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RESUMEN

Se investigaron inicialmente las condiciones de laboratorio para deter-

minar los parametros Optimos de procesamiento necesarios para la elabora-
cion de un aislado de proteina a partir de hojuelas comerciales, molidas y
desgrasadas, de Lupinus mutabilis. Las variables de extraccion fueron: pH
(2 — 10); razon lupino:solvente (1:5— 1:40), temperatura (280C—60°C) y
tiempo (10—50 min). Se encontrd que el punto isoeléctrico de la proteina
de lupino es de pH 4.5, con una solubilidad proteinica mayor de 800/o sobre
el pH de 8.0. Usando hojuelas desgrasadas molidas, con un tamiz de malla
No. 70—100, y extrayendo a pH 8.7 por 60 min, se obtuvo un aislado protei-
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nico por acidificacion a pH 4.5, con 99.8%0 de proteina (en base seca), com-
parado con 55.25%0 de proteina de la materia prima original. Este aislado de
proteina representd el 32%0 de la materia prima y 57.6%o del nitrogeno ini-
cial. En los ensayos a nivel de planta piloto se encontrdo que el rendimiento
del aislado proteinico disminuyo a 20.4%0 de 1a materia prima y a 36.4%o del
nitrogeno inicial. La relacion de eficiencia proteinica para el aislado de protei-
na al ser suplementado con metionina, fue de 2.15, acusando una digestibili-
dad de 89.33.

INTRODUCCION

El lupino (Lupinus mutabilis) esta siendo investigado en di-
versos paises comao una semilla potencialmente productora de pro-
teina. Sus posibilidades tienen particular demanda en areas del
mundo donde no crece la soya, ya que es tolerante hacia una am-
plia variedad de suelos y condiciones climaticas.

Aunque el lupino es un cultivo comercial relativamente nue-
vo, se le conoce desde antafio como fuente alimenticia (1).

La semilla de Lupinus mutabilis tiene un alto contenido de
proteina y aceite que varia de 37.7 a 45.9%0 en proteina y de
17.1 a 21.3Y%o0, en aceite (1). Esto la hace muy importante, ya que
puede desempefiar un papel considerable como fuente de calorias
y proteina en la alimentacién humana.

El alto contenido de aceite y proteina de esta leguminosa la
hace valiosa en la industria, puesto que se obtiene como producto
principal el aceite, y como subproducto, una torta desgrasada con
alto contenido de proteina.

El presente trabajo tuvo por finalidad buscar la utilizacion de
esta torta desgrasada para obtener un producto de alto contenido
proteinico (aislado proteinico) libre de sustancias antinutriciona-
les y toxicas.

El aislado proteinico constituye la forma mas refinada de
proteina. Por definicion, este aislado debe contener un minimo de
90%0 de proteina (N x 6.25) en base seca (2). Ademas de su alto
contenido en proteina, tiene otras ventajas (3), debido a que elimi-
na la fraccion insoluble y en parte no digerible de los carbohidra-
tos, y separa las sustancias odorificas, principios amargos, y sustan-
cias dafiinas como alcaloides (4) y hemaglutininas (5), que perjudi-
can la digestibilidad y utilizacion de las proteinas.

Primero se determinaron las condiciones optimas de extrac-
cion a nivel de laboratorio. Una vez establecidos estos parametros,
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se hicieron ensayos a nivel de planta piloto para determinar rendi-
mientos y optimizacion del proceso.

La utilizacion del aislado proteinico de lupino libre de alca-
loides y sustancias no deseables en diversos productos alimenti-
cios, sera motivo de otro estudio, considerando que, al igual que el
aislado de soya, éste puede ser usado como ingrediente basico en
la elaboracion de alimentos para infantes, dietéticos, productos
cdrnicos y otros.

MATERIALES Y METODOS
Materia Prima

Se utilizo torta molida de Lupinus mutabilis de extraccion
por prensasolvente procedente de la fibrica “La Union S.A.”,
tanto para los ensayos a nivel de laboratorio como para los de
planta piloto, con un contenido de protefna de 54.7%0 base seca,
humedad 11.8%0, grasa 3.29%0 base seca, alcaloides 4.29%0, y un
PDI de 18.6. Tamaiio de particula: malla No. 70 -100.

Todos los andlisis de 1a materia prima y del producto final
fueron realizados segtin los métodos de la AOAC (6). La determi-
nacion de alcaloides se hizo segiin el método de von Baer (7). El
andlisis de aminodcidos fue realizado por Degussa AG, por el mé-
todo de Beck et. al. (8). El PER y la digestibilidad ¢n vivo se lle-
varon a cabo segin la AOAC, 1970 (6).

Metodologia Seguida a Nivel de Laboratorio

Los primeros ensayos realizados fueron orientados a determi-
nar las condiciones optimas para la extraccion de la proteina, to-
mando como variables los principales factores que afectan su ex-
traccion y aislamiento. Estos son el pH de la solucion, la relacion
lupino:solvente, el tiempo, la temperatura de extraccion y la coa-
gulacion (9).

1. pH de la solucién. Obtencion de la curva de solubili-
dad de la proteina. Se dispersaron 3 g de muestra en 120 ml de
agua destilada, ajustando el pH entre 2y 10 con HCI 1 N 46 NaOH
1 N segln lo requerido. Luego se agito durante 40 minutos por
medio de un agitador magnético. El pH de la dispersion se reajusto
en el transcurso de la prueba de conformidad con lo requerido. En-
tonces se centrifugé a 3,000 RPM durante 15 minutos, obtenién-
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dose un precipitado y un sobrenadante; este tiltimo se analizo to-
mando por duplicado muestras de 10 ml y se determiné nitrégeno
por el método de macro-Kjeldahl (6).

2. Relacion lupino:solvente. En este ensayo y para los sub-
siguientes se procedié en la misma forma que en el caso anterior,
con la diferencia de que el pH de la solucion (pH 9) se mantuvo
constante, varidndose el factor en estudio, en este caso la relacion
lupino:solvente, en 1:5,1:10, 1:15,1:20,1:30 y 1:40.

3. Tiempo de extraccion. Este se vari6 en 10, 20, 30, 40 y
50 minutos.

4. Temperatura y extraccion. Se varid la temperatura del
extracto a 28°, 40°, 50°,y 60°C.

5. Curva de coagulacion. Para verificar la evolucion de la
coagulacién icida se procedié primero a realizar una extraccion
de la proteina con los siguientes parametros, que se consideraron
como los mas adecuados y optimos a nivel de laboratorio: pH de
la solucién (pH 9), tiempo de extraccion (30 min), relaciéon 1:30,
y temperatura de la solucion (25°C). Luego de centrifugar esta
soluciéon a 3,000 RPM por 15 minutos, se tomaron de la parte
alicuota varias muestras de 70 ml c/u, y se ajust6 el pH segiin Io
requerido, con HCl 1 N. Después de la coagulacion se centrifugéd
nuevamente a 3,000 RPM por 15 minutos, se tomaron muestras
de 10 ml de la alicuota, y se analizé por duplicado el por ciento
de nitrégeno.

6. Temperatura de coagulacion. Para verificar si el aumento
de la temperatura incrementaba el 9o de coagulacion, se calenté a
“bafio de maria” agitando constantemente durante 5 minutos
muestras del extracto proteinico que habian sido sido llevadas a su
* punto isoeléctrico.

Metodologia Seguida a Nivel de Planta Piloto

Antes de establecer el flujo definitivo a nivel de planta piloto,
se llevd a cabo una serie de ensayos preliminares, varidndose en
éstos la relacion lupino:solvente (1:40, 1:30, 1:20, 1:15), el tiem-
po de extraccidon (40~ 60 min), el nimero de centrifugaciones ne-
cesarias para separar por completo los constituyentes no deseados,
y el tipo de secado (liofilizacion, atomizacion).

Se redujo la relacion 1:40 obtenida como 6ptima en 1os ensa-
yos a nivel de laboratorio a 1:15, considerando 1a dificultad que
implicaba la manipulacion de grandes volimenes de liquido. Debi-
do a este cambio en la relacion, se aumento el tiempo de extraccion
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de 40 a 60 minutos. Ademas, se estimo6 necesario hacer una doble
centrifugacion en la primera etapa del proceso para lograr una bue-
na separacion de la fraccion insoluble y no digerible de los carbo-
hidratos.

En la Figura 1 se indica el procedimiento seguido para la ob-
tencion del aislado proteinico de lupino.

Descripcion del Proceso

Se Ilena el tanque con la cantidad requerida de agua y harina
desgrasada de lupino, de tal manera que siempre se mantiene cons-
tante la relacion 1:15. Se agita el sistema a fin de lograr una buena
dispersion de lupino en el agua, verificando el pH de la solucidén, y
se adiciona NaOH 1 N hasta que ésta alcance un pH de 8.7,

El proceso de extraccion dura 60 minutos. Luego se centrifu-
ga a 2,000 RPM vy el extracto 1 obtenido se vuelve a centrifugar
para eliminar por completo cualquier residuo indeseable que haya
podido quedar. Al extracto 2 se le adiciona HCI 1 N hasta llegar al
pH del punto isoeléctrico de la protefna (pH de 4.5). Se agita el
sistema durante 15 minutos y se deja sedimentar por varias horas
para disminuir la dispersion de proteina en la solucion. Luego, por
decantacion, se separa el suero 1, y el precipitado que queda en el
tanque se centrifuga, obteniéndose el precipitado de proteina de-
seado.

Este precipitado se lava con agua destilada’y se centrifuga tres
veces para eliminar el sabor amargo del acido y residuos de alca-
loides. Luego, en funcion al producto final requerido se seca el
producto, ya sea por liofilizacion obteniéndose proteina de lupino
al pH de 4.5, o bien se neutraliza al pH de 7 y se seca por atomiza-
cion para obtener un proteinato de lupino.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayos a Nivel de Laboratorio

1. Curva de solubilidad de la proteina de lupino a distintos
pH. La Figura 2 muestra un maximo rendimiento en la solubilidad
de la proteina a un pH de 10, pero a pesar de ello, se recomienda
hacer la extraccién a un pH que oscila entre 8.5 y 9.0 para evitar
hidrélisis de la proteina y la consecuente pérdida en el aislado’pro-
teinico. Ademds, las propiedades funcionales y el valor nutricional
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Procedimiento seguido para la obtencion del aislado proteinico de lupino
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del aislado asi preparado se considera de calidad superior.
2. Relacion lupino:solvente

Relacién 0/o Solubilidad
1: 5§ 73.75
1:10 77.68
1:15 77.66
1:20 79.03
1:30 81.71
1:40 82.58

Los resultados obtenidos en este ensayo indican que volame-
nes grandes de solvente facilitan una buena solubilidad de la pro-
teina, logrindose una maxima extraccion con la relacion de 1:40.

3. Tiempo de extraccion. La cantidad de nitrogeno extraido
se incrementa a través del tiempo, hasta alcanzar un equilibrio en
el que un mayor tiempo de extraccion no influird en la solubilidad
de la proteina. Segiin los datos obtenidos experimentalmente, 40
minutos se puede considerar como tiempo 6ptimo de extraccion,
ya que el empleo de mayor tiempo no seria econémico ni incre-
mentaria la solubilidad de la proteina significativamente.

Tiempo (min) 0/o Solubilidad
10 80.60
20 83.00
30 83.80
40 84.70
50 84.70

4. Temperatura de extraccion

Temperatura 0C 0/o Solubilidad
28 80.51
40 80.51
50 81.62
60 7941

) Del c.letalle anterior se aprecia que la temperatura de extrac-
cién no tiene mayor incidencia, ya que el aumento de tempera-
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tura en la solucion no logra un incremento significativo en cuanto
a la solubilidad de la proteina. Por lo tanto, trabajando a tempera-
tura ambiente, se obtienen buenos resultados.

5. Curva de precipitacion de las proteinas a distintos pH.
La curva de precipitacion obtenida (Fig. 2) muestra que al pH de
4.5 precipita la mayor cantidad de proteina, por lo que éste se
considera como el punto isoeléctrico operacional de la proteina
del lupino.

6. Temperatura de coagulacion

Temperatura 0C 0/o Coagulacion
28 ‘ 79.50
40 79.00
50 77.50
60 76.83

Con base en las cifras citadas, se desprende que el incremento
de temperatura disminuye la cantidad de proteina precipitada, lo
que puede deberse a ligeras alteraciones en la estructura proteinica
a causa del incremento en la temperatura.

Ensayos a Nivel de Planta Piloto

El aislado proteinico de lupino obtenido en planta piloto tie-
ne caracteristicas fisicas muy deseadas ya que es inodoro, insabo-
ro, y de color crema agradable, por lo que puede ser incorporado
sin ningin problema en la elaboracion de diversos productos.

El andlisis fisicoquimico del aislado liofilizado y de la mate-
ria prima utilizada se exponen en la Tabla 1.

La Tabla 2 muestra el andlisis de aminoicidos de la materia
prima y del producto final, notandose una disminucién de metio-
nina en el aislado obtenido, de 0.8 a 0.2 g/16 g N, por lo que se
asume una pérdida de este aminoicido en el transcurso del pro-
ceso.

Rendimiento

El rendimiento en materia seca obtenido a nivel laboratorio
fue de 31.89%0, y éste disminuyo hasta 20.490 al trabajar a nivel
de planta piloto, segin lo revela la Tabla 3. Este bajo rendimiento
se debe principalmente a que no se conté con equipo adecuado en



TABLA 1

ANALISIS QUIMICO DE LA TORTA Y DEL AISLADO PROTEINICO DE Lupinus mutabilis COMPARADO
CON UN AISLADO PROTEINICO COMERCIAL DE SOYA?

Aislado proteinico de
Torta de Lupinus mutabilis Aislado proteinico
Componentes Lupinus mutabilis liofilizado de soya
90 Humedad 11.8 8.0 3.1
% Proteina (N x 6.25) 483  54.7b 90.4 98.3b 947  983b
%o Grasa 2.8 0.7 -
%o Fibra 43 0.4 0.2
%o Ceniza - 1.7 2.7
%0 Alcaloides 3.7 0.017¢ —
PDI 18.6 94.89 -
pH de la dispersion
1: 10 en agua 5.6 4.5 5.5
a  En base himeda.
b  En base seca.
¢ Analizado por cromatografia de gases, por el Ing. Thomas Hatzold en el Centro de Control de Productos Biologicos y
Medicamentos.
d  Antes de hacer la determinacion, se llevo la dispersion al pH de 6.6.
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TABLA 2

ANALISIS DE AMINOACIDOS DE LA TORTA Y DEL AISLADO

PROTEINICO DEL Lupinus mutabilis *

g de aminoacido/16 gde N

Aminoacido Torta Aislado
Acido aspartico 9.7 9.6
Treonina 3.5 2.7
Serina 4.6 5.0
Acido glutamico 21.8 25.7
Prolina 3.8 438
Glicina 38 3.1
Alanina 35 2.6
Cistina® 14 13
Valina 3.5 3.3
Metioninab 0.8 02
Isoleucina 4.0 41
Leucina 6.5 6.7
Tirosina 4.1 3.9
Fenilalanina 3.2 3.1
Lisina 56 49
Histidina 2.8 2.8
Arginina 94 111
Triptofano® 0.9 0.7
NHg4 1.8 2.2
* Analisis realizado por Degussa AG, Frankfurt, R. F. Alemania.

a Determinado como acido de cistina.

b Determinado como oxido de azufre de metionina.

C

Determinado después de hidrolisis alcalina.

la centrifugacion para separar el suero del precipitado proteinico,
y la velocidad del agitador no fue suficiente para el volumen de
trabajo, dificultindose asi la solubilidad de 1a proteina. Un factor
sumamente critico es el bajo indice de solubilidad proteinica de la
materia prima que, debido al procesamiento que recibe en la plan-
ta de extraccion de aceite (tostado), tiene un indice de solubilidad
muy por debajo de lo recomendado para el logro de buenos rendi-



VOL. XXX1 (DICIEMBRE, 1981) No. 4 793

TABLA 3

COMPARACION DE LOS RENDIMIENTOS OBTENIDOS A NIVEL
DE LABORATORIO Y PLANTA PILOTO

Rendimiento en O/o Proteina Rendimiento

materia seca (Nx6.25) - proteinico
g/100 g de M.P. base seca g prot/100 g
prot. de M.P.

Labora- Planta Labora- Planta Labora- Planta
torio piloto torio piloto  torie piloto

Torta de
Lupinus mutabilis 55.2 54.7
Residuo 20.6 399 476 425 18.0 30.8

Aislado protei-
nico de Lupinus
mutabilis 31.8 204 99.8 98.3 57.6 36.4

MP = Materia prima.

mientos. Ademads, segin la literatura, a nivel industrial se reco-
mienda efectuar una extraccion doble de la materia prima, lo que
no se hizo en la planta piloto ni en laboratorio; o sea, hacer la pri-
mera extraccion con una relaciéon de 1:15, y la segunda con 1:5.
De esta manera, si en el residuo ‘queda atin proteina, ésta es ex-
traida en la segunda extraccion.

Los datos en la Tabla 3 también revelan claramente 1a pérdida
de gran cantidad de proteina en el residuo obtenido a nivel de
planta piloto, comparado con el ensayo en el laboratorio, debido
a las razones ya apuntadas.

Evaluacion Bioldgica

La relacion de eficiencia proteinica obtenida para el aislado
de proteina es bastante baja en comparacién con la caseina, a
causa de la deficiencia en metionina. Debido a las diferentes eta-
pas que implica el procesamiento del aislado, la cantidad de metio-
nina obtenida es mucho menor que la de 1a materia prima original
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(Tabla 2). Gran parte de la metionina se queda en el residuo, co-
mo lo sefialan Ruiz y Hove (9) en su estudio con semillas de
Lupinus angustifolius. Al adicionar este aminoacido esencial al
aislado, se logra un gran incremento del PER, llegindose a una efi-
ciencia proteinica de 869/o.

La digestibilidad obtenida para el aislado proteinico es muy
buena, siendo excelente cuando se adiciona metionina (Tabla 4).

TABLA 4

RELACION DE EFICIENCIA PROTEINICA Y DIGESTIBILIDAD
(in vivo) DEL AISLADO PROTEINICO DE Lupinus mutabilis

COMPARADO CON LA CASEINA
PER corregido
Fuente de proteina PER* segin 0/o Digestibilidad*
Campbell

Aislado proteinico 0.56 £0.13 0.46 184 85.30%t161
Aislado proteinico® +

0.29/0 de metionina 2.59 +0.08 2.15 86.0 89.3311.06
Caseina 3.01 £0.05 2.50 100.0 87.10*0.84

* Determinado segin el método de la AOAC 1970 (6).
a En base a la dieta con 100/o de proteina.

SUMMARY

ESTABLISHMENT OF OPTIMUM CONDITIONS FOR THE
PREPARATION OF A PROTEIN ISOLATE FROM Lupinus mutabilis,
AT LABORATORY AND PILOT PLANT LEVEL

Laboratory conditions were first investigated to determine the opti-
mum processing parameters for the preparation of a protein isolate from the
ground, defatted, commercial flakes of Lupinus mufabilis. The extraction
variables were: pH (2—10); solvent to lupine ratio (5:1 to 40:1); temperature
(280C —600C) and time (10—50 min). The isoelectric point of the lupine
protein was found to be pH 4.5 with a protein solubility higher than 800/o
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above pH 8,0. Using 70—100 mesh, ground defatted flakes, and extracting at
pH 8.7 for 60 min, a protein isolate was obtained on acidification to pH 4.5
which was 99.8 protein (dry basis), compared to 55.25%0 protein for the
original material. This protein isolate represented 3290 of the initial material
and 57.6%0 of the initial nitrogen. When making pilot plant assays we found
that the yield of protein isolate decreased to 20.4%o of the original material
and 36.4%o0 of the initial nitrogen. The protein efficiency ratio for the pro-
tein isolate was 2.15 when supplemented with methionine, and had a diges-
tibility of 89.33.
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