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RESUMEN

El ajonjoli (Sesamum indicum, L.) es una de las oleaginosas de mayor cultivo en
Venezuela. No obstante, la baja solubilidad de las harinas a partir de tortas comercia-
les no permite su utilizacion en la elaboracion de alimentos liquidos.

Por- este motivo, se estudio la alternativa de solubilizar estas proteinas por un
método enzimatico, utilizando proteasas comerciales, La hidrolisis se realizo con dos
tipos de proteasas bacterianas: neutrasa 0.5L y alcalasa 0.6L.

Esencialmente, el proceso consistid en moler y tamizar la torta (malla 60), con-
centrar las proteinas por solubilizaciéon a un pH de 9.5, y precipitar a un pH de 4.5,
hidrolizar las proteinas por un método enzimatico y secar el hidrolizado obtenido, por
liofilizacion y por atomizacion.

Las condiciones optimas de hidrélisis con neutrasa 0.5L a un pH de 7 fueron:
690/o0 de concentracion de sustrato, 30/o relacion enzima: sustrato, temperatura de 500
% 10C, y un grado de hidrolisis de 80/o. Con alcalasa 0.6L, a un pH de 8, las condicio-
nes optimas resultaron ser: 80/o concentracion de sustrato; 2.30/o relacion enzima:
sustrato, temperatura 580 % 10C, y un grado de hidrolisis de 100/o.

La afinidad de la enzima por el sustrato fue mejor a temperaturas cercanas a las
optimas para la obtencion de los hidrolizados.

Los hidrolizados deshidratados acusaron valores de proteina de 66.32/0 a 66.99/o,
y una solubilidad del nitrogeno en agua de 859/o, aproximadamente.

El rendimiento de la hidrélisis enzimatica con respecto a la masa de concentrado
seco fue de 420/o para el hidrolizado atomizado, y de 560/o con respecto al liofili-
zado.
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En conclusion, el proceso de hidrolisis enzimatica de las proteinas de ajonjoli
mejora la solubilidad del nitrogeno en agua de las mismas.

INTRODUCCION

En Venezuela, el ajonjoli (Sesamum indicum, L.) es la oleaginosa de
mayor importancia en la industria aceitera, y en la actualidad las tortas
residuales del proceso de extraccion del aceite, se utilizan para propoésitos
de alimentacion animal. Las tortas de ajonjoli contienen mas de 400/o de
proteinas, con un alto contenido de aminoacidos azufrados, principalmen-
te metionina (1, 2), con una deficiencia moderada de lisina (3, 4). Estas
propiedades promueven su utilizacion en la alimentacion humana, aun
cuando su baja solubilidad (3) restringe su uso en la elaboracion de pro-
ductos liquidos, debido a que produce sedimentacion (5).

Diversos autores han observado que la hidrdlisis enzimatica origina
cambios en las propiedades funcionales de las proteinas, permitiendo su
incorporacion en alimentos liquidos, sin que por ello se altere mayormen-
te su valor nutricional. El origen de estas proteinas ha sido muy variado;
por ejemplo, ajonjoli (6, 7), concentrado de pescado (8, 9), harina de algo-
don (10, 11), y aislado de soya (12-14).

El principal problema asociado con la hidrolisis de proteinas es la for-
macion de péptidos amargos, lo que parece estar asociado a un alto grado
de hidrolisis.

El método del pH estatico permite controlar la extension de la hidro-
lisis hasta un grado deseado (12, 15).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la hidrélisis enzimatica, con el
fin de establecer los valores Ooptimos de temperatura, concentracion de
sustrato, relacion de enzima-sustrato, y grado de hidrolisis requeridos para
obtener un producto soluble y de sabor aceptable.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de tortas comerciales adquiridas eran de una variedad
cultivada en Acarigua, Venezuela, que se obtienen de la extraccion de
aceite por un proceso de prensado y extraccion por solvente a altas tempe-
raturas. Luego se molieron estas tortas hasta una granulometria de 0.5
mm en un molino Thomas Wiley, Modelo 4, y fueron tamizadas por malla
60 en un tamizador Tyler, Modelo RX 24. Las proteinas fueron concen-
tradas siguiendo el procedimiento que ilustra la Figura 1, secindose en un
liofilizador Labconco, Modelo 12, a una presion de 4 torr. y —600C de
temperatura del condensador. El proceso enzimatico se llevo a cabo me-
diante la hidrolisis del concentrado con proteasas comerciales neutrasa
0.5L, y alcalasa 0.6L a un pH de 7 y 8, respectivamente, por ser éstos 108
pH recomendados por la casa fabricante para estas enzimas (16, 17). La
determinacion de la cantidad de sustrato y de enzima, la temperatura y €l
grado de hidrélisis se hizo valiéndose del método del pH estitico (12),
que consiste en la hidrolisis de un sustrato determinado mediante la accion
de proteasas, manteniendo constante el pH por la adicion de base (NaO
4M), la cual actia como controladora del proceso. La cantidad de base
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FIGURA 1
Esquema del proceso de obtencion del concentrado proteinico de ajonjoli
necesaria para mantener el pH constante es proporcional al grado de hidroé-

lisis (G. H.), el cual se define como el porcentaje de uniones peptidicas
rotas y se obtiene mediante la siguiente ecuacion:

h
G.H = It x 100 )
Siendo:
h nimero de enlaces peptidicos rotos en mEq/g).

non

ht = namero total de enlaces peptidicos que contiene la molécula de pro-
teinas, 8 mEq/g(18),
donde:
BxNb a1 2
h = Mp a ( )

y
B = base consumida durante el proceso, en ml.
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Nb= normalidad de la base usada.

Mp= masa de proteinas (N x 6.25), porcentaje g proteina/100 g muestra.

o« = grado de disociacion que depende del pH y temperatura usada du-
rante el proceso (18).

Para la seleccion del sustrato y temperatura 6ptima, se mantuvo cons-
tante el pH, la cantidad de enzima a usar, y el tiempo de hidroélisis; para la
enzima neutrasa se varié la concentracién del sustrato entre 20/0 y 80/o,
afiadiéndose un 100 /o en exceso sobre la cantidad calculada y las tempera-
turas de 400 a 550C. Para la enzima alcalasa, las concentraciones fueron
entre 20/0 y 100/0, a una temperatura de 400 a 700C.

Una vez obtenidas la concentracion de sustrato y las temperaturas 6p-
timas, las cantidades de enzimas usadas fueron las siguientes:

Neutrasa Alcalasa

Concentracion de Relacion Concentracion de Relacion
enzima con respecto enzima- enzima con respecto enzima-
al sustrato sustrato al sustrato sustrato

o/o o/o o/o o/o

0.08 1.3 0.07 0.9

0.09 1.5 0.09 1.1

0.11 1.8 0.11 1.4

0.15 2.5 0.15 1.9

0.19 3.0 0.18 2.3

Dichas concentraciones fueron llevadas a un volumen de 50 ml con
agua destilada.

La seleccion de la cantidad de sustrato y de enzima, asi como la tem-
peratura, se calculé por el consumo de NaOH en miliequivalentes (mEq)
Para determinar el grado de hidrolisis se usé6 como criterio el sabor amargo
que presentan los hidrolizados, el que se acentiia en intensidad con el gra-
do de hidrélisis (12). Se tomaron muestras con grados de hidrélisis de
60/0 y 80/o para la enzima neutrasa, y de 80/0, 100/0 y 120/0 parala en-
zima alcalasa, con el fin de determinar el punto de minimo rechazo. Se
inactivaron las enzimas hasta un pH de 4.2, y se mantuvo el hidrolizado en
un bafio a temperatura controlada durante 30 minutos a 500C (15). Se
evalud el sabor en una prueba de opinion a nivel de laboratorio, de mues-
tras a las cuales se les adicioné 2.5 g de aziicar por cada 20 ml de hidroli-
zado liquido. La determinacién de la actividad residual de las proteasas
se llevd a cabo mediante el método modificado de Kimmel y Smith (19),
inactivandose los hidrolizados a un pH de 7 a 4.2 con 4cido citrico, para
definir el pH de inactivacion de las proteasas.

La afinidad del sustrato por la enzima (Km) se llevé a cabo a través de
un estudio cinético utilizando la ecuacién de Linewearver-Burk (20, 21),
a fin de obtener un grifico del inverso de la velocidad inicial de la reac-
cién (1/Vo) en contraposicion al inverso de la concentracién del sustrato
(1/S), y hallar asi, por interseccién con el eje de las abscisas, el valor in-
verso de la afinidad de la enzima con el sustrato (- 1/Km).
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Una vez obtenidos los parimetros optimos para la hidrélisis del con-
centrado proteinico de ajonjoli (temperatura, cantidad de enzima y sustra-
to, grado de hidroélisis y pH de inactivacion de 1a enzima) se produjeron los
hidrolizados siguiendo el esquema de la Figura 2, colocando el sustrato en
un balon de tres bocas con una capacidad de 1 1t. En este balon se colocod
el electrodo de un potencidometro digital Corning, Modelo 125, el aspa de
un agitador marca G. K. Heller (boca central), y en la tercera boca se
introdujo un termémetro y la punta de una bureta con NaOH 4M con el
fin de controlar y mantener constante el pH 6ptimo.
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AGUA
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S: 8% pH!T7T 8.8 %pH S
MEZCLA E: 0,19 % E: 0,18%
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VELOCIDAD IS0 180

FIGURA 2

Esquema del proceso de obtencion de los hidrolizados enzimaticos

Los hidrolizados obtenidos fueron secados en un liofilizador marca
Labconco, Modelo 12 y en un atomizador marca Anhydro, Modelo 3.52.
5001.

Los hidrolizados fueron identificados con tres letras: la primera, que
corresponde al hidrolizado mismo (H), la segunda se refiere a la enzima
usada (N, neutrasa y A, alcalasa), y la tercera, al tipo de secado (L, liofili-
zacion y A, atomizacion). Los andlisis proximales de harina, concentrado
e hidrolizados de ajonjoli se determinaron por los métodos descritos por
la AOAC (22) para humedad, proteinas, fibra, grasa y cenizas.

La solubilidad del nitrégeno en agua se determiné en la harina y en los
concentrados e hidrolizados de ajonjoli, utilizando la técnica descrita por
Franzen (23), preparindose suspensiones de las muestras en tubos de
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ensayo al 10/o, en agua destilada. Se mezclaron durante un minuto en un
vortex a una velocidad de cinco, y luego se centrifugaron durante 10 mi-
nutos a 2,000xG. Se determiné la cantidad de nitrgeno soluble en el
sobrenadante por el método del Microkjeldahl (22).

RESULTADOS Y DISCUSION
Composicion Quimica de Harina, Concentrado e Hidrolizados de Ajonjol{

Los valores promedio de la composicion quimica de harina, concentra-
do e hidrolizados de ajonjoli, se presentan en la Tabla 1. Se observa un
aumento en el contenido de proteinas del concentrado (72.80/0), y una
disminuciéon promedio de 80/o en los hidrolizados. Esta disminucién del
contenido de proteinas en el hidrolizado (66.70/0) se debi6 a que la hidré-
lisis del concentrado fue controlada a niveles por debajo del doptimo para
eliminar el sabor amargo del producto solubilizado. Los valores de hume-
dad, fibra y grasa disminuyeron en el proceso de obtencion del hidrolizado
en 450/0, 930/0 y 669/0, respectivamente, cuando se les compara con los
valores de la harina. Las cenizas disminuyeron en el concentrado, pero
aumentaron a un nivel idéntico al de la harina (13.20/0) en el proceso de
hidroélisis; esto lo explica la formacion de sales a causa de la adicién de
hidréxido de sodio y 4dcido citrico utilizados para la obtencion del hidro-
lizado. Los carbohidratos variaron de acuerdo a lo previsto, siendo mayor
su contenido en los hidrolizados, con un promedio de 16.20/o0, que en el
concentrado, 7.20/0, ya que en el proceso quimico de obtencion del alti-
mo se eliminan con el residuo.

El contenido de proteinas de la harina (47.30/0) coincide con el rango
sefialado para ajonjoli por diversos autores (2, 4, 24, 25). El concentrado
obtenido acusé6 un contenido de proteinas menor que el obtenido por
otros investigadores en variedades venezolanas (4, 26), siendo el contenido
promedio de proteinas de los hidrolizados de 66.70/o.

TABLA 1
COMPOSICION QUIMICA DE HARINA, CONCENTRADO E HIDROLIZADO
DE AJONJOLI
g/100 g muestra

Harina Concentrado HNL HAL HNA HAA

Proteina
(N x 6.25) 47.3 72.8 66.7 66.9 66.3 66.8

Humedad 6.0 5.2 3.5 3.2 3.1 3.3
Fibra 6.3 5.2 0.4 0.3 0.5 0.5
Grasa 0.6 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2
Cenizas 13.2 9.2 13.2 13.1 13.0 13.7
Carbohidratos

(por dif.) 26.6 7.2 16.0 16.2 16.9 15.6
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Rendimiento del Proceso

El rendimiento en peso en el proceso seguido para la obtenciéon del
concentrado fue de 250/0 tomando como base 100 g de harina de ajonjoli
con un rendimiento proteinico de 38.50/0. El rendimiento en el proceso
de hidrolisis y secado por liofilizacion fue de 140/o y 560/0;y en el de
secado por atomizacién, de 10.50/o0 y 420/0 tomando como base 100 g
de harina y 100 g de concentrado secos, respectivamente,

Optimizacion del Proceso Enzimdtico

En las Figuras 3, 4, 5 y 6 se aprecian grificamente los resultados obte-
nidos en la hidrélisis de las proteinas del concentrado de ajonjoli, donde
se mantuvieron constantes el pH, la concentracion de la enzima (1.25 g de
enzima/400 ml suspensién), y el tiempo de hidrélisis (1 hora), varidndose
las concentraciones del sustrato y las temperaturas. Al analizar los mili-
equivalentes (mEq) de NaOH consumidos por hora durante la hidrélisis
con neutrasa (Figura 3) se observa un valor miaximo a una concentracién
de 69/o0 de sustrato a todas las temperaturas estudiadas; se consiguié una
temperatura 6ptima cercana a 500C, tal como se hace evidente en la Figu-
ra 4. Por debajo del 60/c de sustrato, la enzima no estd siendo utilizada

©040°C 4-50°C

_. ° °
75- 45°C & 55°C

NaOH consumido (mEq/hora)

2.5, 1 i 1
2 49 6 8

Concentracion S (%)

FIGURA 3

Efectos de la concentracion del sustrato sobre la hidrolisis del concentrado proteinico
de ajonjoli a diferentes temperaturas. Enzima: neutrasa
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FIGURA 4

Efecto de la temperatura en la hidrolisis enzimitica del concentrado proteinico de
ajonjoli. Enzima: neutrasa

en su totalidad, mientras que a mayor concentracién de sustrato, se obtie-
ne igual cantidad de productos en el mismo tiempo (27). Al usar alcalasa,
el 6ptimo de concentracion de sustrato fue de 80/o (Figura 5), coincidien-
do con los resultados en la hidrolisis de proteinas de aislado de soya con
la misma enzima (12), con un rango de temperatura 6ptima alrededor de
580C (Figura 6).

El estudio cinético de la hidrdlisis enzimdtica revela que a medida que
se aumenta la temperatura aumenta la afinidad de la enzima por el sustra-
to; también se incrementa hasta un valor maximo cercano a la tempera-
tura optima seleccionada, para luego disminuir. Los valores de Km para
las enzimas neutrasa y alcalasa de detallan en la Tabla 2.

La concentracion de las enzimas se escogié como las cantidades ma-
ximas de enzimas estudiadas experimentalmente, que fueron 0.190/o para
neutrasa y 0.180/o para alcalasa. Esto daria una relacion enzima:susirato
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FIGURA 5

Efecto de la concentracion del sustrato sobre la hidrolisis del concentrado proteinico
de ajonjoli a diferentes temperaturas. Enzima: alcalasa

de 30/o y 2.30/o para neutrasa y alcalasa, respectivamente. Una vez
escogidos los pH, la concentracion del sustrato y la temperatura optima,
la variacion de la relacion enzima: sustrato hasta un 50/0 no permitid
observar variaciones en las propiedades funcionales y nutricionales de los
hidrolizados (13).

Determinacion del Grado de Hidrdlisis (G. H.)

Diversos autores en sus experiencias con hidrélisis enzimatica, han
observado que los hidrolizados obtenidos presentan un sabor amargo ca-
racteristico (9, 28-30).

Este hecho se evidencié también en los hidrolizados de ajonjoli, au-
mentando-el sabor amargo a medida que el grado de hidrolisis se incre-
mentaba (12). En vista de este inconveniente, se tomaron muestras con
G. H. de 60/0 (a 40 minutos de hidrolisis) y de 80/o (a 70 minutos) para
la enzima neutrasa, y de 80/o (a 30 minutos), 100/0 (a 50 minutos) y
120/o0 (a 75 minutos), para la enzima alcalasa. Luego se inactivaron las
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FIGURA 6

Efecto de la temperatura en la hidrolisis enzimatica del concentrado proteinico de
ajonjoli. Enzima: alcalasa

enzimas con acido citrico hasta un pH de 4.2, manteniéndose a 500C du-
rante 30 minutos (12). Mediante la adicion de azicar, en seguida se some-
tieron los hidrolizados a una prueba de opinion a nivel de laboratorio,
observindose que sé6lo el hidrolizado con alcalasa a 120/o0 G. H., presenta-
ba sabor amargo. Se escogio 80/0 G. H. en el caso de los hidrolizados con
neutrasa y 100/o G. H. para los hidrolizados con alcalasa para producir un
material con el mayor contenido de proteinas solubles que, al ser recons-
tituido bajo las condiciones descritas, no presenten sabor amargo.

Actividad Residual de las Proteasas

Los hidrolizados llevados a un pH de 4.2 resultaron ser muy acidos,
por lo que se estudié la actividad residual de las proteasas a un pH de 7 a
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TABLA 2
EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA AFINIDAD DE LA ENZIMA
POR EL SUSTRATO (Km)
Km (mg/ml)

ToC Neutrasa Alcalasa
40 9.37 6.58
45 11.54 -
50 29.82 10.44
55 23.33 18.75
60 - 26.85
70 - 21.54

4.2. Se encontrdé que al pH de 4.5 se llegaba a la total inactivacion para
ambas enzimas, y en la prueba organoléptica se observé que el sabor era
aceptable.

Solubilidad del Nitrogeno en Agua

La Tabla 3 ilustra los valores encontrados en la solubilidad del nitr6-
geno en agua, y se observa que las proteasas mejoraron la solubilidad de
las proteinas nueve veces con respecto a la harina, y 24 veces con respecto
al concentrado. Los hidrolizados deshidratados tuvieron una solubilidad
de nitrogeno de 850/0, aproximadamente. Ello es explicable, ya que al
romperse -los enlaces peptidicos disminuyen su peso molecular y pueden
ser solubilizados, permaneciendo dispersos en la solucion donde forman
enlaces tipo puente de hidrogeno con el agua, comprobindose asi que
los tratamientos enzimaticos mejoran la solubilidad del nitrégeno en agua

TABLA 3

SOLUBILIDAD DEL NITROGENO EN AGUA DE HARINA, CONCENTRADO,
E HIDROLIZADOS DE AJONJOLI

Muestra g/100 g nitrogeno
Harina 9.3 £0.22
Concentrado 3.5 +0.1¢
Hidrolizado neutrasa liofilizado 86.3 + 1.0b
Hidrolizado neutrasa atomizado 84.3 iO.Gb
Hidrolizado alcalasa liofilizado 85.3 +0.8P
Hidrolizado alcalasa atomizado 83.5 +0.6°

Los promedios que no presentan letras comunes alcanzan entre si diferencias significa-
tivas a un nivel de 959/0 de confianza,
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(30, 31). Ademas, una vez que se han hidrolizado las proteinas, las altas
temperaturas usadas en el secado por atomizacion no parecen influenciar
de manera apreciable la solubilidad de los hidrolizados obtenidos. Ello se
aprecia al observar que los valores obtenidos fueron muy cercanos entre
el resultante del secado por liofilizacion (86.30/0 y 85.00/0) y el secado
por atomizacion (84.30/0 y 83.50/0) para neutrasa y alcalasa, respectiva-
mente.

CONCLUSIONES

Los hidrolizados resultantes acusaron un contenido promedio de pro-
teinas de 679/0 en base hiimeda, indistintamente de la enzima usada o del
proceso de secado utilizado. El sabor amargo de los hidrolizados pudo ser
enmascarado con la adicion de azicar y dcido citrico, obteniéndose con
alcalasa 0.6L al 100/o de hidrdlisis, y con neutrasa al 80/o, un material
que no presenta sabor amargo.

El proceso en general mejora la solubilidad de las proteinas, lo que
permitiria su uso eventual en la preparacién de alimentos liquidos.

El estudio cinético demostr6 una mayor afinidad de la enzima por el
sustrato a temperaturas cercanas a 500C al usar neutrasa, y 600C, alcalasa.

SUMMARY

ENZYMATIC MODIFICATION OF PROTEINS OF COMMERCIAL SESAME
(Sesamum indicum, L.) MEALS

Sesame (Sesamum indicum, L.) is one of the most important oilseed crops in
Venezuela. However, the low solubility of the flour made of commercial meals does
not allow its use in the preparation of fluid foods,

To solve this situation, the alternative of solubilizing the sesame proteins by an
enzymatic method, using commercial proteases, was studied. Hydrolisis was carried
out with two types of bacterial proteases: neutrasa 0.5L, and alcalase 0.6L.

Basically, the process consisted of milling and sieving the sasame cake (60 mesh),
concentrating the proteins by solubilizing them at a pH of 9.5, and then precipitating
at a pH of 4.5. Proteins were hydrolyzed by an enzymatic method, and the
hydrolysates freeze-dried and spray-dried.

Optimal conditions of hydrolysis using neutrase 0.5L at a pH of 7 were: 69/0
substrate concentration, 30/o enzyme:substrate ratio, temperature 500 * 10C, and
hydrolysis degree of 80/o. When alcalase 0.6L was used at a pH of 8, optimal condi-
tions were: 80/o substrate concentration, 2.30/o enzyme:substrate ratio, tempet-
ature 580 £ 10C, and hydrolysis degree of 100/o.

The enzyme affinity (Km) was best at temperatures near the optimal temperature
for the hydrolysates.

Dried hydrolysates had protein values which ranged between 66.39/o and 66.9°/0
and a nitrogen solubility in water, of approximately 859/o.

Hydrolysis yields referred to the concentrate dried mass were 420/o for the
atomized hydrolysate, and 5690/o for the freeze-dried one.

In conclusion, the enzymatic hydrolysis process improved the nitrogen solubility
in water of the sesame proteins.
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