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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 °C and time of 16 s . In
these conditions an extract practically free of chioro-
phyliandwith the maximu:m protein nitrogen is obtained.

RESUMEN. En este trabajo se estudian las condiciones
de temperatura, tiempo y pH para la separacion térmica
de las proteinas “cloropldsticas” y “citoplasmaticas
extraidas del residuo foliar verde de la cosecha del
boniato. Se determind que la mejor separacion se logra
mediante el ajuste del pH del extracto al valor 4,8 y el
calentamiento rapido del mismo a 58 °C durante 16 s .
De esta forma se obtiene un extracto practicamente libre
de clorofila con el maximo contenido de nitrogeno pro-
teico.

INTRODUCCION

Las proteinas de las hojas se agrupan en dos fraccio-
nes llamadas cloroplastica y citoplasmatica. La primera
consiste en lipoproteinas asociadas a los cloroplastos y
se hallan colcidalmente en el liquido celular, y la
segunda consiste de proteinas solubles localizadas en el
citoplasma celular '

Aprovechando la dispersion coloidal de fa fraccidn
cloroplastica se ha logrado separaria del extracto obte-
nido del material foliar mediante ajustes de pH, tempe-
ratura y tiempo con ayuda de la centrifugacion a veloci-
dad relativamente baja >3,

Se ha determinado que ia coagulacidn de la frac-
cion  cloroplastica mediante un calentamiento brusco
es ventajosa *encontrandose que en los extractos obte-
nidos de ta alfalfallevados a pH de 8,3 a 8,6 y calentados
en esta forma de 60 a 82 °C de 10 a 20 s precipitaba
solamente dal 11 al 12 % de 1as proteinas citoplasmati-
cas junto con las cloroplasticas.

Para lograr este calentamiento rapido se hace circu-
lar el extracto por una tuberia y se le inyecta vapor auna
presion determinada mediante un aditamento ade-
cuado * Por sus resultados éste es el método que se ha
empleado en la produccion a escala pilote de concentra-
dos blancos de proteinas de gran aceptabilidad en la
dieta humana *.

En este trabajo se estudian las condiciones de sepa-
racion térmica diferencial de las proteinas “cloroplasti-
cas” y “citoplasmaticas” extraidas del residuo foliar
total de ta cosecha def boniato (fpomoea batatas).

MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se utilizo el residuo foliar totai verde
dae la cosecha det boniato variedad CENSA 74 228. Las
muestras se mantuvieron a 4 °C hasta su procesamiento
antes de las 4 h de cortadas. !
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El material foliar lavado y cortado en pedazos
pequeiios {1 a 2 cm) se asperjd con solucion acuosa de
metabisulfito de sodio al 5 % hasta una concentracién®
de 240 ppm de SO,, se molid en moliro de carne casero
¥y se prenso en una prensa tornillo también casera.

El residuo de extraccion se mezcid con 1,5 volume-
nes de agua/peso de material foliar fresco procesado y
se prens6 de forma similar, tamizandose los extractos
combinados por matla de 0,5 mm de didmetro de orifi-
cio ® El extracto tamizado mantenido con agitacion
constante se hizo circular, mediante una bomba peris-
taltica con flujo de 0,93 mL/s, a través de un primer ser-
pentin de vidrio PYREX (diametro interno de 0,4 mm y
recorrido de 94,2 ¢m) sumergido en un bafio de agua
termostatada a una temperatura tal que el extracto
alcanza la temperatura requerida en la s-pwis1Cid en

8,6 5, y un segundo sernentin ~»nnar al anterior pero con
JecUrrdo vanelide, SUMergido en baho termostatado a

temperatura adecuada para mantener la temperatura
alcanzada por et extracto durante el tiempo de retencion
deseado recogiéndose el extracto tratado en recipiente
inmerso en bafio de hielo y mantenido en éste hasta
temperatura de 40 °C, centrifugandose a continuacion a
4 200 g durante 2 min .

inicialmente se realizd un disefic exploratorio
mediante un plan factorial 27 tomandose como varia-
bles independientes la temperatura del extracto (X,}, e}
tiempo de retencion de ésta (X,) y el pH del extracto {X,};
y como variable dependiente los contenidos de nitro-
geno proteico (NP) y clorofila total (CT) retenidos en los
extractos centrifugados expresados en mg/100 mL .
Para el calculo de ta varianza del error puro (- f,. }se hizo
por triplicado uno de los puntos centrales de! disefio,
efectuandose las experiencias aleatoriamente. La matriz
de experimentos fue la siguiente:



X, X, X3
-1 {45 °C) -1 (18 s} -1 {5,0)
1 {55 °C) -1 -1
-1 127 s) -1
1 1 -1
-1 B 1{7.0)

1
-1
1

[
Py

Siguiendo la direccion de la retencion minima de
clorofila en ios extractos centrifugados se efectud otro

disefo factorial 2* asignandoles a las variables depen-
dientes los valores siguientes:

XA~1=60y+1=65°ClL X ~1=7y+1=115s),
Xyl—1 =35 y+1 =45)

E{ caculo de los coeficientes de los polinomios adap-
tados se realizé empleando las matrices de regresién
usuales % tomandose como criterio de aceptabilidad de
los mismos el doble de su desviacién estandar.

Los resultados de las experiencias duplicadas de
optimizacién del pH y la temperatura se sometieron al
analisis de varianza y a la prueba de Duncan para un
95 % de confianza '°,

E! contenido de nitrégeno total y no proteico, soluble
en acido tricloroaceético al 10 %, se determind por el
método microkjeldahl'' y el de clorofila total espectrofo-
tométricamente '2 evaluandose [a coloracion de los
extractos visualmente en tubos de ensayo de vidrio
PYREX.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla | se presentan los resultados del disefio
exploratoric de las condiciones de separacion de las
proteinas “cloroplasticas” y “citoplasmaticas”. Segun
los valores de los coeficientes de los polinomios adapta-
dos y del criterio de aceptabilidad de los mismos, los
contenidos de CTy NP retenidos en los extractores cen-
trifugados estan regidos por los polinomios siguientes:

Y., =0,36 - 0,08X, - 0,01X, + 0,13X; + 0,03X,X, +
+ 0,04X,X, — 0,03%,X; — 0,03X,X,X,

Y = 15,51 — 0,60X, + 0,53X, + 0,67X,X,

Analizando los polinomios se aprecia que {a reten-
cion de la CT depende de las variables estudiadas y sus
interacciones, pero fundamentalmente del efecto del pH
(X;). de manera que para disminuirla conviene emplear
temperaturas {X,) y tiempos (X,) elevados, pero valores
de pH bajos. Sin embargo, en los resultados experimen-
tales mostrados en la Tabla | se observa que la retencion
menor de CTse obtiene en la experiencia 2, 'a que se rea-
lizé a temperatura elevada, pH bajo y contrariamentez lo
indicado por el polinomio, empleando un tiempo bajo.
Esta contradiccién aparente pudiera explicarse porque,
como muestran los coeficientes del polinomio, el peso
del efecto del tiempo sobre |a retencion de CT es muy
pequefio vy pudiera ser contrarrestado en la practica por
el efecto contrario y mayor de fa interaccion temperatura
tiempo (X, X;). resultande en la practica conveniente el
empleo de valores de tiempo bajos.

TABLA |
Resultados del disefio experimental 2° exploratorio de las condiciones de separacion
térmica diferencial de las proteinas :

Retenido en extractos

Coefictentes del

Img/100 mi) polinomic ajustado
Coloracion visual de los

Experiencias CT NP CT NP extractos tratados

1 0,38 15,68 by = 0,36 by, = 15,51 ambar claro—verdoso

_ 2 0,08 13,72 b, = -0,08 b, = 0,60 ambar claro~tinte verdoso
i e 031 16,80 b, = —0,01 b, = 0,18 ambar claro-verdoso — e

4 TUve . 4372 b, = 0,13 b, = 053 . armoar claro—verdoso

5 0,55 15,96 b, = 003 b,; = =011 ambar oscuro-verdoso

] 0,48 15,96 by = 0,04 b,; = 0,67 ambar oscuro-verdoso

7 0,50 15,96 bz; = —0,03 by =-—0,11 ambar oscuro—verdoso

8 0,40 16,24 by ze2= 0,03 b= 0,18 ambar oscuro-verdosoc
Criterio de aceptabilidad 0,004 0,62
(P < 0,08)

CT Clorofila total
NP  Nitrégeno proteico

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

Debidc a que los extractos presentaban cuando
menos una coloracidn con tinte verdoso, como el
axtracto de la experiencia 2, asi como que sus conteni-
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dos de CT son bastante mayores que los establecidos en
la literatura como permisibles para la obtencién de un
concentrado de proteinas blanco (< 0,1 mg de CT/100mg
de NP}, se realizé un disefio experimental similar
variando tas condiciones en la direccion de |a retencion
minima de la C7, presentandose sus resultados en la
Tabla Ii.



TABLA 1l
Resultados dei disefio experimental 2° en la direccion
de la retencidn minima de clorofila totai

Retenido en extractos Coloracion de los

{mg/100 mi} extractos
Experiencias
T NP
1 Q 2,24 amarillenta
2 0 1,68 amarilkenta
3 0 3.08 amarillenta
4 0 3.08 amarilienta
5 o} 4] ambar clara
6 0 o] ambar claro
7 o 0 ambar clare
8 0 o} ambar clare

CT Clorolila totat
NP Nitrégeno proteico

Como se aprecia en esta tabla, en todas las expe-
riencias la retencion de la CTy practicamente la def AP
fue nula, presentando los extractos una coloracion ama-
rillenta o ambar clara, indicando que las condiciones de
temperatura empleadas (60 a 65 °C), tiempo de calenta-
miento {7 2 11 s) y pH del extracto (3,5 a 4,5) fueron
muy drasticas. Considerando estos resultados y fos del
disefio anterior se concluye que la zona experimental en
que se localiza la retencion minima de C7 con la maxima
retencion posible de AP se encuentra entre los valores
siguientes:

55 °C < temperatura << 60 °C
tiempo << 16 s
pH-2 5.0

11s <

45 <

. Se decidio continuar las experiencias empleando el
tiempo de 16 s, considerando que el papel fundamental
en la retencion de la CT1o desempefia et pHy que la dife-
rencia entre 11y 18 s es tan pequefia que dificilmeante
puedan lograrse en la practica tiempos de calenta-
miento intermedios entre éstos.

Los resultados de optimizacion del pH a la tempera-
tura de 55 °C se reflejan en la Tabla lll, apreciandose que
ta retencién minima de la C7 se obtiene a los pH 4,6 y
4.8, pero la relacion CT/NP se mantiene aproximada-
mente en 0,2 y los extractos presentan una coloracion
con tinte verdoso. Dado que la retencion de MNP es mayor
apH 4,8 setomé este valor para efectuar la optimizacion
de la temperatura obteniéndose los resultados presen-
tados en la Tabla IV. Como se observa la retencion
minima de la C7 se logra a las temperaturas de B8 y
60 "C, pero se retiene significativamente mas AP en el
primer caso, por lo que su relacion CT/NP en el extracto
es practicamente 0,1, L.a falta de coloracién verde en el
extracto obtenido a latemperatura de 58 °C indicaque la
separacion de la CT es satisfactoria en estas condicio-
nes.

CONCLUSIONES

Se determiné que es posible separar las proteinas
“cloroplasticas” y “citoplasmaticas” extraidas def resi-
duo foliar verde de la cosecha del boniato mediante el
ajuste del pH del extracto al valor 4.8 y ei calentamiento
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rapido del mismo a 58 °C durante 16 s . En estas condi-
ciones se obtiene un extracto practicamente libre de clo-
rofila total con |a retencion maxima posible de nitrégeno
proteico.

TABLA IHl .
Resultados de la optimizacion del pH en la separacién
de las proteinas

Ratenido en extractos

(mg/100 mL)
Coloracion visuai dge los
pH cT NP axtracios
4,8 0,04 (a} 16,256 (a) ambar claro-tinte verdoso
4,8 0,03 (a} 17,26 (b} ambar claro-tinte verdoso
B9 0,08 (b} 17.356 {b} ambar claro-tinte verdoso

Letras distintas indican diferencias significativas {p < 0,08}
CT Clorofila total
NP Nitrogeno proteico

TABLA IV
Resultados de la optimizacion de la temperatura
en la separacidén de las proteinas

Retenido en extractos

Tempa— {mg/ 100 mi)

ratura Coloracién visual de los
*C) CcT NP extractos
55 0,04 (a) 15,44 (a) ambar claro~tinte verdase
58 0,02 {b) 16,02 (al ‘ambar claro-tinte verdoso
60 0,02 (b} 14.00 {b) ambar claro-tinte verdoso

Letras distintas indican diferencias significativas { p « 0.05)
CT  Clorofila total
NP  Nitrageno proteico
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