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(Solanum tuberosum. L.) POR TECNICA DEL COLORANTE LIGADO.
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RESUMEN
Se describe un método directo para determinar la proteína total (PT) de tubérculos de papa 

(S olan u m  tu b ero su m , L ) basado en la técnica del colorante ligado (Orange G.)
La cuantificación de PT en polvo de parénquima de 5 cvs de 3 cosechas 1983-1986, se 

realizó comparando la fijación del colorante en un proteína testigo. Estos valores se 
correlacionaron con los obtenidos por un método indirecto (Conti et al., 1976). La técnica es 
útil y  la menor variabilidad se verificó para contenidos de PT de 1 ,7  a 2,1 g%.
Palabras claves: papa, proteína, colorante-ligado.

PROTEIN QUANTIFICATION BY DYE-BINDING METHOD IN POTATO TUBER
SUMMARY

A colorimetric method to quantify protein content in potato tuber by a dye-binding technique 
with the dyestuff Orange G is described. The protein values by this direct proposed method 
were correlated with those obtained by an direct method (Conti et a l., 1976).

The method is useful when protein content were 1,7 to 2,1 g% because a minor variability.
Key words: potatoes, protein, dye-binding. 

INTRODUCION
La determinación de proteína total: PT, de 

los tubérculos de papa Solanum tuberosum  
L ., sigue siendo motivo de estudios. Se 
pueden valorar indirectamente por el nitróge
no total: NT aplicándose el método de Kjel- 
dahl con sus distintas variantes y el NT se 
convierte a PT multiplicando por el factor 
6,25. (Marenzi et a l., 1947; Winton y Win- 
ton, 1947; Gitter-Heilmeyer, 1960; AOAC, 
1970).

Los tubérculos de papa presentan un alto 
contenido de nitrógeno no proteico NNP, del

cual 23-49 % es nitrógeno alfa-amínico, 
31-49 % es nitrógeno amídico y cantidades 
variables de nitratos (Podestá, 1966; Desbo- 
rough-Wieser, 1974; Vige-Li, 1975). Luego 
el valor de NT puede conducir a una sobre 
estimación del de PT. Además, la mineraliza- 
ción de muestras vegetales por Kjeldahl 
presenta algunos inconvenientes (Laredo- 
Torres, 1979) y la cuantificación del amonía
co por microtécnicas colorímétricas es muy 
sensible a la estabilidad de los reactivos y a 
las condiciones de la reacción utilizada (Ma
renzi et al, 1947).
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Udy (1953) determinó la PT de semillas 
por técnica basada en el colorante ligado. 
Posteriormente, se utilizó dicha técnica en el 
análisis de PT de otros materiales vegetales 
(Mackenzie-Perrier, 1969; Kaldhy et a l., 
1972; Swaninatam et al, 1973; Bradford, 
1967).

En los ensayos previos a este estudio, se 
estudiaron estas técnicas, pero los resultados 
no fueron convicentes. Por ello se propone la 
presente técnica para determinar la PT en 
polvo de parénquima de tubérculo de papa , 
basada en el colorante ligado, empleando el 
reactivo-color de Outen et al. (1966); compa
rativamente se verifica el comportamiento a 
la fijación del colorante en polvo de una 
proteína testigo.

Los valores obtenidos se compararon con 
los resultados de aplicar el método de Conti 
et al. (1976) al análisis de dichas muestras.

M ATERIALES Y M ETODOS

Material vegetal
Tubérculos de papa, Solanum tuberosum, 

L. cosechas 1983/84, 1984/85 y 1985/86, 
respectivamente años: I, II y III de nuestro 
ensayo de tuberización. Plantación en el 
Campo Experimental de la Cátedra de Hor
ticultura de la FA-UBA 34°35’S; 5 8°29 ’W, 
25 m; diseño y prácticas descriptas anterior
mente, Ordoñez et al, 1987). Los cultivares 
usados y las fechas de extracción y/ó cosecha 
se indican en el Cuadro N ° l .

Determinaciones
Materia seca (M S). Sobre alícuotas de 

parénquima de papa fresca, según técnica del 
AOAC (1970, norma 29.005; Ordoñez et al, 
1982 y 1987). Valores expresados en g%.

Proteína

a) Obtención del polvo A. D iez tubérculos de 
papa se pelaron manualmente con pela-papas, 
se trozaron y se secaron en estufa convencio
nal a 60° C ±  1o por 24 hs. El materia des
hidratado se molió en molinillo a cuchillas 
(Rodríguez Torres). El polvo resultante se 
tamizó por tamices Tyler, recogiéndose la 
fracción pasante por tamiz N °80  y retenida 
por N °100  (apertura de malla 0,177 y 0 ,149  
mm).

b) determinación: método propuesto, Outen-
Ordoñez: 0 .0

Reactivos según Outen et al (1966).
solución colorante (reactivo-color) 1,00 g 
de Orange G (Fluka) en 1000 mL de 
solución reguladora de citrato-fosfato: 
concentración 0,1M  y 0,01 M , respectiva
mente, ajustada a p H = 2 ,2  (pHmetro 
Lufmman-Neuberger, S =  0,1 unidad de 
pH). Tampones contrastantes Cario Erba.

I) Fijación del colorante: P

En erlenmeyer de 50 mL se disponen 250 
mg ±  0,1 de polvo A (exactamente pesa
dos en balanza Mettler S4) y 25 mL de 
reactivo-color. Se tapa y agita en agitador 
de Kahn, por dos períodos de 15 minutos, 
con un descanso intermedio de 10 minu
tos. Se filtra por papel S y S N °597, 
recogiéndose el filtrado, solución P.

Fijación del colorante en proteína testigo T
En un erlenmeyer de 50 mL se disponen 
00 ±  0,1 de polvo de alfa-amilasa (Fluka, 
pureza 99,9% ) que se tratan de igual 
forma que P. Se obtiene la solución T.
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II) Colorimetría

En matraces aforados de 50 mL se dispo
ne:

matraz P: 1,00 mL de solución P 
matraz T: 1,00 mL de solución T 
matraz B: 1,00 mL de solución de reactivo 
color.
Completándose a volumen con solución 
reguladora de citrato fosfato.
La absorbancia DO se leyó en fotocolorí- 
metro (Crudo Caamaño) a 470 nm.

Para cada cv y fecha analizados se hicie
ron sextuplicados de P, triplicados de T y 
una determinación de B.
-Cálculos

DO B-DO r=  unidades de DO denominadas 
alfa A representa la disminución del 

color del reactivo por su fijación en 
lOOmg de alfa-amilasa (proteína testigo).

DO b-DOp=  unidades de DO denominadas 
P representan la disminución del color 

del reactivo por su fijación en 250 mg de 
polvo (proteína problema).

modificada. Curva de calibración con sulfato 
de amonio p.a. Fluka, pureza 99,5% .

que puede ser referido a material fresco:

c) método de contraste, Conti et al.: CRG  
(1976).

Cuantifica el nitrógeno total (NT) como 
amoníaco, por la reacción de Berthellot

Cálculo

Estadística

Se calcularon los valores promedio y 
desvíos estándar (DS) para cada cultivar y 
años de cosecha. Se analizaron los valores de 
CRG vs 0 .0 , por un test "t" de Student, nivel 
de significancia 5%. Se correlacionaron los 
valores para cada cv y en cada año estudiado.

Se correlacionaron todos los valores CGR  
vs 0 .0 ., la función lineal fue la que presentó 
mejor ajuste (Cochran-Cox, 1978).

RESULTADO S
En los Cuadros N °2 ,3  y 4 se informan los 

valores de PT de las tres cosechas analizadas, 
discriminándose por cultivar.

Año I

De los 18 pares de datos, solamente un 
par de Ballenera no presentó diferencias 
estadísticamente significativas (Cuadro N °2).
Año II

Sobre 16 pares no presentaron diferencias 
significativas un par del cv Ballenera y dos de 
Kennebec (Cuadro N °3).

Año III
De 21 pares de datos, no presentaron 

diferencias estadísticamente significativas,
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dos pares de Ballenera, tres de Huinkul y uno 
de Spunta (Cuadro N ° 4 ) .

En el Cuadro N ° 5  se anotan los valores de 
correlación entre am bos m étodos, d iscrim i
nándose los valores por cosecha y  cv . L os  
valores de r para Ballenera fueron elevados  
en lo s  tres años, H uinkul en los años I y II; 
K ennebec y  Spunta en los años II y  III.

En la F ig . 1 se gráfico la recta de regre
sión , considerándose 54  pares que incluyeron  
lo s 4  valores del cv Draga-año I. Se calcula
ron lo s  valores r =  0 ,6 1 3 9  y r2 =  0 ,3 7 6 8 .  
La ecuación de regresión de la recta exclu i
dos los valores de Draga es:

O uten-O rdoñez CRG

con

En el Cuadro N ° 6  se detallan los valores 
de M S de las tres cosechas analizadas.

DISCUSIO N

Las técnicas del colorante ligado aplicadas 
a la determinación de PT, se basan en el uso 
de colorantes de naturaleza ácida que fijan en 
los restos de aminoácidos básicos de proteínas 
y polipéptidos: arginina, histidina y lisina, 
siendo el Orange G el más frecuentemente 
utilizado. La fijación está estrechamente 
relacionada con el pH de las soluciones del 
colorante y las características estructurales de 
la proteína a valorar.

Los métodos de Outen y de MacKenzie 
emplean polvo seco de muestra y reactivo- 
color con Orange G. La estimación de la 
proteína se realiza por correlelogramas tra
zados en función del contenido de N% del 
material analizado, según Kjeldahl. La va
riable dependiente en Outen son los mg de 
colorante fijado por g de muestra, y en Mac
Kenzie la disminución del %T del reactivo- 
color, tratado con muestra problema.
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Cuadro N°5: Correlación de valores CRG vs 0.0 discriminados por cv y cosecha.

Cuadro N°6: Valores de MS g%, discriminados por CV y año de cosecha
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de tipo indirecto está afectado por los factores 
indicados precedentemente, lo cual incide en 
el resultado final. D e allí que probablemente 
el rango de utilidad del 0 .0  sea mayor.

Por otra parte conviene destacar que Outen 
y Mackenzie indican que la exactitud analítica 
del macro Kjedahl es superior a la del colo
rante ligado, pero éste es una alternativa muy 
válida, según fines perseguidos.

CONCLUSIONES

De lo experimental se arriba a las siguien
tes conclusiones:

La metodología propuesta en muestro 
estudio también cuantifica directamente la PT 
en polvo de papa seco, obvia mineralización 
y dosaje de amoníaco, con ahorro de tiempo 
y reactivos.

El estado de división de la muestra y la 
proteína testigo son importantes. Los ensayos 
previos hechos con caseína Hammarsted, 
zeína y lactoalbúmina BDH y ureasa Flucka 
dieron una repetitividad inferior a la lograda 
con la alfa-amilasa.

El análisis de los datos de los Cuadros N° 
2, 3 y 4 demostró diferencias estadísticamente 
significativas entre los valores GRG vs 0.0. 
en muchos de los casos; es decir diferían los 
datos de PT obtenidos por los dos métodos. 
Independientemente de ésto, la presente 
técnica es de interés para tener rápidas res
puestas frente a la determinación de proteína 
total en tubérculos de papa, útil en los aspec
tos bromatológicos, nutricionales y de selec
ción, entre otros.

De la Figura 1 se infiere que los valores 
de proteína total d e l , 7 a 2 , l g %  son los que 
presentaron menor variabilidad; en ese rango, 
los valores suministrados por este método 
resultan confiables. El método de contraste,

-La determinación de proteína de papa en 
polvo seco de parénquima, por la técnica 
de colorante ligado que se propone es de 
rápida ejecución, sensible y con repetitivi
dad.

-De las proteínas testigo estudiadas, la 
alfa-amilasa Flucka es la más aconsejable.

-Los valores absolutos obtenidos por este 
método directo, en la mayoría de los casos 
difirieron significativamente con los dados 
por el método indirecto de Conti et al. 
(1978).

-La menor variabilidad se observó para 
valores entre 1,7 a 2,1 g% sobre materia 
fresca, respecto al método de contraste.
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