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RESUMEN

Las investigaciones de índole nutricional realizadas en la harina de lupino en 
Chile, han motivado el tener un conocimiento más a fondo de las proteínas de esta le­
guminosa. Las especies sometidas a estudio fiieron Lupinus luteus var.Aurea/Weico y 
Lupinus albus var Multolupa. A estas especies se les extrajeron y  fraccionaron las 
proteínas^ determinándose la distribución porcentual de globulinas y  albúminas. Las 
semillas descascaradas, previo análisis proximal, se molieron, desgrasaron y  extrajeron 
sucesivamente con agua destilada a un pH de 5.0, con solución amortiguadora de 
fosfato 0.05 M, pH 8.5. Las proteínas extraídas se determinaron según el método de 
Lowry simplificado. Las globulinas (pH 8.5) de ambos lupinos se filtraron por Sephar 
dex G-100 y las del L. albus se filtraron además por Sephadex G-150; a las fracciones 
colectadas se les midió la absorbancia a 280 nm. Las semillas descascaradas (SD) de 
L. luteus y  de L. albus evidenciaron un contenido de proteínas de 58.2 y  41.00/o, 
respectivamente.
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Como resultado del análisis de las proteínas extraídas de harina desgrasada, el L. 
luteus mostró un 17.0<>/o de albúminas y  58.4«/o de globulinas; en cambio, ei L. 
albus presentó un porcentaje más alto de albúmina (55.6°/o) y  globulinas (31.5<>/o). 
A su vez la filtración de los globulinas por el Sephadex mostró en ambas especies de 
lupino un pico I preponderante, el cual en el L. luteus correspondió a 55.0° jo  y  en el 
L. albus a 84.1<>/o del contenido total de globulinas.

De lo anterior, es posible concluir que la semilla descascarada de L. luteus acusa 
un 42 .0°/o  más de proteína que la semilla de L  albus. La metodología aplicada señala 
un predominio de las globulinas sobre las albúminas en el L. luteus; no así en el L  
albus, donde el porcentaje de albúminas es mayor.

INTRODUCCION

El consumo de leguminosas de grano asegura un aporte de calorías y 
proteínas que adquiere más relevancia en los países en desarrollo, ya que 
ayuda a cubrir los requerimientos nutricionales humanos (1).

En Chile, aparte de las leguminosas tradicionales (poroto, lenteja, arve­
ja y garbanzo) se ha introducido el cultivo del lupino dulce que por su 
resistencia al frío, se puede cultivar en la zona sur del país (desde Ñuble 
hasta Osorno) donde por razones de clima y suelo, no prosperan otras 
leguminosas (2).

En los últimos años se han realizado numerosas investigaciones ten­
dientes a conocer las posibilidades de utilización del lupino dulce, tanto 
en la alimentación humana como animal. Diversos autores han informado 
acerca de las características del cultivo, composición química, toxicidad y 
valor biológico de esta leguminosa (3-8). Sin embargo, se nota una defi­
ciencia en lo que respecta a la caracterización de las proteínas en lo que a 
la relación con el fraccionamiento y separación de esta molécula concier­
ne. De ahí que los objetivos del presente trabajo fueron:

1. Lograr un mayor conocimiento de las proteínas constituyentes de dos 
especies de lupino dulce cultivados en Chile.

2. Establecer mediante el fraccionamiento de las proteínas, la distribu­
ción porcentual de globulinas y albúminas.

MATERIAL Y METODOS

Las semillas de lupino dulce analizadas en el presente estudio corres­
pondían a dos especies (L. luteus var. Aurea/Weico y L. albus var. Multo- 
lupa), procedentes del Campo Experimental Semillas Baer de Gorbea, 
IX Región.

Se efectuó un análisis proximal (humedad, cenizas, proteínas, extracto 
etéreo y fibra cmda) según los métodos establecidos por la AOAC (9), a 
las semillas de lupino enteras y descascaradas en forma manual.

En la Figura 1 se esquematiza el método seguido para extraer y frac­
cionar las proteínas de ambas especies de lupino. Se inició la extracción 
con las semillas descascaradas, molidas y desgrasadas en Soxhlet con n- 
pentano (p. eb. 36.1«C). La molienda se llevó a cabo en un molino 
Thomas-Wiley provisto de criba No. 80.
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FIGURA 1

Diagrama de extracción y filtración de proteínas de lupino

E x tra c c ió n  d e  P ro te ín a s

Las albúminas se separaron por centrifugación. Para ello, la harina 
desgrasada se adicionó con agua destilada pH 5.0 en la proporción 1:20 
(p/v), y se agitó una hora en agitador Vortex (10). Luego la suspensión se 
centrifugó por 30 min a 10,000 rpm. en una centrífuga MSE High Speed 
18. A continuación se retiró el sobrenadante cuidadosamente y las pro­
teínas contenidas en él se determinaron por el método de Lowry simplifi­
cado (11).

Para la separación de las globulinas el sedimento de la centrifugación 
anterior se suspendió en solución amortiguadora de fosfato 0.05 M, pH 
8.5 en la proporción 1:20 (p/v) y se agitó durante una hora, centrifugán­
dose a 10,000 rpm durante 30 minutos (12). Las globulinas extraídas se 
determinaron según el método de Lowry simplificado (11).

F iltra c ió n  p o r  S e p h a d e x

Del extracto de globulinas, se tomó una alícuota de 2 mi, la que se 
filtró a través de columna Sephadex G-100 (2 x 60 cm) equilibrada con 
solución amortiguadora de fosfato 0.05 M, pH 8.5. Esta misma solución
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amortiguadora se em pleó paraelu ir las globulinas, colectándose 50 fraccio­
nes de 3 mi cada una, que se leyeron a 280 nm en espectrofotómetro 
Perkin-Elmer Coleman 124. Las lecturas de absorbancia se graficaron 
versus el núm ero de fracción. Además, las fracciones correspondientes a 
cada pico se mezclaron para determinar su contenido de proteína (11). 
El Sephadex G-100 fracciona proteínas globulares que van desde un peso 
molecular de 4,000 hasta 150,000 (13).

Dado que el fraccionamiento de las globulinas del Lupinus albus var. 
Multohipa no fue suficientemente concluyente se realizó una nueva filtra­
ción del extracto  de globulinas de esta especie. Se utilizó una columna de 
Sephadex G-150 (2  x 80  cm) equilibrada con una solución amortiguadora 
de fosfato 0.05 M, pH 8.5. Se colectaron 100 fracciones de 3 mi cada una 
y se leyó su absorbancia a 280 nm. En este ensayo a cada fracción colec­
tada se le determ inó el contenido de proteína (11). El Sephadex G-150 
fracciona proteínas globulares cuyo peso molecular cubre desde 5,000 
hasta 400,000 (13).

Análisis Estadístico

Cada unidad experimental se eligió al azar y consistió en 250 g de se­
millas de lupino de ambas especies. Se hicieron cuatro repeticiones, y las 
posibles diferencias entre las especies para cada variable se midieron a 
través de la prueba “ t”  de Student para la diferencia de medias, y pruebas 
Z de comparación entre proporciones para los resultados expresados en 
porcentajes (14).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 expone la composición química proximal de las dos espe­
cies de lupino dulce, en el cual se destaca el alto contenido de proteínas de 
esta leguminosa, hecho que coincide con lo informado por Rosa (15), Hill 
(16) y  Aguilera y Trier (17).

En cuanto al extracto etéreo, se puede observar que a un mayor por­
centaje de éste, m enor el porcentaje de proteínas (12.9°/o vs 33.4o/o y 
5.6o/o vs 45.8o/o) en el Lupinus albus y Lupinus luteus, respectivamente.

E l fraccionamiento de las proteínas (Tabla 2) reveló una distribución 
de 17o/o para albúminas y 58.4o/o para globulinas en el L. lu teus. A dife­
rencia del caso anterior, el L. albus acusó un mayor contenido de albúmi­
nas (55.6o/o) y u n  m enor contenido de globulinas (31.5o/o). Ambas 
especies difieren estadísticam ente entre s í (P <  0.001) en cuanto al conte­
nido de albúminas y globulinas.

En los lupinos estudiados quedó un porcentaje de proteína sin extraer, 
siendo éste de 24.60 /0  en el L. luteus y de 12.9o/o en el L. albus. Es 
im portante señalar que el m étodo Kjeldahl utilizado en la determinación 
de proteínas considera el nitrógeno total, por lo que el contenido de pro­
teínas de la harina desgrasada estaría sobrevalorado. En cambio, para 
determinar el contenido de proteína extraída, se utilizó el método de 
Lowry et al. (11) que determina la proteína como tal. Por esta razón, la 
proteína retenida podría  atribuirse en parte a nitrógeno no proteínico
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TABLAI

COMPOSICION QUIMICA DE DOS ESPECIES DE LUPINO DULCE, EN SEMILLA 
ENTERA (SE) Y SEMILLA DESCASCARADA (SD)

Especie
Humedad 
(g/100 g)

Cenizas Proteínas Extracto 
(N x6.25) etéreo

g/100 g peso seco

Fibra
cruda

Extracto no 
no nitroge­

nado*

Lupinus luteus SE 13.4 4.0 45.8 5.6 14.7 29.9
var. Aurea
Weico SD 11.2 4.8 58.2 6.3 1.8 28.9

Lupinus albus SE 15.9 3.7 33.4 12.9 11.3 38.7
var. Multo-
lupa SD 12.7 3.9 41.0 13.4 1.6 40.1

* Por diferencia.

TABLA 2

FRACCIONAMIENTO DE PROTEINAS DE Lupinus luteus var. Aurea/Weico Y 
Lupinus albus var. Multolupa

Especie
Proteína de la 
har. desgrasada 

(mg)

Pro teína 
extraída 

(mg)

Porcentaje
extraído

(O/O)

L. lu teusvar. 
Aurea/Weico 173.5 ± 0.97*

Albúminas
Globulinas

29.5 ~ 1.14 
101.3 ±5.57

17.0
58.4

Total 130.8 75.4

L. albus 
var. Multolupa 122.6 ± 0.01

Albúminas
Globulinas

68.2 ± 10.31 
38.6 ± 7.27

55.6
31.5

Total 106.8 87.1

* Media ± DE.
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(aminoácidos, dipéptidos y otros compuestos de bajo peso molecular) 
según lo informado por Wiewiorowski et al., citados por Hill (16).

Los trabajos recientes sobre estudios de proteínas de L. luteus no han 
puesto el énfasis en el contenido de albúminas y globulinas de esta especie. 
Hill (16) hace notar que la cantidad de globulinas es superior a la de albú­
minas.

Con respecto al L. albus, Cerletti y  Restani (18), y Duranti, Restani y 
Cerletti (19, 20), han encontrado que las globulinas representan alrededor 
del 80°/o y las albúminas el 13o/o de las proteínas totales. En cambio, 
Oomah y Bushuk (21), aplicando una metodología similar a la utilizada en 
este estudio, informan un  contenido mayor de albúminas (70°/o) que 
de globulinas (20°/o), valores que se aproximan a los obtenidos en esta 
investigación (Tabla 2).

La comparación de resultados de fraccionamiento proteínico presenta 
dificultades, debido a que en los estudios realizados se han empleado dis­
tintos solventes, agentes de precipitación, tiempo y temperatura de extrac­
ción en las especies de lupino analizadas.

En la Tabla 3 se aprecia que la filtración de las globulinas de ambas 
especies de lupino, a través de Sephadex G-100, evidencia el fracciona­
miento de estas proteínas en tres picos para el caso del L. luteus donde el 
pico I revela el mayor contenido de globulina, equivalente a 18.6 ± 1.99 
mg (55.0<>/o). Le sigue en orden de importancia el pico II, con 12.2 ± 
0.89 mg (36. lo /o ) y por último, el pico III que es menos relevante porque 
acusa un 2.7o/o del total. Dado que el Sephadex G-100 fracciona proteí­
nas globulares cuyo peso molecular está entre 4,000 hasta 150,000, el 
hecho que el pico I haya eluido entre los tubos 9 y 17 hace suponer que el 
55o/o de las globulinas del L. luteus presenta un  peso molecular superior 
a los 150,000.

TABLA 3

DISTRIBUCION DE LAS GLOBULINAS DE L. luteus var. Aurea/Weico Y 
L. albus var. Multolupa, A TRAVES DE SEPHADEX G-100

Especie Globulina inicial Globulina fraccionada
(mg) (mg) o/o

L. luteus var. Aurea/Weico 33.8 ± 1.85*

Pico I 18.6± 1.99 55.0
Pico II 12.2± 0.89 36.1
Pico III 0.9± 0.11 2.7

L- albus var. Multolupa 13.2 ± 2.05

Pico I 11.1+ 2.60 84.1
Pico ni 0.7± 0.07 5.3

* Media ± DE.
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En cuanto al L. albus se presenta también un pico I preponderante 
que representa 84 .lo /o  del total de las globulinas. No hay elución délas 
proteínas entre los tubos 17 y 29; por lo tanto, no se evidencia el pico II, 
al inverso del caso anterior. En lo que respecta al pico III, éste contiene
0.7 ± 0.07 mg de globulina.

La ausencia del pico II en el L. albus, en las globulinas ehiidas del 
Sephadex G-100 motivó una segunda filtración de las globulinas a través 
de Sephadex G-l 50, cuyo resultado se ilustra en la Figura 2. En ella se 
observa nuevamente que gran parte de las globulinas ehiyen en el pico I 
(tubos 20 al 35), demostrando que escurren rápidamente entre las partícu­
las del Sephadex, por lo que su peso molecular sería vecino o superior a 
400,000. A continuación aparece un pico muy bajo en contenido proteí- 
nico (tubos 49 al 82) que, por su ubicación y proteínas correspondería 
al pico III. Las fracciones colectadas entre los tubos 36 al 48 demostraron 
ausencia de globulina, por lo que no se evidenció el pico II en esta especie 
de lupino.

Número de ta fracción (mi)

FIGURA 2

Filtración de globulinas de Lupinus albus, var. Multolupa, a través de Sephadex G-150,
pH 8.5

Otros autores como Joubert (22) y Sgarbieriy Galeazzi (23) trabajan­
do con L. albus lograron separar también las globulinas en dos picos, aun­
que Joubert utilizó un procedimiento distinto sobre la base de precipita­
ción con sulfato de amonio y ultracentrifugación.

En base a los resultados obtenidos en el trabajo objeto de este artícu­
lo, se puede concluir que la leguminosa estudiada tiene un porcentaje 
superior de proteínas, en comparación con las leguminosas tradicionales 
chilenas.

De ambas especies analizadas, el L. luteus presenta un 37<>/o más de 
proteínas en la semilla entera que el L. albus.
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La metodología empleada señala un predominio de las globulinas so­
bre las albúminas en el L. luteus jno  así en el L. albus, donde el caso es 
inverso.

La filtración a través de Sephadex permite una primera separación de 
las globulinas, y muestra e l pico I como el más preponderante en ambas 
especies de lupino.

SUMMARY

SWEET LUPINE (Lupinus luteus, var. Aurea/Weico AND Lupinus albus, var.
Multolupa) PROTEINS L EXTRACTION AND FILTRATION BY SEPHADEX

Samples of Lupinus luteus, var. Aurea/Weico and Lupinus albus var. Multolupa 
flours were analyzed. The flour proteins were extracted and fractionated by gel 
filtration, and the per cent pattern for both globulins and albumins was then deter­
mined. The dehulled seeds, previously analyzed for composition, were ground, 
defatted and consecutively extracted with distilled water (pH 5.0) and phosphate 
buffer (0.05 M, pH 8.5). The extracted protein content was measured by the Lowry 
simplified method. Globulins (pH 8.5 fraction) from both species were filtered 
through Sephadex G-100; besides, Lupinus albus globulins were filtered through 
Sephadex G-150, and absorbance of the collected fractions was measured at 280 nm. 
The dehulled seed (DS) of L. luteus and L. albus revealed a good protein content 
(58.2 and 41.0°/o, respectively). The protein extracted from L. luteus was consti­
tuted by 17°/o  albumins and 58.4°/o globulins. In contrast, L  albus presented a 
higher albumin content (55.6°/o) than globulins (31.5°/o). The elution pattern for 
the Sephadex G-200 gel filtration showed for both lupine species analyzed a 
preponderant peak I corresponding in L. luteus to 55.0°/o and in L. albus to 84 .1°/o  
of the total globulins content From these results, it may be concluded that the 
dehulled seed protein content is 42.0°/o higher for the L  luteus sample than for the 
L. albus. The applied methodology indicated a predominant content of globulins 
above albumins in L. luteus, while in the case o f L. albus, the albumin content was 
the highest.
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