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ABSTRACT. In this paper the temperature, time and pH
conditions of "chloroplastic" and "citoplasmic" proteins
separation in extracts obtained from sweet potato foliar
by-products were studied .The best separation is obtain-
ed at pH 4,8 ; temperature 58 íC and time of 16 s . In
these conditions an extract practically free of chloro-
phyllandwith themaximumprotein nitrogen is obtained .

INTRODUCCION
Las proteánas de las hojas se agrupan en dos fraccio-

nes llamadas cloroplñstica y citopiasmñtica . La primera
consiste en lipoproteánas asociadas a los cloroplastos y
se hallan coloidalmente en el liquido celular, y la
segunda consiste de proteánas solubles localizadas en el
citoplasma celular' .

Aprovechando la dispersiún coloidal de la fracciún
cloroplñstica se ha logrado separarla del extracto obte-
nido del material foliar mediante ajustes de pH, tempe-
ratura y tiempo con ayuda de la centrifugeciún a veloci-
dad relativamente baja ".

Se ha determinado que la coagulaciún de la frac-
ciún cloroplñstica mediante un calentamiento brusco
es ventajosa ', encontrñndose que en los extractos obte-
nidos de la alfalfa llevados a pH de 8,3 a 8,6 y calentados
en esta forma de 60 a 62 íC de 10 a 20 s precipitaba
solamente dnl 1 1 al 13 ík de las proteinas citoplasmñti-
cas junto con las cloroplñsticas .

Para lograr este calentamiento rñpido se hace circu-
lar el extracto por una tuberáa y se le inyecta vapor a una
presiún determinada mediante un aditamento ade-
cuado `.Por sus resultados óste es el mótodo que se ha
empleado en la producciún a escala piloto de concentra-
dos blancos de proteánas de gran aceptabilidad en la
dieta humana

En este trabajo se estudian las condiciones de sepa-
raciún tórmica diferencial de las proteánas "cloroplñsti-
cas" y "citoplasmñticas" extraádas del residuo foliar
total de la cosecha del boniato (Ipomoea batatas) .

MATERIALES Y METODOS
En este trabajo se utilizú el residuo foliar total verde

de la cosecha del boniato variedad CENSA 74228 . Las
muestras se mantuvieron a 4íC hasta su procesamiento
antes de las 4 h de cortadas .
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RESUMEN. En este trabajo se estudian las condiciones
de temperatura, tiempo y pH para la separaciún tórmica
de las proteánas "cloroplñsticas" y "citoplasmñticS
extraádas del residuo foliar verde de la cosecha del
boniato. Se determinú que la mejor separaciún se logra
mediante el ajuste del pH del extracto al valor 4,8 y el
calentamiento rñpido del mismo a 58íC durante 16 s .
De esta formase obtiene un extracto prñcticamente libre
de clorofila con el mñximo contenido de nitrúgeno pro-
teico .

El material foliar lavado y cortado en pedazos
pequeéos (1 a 2 cm) se asperjú con soluciún acuosa de
metabisulfito de sodio al 5 % hasta una concentraciún í
de 240 ppm de SOü se moliú en molino de carne casero
y se prensú en una prensa tornillo tambión casera .

El residuo de extracciún se mezclú con 1,5 volÁme-
nes de agua/peso de material foliar fresco procesado y
se prensú de forma similar, tamizñndose los extractos
combinados por malla de 0,5 mm de diñmetro de orifi-
cio e . El extracto tamizado mantenido con agitaciún
constante se hizo circular, mediante una bomba peris-
tñltica con flujo de 0,93 mL/s, a travós de un primer ser-
pentán de vidrio PYREX (diñmetro interno de 0,4 mm y
recorrido de 94,2 cm) sumergido en un baéo de agua
termostatada a una temperatura tal que el extracto
alcanza la temperatura requerida en la •'t"ic"cia en
8,6 s, y un segundo sernentin ":ü,nar al anterior pero con
,ecurrld	iat,ia, sumergido en baéo termostatado a
temperatura adecuada para mantener la temperatura
alcanzada por el extracto durante el tiempo de retenciún
deseado recogióndose el extracto tratado en recipiente
inmerso en baéo de hielo y mantenido en óste hasta
temperatura de 40íC, centrifugñndose a continuaciún a
4 200 g durante 2 mmn .

Inicialmente se realizú un diseéo exploratorio
mediante un plan factorial 2', tomñndose como varia-
bles independientes la temperatura del extracto (X,), el
tiempo de retenciún de ósta (X i ) y el pH del extracto (X 3 ) ;
y como variable dependiente los contenidos de nitrú-
geno proteico (NP) y clorofila total (CT) retenidos en los
extractos centrifugados expresados en mg/100 mL .
Para el cñlculo de la varianza del error puro ( .S . ) se hizo
por triplicado uno de los puntos centrales del diseéo,
efectuñndose las experiencias aleatoriamente . La matriz
de experimentos fue la siguiente :



Siguiendo la direcciún de la retenciún minima de
clorofila en los extractos centrifugados se efectuú otro
diseéo factorial 2 3 asignñndoles a las variables depen-
dientes los valores siguientes :

X,(-1 = 60 y + 1 = 65 íC) . X 2(-1 = 7 y + 1 = 11 s),

X,(-1 =3,5 y+1 =4,5)

El cñculo de los coeficientes de los polinomios adap-
tados se realizú empleando las matrices de regresiún
usuales í.tomñndose como criterio de aceptabilidad de
los mismos el doble de su desviaciún estñndar.

Los resultados de las experiencias duplicadas de
optimizaciún del pH y la temperatura se sometieron al
anñlisis de varianza y a la prueba de Duncan para un
95 % de confianza 10 ,

El contenido de nitrúgeno total y no proteico, soluble
en ñcido tricloroacótico al 10 %, se determinú por el
mótodo microkjeldahl'' y el de clorofila total espectrofo-
tomótricamente 17, evaluñndose la coloraciún de los
extractos visualmente en tubos de ensayo de vidrio
PYREX .

TABLA I
Resultados del diseéo experimental 2' exploratorio de las condiciones de separaciún

tórmica diferencial de las proteánas

Criterio de aceptabilidad
P < 0,05)

CT Clorofila total
NP Nitrúgeno proteico

Como se aprecia en el polinomio correspondiente, la
retenciún del NP no depende del tiempo y, como es
lúgico, aumenta a valores de la temperatura bajos y del
pH elevados .

Debido a que los extractos presentaban cuando
menos una coloraciún con tinte verdoso, como el
extracto de la experiencia 2, asá como que sus conteni-

Retenido en extractos

	

Coeficientes del
mg/l00 mL)

	

polinomio ajustado

0,004
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RESULTADOS Y D/SCUS/ON
En la Tabla I se presentan los resultados del diseéo

exploratorio de las condiciones de separaciún de las
proteánas "cloroplñsticas" y "citoplasmñticas" . SegÁn
los valores de los coeficientes de los polinomios adapta-
dos y del criterio de aceptabilidad de los mismos, los
contenidos de Cry NP retenidos en los extractores cen-
trifugados estñn regidos por los polinomios siguientes :

YcT =0,36 - 0,08X, - 0,01 X 2 + 0,13X3 + 0,03X,X2 +

+ 0.04X,X 3 - 0.03X 2X3 - 0.03X,X2X3

Vü P = 15,51 - 0,60X, + 0,53X 3 + 0,67X,X3

Analizando los polinomios se aprecia que la reten-
ciún de la CTdepende de las variables estudiadas y sus
interacciones, pero fundamentalmente del efecto del pH
(X 3 ), de manera que para disminuirla conviene emplear
temperaturas (X,) y tiempos (X 2 ) elevados, pero valores
de pH bajos. Sin embargo, en los resultados experimen-
tales mostrados en la Tabla I se observa que la retenciún
menor de CTse obtiene en la experiencia 2, la que se rea-
lizú a temperatura elevada, pH bajo y contrariamente a lo
indicado por el polinomio, empleando un tiempo bajo .
Esta contradicciún aparente pudiera explicarse porque,
como muestran los coeficientes del polinomio, el peso
del efecto del tiempo sobre la retenciún de CT es muy
pequeéo y pudiera ser contrarrestado en la prñctica por
el efecto contrario y mayor de la interacciún temperatura
tiempo (X,X2 ), resultando en la prñctica conveniente el
empleo de valores de tiempo bajos .

Coloraciún visual de los
extractos tratados

ñmbar claro-verdoso
ñmbar claro-tinte verdoso
ñmbar claro-verdoso
u.nbar claro-verdoso
ñmbar oscuro-verdoso
ñmbar oscuro-verdoso
ñmbar oscuro-verdoso
ñmbar oscuro-verdoso

dos de CTson bastante mayores que los establecidos en
la literatura como permisibles Dara la obtenciún de un
concentrado de proteánas blanco (S 0,1 mg de CT/100mg
de NP) 17 , se realizú un diseéo experimental similar
variando las condiciones en la direcciún de la retenciún
minima de la CT, presentñndose sus resultados en la
Tabla II .

Experiencias CT NP CT NP

1 0,38 15,68 b0 = 0,36 bü = 15,51
2 0,05 13,72 b, =-0,08 b, _ -0,60

0,31 16,80 b 2 =-0,01 b 2 = 0,18
13.72 b,

	

0,13 b, = 0,53
5 0,55 15,96 6, 2 = 0,03 b, 2 = -O,11
6 0,48 15,96 b, 3 = 0,04 b, 3 = 0,67
7 0,50 15,96 b23= -0,03 6 23 = -0,11
8 0,40 16,24 b,23=-0,03 6, 23= 0,18

x, X, X,

-1(45íC) -1 (16 sl -1(5 .0)
1(55íC) -1 -1

-1 1 (27 s) -1
1 1 -1

-1 1 (701
1 1

-1 1
1 1 1



TABLA II
Resultados del diseéo experimental 2 í en la direcciún

de la retenciún mánima de clorofila total

CT Clorofila total
NP Nitrúgeno proteico

Como se aprecia en esta tabla, en todas las expe-
riencias la retenciún de la CTy prñcticamente la del NP
fue nula, presentando los extractos una coloraciún ama-
rillenta o ñmbar clara, indicando que las condiciones de
temperatura empleadas (60 a 65 íC), tiempo de calenta-
miento (7 a 11 s) y pH del extracto (3,5 a 4,5) fueron
muy drñsticas . Considerando estos resultados y los del
diseéo anterior se concluye que la zona experimental en
que se localiza la retenciún mánima de CTcon la mñxima
retenciún posible de NP se encuentra entre los valores
siguientes :

55 "C < temperatura < 60 íC

lis < tiempo < 1 6 s

4,5 C pH 5,0

Se decidiú continuar las experiencias empleando el
tiempo de 16 s, considerando que el papel fundamental
en la retenciún de la CTI o desempeéa el pH y que la dife-
rencia entre 1 1 y 16 s es tan pequeéa que difácilmente
puedan lograrse en la prñctica tiempos de calenta-
miento intermedios entre óstos

Los resultados de optimizaciún del pH ala tempera-
tura de 55íC se reflejan en la Tabla Ill, apreciñndose que
la retenciún mánima de la CTse obtiene a los pH 4,6 y
4,8, pero la relaciún CT/NP se mantiene aproximada-
mente en 0,2 y los extractos presentan una coloraciún
con tinte verdoso . Dado que la retenciún de NPes mayor
a pH 4,8 se tomú este valor para efectuar la optimizaciún
de la temperatura obtenióndose los resultados presen-
tados en la Tabla IV . Como se observa la retenciún
mánima de la CT se logra a las temperaturas de 58 y
60 ''C, pero se retiene significativamente mñs NPen el
primer caso, por lo que su relaciún CT/NP en el extracto
es prñcticamente 0,1 . La falta de coloraciún verdeen el
extracto obtenido ala temperatura de 58íC indica que la
separaciún de la CT es satisfactoria en estas condicio-
nes .

CONCLUSIONES

Se determinú que es posible separar las proteánas
"cloroplñsticas" y "citoplasmñticas" extraádas del resi-
duo foliar verde de la cosecha del boniato mediante el
ajuste del pH del extracto al valor 4,8 y el calentamiento
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rñpido del mismo a 58íC durante 16s . En estas condi-
ciones se obtiene un extracto prñcticamente libre de clo-
rofilatotal con la retenciún mñxima posible de nitrúgeno
proteico .

TABLA Ill
Resultados de la optimizaciún del pH en la separaciún

de las proteánas

Retenido en extractos
Img/100 mLl

Coloraciún visual de los
pH

	

CT

	

NP

	

extractos

4,6 0,041x1 15,2b let ñmbar claro-tinte verdoso
4,6 0,03 (el 17,25 Ib) ñmbar clero-tinte verdoso
6,0

	

0,06 tb)

	

17,35 tb)

	

ñmbar claro-tinte verdoso

Letras distintas indican diferencias significativas Ip < 0,051
C! Clorofila total
NP Nitrúgeno proteico

TABLA IV
Resultados de la optimizacion de la temperatura

en la separaciún de las proteánas

Retenido en extractos
Tempe-

	

Img/100 mL)
-atora

	

Coloraciún visual de los
rc

	

CT

	

NP

	

extracos

55

	

0,04 la)

	

15.44 Pal

	

ñmbar claro-tinte verdoso
58 0,02 Ib) 16 .02 (el 'ñmbar claro-tinte verdoso
60

	

0,02 Ib)

	

14.00IbI

	

ñmbar claro-lince verdoso

Letras distintas indican diferencias sigmficabvas ( p < 0.051
cT

	

Clorofila total
NP Nitrúgeno proteico
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Para suman/pu/aciún, la tija/se realiza
deforma muy fñcil se brindan al usuaria
Teclas de'introducciún de datos
Teclas de funciones /veloc ., tiempo . temp .)
Teclas de l ugar lhorno, detec,inyec/ .
Teclas de control del proceso cromatogrñfico
Teclas de encendido y apagado

I
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CARA CrER/ST/CAS OPERACIONALES
sensib dad del amplificador Electrometrico . 1 s 10"A/rnV
Sensibilidad del detector : 0,012 C/g
anudad minima delectable ; 61 a 10(: a nu dadíg/e In-octano)

N,vel de ruido : 3 a 10"A
Rango dinñmico : 4 .12 x 10'
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