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La presente invencidn tiene por objeto
un procedimiento de obtencidén de productos purificados
de aislamiento de proteinas, y particularmente de pro-
teinas obtenidas a partir de sustancias proteicas de con
sistencia mucilaginosa, y en particular de proteinas de
girasol.,

Es sabido que actualmente se investigan
nuevas fuentes de proteinas, por un lado para remediar
la deficiente nutricidén de més de la mitad de la pobla-
cibén del mundo, y por otro lado responder a los nuevos
mercados resultantes de la evolucién de las formas de
alimentacidén en los paises industrializados.

Entre las nuevas fuentes de proteinas em
pleadas actualmente, tales como los vegetales, las algas,
las bacterias y las levaduras, las semillas oleaginosas,
y particularmente las de soja, girasol, colza y algoeddn,
son materias primas seleccionables por su abundancia.

Se conocian ya procedimientos de obten-
cidén de proteinas a partir de girasol; puede citarse,
por ejemplo, el procedimiento llamado de precipitaciéne
lavado, descrito especialmente por GHEYASUDDIN, CATER y
MATTIL en "Food Technology", vol. 24, pdgina 242 (1970).

Este procedimiento comprende las etapas
esenciales siguientes:

a) solubilizacidén alcalina de las pro-

-



teinas contenidas en la torta residual del prensado de
girasol, desaceitada, por medio de hidréxido de sodio
que contiene sulfito de sodio,
b) clarificacién de la suspensién asi
5 obtenida por centrifugacidén o decantacién, que permite
separar la disolucidén proteica alcalina del residuo sé-
lido, que comprende esencialmente celulosa y hemicelulo
sas.
¢) precipitacién de las proteinas conte-
10 nidas en la disolucidén alcalina por acidificacién en el
punto isoeléctrico, punto que corresponde al pH para el
que la solubilizacidén de las proteinas de girasol es mi
nima.
d) purificacién de las proteinas en for-
15 ma insoluble obtenidas en la etapa anterior, por lavado
con agua seguido de centrifugaciones o filtraciones, y
después por lavado com alcohol-dter.
Las proteinas citadas asi aisladas se se=
cén por ejemplo por liofilizacién o pulverizacibn,
20 Se obtienen por este procedimiento produg
tos de aislamiento de proteinas de coloraciém oscura,
que se muestran inadecuados para el hilado en fibras a
causa de la presencia de sustancias de consistencia mu=-
cilaginosa en disolucidén alcalina concentrada, que obtu-

25 ran las hileras.
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También se han propuesto procedimientos
de obtencidén de sustancias proteinicas por disolucién
alcalina y tratamiento con ayuda de calj pueden citar-
se a este respecto las patentes de los EE.ﬁU. nos,
1.955.375 v 2.233.439, asf como la patente francesa n®
9754022, que describen procedimientos de obtencidn de
sustancias protefnicas, GGtiles especialmente para el re
vestimiento de papel, poniendo en préactica etapas de di
solucidn alcalina y tratamiento con cal, en condiciomes
tales que las protefinas obtenidas son desnaturalizadas.

Por otro lado, es también conocida la pre
paracién de productos de aislamiento purificados de pro-
tefnas de girasol, aptas para el hilado en fibras, por
tratamiento con cal de disoluciones de proteinas de gira
80l obtenidas por disolucidn alcalina de una dispersién
acuosa de la torta residual de prensado de girasol, y eli
minacidén del residuo insoluble; la cantidad de cal emplea
da se determina, segflin este procedimiento, de modo que la ’
concentracién de Ca0 en la disolucién resultante esté com
prendidea entre 2 y 7 g/1; las condiciones de puesta en
préctica de este procedimiento, descrito en la solicitud
de patente francesa nf 73 29 327, presentada el 10 de
agosto de 1973 a nombre de la solicitante, es Qdecir la
cantidad de cal empleada, los tiempos de maceracién, y

las temperaturas de tratamiento, som tales que los produc
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tos obtenidos son productos de aislamiento purificados
de proteinas no desnaturalizadas, que son Gtiles en el
campo de la alimentacién. Este procedimiento permite

la obtencidn de productos purificados de ailslamiento de
proteinas, es decir desprovisto de sustancias responsa-
bles de la obturacidn de las hileras, o sustancias de
consistencia mucilaginosa; sin embargo, este procediw
miento presenta inconvenientes, particularmente en lo
referente a la coloracién de las protefnas.

En la patente de los EE,UU, n2 2,607.767,
se describe igualmente un procedimiento que comprende la
adicién, a una torta, de una mezcla hecha previamente de
hidroxido de sodio y cloruro de calcio en disolucién acuo

sa, y ello con concentraciones preferidas de CaCl2 necesa

2 M.

riamente muy elevadas, ya que se aproximan a 10, 10~

Se ha encontrado ahora un procedimiento
de obtencidn de productos purificados de aislamiento de
proteinas desprovistos de sustancias de consistencia mu-
clilaginosa y empobrecidos en plgmentos, que evita los
problemas de coloracién de las proteinas descritos antew
riormente.

El procedimiento seglin la presente inven
cidén comprende:

1) poner en suspensibén o empastar una

torta de sustancia proteica que contiene compuestos de
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consistencia mucilaginosa, con un volumen en litros
igual a 10 a 15 veces, y preferiblemente 3 a 5 veces,

el peso en kg. de la torta, de una disolucidn de una o
varias sales de metales alcalinotérreos, y entre ellos
el magnesio, que contiene ademis sulfito de sodio, y aiia
dir a la suspensién o pasta obtenida una disolucidén con-
centrada de Alecali en cantidad suficiente para permitir
la solubilizacibén de las proteinas,

2) separar, de manera conocida, el extrac-
to proteico del residuo insoluble,

3) acidificar el extracto de proteinas cla
rificado resultante, con ayuda de una disolucidn &cida
hasta un pH comprendido entre 4,5 y 5,5, para causar la
precipitacién de las proteinas, y

4) separar de las aguas madres, de modo
conocido, el precipitado proteico formado, sometiéndose
después a un lavado dicho precipitado proteico.

La sustancia proteica, que contiene com-
puestos de consistencia mucilaginosa, utilizable segin
la invencidn, se elige entre las fuentes de proteinas ci
tadas antes. Entre §stas se prefieren muy especialmente‘
las proteinas de girasol, y, para mayor claridad de la ex
posicién, en adelante se hard referencia a éstas, sin que
ello signifique una limitacibn.

La torta residual del premsado de girasol
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utilizada en el procedimiento segiin la invencidén es moli-

da, ventajosamente, hasta una granulometria media preferi

blemente inferior a 1 mm, para que la puesta en suspensién
en la disolucibén de sales ma rapida y estable.

La temperatura de realizacidén del procedi-
miento segin la invencidn mo es cxritica; no obstante, la
extraccién de los constituyentes solubles es més répida
cuando se trabaja a una temperatura comprendida entre apro
ximadamente 15 y 508C; sin embargo, y por razones econdmi-
cas, el procedimiento segiin la invencidén puede ponerse en
préctica ventajosamente a la temperatura ambiente, en cu-
yo caso la duracién de la extraccién puede ser semnsible-

mente més larga,

Las sales de metales alcalinotérreos utili
zables en el procedimiento segiin la invencidén son, parti-
cularmente, las sales de calcio, por ejemplo acetato, clo
ruro, lactato, etc.; estas sales se emplean en combinacién
con una sal de magnesio, como por ejemplo acetato, cloruro,
lactato de magnesio, u otras.

La disolucién de sales de metales alcalino-
térreos preferidas en el procedimiento de la invencién es
una disolucidn de acetato de calcio y acetato de magnesio,
y alin mis ventajosamente una disolucidén de cloruro de cal-
c¢io y cloruro de magnesio. La cantidad de disolucidn final

de la etapa 1 del procedimiento representa de 10 a 15 ve-
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ces, y ventajosamente de 3 a 5 veces, el peso de la tor-
ta, estando determinados los contenidos respectivos de
sal de metales alcalinotérreos y de sal de magnesio de di
chas disoluciones en funcidén del contenido de compuestos
de consistencia mucilagindsa de la sustancia de partida,
de su contenido de pigmentos y de la pureza deseada en

el producto final.

Seghn la invencién se emplea, para solubi
lizar las proteinas, un &lcali cualquiera, como por ejem~
plo hidrdéxido de sodio, hidréxido de potasio o una disolu
cibén amoniacal, '

La cantidad de Alcali empleado permite
ajustar el pH del medio de solubilizacidén a un valor com
prendido entre 10,5 y 12,5, y preferiblemente entre 1l y
12,

Preferiblemente se emplea un &lcali concen
trado hasta alcanzar una normalidad de 0,10 a 0,15 N,

En el procedimiento segin la invencidén es
@til mantener el pH de la mezcla de torta y disolucidn sa
lina, en un primer perfodo, en un valor comprendido entre
aproximadamente 7 y 8,5, para insolubilizar la fraccidn
de los pigmentos que procede de las cascaras de la semi-
1la de girasol. Segin uﬁa variante preferida de la inven
¢idén, se ajusta pues en un primer perfodo el pH de la

suspensidén citada a un valor comprendidoe entre 7 y 8,5,

-8-
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y preferiblemente 8, se deja macerar durante unos 15 a
30 minutos, se eleva el pH de la disolucién resultante
hasta un valor comprendido emtre 10,5 y 12,5, y después
se deja macerar durante unos 15 a 30 min., ventajosamen=
te a temperatura ordinaria.
La cantidad de sulfito de sodio empleada
en la disolucidén de sales de motales alcalinotérreos,
por ejemplo en la disolucidén de acetato de Ca y acetato
de Mg, es tal que la concentracidn de sulfito de Na en la
pasta estd comprendida entre 1l y 2 g/l. Como alternativa,
esta misma cantidad de sulfito de Na puede introducirse
con la disolucién de Alcali concentrado, en lugar de estar
comprendida en la disolucién de las sales alcalinotérreas,
El extracto proteico obtenido después de la
solubilizacidén de las protefnas y la separacién del resi-
duo insoluble se acidifica a continuacién hasta un pH com
prendido entre 4,5 y 5,5, y preferiblemente entr; 5,2 ¥
5.3« Para esta acidificacién se emplea preferiblemente una
disolucibén concentrada de &cido sulffirico o clorhidrico.
Sin embargo, puede emplearse otra disolucidnm cualquiera,
tal como fosférica, acdtica, lactica o citrica,.para dig=
minuir el pH de la disolucién. Este intervalo de pH co~
rresponde a la zona de precipitacién éptima de las protei
nas, y de mantenimiento en disolucién de los pigmentos que

eventualmente no se han insolubilizado en el curso de las



etapas anteriores del procedimiento. El precipitado pro-
teico se separa a continuacidén de las aguas madres por
centrifugacién o lavado.
Segin un modo de realizacidén de la presen
5 te invencibén particularmente preferido desde el punto de
vista econdémicoa:
a) se forma una pasta, en una disolucidn
de una sal de Ca y una sal de magnesio, con torta de gi
rasol molida hasta una granulometrfa preferiblemente in=-
10 ferior a 1 mm, representando el volumen de disolucién
empleado de 35 a 5 veces el peso de la torfa.
b) se afiaden a dicha pasta sulfato de so-
dio y un alcali concentrado, en cantidad tal que la nor-
;alidad de dicho &lcali esté comprendida finalmente entre
15 0,10 y 0,15 N, y se deja macerar durante unos 15 a 30 min.,
¢) se ajustaeventualmente el pH de la sus-
pensidn a un valor comprendido entre 10,5 y 12,5, y prefe
riblemente entre 11 y 12,
d) se deja macerar esta pasta, y despﬁés
20 gse diluye hasta que el volumen total en litros esté en una
relacién de 10:1 a 15¢{1 con el peso en kg. de torta emplea
da,
e) se separa’ de la disolucién, por medios
conocidos per se, el resid;o insoluble, y se acidifica

25 la disolucidn resultante hasta un pH comprendido entre
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4,5 y 5,5 para hacer precipitar las proteinas, separén-
dose a continuacién el precipitado proteico de las aguas
madres por medios conocidos, por ejemplo por centrifuga-
¢ibén o lavado.

De este modo, segfin el procedimiento de
la invencién, el extracto de proteimas obtenido esta des
provisto de sustancias de consistencia mucilaginosa y em
pobrecido en pigmentos. Por lo tanto, el hilado en fibras
de las sustancias proteicas asi preparadas se facilita,
gracias a la ausencia de sustancias mucilaginosas que oca
sionan la obturacién de las hileras,

El precipitado proteico obtenido después
de la acidificacién del extracto proteico clarificado se
leva posteriormente poniéndolo en suspensidn en agua, por
ejemplo en un volumen de agua igual al del extracto clari
ficado. Las proteinas lavadas se recogen a continuacién
por filtracidén, centrifugacién o lavado.

Esta operacién puede repetirse, y los 1i-
quidos de lavado finales pueden emploarse de nuevo para la
preparacién de las disoluciones de extracciédn de la etapa
1 del procedimiento.

Estas proteinas asi obtenidas pueden secar-
se, por ejemplo por liofilizacidn, atomizacidén, o por seca
do en lecho fluidizado. En el caso del secado por atomiza-

c¢ibén, la temperatura del aire esti comprendida entre 150 y

o ll -
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3009C, y la temperatura del producto seco entre 75 y
959C,

Los productos purificados de aislamiento
son, practicamente, totalmente solubles en medio alcali=-
no.

El grado de purificacién puede evaluarse
por el enriquecimiento en nitrdgeno de las preparaciones.
Asi, un producto de aislamiento de proteinas de girasol
preparado sin purificacién contiene de 14 a 14,5% de ni-
trégeno, mientras que un producto de aislamiento prepara
do en las mismas condiciones pero con purificacién contig
ne un promedio de aproximadamente 16%, y lo mis frecuente
mente incluso 16,5% de nitrdgeno, determinéndose el nitrd
geno por el método de KJELDAHL. La aptitud de los produc-
tos de aislamiento de proteinas para el hilado en fibras
se caracteriza por su solubilidad en hidrdéxido de sodio,
Asi, los productos de aislamiento de proteinas segiin la
invencidn son enteramente solubles en hidréxido de sodio,
mientras que la solubilidad de los productos de aislamien
to de proteinas obtenidos segin el procedimiento llamado
de precipitacidén-lavado es incompleta.

Sin querer atarse a ninguna teoria, se pien
sa que, segiin el modo preferido de realizacidédn de la inven-
cidn, la sal de calcio juega un papel doble: en una prime-

ra fase, a pH 8, la sal de calcio insolubiliza la fraccién
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de los pigmentos procedente de las clscaras de la semilla
de girasol, y en la segunda fase, de solubilizacidén de

las proteinas a pH superior a 10, insolubiliza los compues
tos de consistencia mucilaginosa, muy posiblemente por for
macién de cal ig 8itu, en parte en estado disuelto y en
parte en estado de precipitado coloidal, como consecuen-
cia de la reaccidén entre el Alcali y las sales de metales

alealinotérreos.

Igualmente, y en lo referente a la sal de
magnesio, se cree que provoca la insolubilizacién de una
parte de los pigmentos a base de &cido clorogémico, por
formacién de clorogenato de magnesio insoluble,

Por otro lado, el sulfito de sodio se em
plea en el procedimiento seg(in la invencidén como agente
antioxidante fremte a los polifenoles, y particularmente
al 4cido clorogéniéo.

Asi pues, el empleo de una sal de magne-
sio y de sulfito de sodio segim el procedimiento de la in
vencidn contribuye a la obtencidén de productos de aisla-
miento de proteinas muy empobrecidos en pigmentos.

La invencién se ilustrarid ahora con més de
talle por medio de los ejemplos. siguientes, que no son li-

mitativos del alcance de la invenciédn,

S -
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EJEMPLO 1

En este ejemplo, todas las etapas se han
efectuado a temperatura ambiente. Se ponen en suspensidn
10 kg de torta residual del prensado de girasol, molida
hasta una granulometria de aproximadamente 1 mm, en 100
litros de una disolucidén de acetatos en la que se han
disuelto 150 g de sulfito de sodio, estando comstituida
la disolucidn de acetatos por acetato de calcio y acetato
de magnesio, siendo la concentracidén de cada constituyen-
te de 0,02 M, Se aiiade a esta suspensidém sosa concentrada
10 N hasta alcanzar un pH igual a 8 aproximadamente., Se
de ja macerar la suspensidén bajo agitacidn durante unos
15 minutos. Se afiade a continuacidn sosa concentrada para
obtener una normalidad de 0,1, y se deja macerar la mez-
cla resultante durante 10 a 30 minutos. Se separa a conti
nuacidén el extracto proteico del residuo insoluble. Al ex

tracto asi clarificado se le afiade entonces 4cido sulfri-

-

co hasta alcanzar un pH de 5; las proteinas precipitadas se
separan a continuacién y después se lavan, Las proteinas la
vadas se secan después por pulverizacidém. El producto con-
tiene 16,7% de nitrdgeno,

Ensayos de hilado en fibras realizados a
partir de las proteinas obtenidas anteriormente han condu
cido a resultados satisfactorios, sin que se produjera nin

guna obstruccién de las hileras; por otro lado, las fibras

- 14 -
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obtenidas tenfan una buena resistencla mecénica.
EJEMPLO 2

En este sjemplo se han tratado 10 g de tor
ta de girasol segin el modo operatorio descrito en el
ejemplo 1, pero sustituyendo el acetato de calcio por
una cantidad equimolar de lactato de calcio, siendo 100
ml la cantidad de disolucidn para formar la suspensidn.
El producto de aislamiento de proteinas asi obtenido te-
nia una coloracidn claraj contenia 16,5% de nitrdgeno y

no mostraba ninglin material imnsolubilizado en hidréxido

de sodio,

EJEMPLO 3

Se repitid el modo operatorio descrito en
el Ejemplo 2 empleando, en lugar de lactato de calcio,
cloruro de calecio en cantidad equimolar. El producto de

aislamiento de proteinas obtenido contenia 16% de N,

EJEMPLO 4

En este ejemplo, todas las etapas se efec-

tuaron a temperatura ambiente.

—15-
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Se prepard una pasta de 20 g de torta de
girasol, molida a una granulometria de aproximadamente
1 mm, en 70 ml de una disolucidn de acetato de calcio
2,1072 y y acetato de magnesio 1,10~2 N. Se afiadieron
a esta pasta, al cabo de 5 minutos de maceracidén, 0,8
ml de NaOH 10 N y 10 ml de una disolucidén de sulfito
de sodio de 12 g/1, y se triturd durante 15 minutos, A
continuacién se afiadieron 120 ml de una disolucidn de
sulfito de sodio a 1,5 g/l1.

Se separd el extracto proteico del resi-
duo insoluble, Al extracto asi clarificado se le afiadid
entonces &cido sulfiirico hasta alcanzar un pH de 5; las
proteinas precipitadas se separaron a continuacidn, y
después se lavaron. Las proteinas lavadas se secaron
después por crio-desecacidn (liofilizacidn). El producto
seco contenia 16,3% de nitrdgeno, y no mostraba ningtn
material insoluble en hidrdxido de sodio,

La presente solicitud que corresponde
a la presentada en Francia, el 23 de Uctubre de 1974,
bajo el Ne 74 35.594, se acoge a los beneficios del Ar=
ticulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indus-

trial.

- 16 -
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REIVINDICACIONES

5 Los puntos de invencidn propia y nueva,
que se presentan para que sean objeto de esta solici-
tud de Patente de Invencidén en Espafia, por VEINTE aiios,
son los gue se recogen en las reivindicaciones siguien-
tes:

10 l2,~ Un procedimiento de obtencidn de
productos purificados de aislamiento de proteinas, ca-
racterizado porque comprende: 1) poner en suspensibén o
en forma de una pasta una torta de sustancia proteica
que contiene compuestos de consistencia mucilaginosa,

15 con un volumen en litros igual a 10 a 15 veces, y prefe
riblemente de 3 a 5 veces, el peso en kg de la torta,
de una disolucidén de una o varias sales de metales alca=
linotérreos, entre ellos el magnesio, que contiene ade-
méds sulfito de Na, y afiadir a la suspensidn o pasta ob=-

20 tenida una disolucidén concentrada de flcali, en canti-
dad suficiente para permitir la solubilizacidn de las
proteinas, (2) separar, de modo conocido, el extracto
proteico del residuo insoluble, 3) acidificar el extrag
to de proteinas clarificado resultante con ayuda de una

25 disolucidén écida hasta un pH comprendido entre L5 v 5,5

31010.75 -17 -




para hacer precipitar las proteinas, y &) separar de las
aguas madres, de modo conocido, el precipitado proteico
formado, sometiéndo posteriormente dicho precipitado pro,
teico a un lavado.

5 228,- Un procedimiento segin la reivindi-
cacidn 12, caracterizado porque la disolucidn de sales
de metales alcalinotérreoses una disolucién de acetato,
lactato o cloruro de calcio, que contiene ademis una sal
de magnesio, elegida particularmente entre el acetato, el

10 cloruro y el lactato de magnesio,

32.~ Un procedimiento segiin una de las rei
vindicaciones 18 & 28, caracterizado porque la sustancia
proteica que contiene compuestos de consistencia mucilagi
nosa es el girasol.

15 ka,- Un procedimiento segin las reivindica
ciones 12 a 38, caracterizado porque la sustancia protei-
ca de girasol se muele a una granulometria media preferi-
blemente inferior a 1 mm, y el &lcali se aifiade a dicha
suspensidén en cantidad tal que el pH de la misma esté com

- 20 prendido entre 7 y 8,5 y preferiblemente sea igual a 8,
de jAdndose macerar la suspensién durante unos 15 a 30 min,
con agitacidn, ajustando el pH de la suspensidn a un valor
comprendido entre 10,5 y 12,5, y preferiblemente entre 11
y 12, y dejindose macerar de nuevo, con agitacidén contie-

25 nua o intermitente, la suspensidén obtenida, tras lo cual

15.3.77 - 18 -
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se acidifica para hacer precipitar las protefnas y se se
para el precipitado proteico de las aguas madres.

53,~ Un procedimiento segiin las reivindi-
caciones 138 a 43, caracterizado porque la sal de metal
alcalinotérreo es lactato, acetato o cloruro de calcio
y/o de magnesio.

68.- Un procedimiento segin cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 58, caracterizado por efectuar
las etapas citadas a una temperatura comprendida entre
unos 15 y 502C, y preferiblemente a temperatura ambiente,

78.,~ Un procedimiento segiin cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 6a, caracterizado por emplear,
como Alcali, hidréxido de sodio, hidrdxido de potasio o
una disolucibén amoniacal.

83,- Un procedimiento segin cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 74, caracterizado porque, para
acidificar el extracto proteico, se emplea una disolucién
normal de Acido sulfiirico, una disolucidén normal de acido
clorhidrico, o una disolucién de otro &cido que permita
disminuir el pH del extracto proteico hasta un valor com-

prendido entre 4,5 y 5,5, y preferiblemente entre 5,2 y

593

9a,~ Un procedimiento segiin la reivindica=
cién 8a, caracterizado por emplear una disolucién de &cie

do fosfdérico, acético, lictico o citrico.
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108,= Un procedimiento segiin cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 98, caracterizado porque come
prende ademis una etapa de secado por liofilizacibn, por
atomizacidén o en lecho fluidizado.,

ll8,~ Un procedimiento segiin cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 102, caracterizado porque el sul
fito de sodio se emplea en cantidades tales que la concen-

tracién de sulfito de Na en la mezcla estid comprendida entre

12a,- Un procedimiento segiin cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 118, caracterizadolporque el sul
fito de sodio se introduce conjuntamente con la disolucidn
de &lcali concentrado.

13%4,~ UN PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE PRO
DUCTOS PURIFICADOS DE AISLAMIEUNTO DE PROTEINAS.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y para los fines que se han especificada.

Esta Memoria consta de veinte hojas escri-

tas a maquina por una sola cara.

Madrid, {6 MAR 1477

P.A,. :
Fernando de Etzabury (|

Por
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