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BATENTE
DE
INVENCION

por "UN PROCEDIMIENTO PARA AISTAR PROTEINAS CITOPTASMICASY
& favor do la firms swiza SOCIETE DES PRODUITS NESTLE Sedw
residente en VEVEY (Suiza).
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MEMORIA DESCRIPTIVA

El presente invento se refiere al aiélamiento de
proteinas.,

Laa prpteinas vegetales puoden obfenerse de dos
tipos de fﬁentes, que son las semillas y las hojas de diver-
sas plantas que c?ntienen protginas; Si bien las proteinas
de semillgs s como, por cjemplo, las protelnas de soja y de
cacshuetoe, han encontrado amplias aplicaciones en la indus-
tria alimenticia, las proteinag de hojas, que cxisten en
asociacidn con pigmentos verdes'(clorofilas)s no sc utilizan

en ningune oxteneidn importante, precisemente debido a su
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oolov: Aﬁn cuando existen diver?os métodos para extraaf Prow
‘teinas decoloradaes de las hojas;_ninguno de éstos resulta o=
talmente satisfactorio para splicarse en operaciones indusw
trialea; '

Ahora se ha descubierto que las proteinas citopLlés—
micas sustanciglmente decoloradas pueden aislearse de varios
materiales de proteinas vegetales acuosos siguiendo un pro-
cedimiento perticulermente senaillo que implica la flooulem
cién seleotiva de proteinas pigmentades o cloropléstioas mien-
tras que quedan en solucidn las proteinas citoplésmices dew
seadas ‘

Asi pues, el presente invento proporcions un pro-
cedimiento para aislar proteinas citoplésmicas a partir de
meteflas vegetales acuosas que contienen proteinas cloroplis—
ticas y oltoplismicas el cusl comprende adicionar chitosen
al mgterial vegétal prars formar un floculeado de proteinas
cloroplésﬁicas y sobrenadante; separar el floculado y rew
cuperar del sobrenadante una fraceibn gue contiene prbteinas
c_;i'boplésmicaaz_; _

~ El chitosan es la poli~beta~(leﬁf4)—2—amino-2-
~desoxi~D-glucosa de la férmuls (C6H11N04), en donde n es
un nfmero entero superior a l.

El material de partida vegetal del procedimiento
es convenientemente un liqu?do 0 Jjugo acuoso obtenido de una
fuente de proteinas de hoja, no ligiﬁéndose el término "hojan
a lag aetualeslhoja.s de ung plan“ca; 8ino que incluye o*bn;as_ )
partes (tallqs,‘etc;) que contienen proteines oloroplésticas
y citopldsmicas, pero excluyendo lgs semillas. Eﬁemplos b

Picos de fuentes de proteinas de hoja son la alfalfs (mielga);
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remolacha y espinacas. Otras fuentes de proteinas de hoja ine-

cluyen Atriplex hortensis, Amapgnthus caudatug, Chenopogiym

guinOQ,wﬁrﬁicg diodca, Bragsic _ﬁa ﬁs, Brgssica olergges ;
Daitylis slomerets, Helienthus ennuus y Vigne ginensise E

juego o suspensién puede copﬁener; normelmente, del 2,5 al 10%
en peso de mgteria seca que, a su vez, tlene, usualmente, un
contenido de proteines brutas del 25 al 50% en peso.

, g, ohitosan; que es sustancislmente insoluble en
aguay Puede adicionarse el material proteinico acuoso en for-
ma de golucidn en un fcido diluido. Son gpropiados divexsos
£oldos, tanto orgénicos como inorgénicos, incluyendo el £oim
do aodtico v el clo?hidrico~ Deb;do a que la proteina recupe—
reda §sté destinade, normelmente, gl consumo humeno, se pre-
fierey en partioular, el deido aa§¢ioo; La solucidn foidsg
oontendrd, generslmente, de 20 a 40 g de chitosan por litro;
el pH de la golucidn estéd comprendido, de preferencia, entre
550 ¥ 535; de modo que la floculacidn pueda tener luger a un
PH de 5,0 & 6,0, Segfn sea la oconpentracién de proteinas del
meterigl vegetal acuoso es satisfactoria une edicidn de chitow—
san correspondiente a una centidad oomprendida entre 0,02 y
0?15 g por gramo de proteine bruts total. Por conveniencia,
la cantidad de ohitosan adicionada se expresa en gramos Je
chitosan por litro de material profe;nico; Debido & que el
chitosan se_adiciona; de preferencia, en solucidn:éc;da; se
modificaréd el pH natural del mawerig% vegeﬁal acuosoy. que
normglmente estd comprendido entre 5;% y 6,1+ Se ha observa-
do una relaaibn entre la cantidad del totel de proteina (oi-
toplésmica y oloropléstica) recuperada y el pﬁ del material
protednioco despuds de la adicidn del chitosen, y tembién una
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relacidn entre el pH ¥ la cantidad de la fraccﬁn citoplﬁsmgi_.»
ca reocuperable del sobrenadante;. Asi pues, mientras que gumen~
ta el total de proteina floculgble oon la disminucidn del pH,
la cantidad de proteina eitop:!.‘ésm:l.ca disminuye con la disminu-
cidn del pH;: Por consiguiente, para obtener un equilibrio ram
zonab:[.e entre los rendimientos de la{i dos fracciones pro_'l:ei:-
nicas, el PH del material pm'}:e:inioo; después de la ad:}.oﬁn
dgvghitos’an; est4 comprendido, de rreferencia, entre 5,3 y
645, ¥ deseablemente alrededor de 6;O~; ‘

La flooulacién de la proteina cloropléstica puede

.

llevarse a oabo a_tempgra‘buras inferiores a alrededor de 409;.
bor ejemplo; a 10-202C, de preferengia oon vigorosg agitg- ’
eién durante la adicibn de ohitosan, seguido de un pexdodo de
;edimen:bacj:éSn: EL clofuI.Lado se separa; nas convenientemen'te;
mediente centrifugaciln, pero pueden preveerse también otros
métodos £isicos de separacidn como filtrecidn y decanteoidn.
La proteina oloropléstice sepsrada es particulermente apropigs-
da Para incorporarse g piensos animsles. EL chitosen puede
yecuperarse suspendiendo lg fraceidh oloropléstica en un medio
acuoso a pH de 4 a 5. Con la centrifugacidn de la suspensidn
el chitosen queda en solucién en el sobrenadante y puede prew
é!ipitarse ajustando el pH a un velor superior a 7.

;| sobrenadsnte obtenido después de la separacifn
de 1a proteina oloropléstics flooulada puede tratarse de for-—
mas diferentes pars recuperar la proteina citoplésmica soluble.
Un procedimiento particularmente preferido implica el calentaw
mien-bg del sobrenadante para producir ls coa.gtﬂ.aoid:n de la pro~
teine, que pueds recuperarse luego sigulendo los mé‘sodos‘f.'i»—.

sicos ususles. Resulte particularmente satisfactorio el calen-
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temiento hasta unos 802C durente elrededor de 2 minutos. Las
Proteinas qitop}ésmioas que no se hgn desnaturalizedo oon el
galor pueden reouperarse convenientemente del sobranadante;
A ternativamente, la proteine, disuelts puede precipitarse
ajustando el pH haste un valor de 4;0, aproximadamentels Pa
Proteina citopldismica recuperads puede lavarse y secarse,
lo que d4 un polvo con una coloracién emerillents muy pélism
das Bs gproplede para incorporerse & diversos alimentos y be-
bidas. |

Los ejemplos que siguen se ofrecen dnicamente gon
el fin de ilustrar el invento. ILos borcentajes se expresan
en peso. |
EJEMPIO 1, o
Je¢ obtiene un jugo verde ?riturango ¥ prensando
ung mezela de a}félfa (84%) v ballico (L6%), que tiene un
PE natursl de 6,0 y que contiene materie seca al 4,5%:'A un

litro de este jugo se adicionen lentements, a la temperatura
del embiente y oon vigoross agitagiﬁn 6% cc/l de una 801
cidn al 3% de ohitosen en 40ido a0étiso con un pH de 5,04
Se forma inmedistemente un flooulado y‘cuando'ge hg edicio~
nado todo el ohitosen el Jjugo tiene un. pH de 5,5. .
Se prosigue la aglteoién durente 5 minutos y luego
se centrifugs la suspensién para separar las proteinss olow
ropléstioas flooulades. Se calienta el sobrenadante a 802C
durente 2 minutos y se recupera por eentrifugacidn el préoi~
pitado resultante de proteinas oitopléemicas, se lave y se
geca. Do este modo se obtienen 9. gramos de un polvo sustane
cialmente incoloro que tiene un gontenido protefnico de gl-

rededor del 80%.
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~ Resulta pertioularmente apropiado peras incorporarse
a a_limen'bos.?:
EJEMPIO 2. _

‘. Se repitié el procedimiento deserito en el ejemPlo
1, con yarieciones en la adicibn de chitosen y el pH, sobre
partides de jugo de alfalfa/ballico, conteniendo 5,0% de ma~
teria seca (Experimentos 2A~2p) ¥ Jugo directo de alfalfa
conteniendo materia seca el 4y5% (Experimentos 2E-gK)s Los

resultados se resumen en la Tabla 1.

- TABLA 1
Exper. N¢ | Adioidn de PH gel ju~ | Rendimiento de
. ohitosan go despuds fraceidn de
g/l de jugo de la adi~ | proteins cito-
olén de ohi | plésmica g/l
‘tosan de Jugo.
24 ’ 1',0 5';7 ' 11;0
2B 2,2 545 9,2
20 35 54 8,0
2D 7,0 5,3 - 648
2F 045 5,8 12,0
2F 2,0 54 650
26 2,2 5,2 10,40
2H 2,2 5,5 13,5
oI 2,2 597 1645
2J 2,2 }_535 13,5
i 242 742 12,9

ETEMPIO _ 3.

"Se repitié el procedimiento expuesto en el ejemplo
1 con jugo obtenido de espinacas fresoas conteniendo 25 g de
materia sece por litro. Los resultados se resumen en 1g Te~
bla 2.



Sie

10.

15.

20.

25«

H
3
i

TABLA 2
———————— s

Expera. N2 Adicién de | pH de jugo Rendimiento de
. chitosan despuds de fraccién de
g/1 de ju- | le adicidn proteina citos
g0 de ohitosen | plésmica g/l
de jugo
R 516 32
3B 1,5 553 1,1
30 35 592 142
3D 435 5,1 2,0
REIVINDICACIONES

b TR e s e e e Ty Bt et Bt S

Desorito el objeto del presente invento; se declaw
ran nueves y de propia invencidn las giguientes reivindicg-
olones; oon priorided de la solicitud de petente inglesa n
49494 del 15-11-74., '

,l;“ Un procedimiento para aislar proteinas citow
plésmicas, esencialmente de matericles vegetales acuosos que
contienen proteinas oloroplésticas y citoplfsmices, caracte-
rizado porque comprende adicionar ohitosan al materisl vego-
tal peara formar un floculado de las proteinas cloropléstioas
¥y un sobrenadante, separar el flooulado y recuperar del sobre-
nadante ung, fraocidn que contiene proteines oitoplésticas.

a:~'Un procedimiento, de oonformided con la relw
vindicaoidn‘}; oargcterizado porque el floculado se forme
& un pH de.5;3 8 645 ‘

&:-‘Un procedimiento, de conformidad con la rei-

vindicacién 2; oaracterizado porque el flooulado se forms g

un pH de glrededor de 6,0.
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4.-— Un procedimiento, de con:f:‘omidad con cualquiecw~
ra de las reivindicaciones precsdentes, caracterizado porque
el floouledo se forme a una temperatura inferior o wnos 402C.

5{".-:- Un procedimiento, de conformided con la reivine
dicacﬁn 4, oaracterizado porque el flooculedo se forma a ung
temperatura de 10 & 289C. ‘

6{;- Un procedimiento, de gon:f;omidad con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque ls
can"sir_iad de ohitosan sdicionada estd comprendide entre 0;0_2
y 0,15 gramos por gramo de la proteing brutas presente en el
material vegetal. ) 7

-'i.- Un procedimien-bo; de 9on:l:‘ormidad con cualqu_iera
de las reivindicaciones precedentes; caracterizado porque el
chitosan se adicions en una soIf.uoiGn actdica. )

8w Un procedimien'bo; de gon:f'ormidad con cualquiera
de les reivindicaciones precedentes, ocarscterizedo porque las
Proteinas citoplésmicas se recuperan del sobrenadante medigne
te coagulacidn por calors. '

’ Qe Un procedimiento, de conformided con cuslquie—
ra de las reivindicaciones 1 a 7; caracterizado porque las
p:rote:u_:las oi-(;oplésmicas ge precuperan del sgbrenadan'be median~
te PreOiPitae'-‘ﬁn a wn pH de alrgdedor de 4,0.

10;:- Un procedimien"bo! de oonformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a ';, caracterizado porque las pro-
teinas oitoplésmicas se recuperan del sobrenadante mediante
ultrefiltracidn.

1l.~ Un procedimiento para aislar proteinas oito-
plésmicas.

Segln se describe & reivindice en la presente memoris



descriptiva que consta de 9 plginas foliedas y escritas a I

quing por ung gole de sus oa:c'a.s;;

Vedrids & {4 NO, 1975
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