezcladas con porci o
nes de 250 ml de agua, y el pH fué ajustado a 8 con hidrd-
xido de sodio. Luego las mezclas fueron sometidas a accidn
desintegrante, aplicada exponiéndolas durante diversos pe~
riodos de tiempo a una paleta rotatoria que ejercfa una
accibn de corte sobre los tallos de alfalfa. Las mezclas

fueron luego separadas en sus componentes de material vegetal
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fibroso y zumo verde, siendo este Wltimo analizado en cuan
to a2l contenido de nitrdgeno.
Las condiciones utilizadas y los resultados ob-

tenidos estdn tabulados seguidamentes:

Duracidn de la geeidn Contenido de nitrg
de degintegracion, geno del zumo ver-
minutos de;
% de N total en
alfalfa

1 45

2 68

4 86

Operacidn II —~ Separacidn de material cloroplés-
$1co (Fraccion B)

El zumo verde (I-1) formado en la prensa 2 es em
pleado como materisl de partida en esta operacidn. Es de-
seable que no haya ningin retardo sustancial entre la for
macidn del zumo verde en la operacién de compresidén y la
iniciacidn de lacperacidn II, dado que se desarrolla con
rapidez la hidrdlisis de proteinas una vez han sido rotas
las células, Esta hidrdélisis, que es provocada por enzi-
mas proteoliticas, puede ser hecha minima por ajuste apro’
piado del pH del zumo al margen alcalino por encima de
8,0.

En esta operacidén (II) el zumo verde es tratado

pars eliminar selectivamente proteinas cloroplasticas,
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clorofila, carotenocides, y lipidos, al mismo tiempo que se
dejan en solucidén las protefnas citopldsmicas,

En una realizacidn preferida del invento, el pH
del zumo verde es ajustado inicialmente, cuando es necesg
rio, para llevarlo a un nivel de aproximsdamente 5-6, Si
el zumo es desde neutro a alecalino como resultado de ha-
berse afiadido amonfaco u otra base en la etapa de compre-~
sion, este ajuste de pH requeriria la adicidn de dcido
clorhidrico, sulfiérico, fosférico u otro dcido no téxico.

El zumo verde - con o sin ajuste del pH - es he
cho pasar luego a través del calentador 4 gue puede adop-
tar la forma de un cambiador de calor convencional, y en
que el zumo es llevado a una temperature de aproximadamen
te 502C, y es mantenido preferiblemente a dicha teumpera-
tura durante eproximsdamsnte 1 a 5 minutos, Alternative-
mente; la velocidad de calentamiento puede ser ajustada
de tal modo que se obtenga el efecto equivalente de dicha
permgnencia cuando el zumo sea llevado a 5020,

En esta etapa de calentamiento, un punto eriti-
co es el hecho de que el calor debe ser aplicado de mane-
ra tal que ninguna porcidn importante del zumo alcance
una temperatura sustancialmente superior al margen espe-
cificado., Este punto es tal que si porciones del zumo re
sultasen calentadas excesivamente, el método tenderia a

perder su aspecto preferente debido a que alguna canti-
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dad del contenido de proteinas citopldsmicas del zumo se-
ré precipitado con las protefnas cloroplasticas, clorofi-
la y carotenoides. Dicho indeseable efecto de calentamien
to excesivo puede ser evitado de diversas maneras. Por
ejemplo, le temperatura del zumo puede ser aumentada por
exposicidn a un bafio de agua moderadamente caliente o a
otro monantial de calor que proporcione un gradiente de
temperatura relativamente bajo. Recursos tales como agi-
tacidn pueden ser aplicados ventajosamente al zumo duran~
te el calentamiento con el fin de mantener una temperatu~
ra uniforme por toda la masa de liguido, Otro modo impli-
ca hacer circular el zumo a través de un serpentin que es
tg, sumergido en un depdsito que contiene agua u otro me-
dio de intercambio de calor mantenido a una temperatura
de 509C o algo por encima de ésta, de manera que el zumo
al pasar a través del serpentin sea llevado de modo uni-

forme al margen de temperaturas deseado.

Después de que el zumo ha sido calentado tal co
mo se describe anteriormente, es hecho pasar a través del
refrigerador 5 que puede adoptar la forma de un intercam-
biador de calor convencional, en donde el zumo es enfria-
do a la temperatura ambiente. Por aplicacidn de las opera
ciones arriba descritas, el contenido cloroplastico del
zumo es aglomeradc en forma de uns suspensidn verde de

textura fina.

-15 =



Para geparar este material cloropldstico, ls

mezela es centrifugada (bloque 6), para producir de este
modo (1) el zumo purificado residuwal (I-2) y (2) el mate-
rial cloroplastico que contiene parcialmente proteinas
5 cloropldsticas, clorofils, carotenos, xantdéfile y otros
carotenoides, lipidos, factores de crecimiento no iden-
tificados, etc.
La mezcla es luego filtrada a través de tie-
rro de dintomeas en un filtro prensa. Esto produce un
10 1iquido transparente brillante o abrillantado, pero tam-
bién, en las realizaciones preferidas ilustradas por los -
experimentos 4 a 8, ambos inclusive, de la tabla de la
pagina 19, un color pardo claro. Los fragmentos cloro-
pléasticos quedan como residuo en el filtro de diatomeas.
15 Despuds de que el material cloropldstico es se-
parado por la centr{fuga 6, pero antes de pasar al.seca-
dor 7, de modo preferible el producto centrifugado es calen
tado mediante inyeccidn de vapor de agua a 802C durante
aproximsdamente i minuto. Esto cambia al producto centri-
20 fugado desde un gel hidrdéfilo a una consistencia del +i-
po de gueso de bola que rezums agum, que luego puede ser
comprimida (en una prenss de Willmes) o una consistencia
menos hiumeda, es decir la humedad es reducida desde un con
tenido de sdélidos de 12% a otro contenido de sdlidos de

25 46%, Luego el material del tipo de torta es susceptible de

185,72 - 16 =



10

15

20

25

184 5.72

5
A e
.,' iz e _.‘

ser granulado y es hecho pasar a través de un granulador,
A continuacidn el producto es dirigido al secador 7 que
puede adoptar la forms de un tambor doble convencional ©
de un deshidratador rotatorio. El producto secado, frac-—
cidn B, es un material valioso para la alimentacidn de
animgles, En experimentos tipicos la fraccidn B contiene

(sobre base en.seco) lo siguientes

Protefnas ¥ 54,5 %
Grasas 9,3 %
Fibras 1.56%
Cenizas 18,1 %
EIN ** 21,0 %
Carotenos 111 mg/kg
Xantéfila 2666 wg/kg

% Contenido de nitrdgeno x 6,25
#x Extracto libre de nitrdgeno (en su mayor parte carbohi

dratos), por diferencia.

EJENMPLO 3

Egte ejemplo ilustra métodos para separar el ma
terial cloropldstico (fraccidn B).

Muestras de zumo verde preparadas a partir de al
falfa tal como se describe anteriormente fueron ajustadas
(con deido clorhfdrico) a un pH de 5,8 & 5,3, Luego lasg
nuestras fueron calentadas a 508C, utilizando diferentes

velocidades de calentamiento y diferentes tiempos de per-
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manencia a 50°C. Despuds de la etapa de calentamiento, las

muestras fueron enfrisdas a la temperatura ambiente y cen-
trifugadas durante 3 minutos, aplicando una fuerza de mdxi
mo de 10,000 veces la de la gravedad durante unos pocos
segundos durante dicho periodo, El material cloroplistico
separado y el zumo residual fueron analizados.

las condiciones utilizadas y los resultados obte

nidos estan tabulados seguidamente,

N

- 48 =
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Material cloro
plastico., Cont

Tiempo de mgn Rido de protel
tenimiento a en tanto por o

de proteinas e
el zumo verde

Ensayo PH Condiciones de calentamiento
Tiempo hasta
g e
minutos minutos

1 5,8 1/2 0

2 5,8 1 1

3 58 3 0

4 5s 8 3 1

> 5,8 3 2

6 553 3 0

T 5,3 3 1

8 5s 3 3 2

- 19

51
62
59
62
64
€6
69
68




5o Material cloro-
== plastico, Conte-
sgp nido de protelnas
a~ en tanto por cien
de proteinas en

19

el zuvmo verdes

rgéidual

Zumo
Contenido de Aspecto
proteinas,

en tanto por
cien de pro-
tefnas en el

zumo verde
51 49 Turbio, verde
62 38 Turbio, verde
59 41 Turbio, verde
62 38 Transparente, pardo
64 36 Transparente, pardo
66 34 Transparente, pardo
69 31 Transparente, pardo
68 32 Transparente, pardo
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Se considerd que los experimentos 4, 5, 6, 7y 8
proporcioneban los mejores resultados de la serie, dado que
en estog experimentos el zumo residual era transparente y
estaba libre de coloracidn verde, indicando una separaciédn
conmpleta de material cloropldstico,

En un método alternativo para separar el material
clorepldstico (fraccién B), se emplea un calentamiento muy
répido a una temperatura por encima de 559C, seguido de mo
do inmediato o después de un periodo de permanencia muy cor
t0y por enfriamiento a una temperatura por debajo de 40°C.
Iuego se aplica la centrifugacidn pars separar el material
cloropldstico.

El répido calentamiento deseado se logra con fa-
cilidad mediante la utilizacién de un calentador por inyec
cién de vapor de agua o elemento similar.

EJEMPLO 3JA

Este ejemplo ilustra la aplicacidn de un calenta
miento rdpido en la operacidn II.

Un calentador por inyeccidén de vapor de agua ca-
vaz de calentar el zumo verde a 702C en 0,6 segundos 0 me-
nos, fue utilizado en estos experimentos. De este modo,
muestras de zumo verde fueron calentadas a diversas tempe-
raturas, a saber 55, 60, 65 y 702C., En algunos casos el zu
mo caliente fue inmediatamente enfriado (hasta por debajo

de 402C); en otros cagos, el zumo fus mantenido mientras

- ',10._
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estaba en estado caliente durante un periodo de tiempo de-
finido antes de enfriar. En cada uno de los casos, el pro-
ducto enfriado fue centrifugado para eliminar el material
cloropldstico y el zumo transparente resultante fue anali-
5 zado para determinar la cantidad de proteinas citopldsmi~
cas que quedaba en 41,
Las condiciones utilizadas y los resultados obte

nidos estdn tabulados seguidamente.

18.5,72.
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Condiciones de tratamiento

Tanto por cien 4

pldsmicas origin

Temperaturas ¢C, Tiempo d¢  Tiempo de  Tiempo de en el zumo trans

calenta~ Permenen-  enfriamien

nmiento, cia (en ca to, segun-

segundos liente), dos.

segundog
55 0,6 0 6,8 96
60 0,6 0 10,4 88
60 0,6 10 9,1 8
60 0,6 20 10,6 8
65 0,6 11,4 80
70 0,6 10,2 &
& -2¢=



Tanto por cien de protefnas cito
plédsmicas originales remanentes
en el zumo transparents.
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Aspecto del zumo
transparente

96
88
85
83
80
71

Turbio, verde
Turbio, verde
Transparente, pardo
Transparente, pardo
Transparente, pardo

Transparente, pardo
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18.5.72.

OPERACION III -~ SEPARACION DE PROTEINAS CITO-

PLASITTCAS

(Fraccidn C)

El zumo purificado (I-2) que queda de la opera
¢idn II es empleado como el material de partida en esta
operacidn.

El objeto de esta operacidn es el de separar
las proteinas citopldsmicas del zumo transparente, y este
objeto se puede lograr de diversos modos. Las proteinas
citopldsmicas pueden ser precipitadas por cualquiera de
los sigulentes mdtodos alternativoss

1) Adicidn de dcido para proporcionar un pH de
aproximadamente 3 a 4,8,

2) Calentamiento a una temperatura por encime
de 502C, por ejemplo 55=802C.,

3) Adicidn de dcido para proporcionar un pH de
aproximadamente 3 a 4,8, mds calentamiento a une temperg
tura por encima de 509C, por ejemplo 55=809C,

Ademds, so puede aplicar uno cualquiera o va-
rios de los antedichos tratemientos en sucesién para ase
gurar la recuperacidn de la totalidad de las profeinas de
seadas. Dicha técnica puede adoptar, por ejemplo, las si
guientes formas.

El zume IL-2 es calentado a 552C, es enfriado,

¥y luego se retira la proteina precipitada. El liquido re
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sidual es sometido lusgo al mismo tratamiento una o vae-
rias veces, aplicando en cada caso temperaturas sucegi-
vamente crecientes, y obteniéndose wune serie de produc-
tos aislados proteinicos.
5 Alternativamente, se puede emplear el mode an-
terior pero utilizando un pH sucesivemente menor (con o
sin aumento de temperatura) de nuevo para recibir una 88
rie de productos aislados proteinicos.
Dichos tratemientos sucesivos tienen la venta-
10 ja de producir productos aislados especialmente puros y
no desnaturalizados en las primeras etapas, en donde son
moderadas las condiclones de acidificacidén y temperatura.
Un tratamiento particularmente preferido impli
ca sucesiva acidificacidn, sin ninguna aplicacidn de ca-
15 lentamiento, siendo conducido el procedimiento a la tem-
peraturs ambiente. El zumo L-2 es primero acidificado a
un pH de 4,8 y se aplica centrifugacidn, con lo cual se
aisla la proporcidn principal (usualmente dos tercios)
de la proteina citopldsmica total en forme particularmen
20 te pura y no desnaturalizada. El lfquido residual es lug
go acidificado a un pH de 3 y centrifugado, con lo cual
se aisla la porcidn restante de las proteinas citoplésmi
cas en una forma Util como alimento para seres humanos,
aunque no tan pures como la primera fraccidn.

25 Refiriéndose a los dibujos, se describen dos

18.5.72,
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téenicas alternativas para precipitar las proteilnas cito
pldsmicas, implicando una de ellas la adicidn de un dci-
do, y estando bagsada la otra en un tratamiento térmico.

En el método que implice la adicidn de un dei-
do, el zumo purificado (I-2) procedente de la centrifuga
6 eg dirigido por la conduccidn 8 al mezclador 9 en donde
g8 mezclado con suficiente cantidad de dcido para llevar
el pH a un nivel de 3 a 4,8. Para este fin se puede utili
zar dcido sulfirico, clorhfdrico, fosfdérico o cualquier
otro decido no téxico.

Pare separar la proteina citopldsmice precipi-
tada, la mezcla acidificada es luego centrifugada (bloque
10) para producir de este modo (&) una cuajada que con-
tiene las proteinas citopldsmicas libres de clorofila,
carotenoides, lfpidos y principios amargos w otros compg
nentes de sabor indeseables.

Las protelnas citopldsmicas separadas mediante
la centrifuga 10 son luego lavadas en el bloque 11 con
agua (scidificada a un pH de aproximadamente 4-5) para
eliminar impurezas solubles en agua. Después de lavar,
el pH del material proteinico es ajustado preferiblemen-
te a casi neutralidad enjuagéndolo con una solucién dilui
da de hidrdéxido de sodio, y luego es dirigido al seca~
dor 1l2-por ejemplo un aparato convencional de secado por

congelacién. El producto secado, fraccidén C, es valioso

w25
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para la utilizacién en seres humenos, por ejemplo, para
suplementar cereales u otros alimentos que son deficita-
riog en contenido de proteinas. En experimentos tipicog,

la fraccidn C contiene (sobre base en seco) lo siguientes

Proteinas = 85%
Grasas 0,66%
Fibras 0,20%
Cenizas 4432%
ELN == 9,8 %
Carotenos Nada
Xantdéfila Nada

= Contenido de nitrdégeno x 6,25.
=» Extracto libre de nitrégeno (en su mayor parte carbohi
dratos), por diferencia.

En el caso en que se utilice el método alterna
tivo de precipitacidn por calentamiento, el zumo transpa
rante (L-2) es dirigido por la conduccién 13 al calenta-
dor 14 que puede adoptar la forma de un intercambiador de
calor convencional o uno que utilice inyeccidn directa de
vapor de agua, y en que el zumo es llevado a aproximada-
mente 55 a 8020 y mantenido preferentemente a dicha tempe
ratura durante un periodo de aproximadamente 1l a 5 minutos.

El zumo celiente es hecho pasar luego 2 través
del refrigerador 15 en donde es enfriado a la temperatu~

ra ambiente. Por aplicacidén de las etapas arriba descri-

=g Do



tas, las proteinas citopldsmicas son precipitadas en for
ma de una cuajada de color pardo claro. Pars separar la
cuajada, la mezcla es centrifugada en el bloque 10, y &g
trateda ulteriormente por lavado, secado, etc., todo fal
5 como se acaba de desgcribir anteriormente.
EJENPLO 4.
Egte ejemplo ilustra téenicas de acidificacidn
para separar las protelnas cltopldsmicas (fraccién C).
Muestras de zumo purificado (I-2) fueron acidi
10 ficadas a diferentes valores de pH con deido clorhidrico,
¥ fueron centrifugadas pars retirar la proteina citoplds
mica precipitada. Se condujeron andlisis, tanto con el ZU,
mo residual como con los precipitados. Las condiciones
utilizadas y los resultados obtenidos estdn tabulados sg
15 guidamente.

18.5.72. 27



Experi pH Proteinas citopldsmicas Zumo residual.

mento Contenido en proteinas, Contenido de pro
en % de proteinas en zu teines, en % de
mo purificado. proteinas en zumo
5 purificado.
1 3,0 100 0
2 32 98 2
3 3,4 94 6
4 3,6 96 4
10 5 3,8 90 10
6 4,0 83 17
T 4,2 81 19
8 4,4 T4 26
9 4,6 Tl 29
15 10 4,8 68 32
EJEMPLO 5.
Este ejemplo ilustra métodos ds calentamiento
20 para separar las proteinas citopldsmicas (fraccién C).
Muestras de zumo purificado (I~2) que tenfan un
PH de 5,8 -6 fueron calentadas a diferentes temperaturas,
enfriadas y centrifugadas para retirar las proteinas cito
plédsmicas precipitadas. Se realizaron endlisis tanto con
25 el zumo residual como con los precipitados. Las condicio
18.5.72.
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nes utilizadas y los resultados obtenidos estdn tabulados

seguldamente.

Expe Condiciones de ca- Proteinas cito Zumo residual.
5 ri- lentamiento pldsmicas. Contenido de
mento Tempera  Tiempo, Contenido de proteinas, en
tura ¢ minutos proteinas, en % de proteinas
% de proteinas en zumo purifi
en zumo purifi cado.

eado
1l 55 1 23 7
10 2 55 5 27 73
3 60 1 26 4
4 60 5 48 52
5 65 1 48 52
6 65 5 83 17
15 7 70 1 86 14
8 70 5 88 12
9 5 1 90 10
10 75 5 89 11
11 80 1 90 10
20 12 80 5 92 8
Dirigiendo atencidn a los dibujos, el zumo re-
sidual (I-3) procedente de la centrifuga 10 es dividido
en dog porciones. Una de las porciones es recirculada
25 por la conduccidén 16 al mezclador 1 pars ser incorpora-

18.5.72- ='29a
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do en nuevas tandas de alfalfa. La otra poreidén es diri-
gida por la conduccién 17 a un evaporador sibito conven-
cional 18 en donde es concentrada para producir un jora-
be que contiene aproximedamente 50=70% de sblidos. Este
jarabe, denominado aquf fraccidn D, es un manantial rico
de materiales nutricios solubles en agua, derivados de
la alfalfa original. Es particularmente valioso debido
a su contenido de FCNI (factores de crecimiento no iden=-
tificados, que afectan beneficiosamente al crecimiento,
a la salud y a la reproduccidn de aves de corral, ganado
poreino y rumiantes)., Tambidn contiens aminodcidos, azi-
cares, sales minerales, y vitaminas solubles en agua.

En experimentos tipicos, la fraccidn D contie~

ne, (sobre base en seco) lo siguiente:

Componentes nitrogenados 29%
Grasas Nada
Fibras Nada
Cenizas 20%
EIN == 51%
Carotenog Nada
Xantdéfila Neda

#x Extracto libre de nitrdégeno (en su mayor parte carbohi

dratos), por diferencia.



REIVINDICACIONES

1,- Un procedimiehto para fraccionar material
vegetal folidceo verde que comprende: a) comprimir el ma
terial para formaer un zumo y una torte comprimida; b) ca

5 lentar el zumo y luego enfriarlo para formar de este modo
un aglomerado que contiene proteinas cloropldsticas, clo
rofila, carotenoides y liIpidos al tiempo que se retlienen
en solucién las proteinas citopldsmicas; c¢) retirar dicho
aglomerado desde el zumo residual; y d) separar del zumo

10 regidual una fraccidn proteinica esencialmente libre de
clorofila, carotenoides y liIpidos.

2.~ Un procedimiento para fraccionar material
vegetal folidceo verde que comprende: &) comprimir el ma
terial para producir un zumo y una torta comprimidaj; h)

15 calentar el zumo a aproximadamente 509C, luego enfriarlo
para formar de este modo un aglomerado que contiene pro-
tefnas cloroplédsticas, clorofila, carotenoides, y lIpidos
al tiempo que retiene en solucidn proteinas citopldsmicas;
¢) retirar dicho aglomerado del zumo residual, y d) sepa

20 rer del zumo residual una. fraceidn protefnica esencial-
mente libre de clorofila, carotenoides y lipidos.

3.~ ELl procedimiento de la reivindicacidén 2, en
que antes de la compresidn el material vegetal es mezcla
do con agu&a.

25 4.~ El procedimiento de la reivindicacidn 2,

18.5.72
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en que antes de la compresidn el material vegetal es mez
clado con zumo residual que queda de la etapa d).
5o~ El procedimiento de la reivindicacién 2, en
; que antes de la compresién el material vegetal es mezcla
5 do con un agente alcalinizador en una cantidad que pro-
porciona un pH de aproximadamente 7 a 1l.
6.~ El procedimiento de la reivindicacién 2, en
que antes de la compresidn el material vegetal es mezcleg
do con una proporcién secundaria de un agente reductor.
10 7+= El procedimiento de la reivindicacidén 2, en
que el material vegetal, antes de la compresiébn, es desin
tegrado mientras estd en contacto con un medio acuoso al
calino.
8.~ El procedimiento de la reivindicacién 2,
15 en que el materisl vegetal es alfalfa,
9.~ El procedimiento de la reivindicacidn 2, en
que en la o%apa b) el zumo es acidificado a un pH de apro
ximadamente 5 a 6 antes de calentamiento.
10.= El procedimiento de la reivindicacidn 2,
20 en que en la etapa b) el zumo es calentado a aproxima-
damente 50°C durante un periodo de aproximademente 1 a 5
minutos.
1ll.= El procedimiento de la reivindicacidn 2,
en que on la etapa b) el zumo es calentado bajo condicip

25 nes tales que ninguna porcidén significativa del mismo al

18,5.72. 30
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canza una temperatura sustancialmente mayor que la tem~
beratura que se especifica.
12,~ El procedimiento de la reivindicacidn 2,
en gue en la etapa b) el zumo es calentado bajo condicio
5 nes tales que la temperatura es aumentada de modo unifor
me por toda la mase de zumo para evitar un calentamicnto
excesivo de cualquier porcidn significativa de la misnma.
13.~ El procedimiento de la reivindicacién 2,
en que en la etapa d) el zumo es acidificado a un PH de
10 aproximedamente 3 a 4,8 para precipitar la fraccidn Pro-

teinica,
14.- El procedimiento de la reivindicacién 2,

en que en la etapa d) el zumo es acidificado & un pH de
aproximadamente 4,8 para precipitar una primera porcién
15 de la fraccién proteinica, siendo separada esta porcidn,
¥ el liquido regidual es luego acidificado a un pH de
aproximadamente 3 para precipitar una porcidén mds de la
fraccién proteinica.
15.- El procedimiento de la reivindicacién 2,
20 en que en la etapa d) el zumo es calentado por encima de
509C para precipitar la fraccidn proteinica.
16.= El procedimiento de la reivindicacién 2,
en que en la etapa d) el zumo es calentado a una tempe-~
ratura de aproximadamente 55-80¢ C para Precipiter la

25 fraccidn proteinica.

18.5.720 “33“
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17+~ El procedimiento de la reivindicacién 2,

en que en la etapa d) el zumo es acidificado & un pH
de aproximadamente 3 a 4,8 y es calentado a una tempe-
ratura de aproximadamente 55 a 802C para precipitar la
fraceién proteinica,

184~ Un procedimiento para fraccionar material
vegetal folideeo verde, en que la fase de tratamiento
del zumo derivado del mismo comprende: a) ajustar el
PH del zumo, cuando es necesarior, a un pH de aproxima-
damente 5=6, calentarlo g aproximsdamente 502C, luego
enfriarlo para formar de este modo un aglomerado que
contiene proteinas cloropldsticas, clorofilas, carotenoi-
des, y lfpidos, al tiempo que se retienen en solucidn
protefnas citopldsmicas; b) retirar dicho aglomerado
del zumo residuwal; y c¢) separar dsl zumo residual una
fraccién protefnica citopldsmica esencislmente libre
de clorofila, carotenoides y 1lfpidos,

19¢—~ El procedimiento de la reivindicacidn
18, en que en la etapa c¢) el zumo es acidificado & un
P de aproximademente 3 a 4,8 para precipitar la frac-
cidn proteinica,

20.~ El procedimiento de la reivindicacidn
18, en que en la etapa ¢) el zumo es acidificado a un
PH de aproximadamente 4,8 para precipitar una primera

poreidn de la fraceidn protefnica, esta porcidn es se-

- 34 -



10

15

20

25

30-9-74

.

403207

parada; y luego el 1lfquido residual es acidificado a
un pH de aproximadamente 3 para precipitar otra por-
cién més de la fraccidén proteinica,

21.- Bl procedimiento de la reivindicacién
18, en que en la etapa c¢) el zumo es calentado a aproxi-
madamente 55-809C para precipitar la fraccién proteini-
ca.e

22,- El procedimiento de la reivindicacidn
18, en gque el material vegetal es alfalfa,

23+~ Un procedimiento para fraccionar ma~
terial vegetal folidceo verde, en que la fase de tra=
tamiento del zumo derivado del mismo comprende: a) se—
parar del zumo una primera fraccidn que contiene pro-
teinag cloropldsticas, clorofila, carotenoides, y 1{-
pidos al mismo tiempo que se retienen protefnas cito~
pldsmicas en el zumo; b) separar del zumo residual una
segunde fraccibn que contiene protelnas citopldsmicas
en un estado esencialmente libre de clorofila, carote-
noides y 1lipidos,

24,~ Bl procedimiento de la reivindicacién
23, en que en la etapa b) el zZumo es acidificado a un
pH de aproximadamente 3 a 4,8 paras precipitar la frac-
cibén proteinica,

25,= El procedimiento de la reivindicacidn

23, en que en la etapa b) el zumo es acidificado a un

- 35 =
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pH de aproximadamente 4,8 para precipitar una primera
poreidn de la fraccién protefnica, siendo separada esta
porcidn, y luego el liquido residusl es acidificado 2
un pH de aproximadamente 3 para precipitar una porcidn
mds de la fraccibén protefnica,

26,~ E1l procedimiento de la reivindicacién
23, en que en la etapa b) el zumo es calentado por en~
cima de 502C para precipitar la fracecién protefnica,

27.= El procedimiento de la reivindicacién
23, en que en la etapa b), ol zumo es acidificado a un
pH de aproximadamente 3 a 4,8 y es calentado a una tem—
peratura de aproximadamente 55 a 802C pars precipitar
la fraccién proteinica.

284~ El procedimiento de la reivindicacidn
1, que incluye la etapa que comprende: afiadir iédn sul-
fito procedente de un manantial del mismo en cualquier
etapa del procedimiento antes de dichas etapas de calen-
tamiento, estando dicho idn sulfito en una cantidad no
mayor de aproximademente 1% en peso se equivalente de
bisulfito de sodio basado en el equivalente de Peso en
seco del material vegetal foliaceo verde, previamente
comprimido,
29.~ El procedimiento de la reivindicacién

28, en que ademds dicho manantial de idn sulfito es un

compuesto seleccionado del grupo que consiste en bisul~

- 36 -
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fito de amonio, sulfito de sodio, didzxido de azufre ga~
geogo, y 4eido sulfuroso,

30.- El procedimiento de la reivindicacidn
1, que incluye la etapa que comprende: calentar dicho
aglomerado que contiene proteinas cloropldsticas a una
temperatura de aproximadsmente 802C durante aproximada—
mente 1 minuto para conveftor de este modo al aglomera-
do desde un gel hidrdéfilo a una consistencia a modo de
queso de bola que rezuma agus, en que el contenido de
humedad del aglomerado es reducido sustancialmente,

31.~ El procedimiento de la reivindicacidn
30, en que ademds dicha etapa de calentamiento a aproxi-
madamente 802C es aplicada para reducir el contenido de
humedad de dicho aglomerado desde un contenido de sdli-
dos de 12% hasta un contenido de sdlidos de 46%, ambos
en peso,

32.- El procedimiento de la reivindicacidn
1, en que el calentamiento del zumo producido por la eta-
pa de comprésidn se realiza durante un periodo de dura-
cidén menor de 20 segundos y en que se hace que la tem~
peratura de dicho zumo quede dentro del margen entre
60 y 702C,

33.~ El procedimiento de la reivindicacidn
32, en que ademds dicha etapa de calentamiento tiene una

duracién menor de un segundo y hace que la temperatura

- 37 -
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de dicho zumo quede dentro del margen de 60 a T702C,

34.~ E1l procedimiento de la reivindicacidn
32, en que ademds dicha etapa de calentamiento tiene una
duracién de 0,5 a 1,0 segundos y hace que la temperatu~
ra de dicho zumo quede dentro del margen de 60 a 702C;
¥y mantener la temperatura de dicho zumo después de di-
cha etapa de calentamiento durante un periodo no superior
a 20 segundos,

35.~ E1 procedimiento de la reivindicacidn
32, en que ademds dicha etapa de calentamiento tiene
una duracidn de 0,6 segundos y hace que la temperatura
de dicho zumo sea de 709C,

36.~ E1l procedimiento de la reivindicacidn
32, en que ademds dicha etapa de calentamiento tiene
una duracidn menor de 10 segundos y hace que la ‘tempera~
tura de dicho zumo quede deniro del margen de 60 a 70¢C;
Yy se proporciona dicho enfriamiento subsiguiente duran-
te un periodo no superior g 15 segundos,

37~ E1l procedimiento de la reivindicacidn
34, en que ademds, despuds de dicha etapa de mantenimien—
to de la temperatura de dicho 1{quido, se proporciona
dicho enfriemiento subsiguiente durante un periodo de
tiempo no superior a 15 segundos,

38.~ El procedimiento de la reivindicacidn

35, en que ademds, despuds de dicha etapa de calentamien—
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t0, se proporciona dicho enfriamiento subsiguiente duran-—
te un periodo de tiempo no superior a 15 segundos,.
39.,~ Un procedimiento para fraccionar mate-
rial vegetal folidceo verde.
5 Tal y como se ha descrito en la Memoria
que antecede, representado en los dibujos que se acompa~
flan y con los fines que se han especificado,

Egta Memoria consta de treinta y nueve ho-

jas escritas a mdquina por una sola cara,
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