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PROCESO DE OBTENCION Y AISLADO DE PROTEINA Y GOMA, A PARTIR DE

HARINA DE SEMILLAS CON ALTO CONTENIDO DE GOMAS HIDROSOLUBLES.

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un proceso para la obtencion de proteina y goma hidrosoluble

a partir de semillas del género Leucaena y otras semillas con composicion similar.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las leguminosas, por su capacidad de fijar nitrégeno en asociacién con microorganismos del
suelo, suelen tener altos contenidos de proteina en sus semillas. Sin embargo, muchas de ellas
también poseen antinutrientes que impiden su uso extensivo en la alimentacién humana y aun en
la de animales. Algunas leguminosas se adaptan bien a ambientes hostiles para otras plantas, lo
que las convierte en una buena alternativa de cultivo para ecosistemas deteriorados. Por ejemplo,
Leucaena leucocephala, una leguminosa originaria de México, crece en ambientes adversos,
tolera la sequia y tiene potencial para reforestacion productiva. Una hectérea produce entre 10 y
20 toneladas de materia seca comestible, comparadas con 8 o 9 de alfalfa. (Zarate, S. (1987).
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit subsp. glabrata. Phytologia, 63(4), 304-306). Las semillas
de L. leucocephala contienen entre 5.1 — 10% de grasa, son ricas en proteina, con un contenido
de entre 24.5 y 46% y tienen de 35 — 45% de carbohidratos. Entre esos carbohidratos destaca una
goma del tipo de las galactomanas, que esta compuesta por 57% de manosa y 43% de galactosa,
por lo que es esencialmente similar a la goma guar. Dicha goma se encuentra en una proporcion
de entre 20-25%. Sin embargo, las semillas de L. leucocephala también contienen el aminoacido

toxico mimosina, que representa hasta el 14.8% del contenido total de nitrogeno en las semillas y
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es considerado un antinutriente (Sethi, P. y Kulkarni, P.R. (1995). Leucaena leucocephala: A

nutrition profile. Food and Nutrition Bulletin-United Nations University Press, 16(3), 224-237).

Las semillas de L. leucocephala son bastante ricas en los aminoacidos esenciales leucina,
isoleucina, fenilalanina e histidina, ademas poseen cantidades moderadas de lisina y metionina
(Ahmed, M.E,, et al. (2009). Chemical Composition and Amino Acids Profile of Leucaena
leucocephala Seeds. International Journal of Poultry Science, 8(10), 966-970) y altos niveles de
calcio y fosforo (Sethi, P. y Kulkarni, P.R. (1995). Leucaena leucocephala: A nutrition profile.
Food and Nutrition Bulletin-United Nations University Press, 16(3), 224-237). La digestibilidad
in vitro del aislado proteico obtenido a partir de nucleos de semillas de L. leucocephala es de
76%, lo que representa una mejora notable comparada con la harina de la misma fuente, que
tiene una digestibilidad de 25.3% (Sethi, P. y Kulkarni, P.R. (1993). In vitro protein digestibility
of Leucaena leucocephala seed kernels and protein isolate. Food Chemistry, 46(2), 159-162).
Los mismos autores reportan que el aislado proteico de L. leucocephala presenta caracteristicas
funcionales comparables a los del aislado de proteina de soya comercial, al grado de que su
capacidad espumante y emulsificante lo hacen un buen sustituto de huevo en pasteles y
mayonesa (Sethi, P. y Kulkarni, PR. (1994). Functional properties of protein isolate from
Leucaena leucocephala seeds. International Journal of Food Sciences and Nutrition, 45(1), 35-

39).

Ademas del uso que se le da a los productos proteicos por sus propiedades funcionales, también
existe una demanda creciente de hidrocoloides naturales provenientes de recursos vegetales.
Especialmente las gomas polisacdridas han incrementado notablemente su demanda, debido a
que son usadas como ingrediente en una gran cantidad de alimentos industriales semisolidos y

liquidos. Se utilizan ampliamente como fibra dietética, modificadores de textura, agentes
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gelantes, espesantes, estabilizadores, emulsificantes, agentes de recubrimiento, aglutinantes y
modificadores de liberacién de farmacos. La mayor parte de las gomas naturales son seguras
para el consumo oral y se prefieren sobre gomas sintéticas andlogas debido a su no toxicidad,
bajo costo y disponibilidad (Amid, B.T. y Mirhosseini, H. (2012). Effect of Different Purification
Techniques on the Characteristics of Heteropolysaccharide-Protein Biopolymer from Durian
(Durio zibethinus) Seed. Molecules, 17(9), 10875-10892). La goma polisacarida derivada de las
semillas de L. Leucocephala ha sido investigada por su potencial uso como adyuvante
farmacéutico, no es toxica y se ha reportado como agente de suspension (Verna, PR.P. y
Razdan, B. (2007). Studies on ciisintegrant action of Leucaena leucocephala seed gum in

ibuprofen tablet and its mechanism. Journal of Scientific & Industrial Research, 66, 550-557).

Existen en el estado de la técnica diversas metodologias concebidas para obtener productos o
aislados proteicos a partir de harina de leguminosas u otras semillas. Sin embargo, cuando se
usan harinas de semillas con gomas, estas también incrementan su solubilidad y generan
viscosidad en la solucién, complicando la separacion de la solucion proteica de la harina
residual, incluso cuando se lleva a cabo por centrifugacion. Del mismo modo, el tamafio variable
de los polimeros de gomas dificulta su eliminacion usando filtracion por membranas. Por
ejemplo, siguiendo el proceso mencionado en el ejemplo 1 de la patente US4,208,323 usando
harina de semillas de L. leucocephala como material de partida, se obtiene una mezcla cuya
viscosidad es muy alta y no es posible obtener un el aislado proteico pretendido por dicho
proceso. Este problema se debe a que la goma de L. leucocephala tiene una viscosidad intrinseca
de 3.5 dl/g y presenta comportamiento no newtoniano en concentraciones superiores a 1%,
(Nwokocha, L.M. y Williams, P.A. (2012). Rheological characterization of the galactomannan

from Leucaena leucocephala seed. Carbohydrate Polymers, 90(2), 833-838).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un proceso para obtener un producto proteico y un polimero
de goma a partir de harina de semillas que posean gomas hidrosolubles; particularmente harina
de semillas de Leucaena leucocephala. El producto proteico obtenido es de una pureza mayor al
80% y permite la recuperacion por separado de la goma mediante un proceso disefiado para
controlar sus propiedades reolégicas intrinsecas, aprovechando las distintas propiedades
fisicoquimicas de ambos polimeros y sus interacciones con el medio para extraerlos en distintas
etapas, a la vez que se eliminan también altas concentraciones de compuestos no deseados. El
material proteico obtenido de la harina de Leucaena leucocephala puede ser la proteina presente
en las semillas tal como se encuentra en la naturaleza o con modificaciones genéticas,
tratamientos quimicos, fisicos o enzimaticos. Las leguminosas frecuentemente contienen
antinutrientes, lo que impide que sean usadas como alimento en grandes cantidades, ya que
pueden presentar toxicidad. Ademas, varios miembros de esta familia —y del género Leucaena
en particular— contienen galactomanas en su endospermo, que por sus propiedades reoldgicas
y peso molecular dificultan la extraccion de la proteina, obstaculizando un mejor
aprovechamiento como alimento humano o animal. La presente invencién proporciona un método
para resolver ambos problemas —la presencia de goma y antinutrientes— en el producto proteico

final.

De acuerdo con la presente invencion el proceso comprende: a) la extraccion de la parte proteica
de la harina b) la separacion fisica de la harina y la solucién que contiene la proteina, c) la
insolubilizacion de la proteina extraida, d) la separacion fisica de la proteina y la solucién de
extraccion e) el secado de la proteina, f) extraccion de la goma presente en la harina residual del
paso b), g) separacién fisica de la harina residual y la solucién con goma h) insolubilizacion de

la goma en solucién, i) separacion de la goma insolubilizada y j) secado de la goma.
4
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El paso inicial a) del proceso descrito involucra la suspension de la harina. En éste, la harina .
previamente o no desgrasada, se suspende en una solucién que contenga iones borato en una

concentracién entre 0.05% y 5% (p/v) a un pH alcalino de entre 7 y 12, ajustado con algun alcali

adecuado, por ejemplo, NaOH, Na2COs, o KOH. Preferentemente 0.5% de iones borato y pH 9.

Muchas proteinas de semillas son solubles entre pH 8 y 12, por lo que esta solucién permite la
extraccion isoeléctrica de las proteinas. La proporcion de la harina suspendida se encuentra en
un rango que va de 1:2 a 1:30 con respecto a la solucién extractora, preferentemente entre 1:10
y 1:20, dependiendo de la cantidad de proteina y goma presente en el lote. Esta nueva solucién
debe estar dentro del rango de pH anteriormente mencionado, preferentemente a pH 9 y
mantenerse en agitacion constante en un lapso de tiempo no menor a 5 minutos,
preferentemente 30 minutos. De esta manera, la parte proteica de la harina se solubiliza, mientras
que se evita el aumento de viscosidad que genera la goma. Debido a la presencia de iones borato
provenientes del acido bérico o bérax, la goma no se hidrata y tampoco desarrolla viscosidad. El
i6n borato en esas condiciones, compite con la goma por las moléculas de agua y aun en
pequefias cantidades evita que la goma se hidrate, siempre en un pH mayor a 7. Esto presenta
la ventaja de poder aumentar los tiempos de extraccion tanto como sea necesario para mejorar
el rendimiento. E! paso de extraccion a) puede realizarse con distintas temperaturas,
preferentemente a 25°C, que permite la solubilizacion de la fraccién proteica de la harina mientras

se evita dafio térmico a la misma.

La solucién proteica resultante del proceso de extraccion puede ser separada b) de la harina
residual de cualquier manera conveniente, por ejemplo, filtracion, centrifugacién, prensado,
decantado o una mezcla de las anteriores. Preferentemente empleando centrifugacién a 3220 xg
durante 20 min. Gracias a que el paso extractivo de nuestra invencion produce una soluciéon libre

de goma, es posible que la solucién pueda ser reconcentrada. En otro aspecto de la invencién,

5
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. nuestro proceso permite que la solucién del paso b) sea reconcentrada mediante el empleo de '

cualquier técnica de membrana selectiva conveniente, por ejemplo, diafiltracion o ultrafiltracion
en una operacién continua o en lote, técnicas que permiten el paso de compuestos de bajo peso
molecular como carbohidratos, pigmentos, factores antinutricionales y proteinas de bajo peso
molecular; preferentemente una membrana selectiva para moléculas con peso molecular de
50,000. Dichas técnicas no se pueden efectuar con goma presente en la solucion, ya que el grado
de polimerizacién de la goma es muy variable e impide separarla de proteinas con tamarios
similares. Se ha demostrado que con el empleo adecuado de estas técnicas se disminuye la
cantidad del antinutriente acido fitico, partiendo de un concentrado proteico de una harina sin

gomas (Patente US4,208,323).

Posteriormente se realiza la insolubilizacién de la proteina extraida c). Existen diversos métodos
con los que se logra la insolubilizacién de la proteina extraida. Entre estos se encuentran la
adicion de sales, solventes organicos o precipitacion isoeléctrica. Preferentemente la
insolubilizacion es llevada a cabo mediante precipitacion isoeléctrica, ya que el antinutriente
mimosina es un aminodcido libre y soluble en agua que con este método no precipita junto con
las proteinas. La precipitacién isoeléctrica se logra acidificando la solucién a un pH de entre 2y
8, preferentemente 4.5. El pH se puede disminuir con cualquier acido apropiado, como H2SO4 0
HC!. En la publicacion “Sethi, P. y Kulkarni, P.R. (1993). Fractionation of Leucaena seed-kernel
proteins based on their solubility characteristics. Food Chemistry, 48(2), 173-177", se reporto la
eliminacion de la mimosina en un 99.1% en la fraccién proteica de aislados isoeléctricos partiendo
de nucleos de la semilla de Leucaena leucocephala. Los autores del trabajo citado separaron la |
semilla manualmente para obtener el nuicleo sin goma ni cascara. A diferencia de la metodologia

empleada por los autores, nuestro proceso utiliza la semilla en su totalidad en forma de harina.
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La separacion de la proteina insolubilizada y el resto de los componentes d) se logra de cualquier
manera conveniente, por ejemplo, filtracion, centrifugacion, prensado, decantado o una mezcla
de las anteriores. Preferentemente por centrifugacion a 3220 xg durante 20 minutos. Después de
la separacion de la proteina, esta puede ser resolubilizada en una solucion de sales neutras, una
solucién a pH alcalino 0 una mezcla de los anteriores, para ser precipitada y separada de la
solucién una o mas veces. En otro aspecto de la invencion, nuestro proceso permite el uso de
lavados con soluciones donde la proteina sea insoluble, con el fin de eliminar compuestos
fendlicos y otros compuestos no deseados. La proteina es lavada con agua a pH de entre 2y 6,
con etanol puro o en solucion, acetona pura o en solucion, o una combinacién apropiada de los
anteriores. Posteriormente la proteina extraida es secada e) para disminuir su contenido de
humedad, lo cual puede llevarse a cabo por liofilizacion, secado por aspersién, secado al vacio,

secado por rodillos o secado en tunel de vacio; preferentemente por liofilizacion.

La harina residual obtenida del paso b) se emplea para la extraccion de goma f). La extraccion
de ésta se puede llevar a cabo una o més veces, suspendiendo la harina residual en una solucion
acida, empleandose en distintas proporciones de acuerdo al contenido de goma. Para una
extraccion con altos rendimientos es necesario que ocurra la dispersion completa de la goma,
pero sin alcanzar una concentracion tan alta que provoque una viscosidad excesiva. Para ello la
concentracion final de goma en la solucién debe estar entre 0.1-4%, preferentemente 0.5% (p/v).
Para extraer la goma se suspende la harina residual en una solucién con un pH menor a 7,
ajustada con algtin acido apropiado como por ejemplo H2SO4, 0 HCI. Esta nueva solucién debe
tener un pH preferente de entre 2 y 4, manteniéndose en agitacion constante en un lapso de
tiempo no menor a 5 minutos, en un rango de temperatura que va desde 25 a 90°C,
preferentemente 20 minutos a 80°C. En estas condiciones ocurre la hidratacion de la goma,
dispersion y desarrollo de viscosidad de la manera habitual, permitiendo asi la separacién de la

goma de los otros componentes. La separacion de la harina residual y la goma g) se realiza con
7
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cualquier método conveniente, como, por ejemplo, centrifugacion, filtracién, decantado, prensado
o alguna mezcla de estos. Preferentemente centrifugandose a 3220 xg durante 20 minutos. Una
vez obtenida la goma en dispersion, para insolubilizarla h) esta se precipita con la adicion de 10
2 volumenes de algln solvente organico miscible en agua, por ejemplo, etanol, metanol o
acetona para su posterior recuperacion mediante una separacion fisica i) y secada j) por
liofilizacion, aspersion, secado al vacio, secado por rodillos o secado por tunel de vacio.
Preferentemente usando un volumen de etanol de 96° y extrayéndose la goma insolubilizada con

una red sélida, para posteriormente ser secada j) en un horno de recirculacién a 80°C por 2 horas.

L. leucocephala y otras leguminosas poseen proteina y goma en su endospermo. Ambos
componentes poseen amplias aplicaciones, por lo que nuestra invencién es especiaimente '

valiosa para extraer eficientemente ambos polimeros Utiles en la industria.

EJEMPLO 1

El siguiente ejemplo tiene la finalidad de describir el proceso reivindicado con fines ilustrativos,
no limitando la invencion tnicamente a éste, ni delimitando o excluyendo el uso de otros pasos

reivindicados.

Como material de partida se usé harina de semillas enteras de Leucaena leucocephala molida
hasta pasar por un tamiz numero 100. Se desgrasé en agitacion constante durante 8 horas
utilizando dietil éter en una proporcién 1:3 harina-solvente. La harina se decant6 y el solvente
residual se elimind por evaporacién. Se prepararon 2 lotes de solucion extractora, uno con acido
bérico al 0.5% y otro usando agua como control. Ambos fueron ajustados a pH 9 utilizando
hidréxido de potasio 1M. La harina previamente desgrasada se suspendié en ambos lotes

preparados en una proporcién 1:15 (harina:solucion). Se ajusté elpHa 10.5y se mantuvieron en
8
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agitacién durante 30 min a temperatura ambiente (aprox. 20°C). El lote control aument6 su
viscosidad a comparacién del lote extraido con acido bérico debido a que la goma se hidrato,

modificando asi las propiedades reolégicas de la solucion.

Una vez transcurrido el tiempo de extraccion, ambos lotes se centrifugaron a 3220 xg durante 30
min. La harina residual se guardé para extraer la goma posteriormente. El sobrenadante del
primer lote fue llevado a pH 4.5 usando acido sulfirico 1N y manteniendo en agitacion constante.
El lote control no pudo ser llevado al punto isoeléctrico debido a que la viscosidad impidié su
homogenizacién. En consecuencia, éste fue descartado. El primer lote, ajustado a pH 4.5y
mantenido en agitacién constante durante 15 min fue centrifugado a 4°C por 30 minutos a 3220
xg. El sobrenadante se decanté y la proteina se secé por liofilizacion. El producto proteico

obtenido tuvo una pureza de 81% (N*6.25).

Para determinar si hubo extraccién de goma junto con la proteina, se tomé una alicuota de ambos
lotes previamente al paso de precipitacién con &cido. A dicha alicuota se le agregé etanol de 96°
en una proporcion 1:1 con el fin de insolubilizar la goma que estuviese presente. En el lote control
se formé una masa filamentosa insoluble de color blanco, mientras que en el lote con &cido bérico
no se detectd presencia de goma, comprobando que el método es eficiente para disminuir la

contaminacion de goma en el producto proteico final.

La harina residual proveniente del lote con acido bérico se sometié al proceso de extraccion de
goma. La harina se suspendi6 en agua acidificada a pH 3.5 en una proporcion 1:15
(harina:solucién) a 80°C durante 20 min. Posteriormente se centrifugd a 3220 xg durante 20 min
y se separé el sobrenadante del precipitado mediante decantacién. Al sobrenadante se le anadié

etanol de 96° en una proporcién 2:1 (etanol:sobrenadante) para precipitar la goma. La goma se
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insolubilizé en la forma de una masa blanca filamentosa que fue separada mecanicamente y

secada en un horno de recirculacion a 80°C por 2 horas.
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REIVINDICACIONES

1. Proceso de obtencion y aislado de proteina y goma, a partir de harina de semillas de Leucaena

leucocephala, que comprende:

a) Extraccién proteica.

La fraccién proteica se extrae suspendiendo la harina en una solucién con un pH entre 7 y 12
que contiene iones borato en una concentracion de entre 0.05 y 5% (p/v), provenientes de acido
bérico o bérax.

b) Separacion de la solucién proteica.

La harina se separa fisicamente de la solucién que contiene la proteina por medio de filtracion,
centrifugacion, prensado, decantado o una mezcla de los anteriores.

c) Insolubilizacién de la proteina.

La proteina se insolubiliza por precipitacion isoeléctrica, acidificando la solucién a un pH de entre
2 y 6 con cualquier acido apropiado o mediante adicion de sales o solventes organicos miscibles
en agua.

d) Separacién de la proteina.

La proteina insolubilizada se separa fisicamente de la solucién de extraccién por medio de
filtracién, centrifugacion, prensado, decantado o una mezcla de los anteriores.

e) Secado de la proteina.

Se disminuye el contenido de humedad de la proteina mediante liofilizacién, secado por
aspersion, secado al vacio, secado por rodillos, secado en tlnel de vacio o una mezcla de los
anteriores.

f) Extraccion de la goma.

Partiendo de la harina residual del paso b) Separacion de la solucion proteica, ésta se suspende

en una solucién a pH menor a 7 y entre 25° y 90°C.
11
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g) Separacion de la harina residual.

La harina residual y la solucién con goma se separan fisicamente por medio de filtracion,

centrifugacion, prensado, decantado o una mezcla de los anteriores.

h) Insolubilizacién de la goma.

La goma se insolubiliza agregando a la solucion etanol, acetona u otro solvente organico miscible

en agua en una o varias etapas.

i) Separacién de la goma.

La solucién se separa fisicamente de la goma insolubilizada mediante filtracion, centrifugacion,

prensado, decantado o una mezcla de los anteriores.

j) Secado de la goma.

Se disminuye el contenido de humedad en la goma por medio de liofilizacion, aspersion, secado

al vacio, secado por rodillos o secado por tinel de vacio.

2. Un proceso de acuerdo a la reivindicacion 1 donde la harina es usada sin desgrasar, o

desgrasada total o parcialmente.

3. Un proceso de acuerdo al paso a) de la reivindicacién 1, Extraccion proteica, donde la harina
residual es susceptible a una o mas extracciones proteicas en una solucion alcalina, con o sin

iones borato presentes.

4. Un proceso de acuerdo al paso a) de la reivindicacion 1, Extraccion proteica, donde la relacion

de harina y solucién empleada se encuentra en un rango que va de 1:2 a 1:30 (harina:solucion).

5. Proceso de obtencion y aislado de proteina y goma, a partir de harina de semillas de Leucaena

leucocephala de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque después del paso b)

12
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Separacion de la solucién proteica, se realiza un paso de filtrado de la solucion proteica, y se
continua el proceso tal como el descrito en la reivindicacién 1.

6. El proceso de conformidad con la reivindicacion 5, caracterizado porque la solucién proteica
se filtra en su totalidad o en parte mediante el uso de una membrana de permeabilidad selectiva,

en una o varias etapas.

7. Un proceso de acuerdo al paso c) de la reivindicacién 1, Insolubilizaciéon de la proteina, donde
la insolubilizacion de la proteina se logra por adicion de sales o solventes organicos miscibles en

agua.

8. Proceso de obtencion y aislado de proteina y goma, a partir de harina de semillas de Leucaena
leucocephala de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque después del paso d)
Separacion de la proteina, se realizan los pasos de: Lavado de proteina y Separacion fisica de
la proteina de la solucién de lavado, y se continia el proceso tal como el descrito en la

reivindicacion 1.

9. El proceso de conformidad con la reivindicacion 8 caracterizado porque incluye el paso de
Lavado de proteina, en el que la proteina es lavada con agua a pH entre 2 y 6, con etanol puro

o en solucion, acetona pura o en solucién, o una combinacion apropiada de los anteriores.

10. El proceso de conformidad con las reivindicaciones 8 y 9 caracterizado porque incluye el
paso de Separacion fisica de la proteina de la solucion de lavado, en el que la proteina es
separada de la solucién de lavado mediante un proceso seleccionado del grupo de: filtracion,

centrifugacién, prensado, decantado o una mezcla de ellos.
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11. Un proceso de acuerdo al punto f) de la reivindicacion 1, Extraccién de la goma, donde la

concentracion final de goma en la solucién debe oscilar entre 0.1-4%.

12. Un proceso de acuerdo a los pasos f) Extraccion de la goma y g) Separacion de la harina
residual, de la reivindicacion 1, donde la extraccion de la goma se puede llevar a cabo una o mas

veces.

13. Un proceso de acuerdo a la reivindicacién 1, donde la proteina extraida, insolubilizada y

separada es resolubilizada, precipitada y separada de la solucién una o mas veces.

14. Un proceso de acuerdo a la reivindicacion 13, donde la proteina es resolubilizada en una

solucién de sales neutras, una solucion a pH alcalino o una mezcla de los anteriores.
15. Un proceso de acuerdo a la reivindicacién 1, donde el material de partida es harina de

semillas de Leucaena leucocephala, como se encuentra en la naturaleza o con modificaciones

genéticas dirigidas, tratamientos quimicos, fisicos o enzimaticos.
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RESUMEN

El presente proceso permite obtener proteina y goma de manera aislada, con un contenido
reducido de antinutrientes respecto a la proporcién original en la semilla sin procesar. Este
permite aprovechar semillas con alto contenido de proteina, cuyo contenido de goma hidratable
dificulta o imposibilita su obtencién por métodos previamente descritos en el estado de la técnica.
El proceso parte de harina de semillas y comprende la extraccion de la proteina en una solucion
donde la goma no se hidrata, seguido por la separacion de la solucién proteica y la harina
residual. Dicha harina residual se utiliza para la extracciéon de goma mediante solubilizacion.
Finalmente, la proteina y la goma se precipitan de su respectiva soluciéon y se someten a un

método de secado adecuado.
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