R

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA

MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

. AJONJOLI
(Sesamum indicum [ ) EN PRODUCTOS ALIMENTICIOS »

TESIS
Que como parte de Jos Tequisitos para obtener e] Grado de
MAESTRO EN CIENCIAS

Presenta:
Alicia Cano Medina

Dirigido por:
M.C. Eleazar M. Escamilla Silva

SINODALES
r C
Presidente Fi?& -
Dra. Elvira Gonzélez de Mejia e, /(e M .
Secretario ” Firma
2\
Dra. Martha O. Martin Polo

Vocal -

i:'» : 1! \8& &

) i ity
Q.M. José Wercdd Esparza Uribe M.C. Issac Silva Barrén
Directovdella Facultad de Quimica Director de Estudios de Posgrado

CENTRO UNIVERSITARIO
QUERETARO, QRO.
MEXICO



No Adg_ 555 7.2 | "-’

No. Thulo

Clas. SA?. 752
C 29272
/295 !




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA
MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

« PERSPECTIVAS DE APLICACION PARA LA PROTEINA DE AJONJOLI
(Sesamum indicum L ) EN PRODUCTOS ALIMENTICIOS ”

TESIS
Que como parte de los requisitos para obtener el Grado de
MAESTRO EN CIENCIAS

Presenta:
Alicia Cano Medina

Dirigido por:
M.C. Eleazar M. Escamilla Silva

SINODALES >

MLC. Fleazar M. Escamilla Si

Presidente

Fiﬁ . ’.
Dra. Elvira Gonzilez de Mejia —7 W A, f(é M«-\,
Secretario Firma
2

Dra. Martha O. Martin Polo

Vocal /Fﬁl
1y
Suplente ’ fﬁéna
mﬂ%@ﬁbﬂm— @\N\Q ?CU&V\OV badr
11P ;_e// \Q@a

} |

X Z2NR Y
Q.M. José ercdd Esparza Uribe
Director.de'la Facultad de Quimica

M.C. Issac Silva Barrén
Director de Estudios de Posgrado

CENTRO UNIVERSITARIO

QUERETARO, QRO.






El sitio de trabajo para esta tesis fue el Instituto Tecnolégico de Celaya, en el Laboratorio de
Investigacién y Desarrollo del Depto. de Ingenierfa Quimica (rea de quimica pesada), Lab. de
Alimentos, Lab. de Analisis Industriales y Lab. de Investigacion en I\{icrobiologia y Analisis de

Alimentos.



AGRADECIMIENTOS

De manera particular y sincera, agradezco a las siguientes personas que dedicaron su tiempo y

experiencia en el mejoramiento de este trabajo.

Martha Martin, Elvira Gonzilez, Ana Paulina Barba, Tere Flores y Eleazar Escamilla.

Agradezco también la colaboracién y el apoyo que durante el desarrollo del trabajo, prestaron

las siguientes instituciones:

- UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO, Facultad de Quimica
- INSTITUTO TECNOLOGICO DE CELAYA, Departamento de Ingenierfa Quimica
- CINVESTAV (Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados, Unidad México)
- CINVESTAYV (Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados, Unidad Irapuato)
- ICIDCA (Instituto Cubano de Investigacién de Derivados de la Cafia de Azicar)

™ & CIAD (Centro de Investigacién en Alimentos y Desarrollo) W8
- CEACA (Centro de Estudios Académicos sobre Contaminacién Ambiental, UAQ)
- CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia)

Por la confianza otorgada para llevar a cabo este proyecto y la ensefianza adquirida, GRACIAS

Ing. Escamilla.

acm



DEDICATORIA

Con carifio a:
Alicia y Jesiis, mis papés

Miguel, Imelda y Rubén, mis hermanos

Por contar con su amistad...

MPMB, NMG, MGM, PAM, DJJ
MBFL, BEME, FFL, CPAL, AVG, HHE
NUH, MGSC, RLD, FJAJ, DPA, MRCG, JLRMG, RDVD
PSR, MSBM, MVHR, MRMS, JLRT, NRG
PGC, RAAG, JRM, CPP, LSF, MGMT o
HGRM, AEB, HPC, OGG, ARB, NCR
Dn. Gil

Katihuzca y Sara

Angeélica y Rosy



INDICE

Pag.

INDICE DE TABLAS 1
INDICE DEq FIGURAS 11

I RESUMEN 1
II INTRODUCCION 2
III REVISION DE LA LITERATURA 4
A. Generalidades de la semilla de ajonjoli 4

1. Aspectos histéricos 4

2. Estructura macroscdpica 4

3. Factores agronémicos y ambientales 5

4. Cosecha y almacenamiento ) 8

5. Produccién , 9

6. Utilizacién 11

B.'El interés de los compuestos quimicos del ajonjoli 13

1. Aceite 13

2. Proteina 15

2.1 Caracterizacion 15

2.2 Aporte de aminodcidos 16

2.3 Digestibilidad | ST

2.4 Relacion de eficiencia proteinica (PER) 18

2.5 Evaluacién en nutricion humana 19

2.6 Funcionalidad 20

3. Carbohidratos 21



4. Vitaminas y mineraies
4.1 Biodisponibilidad de calcio
4.2 Importancia del selenio

5. Factores antinutricionales
5.1 Acido oxdlico
5.2 Acido fitico
5.3 Selenio
5.4 Fibra cruda
5.5 Inhibidores de tripsina

C. Estudio sobre la extraccién de proteinas de ajonjolf

1. Métodos generales de extraccién
1.1 Efecto quimico de los tratamientos térmicos y alcalinos sobre las
proteinas

2. Optimizacion del método de extraccién de la proteina

3. Purificacién

IV JUSTIFICACION DEL PROBLEMA
A. Escasez en el mundo de fuentes alimentarias e
B. Importancia de la proteina de ajonjoli
C. Obtencidn de la proteina de ajonjolf a partir de subproductos de industrias

aceiteras

V HIPOTESIS
A. Hipétesis nula

B. Hipbtesis alternativas

VI OBJETIVOS
A. Objetivo general

B. Objetivos especificos

7

Pag.
21
21
25
25
26
27
27
28
29
29
30

32
34
37

39
39
39
40
41
41
41

42

42



VII MATERIALES Y METODOS
A. Materiales
1. Materia prima
2. Reactivos quimicos
B. Métodos
1. Obtencién preliminar de la proteina de ajonjoli bajo diferentes
condiciones
1.1 Acondicionamiento de la materia prima
1.2 Recuperacion de la proteina a nivel laboratorio
2. Analisis de la proteina mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC)
2.1 Principio de la técnica .
2.2 Procedimiento del andlisis por calorimetria diferencial de barrido
3. Recuperacién de la proteina a nivel semipiloto
4. Analisis quimico proximal
5. Estudio fisicoquimico y funcional de la proteina de ajonjoli
5.1 Analisis fisicoquimico
5.1.1 pH
5.1.2 Densidad a granel
5.1.3 Poder caldrico
5.1.4 Lisina disponible
5.2 Propiedades funcionales
5.2.1 Absorcion de agua y aceite
5.2.2 Digestibilidad in vitro
5.2.3 Gelificacion
5.2.4 Solubilidad
5.2.5 Viscosidad
5.2.6 Actividad y estabilidad emulsificante
5.2.7 Capacidad vy estabilidad de la espuma formada

43
43
43
43
44

44
44
44

46
46
47
48
49
49
49
49
49
49
51
52
52
52
53
54
54
54



6. Identificacién de compuestos antinutricionales mediante técnicas in
vitro
6.1 Inhibidores de tripsina
6.2 Hemaglutininas
6.3 Acido fitico
7. Determinacién de metales por absorcién atémica
7.1 Calcio, arsénico y plomo
7.2 Selenio y mercurio
8. Evaluacién microbiolédgica
8.1 Cuenta estdndar total
8.2 Hongos y levaduras
8.3 Coliformes
9. Elaboracién de yogurt suplementado con proteina de ajonjoli
10. Analisis sensorial
10.1 Evaluacién preliminar
10.2 Disefio del estudio sensorial -
10.2.1 Prueba de hipétesis
10.2.2 Tipo de prueba sensorial v v

VIII RESULTADOS Y DISCUSION
1. Obtencién preliminar de la proteina de ajonjoli bajo diferentes
condiciones
a. Acondicionamiento de la materia prima
b. Recuperacién de la proteina a nivel laboratorio
2. Anilisis de la proteina mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC)
3. Recuperacién de la proteina a nivel semipiloto

4 Analisis quimico proximal

/

Pag.

55
55
56
58
59
59
59
61
61
61
61
61
62
62
62
62
64

67

67
67
67

67
74
75



4

Pag.

5. Propiedades fisicoquimicas y funcionales de la proteina de ajonjoli 75

a. Gelificacién ' 80

b. Solubilidad 82

c. Viscosidad 84

d. Actividad y estabilidad emulsificante 88

e. Capacidad y estabilidad de la espuma formada 94

6. Compuestos antinutricionales 96

a. Inhibidores de tripsina 96

b. Hemaglutininas 98

c. Acido fitico 98

7. Deteccién de metales pesados 98

8. Evaluacién microbiolégica 99

9. Elaboracién de yogurt 102

10. Analisis sensorial 102

IX CONCLUSIONES - 105
X PERSPECTIVAS FUTURAS 107

XI BIBLIOGRAFIA * ' 108 >



INDICE DE TABLAS

10.

11.

Superficie, rendimiento y produccién de ajonjoli en el mundo en 1976 y 1991

(FAO, 1977; 1991).
Produccién de ajonjoli en México (INEGI, 1990; SARH, 1991, 92).
Propiedades del aceite de ajonjoli (Lyon, 1972).

Contenido de aminoicidos esenciales en cinco variedades de ajonjoli (Evans y

Bandemer, 1967).

Lista de carbohidratos presentes en la semilla de ajonjoli (Wankhede y

Tharanathan, 1976).

Composicién nutricional complementaria de la semilla de ajonjoli (Kik,

1955).
Solubilidad de-{a proteina de ajonjoli en soluciones acuosas (Taha et al., 1987).

Solubilidad de las proteinas de ajonjoli en soluciones alcalinas (Taha et al.,

1987).

Condiciones del proceso de obtencién de la proteina de ajonjoli a partir de

harina desengrasada.

Método resumido para la determinacién de inhibidores de tripsina (Kakade,

1974).

Condiciones de lectura por absorcién atdémica para metales pesados (Perkin-

Elmer, 1982).

Pag.

4

10

12

14

17

22

23

35

36

45

60



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Formulaciones del yogurt elaborado.

Temperaturas y entalpia de transicién de los concentrados proteinicos de

ajonjoli bajo diferentes condiciones de obtencién.
Composicién quimica de los productos de ajonjoli y el aislado de soya.

Propiedades fisico-funcionales del concentrado proteinico de ajonjoli y del
aislado d&'soya.

Comparacién de gelificacién entre el concentrado proteinico de ajonjoli y el
aislado de soya en funcién del pH.

Compuestos antinutricionales en muestras de ajonjoli.

Presencia de metales pesados en las muestras de ajonjoli y en el aislado de

soya.

Calidad microbiolégica de las muestras de ajonjoli y del aislado de soya.

Resultados estadisticos del analisis sensorial de yogurt.

69

76

77

81

97

100

101

104



INDICE DE FIGURAS

. Estructura macroscépica del ajonjoli (Vaughan, 1970).

. Efecto del pH sobre la extraccién de materiales nitrogenados a partir de

harina desengrasada de ajonjoli con solucidén de cloruro de sodio al 10 %

(Okubo et al., 1979).

. Perfil de solubilidad de la proteina de ajonjoli en soluciones acuosas a

diferente pH (Guerra y Park, 1975).

. Efecto de algunos factores sobre la extraccién de proteinas de ajonjoli (Cano-

Medina, 1992).

. Termogramas representativos del analisis de calorimetria diferencial de

barrido de la proteina de ajonjoli (secado por liofilizado).

. Termogramas representativos del analisis de calorimetria diferencial de

barrido de la proteina de ajonjoli (secado por aspersidn).

. Pertil de solubilidad de la proteina de ajonjoli y de la proteina de soya al 1 %,

en funcidn del pH a temperatura ambiente.

. Perfil de viscosidad de la proteina de ajonjoli y de la proteina de soya a pH 7,

25 °C.

. Perfil de viscosidad de la proteina de ajonjoli en funcién del pH, 25 °C.

10. Perfil de viscosidad de la proteina de soya en funcién del pH, 25 °C.

iii

Pag.

I

31

33

38

70

71

83

85

86

87



11

12

13.

14.

Actividad y estabilidad de emulsién del concentrado de ajonnjoli y el aislado de

soya en funcién de la concentracién de proteina y del pH.

Actividad y estabilidad de emulsién del concentrado de ajonjoli y el aislado de
soya en funcién de la concentracién de proteina y de la concentracion de

aceite.

Actividad y estabilidad de emulsién del concentrado de ajonjoli y el aislado de

soya en funcién del pH y de la concentracidn de aceite.

Capacidad y estabilidad de espuma del concentrado de ajonjoli y el aislado de

soya en funcién del pH y de la concentracién de proteina.

90

91

93

95

iv



I _RESUMEN

En México existen regiones que son aptas para el cultivo de diferentes granos y semillas, entre
los cuales se encuentra el ajonjoli. El cultivo del ajonjoli principalmente se aprovecha en la
produccién de aceite comestible y el subproducto generado normalmente se destina al
consumo animal, o en ocasiones es motivo de contaminacién. Para aprovechar este
subproducto (pastas residuales) en la alimentacién humana, se planteé una estrategia que
permite darle otra aplicacidén, ya que se caracteriza por un buen aporte de aminoacidos
esenciales.

Se trabajé con harina desengrasada por prensado a la que se le disminuyé el aceite
residual con solvente y a partir de la harina obtenida se hicieron diferentes extracciones de
proteina en medio acuoso. Los extractos que se obtuvieron se secaron por dos métodos:
liofilizado y aspersién. A través de un analisis por calorimetria diferencial de barrido, se
selecciond la extraccion con menor nivel de desnaturalizaciéon de la proteina debido al
procesamiento y se le determinaron propiedades funcionales. Se estimé la calidad
‘microbiolégica y toxicolégica de la muestra proteinica obtenida y se elaboré un producto
alimenticio (yogurt) adicionado con dicha muestra. Finalmente se llevé a cabo un anilisis
sensorial de tipo afectivo para determiinar la aceptacién del yogurt elaborado.

El método seleccionado para obtener la proteina con un menor grado de
desnaturalizacién (segun el amdlisis térmico y costeable) fue la extraccién a pH 9 sin
precipitacién isoeléctrica, sin neutralizacién y secado por aspersién. La temperatura de
desnaturalizacién que se registré fue de 124.5 °C comparable a la de avena y soya. El
contenido de proteina en la muestra fue de 51.5 %, por lo que se clasific6 como un
concentrado proteinico. Los resultados de funcionalidad fueron satisfactorios al compararse
con un aislado comercial de soya y los ensayos de factores antinutricionales no mostraron
resultados de riesgo. El analisis sensorial indic una aceptacién generalizada entre los jueces, ya
que el concentrado proteinico no alterd el sabor del yogurt y tampoco generé cambios
desagradables en la consistencia del mismo. De acuerdo a los resultados obtenidos, se establece
que el aprovechamiento de pastas residuales de ajonjoli se puede enfocar hacia la obtencién de
concentrados o aislados proteinicos, siendo éstos una alternativa de aplicacién en alimentos

por sus caracteristicas de funcionalidad y aceptacion por consumidores potenciales.



II INTRODUCCION

La semilla de ajonjoli (Sesamum indicum L.) es una oleaginosa que pertenece a la familia de las
Pedaliaceas y que es caracteristica de regiones tropicales y subtropicales. En nuestro pais la
variedad de climas y suelos permite el desarrollo de cultivos como éste, siendo los principales
estados productores Sonora, Michoacin, Jalisco, Oaxaca, Veracruz y Sinaloa.

Este cultivo ha sido considerado como una fuente de aceite comestible de gran valor, ya
que contiene alrededor del 40 % de 4cido oleico, 40 % de 4cido linoleico y casi el 1 % de 4cido
linolénico; ademds, se caracteriza por componentes antioxidantes que le dan una buena
estabilidad. Asimismo, el contenido y la calidad de la proteina, 'hacen del ajonjoli una
alternativa para el aprovechamiento de este componente nutritivo a partir de las pastas
residuales derivadas de la extraccién del aceite (Lyon, 1972).

El porcentaje de proteina en la harina desengrasada (< 1 % de aceite), es alrededor del
60 % y se considera de buena calidad por su valor de digestibilidad (> 80 %) y su contenido de
aminoacidos azufrados como metionina y cistina (Villegas et al., 1968). No obstante, la lisina
es el aminodcido que limita la calidad de la proteina de ajonjoli, ya que su contenido oscila
entre 2.5 y 3.0 %, en comparacién con la referencia de la FAO que es alrededor del 4.2 %. Sin
eémbargo, en otras investigaciones la suplementacién con este aminodcido en dietas a base de
proteina de ajonjoli para roedores (ratas), permitié aumentar la relacién de eficiencia
proteinica hasta un valor de 2.9 (Joseph et al., 1962).

En cuanto a su caracterizacién, la proteina de ajonjoli presenta fracciones con pesos
moleculares entre 17,000 y 51,000 daltones, las que han sido determinadas mediante técnicas de

electroforesis (Guerra y Park, 1975).
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Uno de los inconvenientes de interés en la semilla de ajonjoli es la cantidad de 4cido
oxalico que presenta en la cascarilla, siendo éste el responsable de um color no “deseable y un
ligero sabor amargo. Para resolver este problema se tiene en consideracién el empleo de
métodos de descascarillado, ya sean en forma quimica o mecanica (Johnson et al., 1979). Otros
compuestos indeseables que pueden estar contenidos en el ajonjoli son los alergénicos que,
como en la mayoria de las plantas, le pueden ser ttiles en su etapa de desarrollo. No obstante,
se descarta la presencia de factores antinutricionales como inhibidores de tripsina (Rastogi et
al., 1962).

Debido a las caracteristicas notables que presenta el ajonjoli y particularmente por las

.
cualidades de su proteina, se han llevado a cabo varios estudios en los que se avala el empleo de
aislados proteinicos como fuente no convencional y suplementaria en alimentos para el
hombre, teniendo en cuenta que en el mundo existen severos casos de desnutricién y que en
un futuro el aprovechamiento de proteinas vegetales pueda solventar los problemas originados
por la escasez de alimentos convencionales ricos en proteinas que hasta el momento estan
siendo explotados.

El objetivo del presente estudio es la obtencién de la proteina de ajonjoli y su
aplicacién en un producto alimenticio. Se plantea la determinacién de un método para extraer
la proteina con el menor grado de desnaturalizacién posible y el andlisis correspondiente de
caracter antinutricio, microbiolégico y funcional de la proteina. A partir de lo anterior se

: o : ,
espera confirmar las bases para proponer al ajonjoli como una fuente importante de proteina

vegetal que sea utilizada como suplemento nutricional o aditivo en alimentos.

Ll
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III_REVISION DE LA LITERATURA

A. Generalidades de la Semilla de Ajonjoli.

1. Aspectos historicos.
El ajonjoli (Sesarnum indicum 1.) es un miembro del orden Turbiflorae y de la familia
Pedaliaceae, que comprende 16 géneros y algunas 60 especies de las cuales se han descrito 36
en el fndice Kewensis, siendo tal vez, la oleaginosa més antigua conocida por el hombre
(Weiss, 1983).

Existen evidencias arqueolégicas que indican que el ajonjoli se cultivé en Palestina y
Siria hacia el afio 3000 a.C. y en las civilizaciones de Babilonia hacia el afio 1750 a.C. (Nayar
y Mehra, 1975). Durante los viajes de Marco Polo alrededor del afio 1298, también hubo
algunas evidencias de la existencia del ajonjoli, ya que él mismo tuvo la oportunidad de
observar a los Persas utilizar el aceite de ajonjoli como aceite comestible, en unturas para el
cuerpo, en medicina, iluminacién, cosmetologia y en lubricacién de maquinaria primitiva
(Johnson et al., 1979).

A este cultivo se le ha dado el nombre de "el rey de los cultivos oleaginosos”, debido
al alto rendimiento (57 %) y calidad del aceite, asi como a los beneficios de la semilla misma

y de la harina que se extrae de ella (Lyon, 1972).

2. Estructura macroscopica.
La semilla de ajonjoli es pequeiia, con forma de pera y tiene de longitud entre 2.5 y 3.0 mm,

con 1.5 mm de ancho aproximadamente. Mil de estas semillas llegan a pesar entre 2y 4 g, y



son de color obscuro, café o blanco, con superficie uniforme o ligeramente jaspeada.
Mediante una seccién transversal de la semilla, se localizan acanalamientos en la testa, una
porciéon de endosperma a continuacidn, y en seguida la seccién embrionaria con

prominentes cotiledones (Figura 1).

Testa. La epidermis externa consiste en una capa sencilla de células que tiene un didmetro
transversal entre 30 y 40 u con paredes unidas radialmente. Estas células estan alejadas de las
que se encuentran en los canales de la testa y contienen cristales de oxalato de calcio
encapsulados, los cuales en ocasiones se desintegran en el mismo sitio.

El resto de la testa o cascarilla, consiste de dos capas delgadas con algunas células
aplanadas que contienen pequefios cristales de oxalato de calcio. Existe también una
"membrana amarilla" con un grosor aproximado de 10 y, la cual es probablemente una

cuticula que une a la testa con el endosperma.

Endosperma. Segtin la posicién, el endosperma consiste de dos a cinco capas de células en su
grosor. Las células del parénquima estan compuestas por pequefias gotas de aceite y granos

de aleurona sin inclusiones visibles.

Embrién. En la epidermis interna existe una capa simple de células limitadas sobre la

superficie interna del cotileddn. El resto del cotileddn consiste de células isodiamétricas, las

cuales contienen gotas de aceite y granos de aleurona con inclusiones (Vaughan, 1970).

3. Factores agrondmicos y ambientales.
El cultivo de ajonjoli crece bien sobre una variedad de suelos, siendo mas prospero en

aquéllos que son moderadamente fértiles y con disponibilidad de desagiie.
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Figura 1. Estructura macroscopica del ajonjoli. A: testa (t), endosperma (es) y cotiledén
(cot); B-F: vistas de la semilla; G: epidermis de la testa con cristales (e), células de la testa con

oxalato de calcio (s.e.), endosperma (es) y epidermis del cotiledén (cot-e). (Vaughan, 1976).



Al parecer la estructura y la composicién de los suelos son de importancia secundaria
comparadas con la capacidad de retenimiento del agua, de esta manera la planta_es
extremadamente susceptible a periodos cortos de inundacién en cualquier etapa de su
desarrollo.

La impermeabilidad de los suelos bajos no es adecuada para el cultivo, ni tampoco la
salinidad que en algunos es caracteristica. El ajonjoli es extremadamente susceptible a la
salinidad, y en concentraciones de sales que tienen poco efecto sobre cultivos como el
algodén, éstas son drasticas para el cultivo del ajonjoli (Yuosif et al., 1972). Es preferible la
neutralidad de los suelos y aunque se han obtenido buenos resultados en tierras ligeramente
jcidas o alcalinas, el ajonjoli no es muy préspero en este tipo de suelos (Weiss, 1983).

Por otra parte, las pricticas del cultivo se llevan a cabo en ireas pequeflas y con
métodos y herramientas sencillas; la produccién comercial es relativamente reciente y los
mayores problemas que se tienen son la madurez irregular de las vainas y la caida de la
semilla antes de la cosecha, por lo que se dificulta la recoleccién mecanica. Este es un factor
que le resta importancia al cultivo en comparacién a otras semillas, pero la introduccién de
otras variedades mejoradas, puede solventar el problema.

El efects de la variedad sobre el tipo de semilla y el rendimiento, tiene una variacidén
con la localidad en que se siembre, por tal motivo cuando se planean cultivos a gran escala,
es importante llevar a cabo pruebas para determinar las interacciones entre esos factores. Las
condiciones de germinacion marcan temperaturas altas siendo tolerables hasta los 32;:‘°C,
mientras que por debajo de los 10 °C, este proceso se inhibe. La aplicacién de fertilizantes
sobre suelos de fertilidad baja a moderada, incrementa la tasa de crecimiento y en general el

vigor de los brotes (Weiss, 1983).



Los mayores rendimientos de ajonmjoli se obtienen bajo ciertas condiciones de
irrigacidén en zonas aridas donde el clima es-seco y los rayos solares son.-indispensables;
ademas la humedad reducida de esas areas, desfavorece la proliferacién de ciertos hongos.

El ajonjoli se considera basicamente de regiones tropicales y subtropicales, pero su
extensidén en zonas templadas se podria realizar si se cuenta con variedades mejoradas. El
efecto de la variacién de los fotoperiodos sobre el crecimiento y la floracién se ha estudiado
ampliamente por ser otro de los factores que mas afecta al rendimiento (Weiss, 1983).

La resistencia a la sequia es una de las principales ventajas que presenta el ajonjoli, ya
que su cultivo se puede planear en zonas aridas obteniéndose buena calidad de la semilla. Sin
embargo, el granizo y los fuertes vientos afectan el cultivo ocasionando cuantiosas pérdidas

(Weiss, 1983).

4. Cosecha y almacenamiento.

Los cultivos de ajonjoli se encuentran listos para la cosecha normalmente durante los 80 y
150 dias después de la siembra. En la madurez, las hojas y los tallos cambian de verde a
amarillo torndndose a rojizas. Es esencial que los tallos se corten antes de que las vainas
maduren evitando pérdidas de la semilla en el campo y posteriormente, segun las practicas
de algunos paises, se forman apiladeros en el campo para que la planta alcance su madurez y
se pueda llevar a cabo el desgranado en forma manual. En otros casos, la introduccién de
variedades mas resistentes al quebrado puede permitir el empleo de maquinaria durante la

cosecha.
El rendimiento de la semilla fluctia entre pocos cientos hasta los 3000 kg/ha

dependiendo del sistema de labranza practicado. Una vez realizada la cosecha, las labores de



almacenamiento atraen pocos problemas si la semilla se encuentra en condiciones de
limpieza y humedad; sin embargo, cuando alcanza elevadas temperaturas o se contamina con
otros materiales, el aceite pierde sus caracteristicas de calidad (Weiss, 1983).

Los métodos de almacenado varian y los principales inconvenientes que se presentan
son el ataque por algunos insectos y animales domésticos. El almacenamiento de la semilla
en buen estado se obtiene con un 50 % de humedad relativa y 18 °C, estas condiciones

evitan el germinado en los primeros 12 meses de almacenado (Weiss, 1983).

5. Produccién.
Durante 1971 la produccién mundial de ajonjoli fue alrededor de 1.5 x 10° tons, siendo los
principales paises productores: China, Taiwan, India y México, asi como algunas regiones de
Africa y América Latina (Smith, 1971a). Durante ese tiempo la mayor parte de la semilla se
consumia en el pais que se producia, ya que menos del 5 % de la produccién mundial se
destinaba al comercio de exportacién (Lyon, 1972).

En 1976 la produccién a nivel mundial se elevé a 1.9 x 10° tons en una superficie de
6.4 x 10° has, con un rendimiento de 307 kg/ha (Tabla 1). En ese mismo afio, la India dedicé
la n;ayor superficie para el cultivo de ajonjoli obteniendo rendimientos bastante bajos; sin
embargo, fue el pais que aportd el 21.4 % de la producciéon mundial, seguido por China y
Sudén, siendo éste tltimo el mayor exportador (EI Tinay et al., 1976).

Principalmente el ajonjoli crece en las regiones menos desarrolladas de Asia, el
Mediterrineo y América del Sur. Entre esos afios la produccién mundial se estimé en 2 x

10° tons anualmente, colocando al ajonjoli dentro del grupo de las oleaginosas con mayor

produccién (FAO, 1977; U.N., 1974).



Tabla 1. Superficie, rendimiento y produccién de ajonjoli en el mundo en 1976 y 1991.

Superficie | Rendimiento | Produccién | Produccién
Pais (1,000 has) (kg/ha) (1,000 tons) (%)
India 2,300 183 420 21.4
2,611 306 800 331
China 902 426 384 19.6
751 667 500 20.6
Sudan 798 332 265 13.5
538 180 97 4.0
Birmania 741 186 137 7.0
México 240 450 108 5.5
90 532 48 2.0
Nigeria 230 304 70 3.6
250 280 70 2.9
Etiopia 160 438 70 3.6
62 581 36 1.5
Venezuela 140 443 62 3.2
80 500 40 1.7
Uganda 130 320 42 2.1
125 504 63 2.6
Afganistan 43 930 40 2.0
46 522 24 1.0
Continente
Asia 4,316 274 1,182 60.2
4,896 366 1,791 73.9
Africa 1,607 342 549 28.0
i 1,370 338 463 19.1
Ameérica del Sur 182 486 89 4.5
110 532 58 2.4
América Central 269 512 137 7.0
América del Norte 1 706 1 0.1
Europa 9 407 4 0.2
1 818 1 0.04
Mundial 6,384 307 1,962
6,590 368 2,424
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(FAO, 1977; 1991).



Para 1991 la produccién mundial ascendid a casi 2.5 x 10° tons, y en la misma Tabla

-—-—se-muestra la aportacién de cada pais, asi como su variacién con respecto a 1976. .

En Mexico, la producciéon de ajonjoli se concentra en los estados de Sonora,
Guerrero, Michoacan, Baja California, Oaxaca, Sinaloa, Veracruz y Jalisco. En la Tabla 2 se
muestra la produccién de ajonjoli que se tiene en el pais a partir de 1983 y hasta 1991, la cual
se ha reducido debido a la disminucién de superficies que se destinan a este cultivo,
probablemente debido a la falta de atencién para incorporarlo en la dieta mexicana o porque
con la produccién actual se abastecen las necesidades de consumo del pais.

En los afios de 1992 y 1993 el total de siembra de ajonjoli a nivel nacional fue de 996
y 539 tons respectivamente, existiendo una variacidén del 45.9 %, mientras que el total de

cosecha fue de 37,148 y 20,987 tons con una variacién del 43.5 % (INEGI, 1993).

6. Utilizacion.
El ajonjoli descascarillada por ser una semilla pequefia, de sabor poco dulce y oleaginosa,
tiene un uso directo en los alimentos de varios paises Orientales (Arthur y Volkert, 1950).
Es ingrediente en sopas, carnes y en combinacién con cacahuate se prepara una pasta que se
conoce con el nombre de tachini (tahena). Otro dulce llamado halvah (halwa) que es
caracteristico de Grecia, se hace a base de tachini, azicar, albimina de huevo, gelatina y jugo
de raiz de Panama (Riedel, 1975).

Ademis de que forma parte de la confiteria de varios paises, el ajonjoli se incluye en
botanas consideradas como nutritivas (Mekongsee y Swatditat, 1974). Sin embargo, el
mayor uso que tiene la semilla de ajonjoli es la obtencién de su aceite de remarcable calidad

(Johnson et al., 1979).
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Tabla 2. Produccién de ajonjoli en México.

Superficie cosechada | Produccion | Rendimiento
Afio (has) (tons) (ton/ha)
1983 164,461 86,769 0.528
1985 142,031 71,607 0.525
1986 100,000 56,000 0.560
1987 85,000 48,000 0.565
1988 136,000 59,000 0.434
1990 + 110,432 59,864 0.542
1991 + 72,104 37,000 0.513

Fuente: Anuario estadistico de los Estados Unidos Mexicanos (1987, 89).

Agenda estadistica INEGI (1990).
+ Direccién-general de estadistica, S.A.R.H. (1991, 92).



B. El Interés de los Compuestos Quimicos del Ajonjoli.

1. Aceite.

La cantidad de aceite que posee la semilla de ajonjoli varfa entre 45 y 63 % dependiendo de la
variedad. Las propiedades de este componente se enlistan a continuacién (Tabla 3) y son las
reportadas en los métodos oficiales de la AOCS (American Oil Chemists” Society) (Lyon,
1972).

Los acidos grasos que prevalecen en el aceite de ajonjoli son el icido oleico y
linoleico (40%), el contenido de 4cido palmitico es de un 7 a 12 % y existe menos del 1 % de
acido linolénico (Lyon, 1972). Muchas de las propiedades especiales del aceite se deben a la
presencia de sesamina en cantidades de 0.4 a 1.1 %, 0.3-0.6 % de sesamolina y trazas de
sesamol (Beroza y Kinman, 1955). Estos compuestos son antioxidantes efectivos que
mantienen la calidad del aceite y de algunas grasas (Moore y Bickford, 1952). Durante la
segunda guerra mundial se descubrié el poder sinergista del aceite de ajonjoli con los
piretroides y algunos otros insecticidas (Eagleson, 1970).

Otras caracteristicas de este aceite son los pigmentos que contiene, los cuales se han
detectado en longitudes de onda maxima de 665 y 670 nm y se denominan feofitin A y
feofitin B (Daghetta et al., 1967). Por otra parte, los compuestos aromaticos son fracciones
fendlicas y carbonilicas, la mayoria de ellas aldheidos de 5 y 9 carbonos o cetonas derivadas
de furanos y pirroles (Yamanishi et al., 1968).

Debido a sus propiedades, el aceite se utiliza como aceite de cocina, en la elaboracién
de margarinas y mantequillas, como base lipidica para jabones, en farmacéutica y en

insecticidas (Johnson et al., 1979).



Tabla 3. Propiedades del aceite de ajonjoli.

Propiedad Valor
Gravedad especifica 25/25 °C 0.918-0.926
Indice de yodo 104-118
Indice de refraccién 25 °C 1.472-1.474
Indice de saponificacién 187-193
Materia insaponificable (%) <1.8
Acidos grasos saturados (%) 12-15
Acidos grasos insaturados (%) 80-87
Titulo (°C) 20-25

(Lyon,1972).
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2. Proteina.

El contenido de 'proteina en la semilla de ajonjoli integral oscila entre un 17 y 32 %
dependiendo de la variedad, una vez que la semilla es desengrasada, la harina resultante
contiene alrededor del 60 % de proteina que puede ser muy bien aprovechada por sus

propiedades nutricionales (Lyon, 1972).

2.1 Caracterizacién.

A partir del gran nimero de trabajos que se han realizado para determinar la separacién
quimica de varias proteinas y sus propiedades, se ha llevado a cabo la caracterizacién de la
proteina de ajonjoli, con la que se ha establecido que existen tres proteinas solubles en esta
oleaginosa (Jones y Gersdorff, 1927).

Estudios posteriores mostraron que la proteina de ajonjoli indudablemente consiste
de cuatro proteinas: dos de ellas se designaron como a-globulina y -globulina, mientras que
las otras fueron fraccién # 1y fraccién # 4 (Salem y Bekheit, 1964). Para el propésito de
caracterizacién se han utilizado técnicas como la ultracentrifugacién, con la que se han
determinado también cuatro fracciones proteinicas con valores 25, 7S, 138 y 19S.

La mayor fraccién es la a-globulina que representa alrededor del 70 % del total de las
proteinas en la semilla de ajonjoli y contiene las subunidades 135 y 195 (Sinha y Sen, 1962).

Prakash y Nandi (1978) estimaron el peso molecular de la a-globulina en 250,000 +
15,000, mediante métodos de sedimentacién. Esta proteina se ha caracterizado por tener un
punto isoeléctrico de 4.9 y un contenido de nitrégeno de 15.9 %, consistiendo de 12
diferentes subunidades con pesos moleculares entre 8,000 y 85,000 daltones, las cuales se

asocian predominantemente por interacciones hidrofobicas (Johnson et al., 1979).



Otra técnica bastante empleada para este propésito es la electroforesis en gel de
acrilamida, mediante la cual se han detectado varias fracciones proteinicas que contienen
pesos molecula:res entre 17,900 y 51,000 daltones (Guerra y Park, 1975). Asimismo se
detectaron cuatro bandas en extractos proteinicos de ajonjoli obtenidos a pH 7, que al
compararse con los patrones de referencia, presentaron pesos moleculares de 19,800, 30,600,
35,500 y 53,700 daltones (Cano-Medina, 1992).

La discrepancia que resulta entre varios autores al caracterizar las proteinas de
ajonjoli, es probablemente debido a las diferentes variedades que se analizan y que por

razones genéticas no coinciden con las mismas caracteristicas (Okubo et al., 1979).

2.2 Aporte de aminoacidos.
La composicién de aminodcidos en la proteina de ajonjoli es de interés sustancial debido a
que incluye una cantidad adecuada de aminodcidos esenciales (excepto lisina), siendo ademas
una fuente importante de metionina (Lyon, 1972). Los rangos de valores a partir de cinco
variedades de ajonjoli provenientes de Estados Unidos, Meéxico y Brasil, indicaron un
contenido particularmente alto de metionina entre 2.5-4.0 % y de aminodcidos azufrados
entre 3.8-5.5 % (Tabla 4), (Evans y Bandemer, 1967). La lisina sin embargo, se encuentra en
cantidades pequefias en la proteina segln la reférencia de la FAO (Food and Agriculture
Organization), y ademés se considera por varios autores como un aminodcido que limita la
calidad nutricional de la proteina de ajonjoli (Johnson et al,, 1979).

No obstante, la importancia que tiene el uso de proteinas ricas en metionina como
suplemento en alimentos, es la adecuada liberacién de aminoécidos en el tracto digestivo

humano, en contraste con el suministro de metionina libre (Clark y Woodward, 1966).



Tabla 4. Contenido de aminoacidos esenciales en cinco variedades de ajonjoli.

(FAO)
Aminoacido g/g 16 N g/16g N
Arginina 12.0-13.0 2.0
Histidina 24-28 2.4
Isoleucina 3.3-3.6 4.2
Leucina 6.5-7.0 4.8
Lisina 2.5-3.0 4.2
Metionina 25-40 2.2
Metionina - Cistina 3.8-5.5 4.2
Fenilalanina 4.2-45 2.8
Tréonina 3.4-3.8 2.6
Triptéfano 20-24 1.4
Valina 42-4.4 4.2

(Evans y Bandemer, 1967).



2.3 Digestibilidad.

Los principales inconvenientes que existen para emplear materiales de origen vegetalﬁcomo
fuentes de proteina en el consumo humano, son su bajo valor biolégico y las dificultades
inherentes de procesamiento que estin involucradas en la separacién de la proteina a partir
del material fibroso.

Otro parémetro importante de evaluar para la aceptabilidad de una proteina para el
consumo hurmano, es el coeficiente de digestibilidad mediante el cual se especifica la
disponibilidad de ésta para ser digerible y por consiguiente asimilable. -

La proteina de ajonjoli se ha analizado mediante métodos enzimaticos con pepsina y
pancreatina, detectindose valores del coeficiente de digestibilidad que van desde 87 hasta 93
% en varias muestras. Estos valores estin expresados como la cantidad de nitrégeno soluble
referido a la cantidad total de nitrégeno (Villegas et al., 1968).

Otros resultados de indice de digestibilidad aparente de las proteinas de ajonjoli que

se obtuvieron al suplementar las dietas sumimistradas a ratas con otras harinas, fueron

valores entre 62 7 95 % dependiendo de la muestra aplicada (Guerra et al., 1984).

2.4 Relacién de eficiencia proteinica (PER).
Para determinar la calidad de una proteina ademas de las pruebas de digestibilidad y de valor
biolégico que se llevan a cabo, también se cuenta con otro ensayo en el que se establece la
ganancia de peso que los animales presentan al ser alimentados con el material a analizar, en
I'4 . . /
este caso, proteina de ajonjoli.
El analisis de la proteina de ajonjoli mediante este ensayo ha dado una valiosa

informacién para catalogar a este componente como de alta calidad, ya que en estudios
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realizados con ratas alimentadas con el 10 % de proteina de ajonjoli y fortificacidn del 4.2 %
de lisina durante 4 semanas, se alcazaron relaciones de eficiencia proteinica de 1.7 a 2.14.
Asimismo al aumentar la cantidad de lisina a un nivel de 8.2 % (nivel en la caseina) se
alcanzd un valor de eficiencia proteinica de 2.91, mientras que para la caseina este valor es de

2.5 aproximadamente (Joseph et al., 1962).

2.5 Evaluacién en nutricién humana.

La evaluacién de la proteina en humanos ha sido verdaderamente limitada por razones.de
ética moral y humanitaria; sin embargo, en algunas pruebas que se han hecho para
suministrar alimentos a individuos a base de una mezcla de proteinas de ajonjoli con otras
oleaginosas que no son deficientes en lisina, se encontré que las dietas fueron tan efectivas
como la leche descremada para controlar manifestaciones clinicas y algunos problemas de
desnutricién, no siendo asi para la regeneracién de albiimina sérica (Lyon, 1972).

Por otra parte el Instituto de Nutricién de América Central y Panama (INCAP) ha
desarrollado mezclas de proteinas de origen vegetal para consumo humano conteniendo 35
% de harina de ajonjoli. Estas mezclas fueron realmente aceptables como fuente principal de
proteina por las-poblaciones necesitadas debido a su bajo costo (Lyon, 1972).

Estos y otros ensayos tratados por varios autores demuestran que es posible producir
a partir de tortas de ajonjoli provenientes del proceso de extracciéon por solventes, una
harina con caracteristicas que justifiquen ensayos posteriores en nifios, para estudiar su valor

potencial como ingrediente alimenticio o suplementario (J affé y Chavez, 1971).
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2.6 Funcionalidad.

El fenémeno de asociacién-disociacion de la proteina de ajonjoli bajo diferentes condiciones,
contribuye al mejor entendimiento de la naturaleza de la proteina para asi obtener mejores
formulaciones en practicas de suplementacién (Prakash y Nandi, 1977).

La solubilidad de la proteina es limitada en comparacion a otras oleaginosas, pero los
métodos de hidrélisis enzimatica pueden ser ttiles para aumentar esta propiedad (Lawhorn
et al., 1972). Sin embargo, la naturaleza insoluble de la proteina de ajonjoli permite obtener
productos de panificacién con buena calidad. Generalmente, estas proteinas suelen funcionar
mejor en la suplementacién del pan que las proteinas solubles (Johnson et al., 1979).

Rooney et al. (1972) demostraron que la harina de trigo es mas compatible con la
harina de ajonjoli que con otras oleaginosas, ya que ésta le aporta buen volumen y una
aceptable textura al pan que se elabora. Lo anterior resalta el hecho de que ademas de poseer
propiedades nutritivas que se pueden aprovechar, es factible el uso de la proteina de ajonjoli
en otros alimentos procesados.

Como se ha visto, la solubilidad es una propiedad critica funcional de los
ingredientes proteinicos y en bebidas, es un requisito que estos aditivos sean completamente
solubles y tengan un gran poder de dispersidn. Ademés de esto, muchas otras propiedades
dependen de la capacidad de la proteina para presentarse en solucién, por ejemplo, la
gelificacién, emulsificacién y espumado (Saeed y Cheryan, 1988).

La mayoria de estas propiedades se practican en los alimentos que consumimos, pero
el éxito para obtenerlas requiere del conocimiento de las interacciones de la proteina con los
deméis componentes en dispersién y de las propiedades fisicoquimicas particulares del

producto final para controlar los factores de alteracion en la estabilidad del mismo.



3. Carbohidratos.
La semilla de ajonjoli integral se caracteriza por un contenido aproximado del 14 % de

carbohidratos, entre los que se encuentran los siguientes valores en base seca (Tabla 5)

(Wankhede y Tharanathan, 1976).

4. Vitaminas y minerales.
La composicién quimica del ajonjoli es de importancia debido a los macronutrientes que
contiene; sin embargo, existe también otro grupo de compuestos quimicos que son de
interés nutricional, pero que se encuentran en pequefias cantidades. Estos compuestos son
moléculas que participan en varias de las reacciones que se desarrollan en el organismo y que
su carencia provoca algunos malestares o enfermedades, y de ahi su importancia en la inges;a
diaria. Dichos compuestos son las vitaminas y minerales que se encuentran en la mayoria de
los alimentos, particularmente en frutas y hortalizas. La porcién de estos elementos varia
depéndiendo de la clase del fruto u hortaliza de que se trate y de las condiciones ambientales
en que se cultive (Badui-Dergal, 1987).

En la semilla de ajonjoli existe una cantidad considerable de vitaminas y minerales,
resaltando la presencia de tiamina, riboflavina, 4cido nicotinico y calcio (Tabekhia y
Mohamed, 1971). Kik (1960) reporté los resultados de la composiciéon de vitaminas,

minerales y otros constituyentes en la semilla de ajonjoli (Tabla 6).

4.1 Biodisponibilidad del calcio.
El papel exacto del calcio en la patofisiologia y prevencién de la osteoporosis, ha sido objeto

de debates por carecer de pruebas confirmativas. Sin embargo, existen muchas evidencias



Tabla 5. Lista de carbohidratos presentes en la semilla de ajonjoli.

Carbohidrato (%)
D-glucosa 3.24
D-frutosa 2.63
D-galactosa 0.06
sacarosa 0.17
rafinosa 0.24
estaquiosa 0.23
planteosa 0.59
sesamosa 0.38
pentasaciridos 0.16
hexasacaridos 0.08

(Wankhede y Tharanathan, 1976).



Tabla 6. Composicidn nutricional complementaria de la semilla de ajonjoli.

Constituyente ng/g’
Tiamina 2.40
Riboflavina 2.50
Acido nicotinico 80.00
Acido pantoténico

Total 9.50
Libre 3.40
Biotina 0.06
Acido félico
Total 0.20
Libre 0.10
Piridoxina 2.33
Inositol 740.00
Colina 1320.00
Aicido p - aminobenzéico 0.65
(%)
Calcio 1.6500
Fésforo 1.6000
Hierro 0.0044
(Kik, 1960).

* ug/g: microgramos por gramo de semilla.
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que sugieren que una ingesta baja en calcio, es uno de los factores de riesgo que se asocian
con el desarrollo del dafio (Albanese et al., 1986). La relacién posible entre el calcio ingerido
y la presién sanguinea es también un tépico de mucha controversia (Poneros-Schneier y
Ermand, 1989).

La biodisponibilidad del calcio a partir de los alimentos es de gran importancia
debido a que se ha estimado que el 75 % de las mujeres y el 60 % de los hombres, consumen
menos de la recomendacién diaria permitida que es de 800 mg por dia (Carroll et al., 1983).

Los alimentos como la semilla de ajonjoli, almendras y pan integral, contienen
cantidades significativas de calcio pero se conoce relativamente poco a cerca de la
biodisponibilidad de este elemento a partir de esos alimentos (Poneros-Schneier y Ermand,
1989). Por tal motivo, estos autores estimaron la biodisponibilidad del calcio determinando
la cantidad retenida en los huesos de ratas experimentales. El valor de biodisponibilidad que
se obtuvo fue de 65 %, lo cual colocé al ajonjoli en el grupo intermedio de otros alimentos
que también se analizaron como la espinaca, las almendras y el pan integral. La espinaca
tuvo un valor de 47 % y el pan integral del 95 %, esto se explica debido a que el calcio en la
espinaca se inhibe por la presencia de 4cido oxilico formando un complejo que evita la
absorcién del calcio en el intestino (Poneros-Schneier y Ermand, 1989).

El fenémeno anterior podria estar relacionado también a una baja biodisponibilidad
del calcio contenido en la semilla de ajonjoli, ya que el porcentaje de acido oxilico en la
cascarilla es de 2 2 3 % (Johnson et al., 1979). Considerando que el oxalato se encuentra
principalmente en la cascarilla, el proceso de descascarillado resulta Gtil para disminuir este
componente y mejorar asi las caracteristicas de sabor, color y calidad nutricional de la

harina desengrasada (Johnson et al., 1979).
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4.2 Importancia del selenio.

El selenio es un elemento que normalmente se encuentra en cantidades traza y que forma
parte de la enzima antioxidante glutatién peroxidasa. Este elemento ayuda a prevenir la
oxidacién de 4cidos grasos poliinsaturados y se puede encontrar ademas en otras proteinas
que sirven de transporte o almacenamiento del mismo (Whitney, 1990). A partir de esta idea
se requiere al selenio como un micronutriente en la dieta de los animales superiores. Por
otro lado, se ha considerado por algunos investigadores como factor anticancerigeno
(Schrauzer et al., 1977).

En otros estudios mas se determiné que este elemento disminuye la incidencia de
algunos tumores en animales (Marshall et al., 1979) y disminuye la mutagenicidad del 2-
acetilaminofluoreno, del dimetil benzatraceno, del color naranja acridina y del nitrato de
sodio (Adams et al., 1980).

La importancia del selenio en la dieta diaria ha aumentado a raiz de hallazgos como
estos y en otros donde la deficiencia de este elemento puede causar predisposicién a dafios
del corazén (Whitney, 1990). El interés por detallar los efectos que causan elementos como
éste, estriba en que algunas de las plantas tienden a almacenar cantidades considerables en su
estructura cuando se cultivan en suelos que son propios de contener dicho elemento. Para el
caso del ajonjoli, se ha visto que cuando es cultivado en tierras altamente seleniferas tiende a

presentar esta caracteristica (Moxon y Dakota, 1937).

5. Factores antinutricionales.

Por razones que aun no se esclarecen completamente, muchos de los vegetales tienen la

capacidad de sintetizar una amplia variedad de compuestos quimicos que son conocidos por
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causar efectos dafiinos cuando se ingieren por animales superiores. Algunas leguminosas
como el frijol de soya se caracterizan por contener estos compuestos tales como inhibidores
de tripsina, hemaglutininas y saponinas; otros como el algodén, presentan un contenido
elevado de gosipol (Smith, 1971b).

En el ajonjoli se ha descartado la presencia de algunos de estos compuestos mediante
técnicas enzimaticas y bioldgicas; sin embargo, existe la presencia de otros compuestos como
el 4cido oxdlico que disminuye la disponibilidad del calcio, y el selenio que en altas

concentraciones puede ser téxico (Jaffé et al., 1964).

5.1 Acido oxélico.

Una caracteristica excepcional del ajonjoli es que contiene del 2 a 3 % de 4cido oxalico y de
1 a 2 % de calcio en la cascarilla. Las variedades de color més obscuro son las que presentan
niveles més altos de 4cido oxalico y fibra, lo cual induce la disminucién de proteina
(Johnson y Raymond, 1964).

La presencia simultinea de grandes cantidades de 4cido oxalico y calcio hace que se
forme un complejo insoluble, asumiéndose que de una mitad a dos terceras partes del calcio,
se encuentra en forma de sal (Dey, 1951). El calcio unido a la sal pierde su biodisponibilidad,
siendo éste un fenémeno de gran importancia para la alimentacién del ser humano y sobre
todo de infantes. Es por esto que las técnicas de descascarillado juegan un papel muy
importante, ya que se alcanzan contenidos de menos del 0.25 % de 4cido oxalico mediante
los procedmientos adecuados (Johnson et al., 1979).

Numerosos métodos se han desarrollado para cumplir con este objetivo. Uno de

ellos consiste en sumergir las semillas en solucién diluida ya sea de hidréxido de sodio,
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borato de sodio o hipoclorito de sodio y con aplicacién de calor, en las que la cascarilla se
elimina por desintegracién. El més recomendado para este propésito, es el descuticulizado

en forma mecanica dado que no involucra sustancias quimicas (Surendranath et al., 1971).

5.2 Acido fitico.

El material desengrasado que resulta de la extraccién del aceite de ajonjoli contiene
alrededor del 5 % de 4cido fitico comparado con la harina de soya que alcanza un 1.5 % (De
Boland et al., 1975). Los fitatos actuan reduciendo la biodisponibilidad del zinc, calcio,
magnesio y tal vez la del hierro, asi como también disminuyen la solubilidad de algunas
proteinas (Smith y Rackis, 1957).

Existen evidencias de que los complejos que se forman con la unién de proteinas, son
menos susceptibles al ataque de enzimas proteoliticas (O'Dell y De Boland, 1976), por lo
que éste vendria a ser un grave problema para la utilizacién del ajonjoli como fuente de
proteina. Aparentemente el fitato no se encuentra fuertemente unido a la proteina en la
harina de ajonjoli, sino que existe en forma de complejo con magnesio y en soluciones
neutras no se logra extraer.

Debido a que el 90 % de los fitatos en la harina desengrasada es insoluble en agua y
en soluciones alcalinas, los procesos de extraccidn acuosos de los aislados proteinicos,

pueden ser un método eficaz para reducir este factor antinutritivo (Johnson et al., 1979).

5.3 Selenio.
El selenio en cantidades traza puede ser indispensable como micronutriente en la ingesta

diaria, pero en proporciones elevadas (6 - 40 ppm) se convierte en un factor de riesgo parala
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salud, dando origen a sintomas como: un crecimiento bastante deficiente, valores muy bajos
de hemoglobina y hematocrito y un tiempo prolongado de protrombina. Sintomas como
estos se observaron en ratas cuando se alimentaron con ajonjoli adicionado ton selenito de
sodio (Jaffé et al., 1964).

Moxon y Dakota (1937) establecieron que los suelos que ofrecen un contenido de
selenio de apenas 0.5 ppm deben conceptuarse como potencialmente peligrosos, ya que es en
esas regiones donde el cultivo de ajonjoli adquiere esta caracteristica.

La unién que existe entre el selenio y algunas proteinas, probablemente se deba a la
composicién de aminodcidos que éstas poseen y a la afinidad del selenio por aquéllos.
Estudios realizados con proteinas ricas en azufre, demostraron que el selenio se incorpora de
manera covalente a la molécula proteinica y establecieron que su mayor afinidad es hacia la
metionina (Sathe et al., 1992). La caracteristica del ajonjoli de contener selenio en su
estructura, es tal vez por la misma razén, ya que la cantidad de metionina en la semilla es
significativa. No obstante, se considera el hecho de que en el pais las zonas seleniferas son

muy escasas.

5;4 Fibra cruda.
El" material fibroso del ajonjoli se encuentra principalmente en la cascarilla, la cual
representa del 15 al 20 % de la semilla integral (Shamanthaka Sastry et al., 1969).

Como se sabe, el exceso de fibra en la alimentacidn puede originar en ocasiones
transtornos intestinales, limitando ademds la absorcién de micronutrientes en el organismo.

Por tal motivo, una de las limitantes que se tiene en el consumo de harina desengrasada de

ajonjoli, es la presencia de cascarilla y su alto contenido en fibra. Debido a esto, los mérodos
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de descascarillado son de interés ya que mejoran su digestibilidad enzimiatica y como

consecuencia, su calidad nutricional (Shamanthaka Sastry et al., 1974).

5.5 Inhibidores de tripsina.

En la naturaleza existen algunos compuestos que por su origen, causan transtornos en el
organismo caracterizados por una pobre asimilacién de proteinas, dando origen a un retraso
en el crecimiento o un bajo indice de la eficiencia proteinica; ademas mediante su accién,
pueden ocasionar una hipertrofia pancreatica (investigacién en ratas). Estos compuestos
conocidos como inhibidores de tripsina se encuentran en ciertas leguminosas, y al parecer,
son caracteristicos del frijol de soya (Smith, 1971b). La semilla de ajonjoli ha sido objeto de
varios estudios en donde por tratamientos de digestibilidad in wvitro y a través de
tratamientos térmicos, se ha demostrado la ausencia de este tipo de compuestos (Rastogi et
al., 1962).

En general se ha visto que el ajonjoli tiene factores antinutricionales muy limitados,
pero no se descarta la presencia de compuestos como alergénicos y taninos, que 12 sirven a la
planta como una defensa en su etapa de crecimiento y desarrollo. Una ventaja que se obtiene
de las etapas de procesamiento en la obtencién de harina desengrasada de ajonjoli y otras

semillas, es la reduccién de compuestos indeseables presentes en el material original.

C. Estudio sobre la Extraccion de Proteinas de Ajonjoli.
A lo largo de varios estudios realizados se han ido estableciendo los métodos mas eficientes
de extraccién y purificacién para la recuperacién de proteinas a partir de la materia prima.

Debido a la naturaleza molecular que la proteina de ajonjoli presenta, ésta puede ser extraida
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en soluciones acuosas a partir de la harina desengrasada que contenga la menor cantidad de
aceite posible (<1% ). La recuperacién de la harina con esta caracteristica se consigue
mediante la extraccién del aceite por técnicas de prensado y solventes, que permiten obtener
una harina de buena calidad. En la mayoria de los casos, esta etapa es precedida por un

descascarillado que le imparte mejor apariencia y valor nutricional (Johnson, 1979).

1. Métodos generales de extraccidn.

Desde hace tiempo se ha llevado a cabo una serie de estudios con el fin de extraer la proteina
de ajonjoli. Ritthausen (1880) realizé la extraccién a partir de tortas de ajonjoli bajo
condiciones variables de alcalinidad, NaCl y temperatura. Adolph y Lin (1936)
determinaron la solubilidad de las proteinas de ajonjoli en soluciones de NaCl, NaOH y

Na CO.. Basu y Gupta (1947) llevaron a cabo estudios similares de solubilidad en medio
acuoso a varios pH, en presencia de NaCl y NaHSO}. Nath y Giri (1957) hicieron estudios

de peptizacién de la proteina con NaCl en medios cidos y alcalinos. Posteriormente,

Guerra y Park (1975) utilizaron CaC_lZ, Na SO, y Na HPO, para la extraccién. En 1978

Prakash y Nandi extrajeron la mayor porcién de a-globulina en solucién de NaCl 1 M.
Todos ellos observaron que concentraciones elevadas de sal incrementan la
solubilidad de las proteinas y a partir de este principio, se han hecho varios estudios
recientes en los que se comprueba el comportamiento de dichas proteinas en varias
soluciones a diferentes valores de pH y concentraciones de sal (Figuras 2 y 3).
En la Figura 2 se muestra que a medida que el pH aumenta por arriba del punto
isoeléctrico de la proteina, la extraccién del nitrégeno se favorece obteniendose alrededor

del 80 %.
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Figura 2. Efecto del pH sobre la extraccién de materiales nitrogenados a partir de harina
desengrasada de ajonjoli con solucidn de cloruro de sodio al 10 % (0-5°C) (Okubo et al.,

1979).



Este valor se mantiene casi constante en el intervalo de pH de 6 a 10, en solucién de
NaCl al 10 % y manteniendo bajas temperaturas entre 0 y 5 °C. Asimismo, el perfil de
solubilidad de la Figura 3 muestra que la proteina de ajonjoli es insoluble a pH bajo y su
-solubilidad aumenta al aumentar el pH (8-10).

El perfil de solubilidad de la proteina varia dependiendo de la concentracién de las

sales que se utilicen; por ejemplo en soluciones de NaCl y CaCl, la solubilidad se
incrementa en concentraciones elevadas. En contraste las soluciones diluidas de NazSO3 y
Na HPO , permiten obtener buenos resultados de extraccién. Estas caracteristicas pueden

ser tomadas en cuenta para la extraccién de la proteina de ajonjoli y en la obtencién de

aislados proteinicos (Guerra y Park, 1975).

1.1 Efecto quimico de los tratamientos térmicos y alcalinos sobre las proteinas.
El tratamiento de proteinas en medios alc?.linos se ha venido incrementado ampliamente
debido a la demanda de concentrados y aislados proteinicos, para la obtencién de proteinas
eeriFcaracteristicas especificas de espumado, emulsién y estabilizacién; ademas de utilizarse
como método de destoxificacién de aflatoxinas (De Groot y Slump, 1969).

En otras investigaciones se determind que los tratamientos alcalinos en lana, enzimas
y albumina de suero, pueden inducir cambios quimicos en la proteina induciendo la
formacién de nuevos aminoacidos como lisinoalanina, lantionina y ornitinoalanina. Estas
modificaciones involucran ademis otros aminoacidos como cisteina, lisina, arginina y
posiblemente serina. Por esta razdnm, la calidad nutricional de la proteina se puede ver

afectada una vez que se somete a tratamientos drasticos de alcalinidad y temperatura.

98}
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En este mismo estudio, se reporté también que no se detectaron cantidades de

lisinoalanina a pH 9 en la extraccién de proteinas a una temperatura de 90 °C durante 3 h,.

sin embargo a temperatura ambiente y a pH 12, se detecté una pequefia cantidad de este
compuesto, asi como la destruccién de cistina (De Groot y Slump, 1969).

Shamanthaka Sastry et al. (1974) reportaron que el descascarillado de la semilla es
esencial para elevar su calidad y mostraron que el tratamiento térmico que se involucra
durante este proceso, no disminuye el contenido de lisina disponible, ya que este
aminodcido contenido en la proteina de ajonjoli, presenta una remarcable estabilidad atin

por debajo de condiciones elevadas de temperatura.

2. Optimizacién del método de extraccién de la proteina.

Para obtener un mejor resultado en el proceso de extraccién se recurre a diversos métodos
de optimizacién mediante los cuales se recupere el mayor porcentaje de proteina a las
condiciones mas apropiadas. Durante un estudio realizado por Taha et al. (1987) con
diferentes solventes para determinar la solubilidad de la proteina de ajonjoli, se establecié
que el NaOH mostré una mayor efectividad en comparacién con los demis solventes
analizados (Tabla 7).

Por otra parte, los datos de la Tabla 8 muestran las condiciones éptimas para la
extraccién de las proteinas a partir de la harina de ajonjolf donde se utilizé solucién de
NaOH 0.04 M a una relacién de 100:1 solvente-harina por 60 min, resultando una
extraccion del 92 % del nitrégeno total de la harina (Taha et al., 1987). En estudios mis
recientes se determiné que el tiempo, la temperatura y la relacién harina-solvente, no fueron

factores tan significativos para la extraccién de proteinas de ajonjoli como lo fue el pH,




Tabla 7. Solubilidad de la proteina de ajonjoli en soluciones acuosas.

Extractante Concentracién (M) | pH | Proteina soluble (%)
Agua destilada - - 12.26
NaCl 0.5 - 49.12

1.0 - 76.90

NaHCO; 0.2 - 44.50
0.5 - 72.31

Na,CO, 02 i 86.90
0.5 - 84.72

Na,CO; y NaHCO, - 10.0 76.89
- 10.2 77.90

- - 10.4 78.52

- 10.6 79.61

NaOH 0.02 - 86.41
0.03 - 87.10

0.04 - 89.63

0.05 - 86.00

0.06 - 85.72

0.07 - 84.74

(Taha et al., 1987).
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Tabla 8. Solubilidad de las proteinas de ajonjoli en soluciones alcalinas (NaOH, 0.04 M).

Tiempo de extraccién | Proteina soluble
Solvente : harina (min) (%)
50:1 30 89.0
50:1 60 89.0
50:1 20 89.8
50:1 120 90.1
100:1 30 89.8
100:1 60 91.6
100:1 20 89.8
10Q:1 120 88.6
200:1 30 90.4
200:1 60 89.0
200:1 920 89.2
200:1 120 89.4

(Taha et al., 1987).



dentro del intervalo analizado a tres niveles mediante una respuesta promedio (Figura 4)

(Cano-Medina, 1992). : e

3. Purificacidn.

Una vez que se obtiene la harina desengrasada de ajonjoli y se lleva a cabo la extraccién de la
proteina, es necesario efectuar etapas posteriores para purificar y preservar los aislados
proteinicos. ‘

Existen varios métodos de purificacién siendo los mds citados aquéllos que emplean
el punto isoeléctrico para separar la proteina del resto del extracto. En este caso se utilizan
etapas de centrifugacién y para conservar los aislados, éstos se liofilizan o se secan por
aspersién (Murray et al., 1985). Otras técnicas de purificacién que se emplean con frecuencia

en la identificacién de moléculas proteinicas, son las que se basan en los métodos

cromatogréficos como la electroforesis y cromatografia liquida de alta resolucién.
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IV_JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

A. Escasez en el Mundo de Fuentes Alimentarias.

El constante aumento en el problema de desnutricién en el mundo y sobre todo en paises
que estan en vias de desarrollo, es una caracteristica de la produccién insuficiente de
productos nutritivos que se encuentren al alcance de un mayor niimero de personas. Esta es
una de las cuestiones que mas inquieta a los especialistas en problemas alimentarios, quienes
plantean la siguiente interrogante: ¢Cuales seran los alimentos que consumiran los hombres
en el futuro?

Para tal caso surgen diversas implicaciones y variantes, pero también existen
alternativas de alimentacién que se basan en el empleo de recursos de origen vegetal para
adquirir los alimentos necesarios y a la vez nutritivos de manera no convencional. Tales
recursos incluyen al grupo de cereales, leguminosas, algas, hojas y oleaginosas, que, por
considerarse como alternativas de consumo de proteinas, han sido motivo de varias
investigaciones. o

En el caso del ajonjoli se podria aprovechar la calidad nutricional de su proteina,
siendo tambiél.i una segunda alternativa de aplicacién en alimentos para realzar la
funcionalidad de los mismos, considerando que actualmente existe una gran tendencia hacia

la sustitucién de aditivos sintéticos por productos naturales. -

B. Importancia de la Proteina de Ajonjoli.
El valor aproximado del 60 % de proteina, que caracteriza a la harina desengrasada de

ajonjolf, manifiesta un adecuado aporte de aminodcidos esenciales y es rica fuente de



: : : 200 , .
metionina. Este aminodcido, como otros mas azufrados, se consideran como carentes y
. , , : : :
limitantes en la mayorfa de las proteinas de origen vegetal y de ahi la importancia de crear
una fuente proteinica vegetal que contenga este aminoicido.

La calidad de la proteina se describe también por altos valores de digestibilidad que
oscilan entre un 60 y 90 % y un valor de eficiencia proteinica de 1.2, con el que se obtiene
un adecuado crecimiento en ratas recién destetadas y el mantenimiento de ratas adultas,
Otro valor de eficiencia proteinica que se ha obtenido es de 2.9 4 adicionar un 8.2 % de
lisina en la harina de ajonjoli, ya que éste es el aminodcido que limita la calidad de la

7
proteina.

En otros estudios donde se ha probado la digestibilidad mediante anilisis con
microorganismos, también se han obtenido buenos resultados. Ademds en pruebas de

. . ’ . LR 4
alimentacién para humanos, las mezclas que se han hecho con proteina de ajonjoli y otras
semillas, han dado excelentes resultados al ser tan efectivas en el control de manifestaciones
clinicas o en desnutricién por falta de proteinas, siendo ast comparada la proteina de ajonjoli

con la caseina.

C. Obtencién de la Proteina de Ajonjoli a partir de Subproductos de Industrias
Aceiteras.
Considerando las caracteristicas y propiedades que tiene la proteina de ajonjoli, el hecho de
incorporarla a ciertos productos alimenticios destinados al consumo humano es de gran
. : , , dual

importancia, ya que ademas se estarfan aprovechando los subproductos o tortas residuales
provenientes de las industrias extractoras de aceite de ajonjoli, los cuales en la actualidad se

destinan sélo para el consumo animal y en la obtencidn de fertilizantes.
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V_HIPOTESIS

A. Hipotesis nula.

La proteina de ajonjoli tiene cualidades particulares que le otorgan un buen nivel de
funcionalidad, pudiéndose utilizar como agente extensor en la elaboracién de productos

alimenticios destinados al consumo humano.

B. Hipotesis alternativas.

1. Las propiedades de la proteina de ajonjoli no son aptas para resaltar las caracteristicas

funcionales de los alimentos.

P
5 &

2. Existen componentes naturales en el ajonjolf que limitan su consumo y el de sus

productos.

3. Existen cambios quimicos en la proteina de ajonjoli que ocurren durante su proceso de

recuperacion, pudiendo alterar sus caracteristicas y disminuir las expectativas de su uso en

alimenrtos.

41



VI _OBJETIVOS

A. Objetivo general.

Desarrollar un procedimiento para la elaboracién de un producto alimenticio enriquecido
I (na de zonioli. L ior involucra | . , o

con 1a proteina de ajonjoli. Lo anterior involucra la extraccién de la proteina, la evaluacién

de su funcionalidad y la determinacién de ciertos componentes que puedan ser limitantes

para su empleo en la alimentacién.

B. Objetivos especificos.

* Recuperacidn de la proteina de ajonjoli a partir de harina desengrasada bajo diferentes
condiciones de extraccién a nivel laboratorio.

* Estimacion del grado de desnaturalizacién de la proteina ocurrido durante su proceso de
obtencién.

* Extraccién de la proteina a nivel semipiloto, bajo las condiciones seleccionadas de
acuerdo a su menor grado de desnaturalizacién. |

e Evaluacién de las propiedades fisicoquimicas y funcionales de la proteina.

* Identificacién in vitro de compuestos antinutritivos y deteccién de metales pesados en las
muestras proteinicas obtenidas.

* Evaluacion de la calidad microbiolégica del ingrediente a incorporar al producto final.

e Elaboracién de un producto con amplio consumo en el mercado al que se adicione la

proteina.
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VII MATERIALES Y METODOS

A. Materiales.

1. Materia prima.
- La materia prima utilizada para la investigacién fue harina descascarillada y desengrasada
de ajonjoli, la cual se obtuvo de la industria procesadora “DIPA SA de CV”, localizada en

la Carretera Panamericana km 68/4. Cortazar, Gto.

- El material estindar para comparar las pruebas de funcionalidad fue aislado de soya

comercial obtenido de industrias “FABPSA” de Celaya, Gto.

- Parala elaboracién del producto final (yogurt) se utilizé leche entera en polvo Nido, agua

purificada, azicar comin, fermentos lacticos y fruta natural.

2. Reactivos quimicos.

- Las determinaciones quimicas se llevaron a cabo con reactivos de grado analitico marca

Analit, Merck, Bioxon, Monterrey y Sigma Chemical.

- En las pruebas de emulsificacién y absorcién de aceite se empled aceite de maiz.



B. Meétodos.
1. Obtencién preliminar de la proteina de ajonjoli bajo diferentes condiciones.

1.1 Acondicionamiento de la materia prima.
La harina desengrasada de ajonjoli que se suministré de la industria contenia alrededor de 10
% de aceite, por lo que fue necesaria una extraccién final de este componente a nivel
semipiloto en un extractor liquido-liquido con capacidad aproximada de 40 L de solvente
(hexano) y de 3 a 4 kg de harina. Las condiciones de operacién fueron 65 °C durante 8 h y
posteriormente al obtener un nivel minimo de aceite (< 1 %), se dejé en charolas para
eliminar los residuos de hexano dentro de una campana de extraccion a temperatura
ambiente.

El método de extraccién por solventes, ha sido ampliamente utilizado con el fin de
que las moléculas de aceite, no limiten la extraccién de las proteinas (Okezie y Bello, 1988;
Ordorica-Falomir, 1988).
1.2 Recuperacién de la proteina a nivel laboratorio.
A partir de la harina desengrasada final se realizaron diferentes métodos de obtencién de-la
proteina con el objetivo de seleccionar uno de ellos, obtener el producto y emplear éste en
los andlisis posteriores. Para la obtencién de la proteina se utilizaron los parametros
presentados en la Tabla 9, los cuales fueron seleccionados de acuerdo a literatura y a trabajos

. : , T
anteriores relacionados con la extraccién de proteina de ajonjoli.
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Tabla 9. Condiciones del proceso de obtencién de la proteina de ajonjoli a partir de harina

desengrasada.

Parimetros M, M, M, M, M; M, M, M,
pH® 9 9 9 9 12 | 12 9 9
Tiempo (min) ° 60 30 60 30 60 | 60 30 30
PI NO | NO SI SI NO SI SI NO
Neutralizacién ° NO | NO SI SI NO SI NO SI
Liofilizado © SI NO SI NO SI SI NO | NO
Aspersién © NO SI NO SI NO | NO SI SI

M, - My = Muestras.

PI = Precipitacidn isoeléctrica del extracto. (Ajuste a pH 4.9 con solucién diluida de HCI).

* Condiciones de extraccidn. (La extraccidn se hizo a 30 °C en relacién harina-agua 1:10).

® Neutralizaciém del extracto o del precipitado redisuelto.

¢ Método de secado. (Liofilizado @ 0.6096 mH,Q, -40°C y Aspersién @ 4kg/ cm?, 120°C).
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2. Analisis de la proteina mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC).

2.1 Principio de la técnica.

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica termoanalitica en la que se monitorean
los cambios en las propiedades fisicas o quimicas de algunos materiales, como una funcién
de la temperatura. El principio de la medicién consiste en comparar la tasa de flujo caldrico
de una muestra y un material inerte, a los cuales se les aplica o se les resta calor a la misma
velocidad. Los cambios ocurridos en la muestra asociados con la absorcién o emision de
calor, originan un cambio en el flujo calérico diferencial, el cual se registra como un pico en
los termogramas. El 4rea bajo dicha sefial es directamente proporcional al cambio de
entalpfa y su direccién indica si el evento térmico es endotérmico o exotérmico (Biliaderis,
1983).

Esta técnica se ha utilizado como una herramienta de investigacién en alimenos y se
ha popularizado debido al mejoramiento de los calorimetros comercialmente disponibles
(Biliaderis, 1983). Los datos obtenidos a partir de este analisis son la temperatura de
desnaturalizacién (Ty) y cambios de entalpia asociados con la transicion (AH). El valor AH
representa el “calor neto relacionado con cambios exotérmicos (rompimiento de
interacciones hidrofébicas) y la contribucién endotérmica debida al rompimiento-de puentes
de hidrégeno (Privalov y Khechinashvili, 1974). En sistemas alimenticios, la
desnaturalizacién de protefnas es otro factor que contribuye a la porcién exotérmica del
valor de AH (Donovan y Ross, 1973). Es mediante estos principios que se pretende analizar
los cambios ocurridos en la muestra de proteina para determinar su grado de

desnaturalizacién desarrollado durante el procesamiento.
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2.2 Procedimiento del analisis por calorimetria diferencial de barrido.

Para esta prueba se contd con la colaboracién del CINVESTAYV (Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados, Unidad Irapuato). La técnica se llevo a cabo en un equipo marca Du
Pont 990 calibrado con un metal de alta pureza. El metal que se utilizd para dicha
calibracién fue indio que tiene una temperatura de fusién de 156.4 °C y una entalpia de 6.8
cal/g.

El procedimiento es sencillo y consiste en colocar la muestra en un recipiente
especial, el cual se introduce en un 4rea donde se le transmite calor bajo condiciones
definidas. El problema es en ocasiones interpretar los cambios que se observan en sistemas
multicomponentes (Regenstein, 1984). Para cada anilisis se pesaron 2 mg de muestra en una
microbalanza Perkin Elmer AD-2Z v se les adicioné 10 uL de agua. El portamuestra se sello
en una engargoladora Du Pont y se pesé nuevamente para determinar la cantidad exacta del
medio de suspensién adicionado.

Posteriormente se colocd en la celda de presién y se analizb a una presion de 13.6
kg/cm® con nitrégeno, una VCIOCid;:l.d de calentamiento de 10 °C/min y un intervalo de
temperatura de 30 a 130 °C, el cual se reporta para el analisis de proteinas.

Los parmetros a evaluar fueron la temperatura inicial de transicién (T), la
temperatura de desnaturalizacién (Ty) y la temperatura final de transicién (Ty); asi también,
se determiné el 4rea bajo la curva en los termogramas con la cual se hizo el cilculo de
entalpia de transicién (AH) mediante la siguiente ecuacién:

AH =[AxBxExAgsx(60)]/ m
en donde

A = 4rea bajo la curva [ cm® ]

B = distancia y tiempo de calentamiento [ (°C/cm) / (°C/min) ]
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E = constante de calibracién del equipo = 1.011
Ags = flyjo dg calor[ mW / cm ]

m = peso de muestra [ mg ]

A partir de esta metodologia se obtuvieron resultados preliminares que
posteriormente se complementaron con los obtenidos a través del ICIDCA (Instituto

Cubano de Investigacién de Derivados de la Cafia de Aztcar).

3. Recuperacidn de la proteina a nivel semipiloto.

Para recuperar la proteina a mayor escala, se selecciond uno de los ocho métodos propuestos
en la obtencién de la proteina a nivel laboratorio. El criterio para elegir el método mas
adecuado se basé en el analisis de calorimetria diferencial de barrido que permite mediante
las propiedades termodinimicas de la molécula (entalpia de transicién y temperatura de
desnaturalizacién), estimar el grado de modificacién originado por procesos previos.

Una vez seleccionado el método de obtencién de la proteina de acuerdo al menor
grado de desnaturalizacién, ésta se extrajo a nivel semipiloto (5 kg de harina desengrasada)
empleando una relacién de harina-solvente 1:10 y un pH de 9 para la extraccién. La
suspension obtenida se agit6 durante 2 h, después de este tiempo el extracto se separ6 en una
centrifuga de canasta y finalmente se secé por aspersion.

El pH de extraccién fue de 9, ya que la solubilidad de la proteina de ajonjoli se
incrementa en intervalos alcalinos (Guerra y Park, 1975). Por otra parte, no se empled un
pH superior debido a la posible formacién de compuestos indeseables como lisinoalanina

(De Groot y Slump, 1969).
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4. Anilisis quimico proximal.

La cuantificacién de humedad (925.10), cenizas (942.05), fibra cruda (962.09), aceite (963.15)
y proteina (920.87) se determiné bajo los métodos de analisis de la AOAC (1990). El factor
de conversién para proteina que se considerd fue de 6.25 (Prakash y Nandi, 1978). Este
analisis se hizo por triplicado a tres muestras que fueron: harina descascarillada y

desengrasada de ajonjoli, la muestra proteinica de ajonjoli y el aislado comercial de soya.

5. Estudio fisicoquimico y funcional de la proteina de ajonjoli.

5.1 Analisis fisicoquimico.

5.1.1 pH.

Se prepararon soluciones al 1 % (p/v) de la muestra a temperatura ambiente y se les midié el
pH en un potenciémetro modelo Conductronic PC 18 (Okezie y Bello, 1988).

5.1.2 Densidad a granel.

La densidad a granel se determiné mediante la técnica reportada por Okezie y Bello, (1988).
En una probeta de 10 mL a peso constante, se vacié la muestra hasta el nivel de 10 mL
compactindola y se pesé. La determinacién se hizo por diferencia de pesos y por unidad-de

volumen. Este analisis se realiz6 por triplicado y se expresé en base seca.

5.1.3 Poder calérico.

Este andlisis se siguié de acuerdo a la técnica reportada por la Sociedad Americana de

Ensayos y Materiales (ASTM) incluida en el manual del equipo (calorimetro Parr mod.
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1341). Se pesé cuidadosamente 1g de muestra y se coloco en la capsula portamuestra. Se
adicioné 1 mL de agua destilada dentro de la bomba de oxigeno y se conectaron los
extremos del alambre de ignicién (10 cm) a los electrodos de la misma permitiendo el
contacto del alambre con la muestra. La bomba se cerré y se le aplic6 una presion de 30 atm
de oxigeno, posteriormente se conect al sistema de ignicién y se colocd en la cubera del
equipo, la cual estaba preparada con 2 L de agua destilada dentro de la chaqueta de

.y
proteccidn.

En seguida se accioné el dispositivo de agitacién y se observé la temperatura inicial
del agua de la cubeta, se esperaron 5 min antes de tomar la lectura y al minuto 6 se provocd
la ignicién; después de cada minuto se fue tomando la lectura de la temperatura y se tomé

. 4 4 . . .
como temperatura final aquélla que no varié en un intervalo de 5 min. Finalmente se
procedié a la titulacién de los productos de la combustién utilizando solucién de Na,CO;,

0.0725 N para determinar el poder calorifico mediante la siguiente férmula:

P.C.=[(D(W)-e;-e;/ M
en donde

T = elevacién de la temperatura (°C)

W = energfa equivalente (cal/g)

e = correccidn para el calor de formacién de HNO;
e;= (mL gastados de Na,CO;)(1 cal/mL)

e,= correccién para el calor de combustién del alambre de ignicién
e;= (centimetros de alambre combustionado)(2.3 cal/cm)

M= muestra (g)



. <y . . . . .o .
La estandarizacién del equipo se hizo con 4cido benzoico siguiendo el mismo
procedimiento para la combustién de la muestra y la energia equivalente se determind

mediante la siguiente ecuacion:

W=[ (H)(m) + e +e)/ T
en donde

H= calor de combustién del ac. benzoico (6318 cal/g)

m= acido benzoico (g)

5.1.4 Lisina disponible.
La lisina disponible se determiné mediante el método descrito por Hurrell et al., (1979). En
este método se mide la capacidad de unién de los grupos bésicos de las proteinas con un
colorante: el naranja icido 12 (1-fenilazo, 2-naft'ol,' 6-4cido sulfénico) antes y después de la
reaccién con anh{drido propiénico para bloquear los grupos de lisina. Se prepararon dos
soluciones (A v B), la solucién A contenia el peso de muestra tal que tuviera 7.5 mg del toral
de los aminodcidos arginina, lisina e-histidina; 0.5 mL de alcohol isopropilico y 2.5 mL de
solucién de acetato de sodio al 16.4 %. La solucién B se prepard con el peso de muestra tal
que tuviera 7.5 mg del tortal de arginina e histidiga; 0.5 mL de alcohol isopropilico, 2.5 mL
de solucid de acetato de sodio al 16.4 % y 0.15 mL de anhidrido propi6nico. Las dos
soluciones se agitaron a 20 rpm durante 15 min y se les adiciond 20 mL de colorante naranja
4cido 12 (3.89 mmol/L), después se agitaron por 1% h mas a la misma velocidad.

Después de este tiempo, se centrifugaron a 3000 rpm por 30 min y de cada solucién
se tomé 1 mL del sobrenadante y se diluyé a 100 mL con agua destilada. Finalmente se

midié la absorbancia a una longitud de onda de 475 nm en un equipo Spectronic 21D.



/

aicu

color residual (mmol / L) = (concentracién x volumen total )/20
color combinado (mmol / L) = 3.89 - color residual
mmol combinado/100 g de muestra=[(color combinadox20 ml)/(1000 mLxg muestra)]/100

gramos de lisina disponible = ( mmol combinado A - mmol combinado B) x 0.1462

El valor de la concentracién para determinar el color residual, se estimé mediante
una curva de calibracién del colorante a partir de 1a absorbancia, la cual se obtuvo con un

factor de correlacién de 0.997.

5.2 Propiedades funcionales.

5.2.1 Absorcién de agua y aceite.

Se colocaron 0.5 g de muestra y 10 mL de agua destilada en un tubo para centrifuga, se
mezclé muy bien durante 1 min en una mezcladora Elmeco MM-50 y se dejé reposar
durante 30 min. Después de este tiempo se centrifugd a 2000 rpm por 25 min y se midié el
volumen de agua libre. La absorcién dé agua se expresé como mL de agua/g de muestra
(Okezie y Bello, 1988). Para la absorcién de aceite fue el mismo procedimiento y cada

prueba se hizo por triplicado.

5.2.2 Digestibilidad in vitro.
La técnica que se practicd fue la reportada por Hsu et al, (1977). A partir de esta
metodologia se determina el pH en el que la proteina ha sido hidrolizada por un sistema

multienzimético, siendo un buen indice para predecir la digestibilidad aparente de la

W
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proteina, ya que el coeficiente de correlacién reportado entre la técnica in wvitro y la
digestibilidad iz vivo en ratas fue de 0.91.

La muestra se molié y se hizo pasar por un tamiz Duvesa de malla 60 y con ella se
prepar una suspension acuosa (6.25 mg proteina/mL) en 50 mL, se le ajusté el pH a 8 con
HCI o NaOH 0.1 N mientras se agitaba en bafio a 37 °C. Aparte se le ajusté el mismo pHa
una solucién multienzimética (1.6 mg de tripsina, 3.1 mg de quimotripsina y 1.3 mg de
aminopeptidasa por mL) en bafio de hielo con HCl o NaOH 0.1 N. De esta solucion se
agregaron 5mL ala suspensién de proteina manteniéndola con agitacién a 37 °C.

La caida de pH fue evidente debido a la liberacién de grupos carboxilicos y el cambio
de pH se registré cada minuto después de adicionar la solucién multienzimatica en .un

periodo de 10 min. La digestibilidad se determiné mediante la siguiente expresion:

Y= 210.46 - 18.10X,

en donde X, es el pH a los 10 minutos. Esta técnica se hizo por triplicado.

5.2.3 Gelificacion.
La prueba de gelificacién se determin mediante la técnica reportada por Okezie y Bello
(1988). Se prepararon suspensiones de la muestra (2-10 % p/v), se les ajusté el pH (5,7,9y
11) a cada una, se colocaron en tubos de ensaye v se colocaron en bafio Maria dejandose
hervir por 1 h.

Después se enfriaron bajo corriente de agua y se mantuvieron por espacio de 2 h en
refrigeracién (5 °C). La concentracién minima de gelificacién se determiné cuando la

. e 1
suspensién no se vacié al inclinar el tubo.
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5.2.4 Solubilidad.

Soluciones al 1 % (p/v) de muestra se prepararon y se les ajusté el pH a 2, 4, 6, 8 y 10 con
HCIl o NaOH 0.1 N, después se agitaron durante 30 min a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 5000 rpm por 10 min. Después de este tiempo se les determiné el porcentaje

de proteina mediante el método Kjeldah!l empleando el factor de 6.25 para la conversién del

nitrégeno (Okezie y Bello, 1988).

5.2.5 Viscosidad.

Para la determinacién de la viscosidad se siguid el método empleado por Inyang y
Nwadimkpa (1992) con algunas modificaciones. Se prepararon diferentes concentraciones de
la muestra (2, 4, 6, 8 ¥ 10 % p/v) en agua destilada v a cada una se les ajusté el pH (3,57y
9). Las muestras se agitaron durante 1 h a temperatura ambiente y se les midié la viscosidad
en un viscosimetro Brookfield mod. RVT analizindolas por duplicado.

5.2.6 Actividad y estabilidad emulsificante.

La técnica empleada para esta prueba fue la de Wang y Kinsella (1976) con algunas
modificaciones: Se prepararon soluciones con diferentes concentraciones de muestra (3, 5y
7 % p/v) y se les ajusté el pH (5,7 y 9), después se les adicion una cierta cantidad de aceite
(10, 30 y 50 % v/v) y se agitaron en una mezcladora Ozter a alta velocidad por 1 min. En
seguida se distribuyeron en tubos y se centrifugaron a 5200 rpm por 5 min en una centrifuga

marca Gallenkamp. La actividad de emulsion (AE) se expresé como:

AE = [ altura de la capa emulsificada (cm) / altura total del contenido (cm) ] x 100



Para la estabilidad de la emulsién (EE) se sigui6 el mismo procedimiento, a excepcion
de que los tubos con el emulsificado se colocaron en bafio a 80 °C durante 30 min, antes de
centrifugar.

EE = [ altura de la capa emulsificada (cm) / altura total del contenido (cm) ] x 100

5.2.7 Capacidad y estabilidad de la espuma formada.

Se us6 la técnica reportada por Tsutsui (1988) con ligeras modificaciones. Se prepararon
soluciones a diferentes concentraciones de la muestra (1, 2, 3 y 4 % p/v), se les ajustd el pH
(3, 5,7 y9) con HCI o NaOH 0.1 N v se agitaron a alta velocidad en una mezcladora Ozter
por 1 min en vasos de 'pléstico graduados. En seguida se midi6 el volumen de espuma
formado y la capacidad de espuma formada (CE) se expres6 como:

CE = [(volumen después de agitar - vol. antes de agitar) / (vol. antes de agitar )] x 100

Para la determinacién de estabilidad de espuma (EE) se dejé reposar cada ensayo
durante 30 min y se midié el volumen residual de espuma.

EE= (volumen de espuma después del reposo / vol. total de espuma) x 100

6. Identificacién de compuestos antinutricionales mediante técnicas in vitro.

6.1 Inhibidores de tripsina.
La técnica para este anilisis fue la reportada por Kakade (1974). Esta técnica se basa en la
observacién de la inhibicién producida por un extracto alcalino (solucién de NaOH 0.01 N)

de la muestra sobre una solucidn estindar de tripsina.



El-extracto directo o diluido se puso en contacto con una solucién estandarizada de
tripsina (40 mg/10 mL), y despues de un cierto tiempo se determind la actividad proteolitica
remanente por medio de un sustrato sintético (BAPNA: benzoil arginina p-nitroanilida), el
que produjo una coloracién que se ley6 en el espectrofotometro a una longitud de onda de
410 nm (dicha coloracién es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de la
muestra).

Una unidad de tripsina (UT) es arbitrariamente definida como un incremento de
0.01 unidades de absorbancia a 410 nm, por 10 mL de mezcla de reaccidén descritas por
Kakade (1974). La actividad de inhibidores de tripsina se expresa en términos de unidades de
tripsina inhibida (UTI). La muestra se analizé en forma directa y también a diferentes
diluciones (1:1, 1:5, 1:10, 1:25 y 1:50). El seguimiento del método se describe en la Tabla 10.
Las lecturas de absorbancia se llevaron a cabo en un espectrofotémetro marca Beckman DU-

65.

6.2 Hemaglutininas.

Ia determinacién de hemaglutininas se hizo mediante la técnica de Jaffé (1980). En esta
thenica se determina la presencia de estos compuestos téxicos contenidos en la muestra,
mediante la accidn aglutinante que éstos presentan en glébulos rojos.

Se colocd 1 g de muestra, 0.1 g de polivinilpirrolidona y 10 mL de solucién
reguladora de fosfatos de pH 7.4 en un vaso de precipitados, esta solucién se mantuvo en
agitacién a 5 °C durante 18 h. Después se centrifugd a 3500 rpm durante 15 min y el
extracto se separd desechando el precipitado. Del extracto se tomaron 5 mL para diluir

posteriormente.



Tabla 10. Método resumido para la determinacién de inhibidores de tripsina.

Extracto Tripsina | BAPNA (mL) | Ac. acético al
Clave * (mL) Agua (mL) (mL) a37°C 30 % (mL)
B1 1.8 0.2 2+1 Acido 5 -
1 1.8 0.2 2 5 1
r 1.8 0.2 2 5 1
B, 1.4 0.6 2+1 Acido 5 -
2 1.4 0.6 2 5 1
2’ 1.4 0.6 2 5 1
B, 1.0 1.0 2+1 Acido 5 i
3 1.0 1.0 2 5 1
3’ 1.0 1.0 2 5 1
B, 0.6 14 2+1 Acido 5 :
4 0.6 1.4 2 5 1
4 0.6 1.4 2 5 1
By 0.0 2.0 2+1 Acido 5 -
R 0.0 2.0 2 5 1
R’ 0.0 2.0 2 5 1

(Kakade, 1974,

* By, By, By, By y Bg son tubos blanco. La adicién de BAPNA (benzoil arginina p-nitroanilida)

fue a los 10 min después de agregar la tripsina, y para adicionar el acido acético también se

esperé 10 min, éste tltimo fue con objeto de inhibir la accién enzimaética y detener la reaccion.



Aparte se recibieron 3 mL de sangre humana fresca (siempre de la misma fuente) en
un tubo con solucién de EDTA (dcido etilen diamino tetra-acético) al 10 %. Se dejé reposar
durante 20 min para la separacién del sobrenadante y se agité ligeramente. Después se
centrifugd a 1500 rpm por 5 min y el sobrenadante se separ6 en otro tubo.

Del paquete globular se tomaron 6 gotas y se les adicioné 7 mL de solucién
reguladora, se volvié a centrifugar por 5 min a 1500 rpm y asi se hicieron varios lavados
hasta que el sobrenadante qued$ cristalino. Con el precipitado se prepar una suspension de
eritrocitos al 2 % en solucién reguladora.

En seguida se colocaron 7 gotas de solucién reguladora en forma distribuida en cada
caja de petri y se les agregaron 50 pL del extracto ya preparado en forma de dilucién seriada
de orden 2 (1:2, 1:4, 1:8, etc.). Después se les adiciono la suspensién de eritrocitos (50 uL) a
cada gota preparada, se mezcld y se dejé en reposo durante 1 h a temperatura ambiente.

El resultado se registré como la menor dilucién a la que formé aglutinacién. Los

tipos de sangre humana analizada fueron A y O, RH (+).

6.3 Acido fitico.
Esta determinacién se llevé a cabo mediante la técnica reportada por Tangendjaja et al.
"(1980). Se colocd 1 g de muestra en un matraz Erlenmeyer y se le agregd 25 mL de acido
tricloroacético al 3 %, se puso en agitacién por 30 min y se centrifugé durante 20 min a 4000
rpm.

Después se filtré en Millipore (0.22 mm) y se tomaron alicuotas de 25 pL para la
inyeccién en cromatograffa liquida. El eluente que se empled fue acetato de sodio (0.005 M)

a una velocidad de flujo de 2 mL/min.
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7. Determinacién de metales pesados por absorcion atémica.

7.1 Calcio, arsénico y plomo.
La preparacién de la muestra para determinar estos metales se llevd a cabo por dos métodos,
digestién e incineracién. Se colocaron 5 g de muestra en un matraz y se adicionaron 10 mL
de HNO; y 5 mL de H,SO, , el matraz se colocé bajo un extractor de aire y en una parrilla
a temperatura elevada, dejandose hasta digestion completa. Después se diluyé a 100 mL con
agua desionizada y se analizé por espectrometria de absorcion atémica en un equipo Perkin-
Elmer mod. 2280.

En el segundo método de preparacién se pesé 1 g de muestra y se calciné a 550 °C
por 1 h, se adicionaron 5 gotas de HCl al 10 % y se dejé reposar por 10 min; después se pasd
2 un matraz de 100 mL y se aforé con agua desionizada. El anlisis se hizo como en la

muestra anterior v las condiciones se indican en la Tabla 11.

7.2 Selenio y mercurio.
La técnica empleada para estos metales fue la reportada por Preciado-Cortés (1992). Se peso
1 g de muestra ¥ se coloc en un matraz Erlenmeyer al cual se adicionaron 20 mL de acido
nitrico al 30 %; se coloc en autoclave a 90 °C por 1 h y después se filtrd y se diluyé a 25
mL con agua desionizada.

Para estos metales se llevd a cabo una reduccién de los mismos, con borohidruro de
sodio al 3 % en presencia de NaOH al 1 %. Las condiciones de lectura se muestran en la

Tabla 11.



Tabla 11. Condiciones de lectura por absorcién atémica para metales pesados.

Limite de deteccién | Longitud de onda
Metal (mg/L) (nm) Flama
Calcio 0.001 422.7 Aire - acetileno
Arsénico 0.100 193.7 Aire - acetileno
Plomo 0.010 283.3 Aire - acetileno
- | Selenio 0.07 196.0 Aire - acetileno
Mercurio 0.200 253.7 Aire - acetileno

(Perkin-Elmer, 1982).
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8. Evaluacién microbioldgica.

8.1 Cuenta estandar total.

La muestra se preparé en dilucién 1:1000 con solucién de fosfatos y se transfirié 1 mL a una
caja de petri, después se agregaron 20 mL de medio de cultivo para cuenta estandar a una
temperatura de 45 °C, se homogeneizé completamente y se dejé solidificar. La incubacion se
realiz6 en posicién invertida a 35 °C durante 48 h (Meyer, 1984). La prueba se hizo por

duplicado.

8.2 Hongos y levaduras.
Se tomé 1 mL de la dilucién 1:1000 de muestra y se colocé en una caja de petri, después se le
adicionaron 20 mL de agar Sabouraud a 45 °C y se homogeneizé. Una vez solidificada se

incub a 37 °C durante 48 + 2 h (Meyer, 1984). La prueba se hizo por duplicado.

8.3 Coliformes.
Se transfiri6 1 mL de la dilucién 1:1000 de muestra a una caja de petri y se le adicionaron 20
mL de agar rojo bilis a una temperatura de 45 °C, se homogeneizé y se dejo solidificar. La

incubacién fue a 32 °C por 24 + 2 h Meyer (1984). La prueba se hizo por duplicado.

9. Elaboracién de yogurt suplementado con proteina de ajonjoli.
Se hicieron diferentes preparaciones de yogurt variando la proporcién de proteina, azucar,
sélidos de leche y fermentos lacticos (T abla 12). En 300 mL de agua se disolvié un preparado

. -~ ’
homogéneo de muestra proteinica, azlicar y leche en polvo, se colocé en bafio Maria a una
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temperatura de 65 °C durante 30 min y después se enfrid ripidamente hasta una
_temperatura de 42 °C, en ese momento se inoculé el fermento lictico (cepa liofilizada
comercial de Streprococcus thermophillus y Lactobacillus bulgaricus, EZAL MY800) y se

mantuvo a esa temperatura durante 4 h, tiempo en el que alcanzé un pH de 4.2.

10. Analisis sensorial.

10.1 Evaluacién preliminar.

Esta evaluacién se llevé a cabo mediante un experimento en el que se realizaron nueve
ensayos en base a cuatro factores y tres niveles originado; por un arreglo ortogonal L, 3%
como el que se indica en la Tabla 12 (Montgomery, 1984). Las diferentes formulaciones
obtenidas se analizaron sensorialmente y se eligieron dos de ellas de acuerdo a su mejor
sabor y apariencia, el propésito de esta seleccién preliminar fue el de disminuir el namero
de muestras que se incluirfan posteriormente en el andlisis sensorial definitivo.

-

10.2 Disefio del estudio sensorial.

10.2.1 Prueba de hipotesis.

Hipétesis nula: no hay diferencia entre las muestras = U,
Hipétesis alterna: las muestras son diferentes TRE-RTN

Nivel de error tolerable a. = 0.05
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Tabla 12. Formulaciones del yogurt elaborado.

Leche en polvo

Concentrado

Fermentos

Ensayo (%) proteinico (%) | Azucar (%) lacticos (%)
1 11 1.0 3.5 0.0032
2 11 1.5 5.0 0.0056
3 1 2.0 6.5 0.0080
4 12 1.0 5.0 0.0080
5 12 1.5 6.5 0.0032
6 12 2.0 3.5 0.0056
7 13 1.0 6.5 0.0056
8 13 1.5 35 0.0080
9 13 2.0 5.0 0.0032




10.2.2 Tipo de prueba sensorial.

El método que se selecciond fue de tipo afectivo y se aplic a cien jueces, quienes no
requieren de entrenamiento (segun el método) v sélo se pidié su deseo por participar. Los
formatos que a continuacién se presentan fueron las encuestas aplicadas y las claves para

identificar las muestras de yogurt fueron 968 y 711.

64



FORMATO No. 1. ANALISIS DE ACEPTACION Y PREFERENCIA DEL YOGURT.

NOMBRE:

FECHA: SERIE:

Ipstrucciones: Indique con una “X” su aceptacién al probar cada muestra de yogurt

presentada.
Muestra Acepta: SI NO
968 S N
711 . o
Instrucciones: Indique con el nimero correspondiente el orden de su menor (=1) a mayor

(=2) preferencia por cada muestra de yogurt. No se permiten empates.
Muestra 968 711

Preferencia

GRACIAS!



FORMATO No. 2. EVALUACION DE LOS ATRIBUTOS DEL YOGURT ELABORADO.

Favor de evaluar las muestras de izquierda a derecha. En cada atributo, escribir el nimero de
muestra cerca del punto dela escala que mejor describa lo que percibes en cada muestra.

HOMBRE:

’
mas

AGRADO TOTAL
gusta extremadamente
gusta largamente
gusta moderadamente
gusta ligeramente
ni gusta ni disgusta
disgusta ligeramente
disgusta moderadamente
disgusta largamente
disgusta extremadamente

DULZURA
gusta extremadamente
gusta largamente
gusta moderadamente
gusta ligeramente
ni gusta ni disgusta
disgusta ligeramente
disgusta moderadamente
disgusta largamente
disgusta extremadamente

ACIDEZ
gusta extremadamente

gusta largamente
gusta moderadamente
gusta ligeramente

ni gusta ni disgusta
disgusta ligeramente
disgusta moderadamente

disgusta largamente
disgusta extremadamente

TEXTURA
gusta extremadamente
gusta largamente
gusta moderadamente
gusta ligeramente
ni gusta ni disgusta
disgusta ligeramente
disgusta moderadamente
disgusta largamente
disgusta extremadamente

APARIENCIA
gusta extremadamente
gusta largamente
gusta moderadamente
gusta ligeramente

ni gusta ni disgusta
disgusta ligeramente
disgusta moderadamente
disgusta largamente
disgusta extremadamente

NIVEL DE DULZURA
extremadamente muy alto
largamente muy aito
moderadamente muy alto
ligeramente muy alto
en su punto
ligeramente muy bajo
moderadamente muy bajo
largamente muy bajo
extremadamente muy bajo

NIVEL DE ACIDEZ
extremadamente muy alto
largamente muy alto
moderadamente muy alto
ligeramente muy alto
en su punto
ligeramente muy bajo
moderadamente muy bajo
largamente muy bajo
extremadamente muy bajo

NIVEL DE ESPESURA
extremadamente muy alto
largamente muy alto
moderadamente muy alto
ligeramente muy alto
en su punto

ligeramente muy bajo
moderadamente muy bajo
largamente muy bajo
extremadamente muy bajo

MUJER: EDAD: menor de 20 21229 30 a 39 40 2 49 500

FRECUENCIA DE CONSUMO: varias veces al dfa __unavez al dia ___ dos veces por semana __ una vez

por semana menos de una vez por semana

GRACIAS.
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VIII_ RESULTADOQS Y DISCUSION

1. Obtencién preliminar de la proteina de ajonjoli bajo diferentes condiciones.

a. Acondicionamiento de la materia prima.

El acondicionamiento de la materia prima (harina descascarillada y desengrasada) dio por
resultado una harina con un contenido de aceite menor al 1 % y una apariencia aceptable en
olor, color y tamafio de particula. Esta harina que se utilizd como materia prima tuvo un
proceso previo de extraccién de aceite por prensado, en donde se eliminé la mayor cantidad
de este componente, por lo que esta operacién, probablemente influyé en resultados

posteriores.

b. Recuperacién de la proteina a nivel laboratorio.

Las extracciones de proteina que se hicieron dieron como resultado ocho diferentes muestras
con caracteristicas similares en cuanto a color. Estas tenfan diferencias en olor, ya que
algunas presentaban cierta similitud a condimento sabor a pollo y otras, las que fueron
liofilizadas (M, Ms, Ms, M), carecian de olor y su particula era de un tamafio mayor que el

de las muestras secadas por aspersién (M,, My, My, My).

2. Anélisis de la proteina mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC).
Los resultados que se obtuvieron a partir de esta técnica mostraron el grado de modificaciéon
que la proteina adquirié debido a las diferentes etapas de su procesamiento. Se encontraron

diferencias en los resultados en cuanto al efecto que tuvo el pH de extraccidn, la
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precipitacidn isoeléctrica y el método de secado. Sin embargo, no se precisaron tendencias
definidas en los resultados debido a la combinacién de varios factores a la vez en cada
extraccion.

Los resultados de este anilisis son los termogramas de las Figuras 5y 6, y los datos se

resumen en la Tabla 13. Conforme a dichos resultados se observa que las muestras M, y M,
que difieren sélo en el método de secado, tienen entalpias de transicién diferentes
(M, =212.2 ]/g, M,=131.3 J/g). Esto sugiere una menor desnaturalizacién para la proteina
que se secé por liofilizado (M), ya que al mostrar mayor energia de transicién, su
conformacién estructural originada durante el proceso, fue menos afectada. Esto coincide
‘con el hecho de que en el proceso de liofilizado no se implican altas temperaturas, que
pudieran modificar la estructura proteinica significativamente, en comparacién con el
método de secado por aspersién, en donde probablemente se obtuvo mayor alteracion
estructural debido a la temperatura de 120 °C que se utilizo.

En forma general las muestras que se secaron por liofilizado presentaron mayor
entalpia de transicién y por consecuencia menor desnaturalizacion, es decir, si una proteina
tiene estabilidad conformacional, va a requerir mayor energia para obtener un cierto grado
de desnaturalizacién (Biliaderis, 1983).

Las sefiales dobles que aparecen en los termogramas y que son caracteristicas de las
muestras M,, M,, M, y Ms, probablemente representan la mezcla de dos componentes

proteinicos, o bien, el efecto causado por cambios estructurales en las moléculas (Ordorica-

Falomir et al., 1988).

Este fenémeno se originé independientemente del pH de extraccion, de la forma en

que se sec6 (extracto o precipitado) y del método de secado (Figuras 5y 6).
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Tabla 13. Temperaturas y entalpia de transicién de los concentrados proteinicos de ajonjoli

bajo diferentes condiciones de obtencién.

Muestra pH |Acondicionamiento| Secado | T,(°C) | T4(°C) | T¢(°C) |AH (J/g)
M, 9 extracto s/neutralizar | liofilizado 35.0 117.2 147.5 ‘ 212.2
M, 9 | extracto s/neutralizar | aspersién 68.5 120.3 165.0 131.1

165.0 176.6 182.5 4.7
M, 9 PI neutralizado liofilizado 44.0 108.5 173.0 241.2
M, 9 PI neutralizado aspersidn 54.6 65.4 71.5 3.8
71.5 113.5 164.0 147 .1
M; 12 | extracto s/neutralizar | liofilizado 32.0 112.4 152.5 233.3
M, 12 PI neutralizado liofilizado 48.0 62. 70.0 23
70.0 112.7 165.0 140.2
M; 9 PI s/neutralizar aspersidn 75.0 113.6° 160.0 100.6
M; 9 extracto neutralizado | aspersidén 54.0 124.5 162.5 124.4
162.5 174.1 180.0 2.2

PI = punto isoeléctrico.

Ty = temperatura inicial de transicién

T4 = temperatura de desnaturalizacién

T¢ = temperatura final de transicién

AH = entalpia de transicién

(velocidad de calentamiento en el andlisis: 10 °C/min)
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AH 2122 J/g
Td 117.2°C
M,
40 °C
AH 2412 /g
Td 108.5 °C
M,
|
e 50 100 150 °C
X
(o]
M“J"r
AH 2333 J/g
Td 112.4 °C
M;
50 100 150 °C
ﬂ""v
N
AH 1402 J/g
‘ Td 112.7 °C
11 AH23 /g
{1 Td62.1°C M
50 100 150 °C

Figura 5. Termogramas representativos del analisis de calorimetria diferencial de barrido de

la proteina de ajonjoli (secado por liofilizado).
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; AH 4.7 J/g
Td 176.6 °C
AH 131.1J/g
Td 120.3 °C
M,
50 100 150 °C
% AH 147.1 J/g
z : Td 113.5 °C
% f M4
it
i
[+
X . , . ,
o 50 100 150 °C
1 .tilflil AH 100.6 J/g
~ Mﬂ i Td 113.6 °C
M;
50 100 150 °C
ﬂf‘%m
\ i AH?22 J/g
Vr"“ﬂ@ﬁmgi Td 174.1 °C
AH 124.4 J/g
Td 124.5 °C Mg
[3 1 ¢
30 100 150 °C

Figura 6. Termogramas representativos del analisis de calorimetria diferencial de barrido de
la proteina de ajonjoli (secado por aspersién).
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En la comparacién de las temperaturas de desnaturalizacién de las muestras M,
(117.2 °C) y M, (120.3 °C) con respecto a sus entalpias, se observa que para una mayor
entalpfa, la temperatura de desnaturalizacién es menor. Esto se podria traducir como una
menor estabilidad térmica en la proteina que posee menor grado de desnaturalizacién
debido a su procesamiento (mayor entalpia).

Estos mismos valores de temperaturas dan a conocer que la proteina de ajonjoli
presenta una buena estabilidad térmica que se puede comparar con la de proteina de avena,
la cual present6 temperaturas de desnaturalizacién entre 114 y 118 °C, bajo el efecto de
tratamientos térmicos con temperaturas de 100 y 110 °C (Ma y Harwalkar, 1988).
Asimismo la muestra Mg que mostré una temperatura de desnaturalizacién de 124.5 °C,
apoya lo anterior.

Las temperaturas de desnaturalizacién de 174.1 y 176.6 °C que presentan las
muestras M, y M, respectivamente, representan una mayor estabilidad térmica en esas
potciones proteinicas; sin embargo, siendo estas transiciones de baja energia, podrian ser no
relevantes.

Los resultados de estas dos muestras que difieren en la etapa de neutralizado,
indicaron una semejanza en cuanto a la doble sefial que presentan (Figura 6); sin embargo, la
entalpia de M, fue de 131.1 ]/g comparada con la de M de 124.4 /g, lo que supone que la
neutralizacién de M; tuvo alglin efecto sobre la proteina que dio lugar a una disminucién de
la entalpia.

Las muestras M, y M, difieren en el método de secado y sus entalpias de transicion
fueron de 241.2 y 147.1 J/g respectivamente. Esta diferencia muestra el efecto que tuvo el

método de secado, ya que la muestra M, (mayor de energia) se secé por liofilizado,
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indicando una menor desnaturalizacién dada por el proceso, en comparacién a M, que se
seco por aspersion, etapa que implicé una temperatura de 120 °C.

La muestra M; presenta una entalpia de transicién de 233.3 J/g comparada con la
muestra M, que tiene un valor de 140.2 J/g. Estas dos muestras tienen diferente forma de
acondicionamiento para su secado (extracto o punto isoeléctrico y neutralizacion o falta de
ella) y se sugiere que la menor entalpia de transicién (muestra My), se debe tal vez a las
modificaciones estructurales ocasionadas por la precipitacién de la proteina, lo cual tal vez
originb una mayor desestabilizacién y por consiguiente el requerimiento de menos energia
para desnaturalizarse durante el andlisis térmico. Su temperatura de desnaturalizacién fue
alrededor de 112 °C.

De igual manera las muestras M; y M; que difieren también en su
acondicionamiento, muestran el mismo fendmeno (menor entalpia de transicién para la
muestra que se precipitd). En el caso de las muestras M; (pH 9) y M (pH 12) que difieren en
el pH de extraccién, la entalpia més alta se observé a pH 12, esto podria atribuirse a
modificaciones estructurales que tienden a disminuir la contribucién de las reacciones
exotérmicas (ruptura de enlaces hidrofébicos) y por consecuencia aumenten la contribucién
endotérmica (Ma y Harwalkar, 1988).

En las muestras M; ¥ M, que se obtuvieron también a diferente pH y en este caso,
con precipitacién isoeléctrica, se observa una mayor entalpfa de transicién a pH 9 (M; =
241.2]/¢), lo cual indica una mayor desnaturalizacién de la proteina extraida a pH 12 (M, =

140.2 J/g).

Es importante seftalar que la influencia de varios factores a la vez en el analisis

temodindmico de una proteina, no permite suponer claramente una tendencia en los



resultados, debido en parte a la complejidad de los sistemas proteinicos, los cuales pueden
estar interactuando con otros componentes. A pesar de lo anterior, se obtuvieron ‘datos
interesantes en este analisis como fue el intervalo de temperaturas de desnaturalizacion, que
va de 62.1 °C hasta 176.6 °C y que se traduce como una buena estabilidad térmica de la
proteina de ajonjoli, siendo conveniente si se quiere aplicar en alimentos que requieren de
calentamiento para su procesamiento.

De acuerdo a estos resultados se selecciond una de las ocho muestras para llevar a

e : g : , . .
cabo andlisis posteriores. Esta seleccién se hizo con el propésito de trabajar con una muestra

. . 4 4 M

que tuviera el menor grado de desnaturalizacién de la proteina y pudiera tener mayor
representatividad de su forma nativa. También se consideré el método de secado mis
econbémico, ya que se pretendfa obtener una mayor cantidad del producto.

Por lo tanto, considerando que a mayor entalpia de transicién la proteina presenta
una menor desnaturalizacién debida a su procesamiento (Biliaderis, 1983), se opté por elegir
la M,, la cual se extrajo a pH 9 y se secé por aspersion. En esta muestra la entalpia de

transicién de la proteina fue de 131.1 J/g y su temperatura de desnaturalizacion de 120.3 °C.

3. Recuperacién de la proteina a nivel semipiloto.

Al seleccionar la muestra mediante la prueba de calorimetria, se obtuvieron las condiciones
. ;o , .

para la extraccién a mayor escala. De esta practica se obtuvo un producto de particula fina,

color marfil y con un aroma dulce que no se percibié en ninguna muestra anterior. Otra

caracteristica notable del producto fue su higroscopicidad y un estado electrostatico. El

rendimiento obtenido fue del 21 % en peso (base htimeda), obteniéndose aproximadamente

1 kg de producto final.
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4. Analisis quimico proximal.

__En la Tabla 14 se muestran los resultados (base hiimeda) del analisis proximal aplicado a tres
muestras diferentes: materia prima desengrasada por solvente (M), muestra proteinica de
ajonjoli obtenida a pH 9 y secado por aspersién (M,), y aislado comercial de soya (M,).

Los componentes de la muestra M, revelan el alto contenido de proteina que queda
en la harina cuando el aceite se extrae del material integral hasta una cantidad minima (0.13
%). Estos datos son similares con los reportados por Krishna-Murthy et al. (1960) para una
muestra de ajonjoli descascarillado y desengrasado.

La muestra M, tiene un porcentaje de proteina menor debido quizi en parte al
método de extraccién y al historial de la materia prima que por ser de origen industrial,
tenfa ya etapas de descascarillado y desengrasado por el método de prensado donde se
alcanzan temperaturas elevadas. El contenido de proteina que se obtuvo en esta muestra fue
del 51.5 % y esto limitd el hecho de considerarla como un aislado proteinico de ajonjoli y
mas bien se clasificé como un concentrado. En las muestras M, (concentrado de proteinico
de ajonjoll) y M, (aislado de soya) los porcentajes de aceite y fibra cruda’ no fueron

detectables.

5. Propiedades fisicoquimicas y funcionales de la proteina de ajonjoli.

Los resultados que se obtuvieron de estas determinaciones se compararon con el aislado de
soya tipo comercial y en la Tabla 15 se agrupan los valores de algunas propiedades. El pH
que presentd el concentrado de ajonjoli (M,) fue de 6.36, en tanto que el del aislado de soya

(M,) fue de 7.1.
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Tabla 14. Composicién quimica de los productos de ajonjoli y el aislado de soya *.

Componente (%) M, M, M,
Humedad 5.24 +0.09 2.87 £0.27 5.62 +0.21
Cenizas 7.30+ 1.04 8.26 £ 0.07 5.39 £0.05
Proteina: 62.4 + 1.44 51.5£0.25 82.33£0.90
Aceite 0.13 £0.05 ND ND
Fibra cruda 5.40+0.3 ND ND
Extracto libre de N ° 19.53 37.37 6.66

M, = harina descascarillada y desengrasada (materia prima)

M, = muestra proteinica de ajonjoli

M, = aislado comercial de soya

ND = no detectable

? resultados de tres determinaciones

b .. . .
determinacién por diferencia de los demas componentes
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Tabla 15. Propiedades fisico-funcionales del concentrado proteinico de ajonjoli y del

aislado de soya®.

Propiedad fisico-funcional M, (ajonjoli) M, (soya)
pH® 6.36 +0.09 7.10 £0.30
Densidad a granel (g/cm’) 0.42£0.01 0.41+0.01
Poder calérico (kcal/g) 4.27 £0.01 4.38 £0.03
Absorcién de agua (mL agua/g muestra) 1.75 £ 0.04 5.15+£0.15
Absorcién de aceite (mL aceite/g muestra) 3.25+0.07 2.20+£0.07
Digestibilidad in vitro (%) 79.0 £ 1.00 87.0 £ 0.41
Lisina disponible (g/100g muestra) 1.92+0.01 7.6 £0.00

* Determinaciones que se llevaron a cabo a temperatura ambiente y los resultados son la

media de tres determinaciones.

® Determinado en solucién al 1% p/v.
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Este factor es importante debido a que otras propiedades funcionales como la

-—solubilidad, emulsificacién y la formacién de espuma, dependen de los cambios en el pH del

medio y de los productos involucrados.

Los resultados de pH aqui presentados son similares a los reportados por Dench et al.
(1981) para aislados de ajonjoli y soya en soluciones al 3 %. En la practica, la obtencién de
aislados comerciales puede incluir una etapa final en la que se ajuste el pH cerca de la
neutralidad con, el propésito de aumentar su solubilidad en agua y mejorar su incorporacién
en cualquier sistema alimenticio.

Otra propiedad que se registrd fue la densidad a granel de cada muestra y a partir de
estos valores se deduce que existe poca diferencia en cuanto al tamafio de su particula. Esta
caracteristica de tamafio se relaciona con la densidad, siendo de gran interés la relacién peso-
volumen que presentan, para propésitos de empaquetado y transporte.

El poder calérico de un alimento se considera como un pardmetro que ‘muestra la
capacidad del material para generar calor a partir de su combustién, lo cual refleja el aporte
de calorias de dicho alimento. En el caso de las proteinas su valor energético es alrededor de
4 kcal/g comparado con el de los lipidos que es de 9 keal/g aproximadamente. Para este caso
el valor que se obtuvo fue de 4.27 kcal/g en la muestra M,, siendo comparable con el aislado
de soya que fue de 4.38 kcal/g.

En la misma Tabla 15 aparecen los valores de absorcién de agua y aceite de las
muestras analizadas. La absorcién de agua en una proteina es una funcién importante si se
aplica en alimentos como quesos, embutidos y pastas.

La muestra M, presenté menor capacidad de absorcién de agua comparada con la

muestra Msc que fue de 5.15 mL/g. Lo anterior fue contrario a la absorcién de aceite, y en
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este caso la muestra M, mostré un valor de 3.25 mL/g comparado con el de 2.2 mL/g para
el aislado de soya.

Estas propiedades estin estrechamente relacionadas con el balance que existe de
grupos hidrofilicos e hidréfobos en las proteinas y es debido a esta caracteristica que hay
diferencia con la proteina de soya. Los resultados obtenidos fueron comparables con los de
otros autores en donde se observé que la capacidad de absorcién de aceite en la proteina de
ajonjolf fue superior a la absorcién de agua (Dench et al., 1981; Inyang y Nwadimkpa,
1992).

Aunque este fenémeno fue de naturaleza contraria a la proteina de soya, en otros
estudios se observé que el aumento en la temperatura del agua y el aceite aplicados en el
experimento, aumentd estas propiedades, lo que es importante si se implican etapas de
calentamiento en la manufactura del alimento adicionado con el suplemento proteinico de
ajonjoli (Inyang y Nwadimkpa, 1992).

Por otro lado la técnica utilizada para determinar la digestibilidad de la proteina,
sefialé que el concentrado protefnico de ajonjoli (M) tiene un nivel cercano al 80 %, el cual
se considera aceptable comparindolo con el de aislado de soya que alcanzé un valor de 87 %.
Hsu (1977) sefialé que valores altos de digestibilidad indican un mayor grado de
modificacién estructural en las proteinas, lo que da lugar a una mayor disponibilidad de
aminoAcidos y a un mejor ataque enzimatico.

A partir de la idea anterior se deduce que la proteina de ajonjoli cuenta con menor
grado de modificacién estructural. En otros estudios se reportaron valores de digestibilidad
de la harina de ajonjoli de 66 %, comparado con un 81.4 % cuando ésta se sometio a un

descascarillado, indicando que la presencia de cascarilla disminuye la digestibilidad in vitro
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de las proteinas; ademds, se detallé que el proceso de prensado y la extraccién por solvente,
disminuyeron este pardmetro nutricional hasta un 70.4 % (Shamanthaka Sastry et al,, 1974).

Finalmente en la Tabla 15 aparece la cantidad de lisina disponible que contiene la
proteina de ajonjoli después de haberse extraido en medio alcalino. Segtin el valor que se
obtuvo de 1.9 g de lisina/100 g de muestra, la formacién de lisinoalanina se puede considerar
como baja o nula, debido a que el contenido de lisina de esta proteina es limitante por
naturaleza, no se utilizaron temperaturas elevadas para su extraccion y el pH de 9 que se
utilizé no fue altamente alcalino de tal forma que se originara este compuesto
antinutricional. La comparacién con la proteina de soya es clara y se resalta la importancia
de esta Gltima proteina como rica fuente de lisina.

En otras investigaciones realizadas para detectar la pérdida mixima de lisina
disponible en la proteina de ajonjoli, se reportaron datos menores al 15 %, atin por debajo
de condiciones extremas de calentamiento durante el proceso (Shamanthaka Sastry et al.,

1974).

a. Gelificacion.
Como se muestra en la Tabla 16, la capacidad de gelificacién del concentrado de ajonjoli fue
nula a cualquier pH en todas las concentraciones analizadas. Comparandolo con el aislado
de soya, éste mostré formacién de gel a pH 7 y 9 en la concentracién de 12 y 14 %
respectivamente; estos datos resultaron ser semejantes 2 los reportados por otros autores
para proteinas de origen vegetal (Okezie y Bello, 1988).

Como se sabe, la gelificacién se considera como la formacién de una red continua de

cierto orden que requiere altas concentraciones de proteinas globulares (Schmidt, 198 1).
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Tabla 16. Comparacion de gelificacién entre el concentrado proteinico de ajonjoli y

el aislado de soya en funcién del pH.

Formacién de gel
Concentrado de ajonjoli Aislado de soya
Muestra (%) | pHS5 | pH7 | pH9 {pH 11| pHS5 | pH7 | pH9 | pH 11
6 - - R } - - - -
8 - - - - - - - -
10 - i - - i i i -
12 - - - - - Gel - -
14 - - - - - Gel | Gel -
16 - - - - - Gel | Gel -
18 : : R TGl | G |-
20 - - - - - Gel Gel -
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No obstante, algunas proteinas son capaces de formar un gel a concentraciones
relativamente bajas a partir de su buena capacidad de absorcién de agua libre. Debido a que
la primera reaccién para formar un gel se acelera a altas y la segunda a bajas temperaturas, las
caracteristicas de éste depender4 en gran medida del historial térmico de las proteinas para
obtener el efecto gelificante.

A partir de lo anterior y de acuerdo a las caracteristicas que presentaron las muestras
durante el andlisis, se determiné que la proteina de ajonjoli no presenté capacidad de
gelificacién alguna, y en su lugar tal vez se originé un texturizado. Lo anterior se deduce a
partir de otro estudio en el que el proceso de texturizado de harina de ajonjoli, requiri6
alrededor del 50 % de proteina (muy semejante al concentrado de ajonjoli), un pH entre 7'y

8.5 y una temperatura de 95 °C (Rivero de Padua, 1983).

b. Solubilidad.
Los resultados de solubilidad de la proteina de ajonjoli en agua se describen a partir del perfil
de la Figura 7, que muestra como punto minimo el valor obtenido a pH 4, valor que se
encuentra muy cercano al punto isoeléctrico de la proteina (4.9). Como se observa también,
la solubilidad aumenta en gran proporcién en el intervalo de pH alcalino y en menor
medida por debajo del punto isoeléctrico.

En comparacién a este resultado se presenta el perfil de solubilidad de la proteina de
soya en la misma Figura, y en ella se observa que existe un comportamiento similar de

solubilidad pero con valores mas bajos.
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Este comportamiento de solubilidad también se ha obtenido con proteinas de
chicharo, cacahuate, girasol, alfalfa y frijol (Wang y Kinsella, 1976; Johnson et al., 1979;
Johnson y Brekke, 1983; Okezie y Bello, 1988), en donde el aumento o disminucién de esta
propiedad en cada una de ellas, se relaciona directamente con la naturaleza de la proteina y
con los factores involucrados en su proceso de obtencién como son concentracidn,
temperatura, naturaleza del solvente y presencia; de otros componentes.

Los efectos que ocasionan estos parimetros se podrian relacionar con las diferencias
que existen en el perfil de solubilidad de las dos proteinas. Por otra parte, se ve un efecto

i nverso en cuanto a la absorcién de agua, es decir, la proteina que tuvo mayor solubilidad,

mostrd una menor absorcién de agua y viceversa.

c. Viscosidad.

La Figura 8 representa los perfiles de viscosidad de las muestras analizadas a pH neutro,
observindose una marcada diferencia entre las caracteristicas de viscosidad del concentrado
proteinico de ajonjoli y el aislado de soya. El aumento paulatino en la concentracién de
aislado de soya describe un comportamiento logaritmico en la viscosidad, mismo que
coincide con estudios anteriores realizados para la formulacién de bebidas de soya (Yao et
al., 1988).

La medicién de viscosidad de la harina de ajonjoli realizada en otras investigaciones
mediante este mismo método, aporté valores no significativos de esta propiedad en el
intervalo de pH entre 5.5 y 8 a una temperatura de 25 °C (Rivero de Padua, 1983).

En este estudio, las Figuras 9 y 10 muestran la respuesta que se obtuvo en la

viscosidad al variar el pH de las dispersiones preparadas a diferente concentracion.
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En la Figura 9 aparece el comportamiento del concentrado de ajonjoli que mantiene
valores por debajo de los obtenidos con el aislado de soya (Figura 10). Se observa ademis
que la variacién de pH provoca un cambio en la magnitud de la respuesta, pero no en la
tendencia de la curva. Los valores inferiores que se obtienen a pH 5 se pueden correlacionar
con la capacidad de solubilidad, la cual disminuye por encontrarse en un medio cercano al
punto isoeléctrico. Este mismo efecto se observa para el aislado de soya en el que los valores
mis bajos de viscosidad se obtienen a ese pH, y la mejor viscosidad para este estudio, a pH 9.

Otra propiedad que se correlaciona directamente con la viscosidad es la absorcion de
agua de las proteinas, al contemplar que el fenémeno de hidratacién est4 intimamente ligado
a las propiedades reolégicas. Es tal vez por este motivo que para el aislado de soya se

esperarfa una mejor viscosidad al haberse obtenido una mayor absorcién de agua.

d. Actividad y estabilidad emulsificante.

Los resultados obtenidos de estos analisis se representan mediante graficas de superficie de
respuesta en las que se observa el efecto de cada factor sobre la variable de respuesta. Los
niveles de cada factor son: pH: 5,7, 9; proteina (% p/v):3,5,7 y aceite (% v/v): 10, 30, 50.
Las graficas a y b de la Figura 11 muestran el efecto que tuvo la variacién de pH y la
concentracién de proteina sobre la actividad de emulsion.

Los valores de respuesta mayores se obtuvieron con la proteina de soya (b); sin
embargo, en el nivel alto de la concentracién de proteina de ajonjoli (a) se observa que una
variacién en el pH, no altera significativamente los valores de la actividad de emulsién, lo
cual supone que esta protefna a esa concentracién actua independientemente del pH, siendo

una ventaja al poder aplicarla en diversos alimentos. En su caso, el aislado comercial de soya
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(b), muestra valores minimos de actividad de emulsién a cualquier concentracién de
proteina en el pH maés bajo, efecto que ocurre sélo a pH bajo y concentracion baja para la
proteina de ajonjoli. En los dos casos la actividad de emulsién tiene sus maximos a pH
cercano a 9.

La estabilidad de emulsién considerando una variacién en el pH y en la
concentracién de proteina, aparece en las gréaficas ¢ y d de la Figura 11. Para el concentrado
de ajonjoli (c) se observa la maxima estabilidad en los niveles bajos de pH y concentracién
de proteina, esta propiedad disminuye a pH 7 y aumenta nuevamente a pH 9, pero en
menor magnitud.

El aislado comercial de soya (d) tiene un comportamiento similar en los dos casos
(actividad y estabilidad de emulsién) mostrando valores inferiores de estabilidad de emulsion
en comparacién al concentrado de ajonjoli a nivel de pH bajo. Estos resultados se pueden
atribuir a las diferencias que hay en los balances hidrofébicos de las proteinas, asi como al
grado de modificacién que éstas presentan contribuyendd con una mejor disponibilidad de
las regiones hidrofébicas y polares asociadas con las fases lipidica y acuosa respectivamente.

La actividad de emulsién involucra otro factor que es la cantidad de aceite y en las
graficas a y b de la Figura 12 se muestran los efectos de este componente y la concentracién
de la proteina sobre la respuesta. Para la proteina de ajonjoli (a) se registraron valores mas
altos v la tendencia registrada fue muy parecida a la de la proteina de soya (b) en donde los
méximos aparecen a mayor concentracién de aceite y en cualquier concentracién de

proteina.
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La estabilidad de emulsién de las Figuras ¢ y d muestra valores maximos a mayor
cantidad de aceite resaltando valores superiores de esta propiedad para la proteina de
ajonjoli, indicando también (como en el andlisis calorimétrico) una buena estabilidad
térmica, ya que en esta prueba se le sometié a una temperatura de 80 °C.

Finalmente para la prueba de emulsién se analizé el efecto del pH y la concentracién
de aceite sobre la variable de respuesta. En las graficas a, b, ¢ y d de la Figura 13 aparece este
comportamiento. Para la proteina de soya (b) se observa que la actividad de emulsién
alcanzé valores mayores en comparacién a la proteina de ajonjoli (a); no obstante, esta
cualidad que presenta la proteina de soya, es pobre a cualquier concentracién de aceite en el
nivel més bajo de pH (5) y sélo obtiene un valor méximo a pH alto (9) y concentracién de
aceite alta (50%). Una vez mas se aprecia cierta ventaja de la proteina de ajonjoli (a), ya que a
la concentracién mds alta de aceite, se observan valores superiores de la actividad de
emulsién a cualquier valor de pH.

En cuanto a la estabilidad de emulsién, se registraron comportamientos muy
parecidos a los de actividad de emulsién analizando el pH y la concentracién de aceite. Para
este caso, la proteina de ajonjoli presenta valores superiores éue el estandar, lo cual se
atribuye a su estabilidad térmica estimada mediante el analisis de calorimetria diferencial de
barrido.

La comparacién entre la proteina de ajonjoli y la de soya bajo las condiciones de este
estudio, permite asignar una mayor estabilidad de emulsificacién a la proteina de ajonjoli,
obteniéndose ademis una respuesta interesante de la actividad de emulsién que resalta las
diferencias que estas proteinas presentan debido entre otras causas, al método de obtencién y

a las propiedades nativas de cada una, las que favorecen su empleo en alimentos.
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e. Capacidad y estabilidad de la espuma formada.

Las propiedades de espumado de un sistema proteinico varian dependiendo de la
concentracién de proteina y del pH del medio entre otros factores. Los resultados
correspondientes a este andlisis se describen asimismo mediante graficas de superficie de
respuesta (Figura 14). En ellas se aprecia claramente la mayor capacidad de espumado que
presenta la proteina de ajonjoli bajo los niveles de pH y concentracién empleados, al
compararse con la muestra de referencia. Este resultado coincide con los datos reportados
por Dench y col. (1981). A diferencia del aislado de comercial de soya (Figura 14b), la
proteina de ajonjol{ (Figura 14a) muestra datos superiores en esta propiedad, y sus mAximos
se localizan en todo el intervalo de pH y concentracién de proteina alta, contrariamente a la
capacidad de formacién de espuma de la proteina de soya, la cual presenta su maximo en el
nivel bajo de pH y concentracién de proteina; este efecto se puede deber a una diferencia en
el balance de aminoacidos 4icido-base que cada proteina mantiene en su estructura. La
estabilidad de espuma, por su parte, depende normalmente de la interaccién proteina-
proteina y de la interaccién proteina-agua. El cambio en la capacidad de espumado se debe al
aumento en la desnaturalizacién superficial y/o a la alteracién de las interacciones proteina-
proteina debidas a diferencias en el ambiente i6nico (Dench y col., 1981).

Como resultado en la estabilidad de espuma de la proteina de ajonjoli (Figura 14c),
los puntos méaximos se obtuvieron en el nivel de pH y concentracién de proteina mas bajos,
coincidiendo con los valores reportados por Inyang y Nwadimkpa (1992) para harina de
ajonjoli descascarillada. La méxima estabilidad de espuma en el rango de pH acido se
relaciona con la formacidn de capas moleculares estables en la interfase aire-agua, las cuales

imparten estabilidad y elasticidad a la espuma (Canella y col., 1979).
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La comparacién de resultados muestra una menor estabilidad de espuma para la

/7 d . . l[ . . . . . .7
proteina de ajonjoli originada tal vez por su baja capacidad para mantener la interacion con
el agua a causa de su alta hidrofobicidad. No obstante, con las caracteristicas de espumado
que presenta el concentrado protefnico de ajonjoli, éste puede ser de amplia utilidad en
productos como helados, malteadas y en una diversidad de postres que requieran resaltar
esta propiedad, considerando el intervalo de pH en que se presenta la buena capacidad de

formacién de espuma.

6. Compuestos antinutricionales.
La Tabla 17 muestra los resultados que se obtuvieron en la determinacién de compuestos

antinutricionales en las muestras de ajonjoli.

a. Inhibidores de tripsina.
Considerando el principio de la técnica que se utilizd, en la que el color de la reaccién indica
de forma indirecta la concentracién del inhibidor, el resultado se cataloga como negativo.
Los datos numéricos que se obtuvieron a partir de varias diluciones, revelaron una mayor
absorbancia en los tubos con muestra, y de esta forma el cilculo del porciento de inhibicién
se limité. Por lo anterior y de acuerdo a los resultados, se podria pensar que tal vez la
técnica no fue la adecuada para el analisis del ajonjoli o que quiza otros componentes
contribuyeron a la formacién de color, lo cual propicié el enmascaramiento de la reaccion
de inhibicién en caso de que ésta se llevara a cabo.

No obstante, datos reportados por Rastogi y Krishna-Murthy (1962) revelaron la

ausencia de este inhibidor en una muestra de harina desengrasada de ajonjoli.
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Tabla 17. Compuestos antinutricionales en muestras de ajonjoli.

Harina desengrasada de

Concentrado proteinico

Factor ajonjoli de ajonjoli
Inhibidores de tripsina Negativo Negativo
Hemaglutininas Negativo Negativo
Acido fitico (%) 1.91 % 0.03 1.09 + 0.05
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b. Hemaglutininas.
Las muestras de ajonjoli analizadas carecieron de actividad aglutinante sobre los tipos de
sangre humana analizados (A y O “RH +”) de acuerdo ala técnica que se empled.

Este factor antinutricional por sus caracteristicas, se considera como limitante en el
consumo de ciertos alimentos de origen vegetal, ya que sus efectos ocasionan graves
transtornos en la salud de quien los consume. La ausencia de estos compuestos en el ajonjoli
eleva atin mias la calidad de esta semilla y con lo cual se da confianza a su consumo y

aprovechamiento.

c. Acido fitico.
El 4cido fitico como factor antinutricional, es otro de los componentes que caracterizan al
ajonjoli, pero que al igual que el 4cido oxalico, su reduccidn se lleva a cabo durante las etapas
de extraccién de la proteina. En los resultados obtenidos se observé una disminucién de cast
el 50 % de este compuesto una vez obtenido el concentrado de proteina. Reportes
anteriores, indican un contenido de 4cido fitico del 5 % en harina desengrasada de ajonjoli,
comparado con el de harina de soya, que es del 1.5 % (De Boland y col., 1975).

La reduccién de este compuesto mejora la calidad de los concentrados proteinicos al
no intervenir en la biodisponibilidad del zinc, calcio, magnesio y hierro, asi como en la

formacién de complejos con proteinas, lo que disminuye su solubilidad y aprovechamiento.

7. Deteccién de metales pesados.
El anilisis por absorcién atémica para determinar la presencia de elementos como calcio,

plomo, arsénico, selenio y mercurio, indic6 la ausencia de la mayoria excepto la del calcio, el
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cual se reduce en la etapa de extraccién de la proteina, ya que en el concentrado se
detectaron 46 ppm en comparacién a la harina desengrasada y al aislado de soya que
tuvieron 53 y 55 ppm respectivamente (Tabla 18).

Es importante tener en cuenta la presencia o ausencia de metales como estos, los
cuales se pueden adquirir a través del procesamiento, o bien, pueden formar parte del
material integral, ya que siendo de origen vegetal, el medio ambiente o las zonas en que se
produzcan, pueden estar contaminadas por estos metales y ser el foco de contaminacion para
este y otros cultivos. El ajonjoli por su naturaleza, tiene cantidades considerables de calcio y
dependiendo del 4rea en que se cultive, éste puede adquirir contenidos de selenio, el cual

muestra sus efectos nocivos a niveles elevados.

8. Evaluacién microbiolégica.
E] andlisis que se aplica a los alimentos con el fin de detectar posibles contaminaciones por
microorganismos, es de gran interés debido a qué éstas son un factor de riesgo que podrian
limitar el empleo de los mismos. En este estudio se obtuvieron los resultados que aparecen
en la Tabla 19 indicando la calidad microbioldgica de las dos muestras de ajonjoli y del
aislado de soya -

Los datos muestran la ausencia de coliformes que son considerados como indicativos
de una contaminacién por materia fecal, la que podria ser originada por el agua utilizada o
bien por una falta de higiene durante el proceso. Asimismo los resultados permiten

comparar la incidencia de otros microorganismos en este tipo de productos.
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Tabla 18. Presencia de metales pesados en las muestras de ajonjoli y en el aislado de soya.

Elemento Harina desengrasada Concentrado Aislado proteinico
(ppm) de ajonjoli proteinico de ajonjoli de soya
Calcio 53 46 55
Plomo ’A ND ND ND
Arsénico ND ND ND
Mercurio ND ND ND
Selenio ND ND . ND

ND = No detectable
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Tabla 19. Calidad microbiolédgica de las muestras de ajonjoli y del aislado de soya.

Prueba

Harina desengrasada

de ajonjoli

Concentrado

proteinico de ajonjoli

Aislado proteinico

de soya

Cuenta estandar total

20 x 10° ufc/g

90 x 10 ° ufc/g

45 x 10° ufc/g

Hongos 1x 10’ ufc/g ausentes/g ausentes/g
Levaduras ausentes/g 1x 10° ufc/g 5x 10° ufc/g
Coliformes ausentes/g ausentes/g ausentes/g

ufc = unidades formadoras de colonias
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9. Elaboracion de yogurt.

El producto que se obtuvo fue un yogurt del tipo filante (caracteristicas del cultivo), de
buena consistencia y con una buena incorporacién de los ingredientes. Después de una
semana en refrigeracién (5 °C), las caracteristicas sensoriales del yogurt no cambiaron

apreciablemente.

10. Analisis sensorial.
Mediante una evaluacién preliminar se hizo la seleccién de dos muestras de yogurt a partir
de los nueve ensayos generados a través del disefio ortogonal Ly (3%), con el fin de reducir el
ntimero de muestras a evaluar por los jueces. Las muestras seleccionadas fueron la #4 (12 %
de leche en polvo, 5% de azicar) y la #7 (13 % de leche en polvo, 6.5 % de azlicar) que
presentaban un contenido adicional de 0.5 % de proteina de ajonjoli. Esta adicién de
/7 s " 7 ’ . .
proteina fue con el propésito de aumentar atn mas el valor nutricional del yogurt con una
fuente rica en amino4cidos esenciales y para determinar el efecto de la proteina sobre las
, .
caracteristicas sensoriales del yogurt.
Las muestras de yogurt seleccionadas se presentaron ante cien jueces-afectivos
(consumidores), quienes calificaron los atributos de cada una e hicieron la respectiva
¥ . ’ . . . oy .
comparacién. La prueba comparativa se basé en la siguientes hipotesis:

Ho:p, = 1>
Hitp #p2

Se aplicé la prueba t student con un nivel de significancia de 0.05 como criterio para
aceptar o rechazar la hipOtesis nula, en la que se iguala el valor de las medias de los datos

obtenidos para cada muestra. La hipétesis nula se rechazé cuando el valor absoluto de t fue



mayor que su valor teérico. En la Tabla 20 se indican los resultados estadisticos, asi como la
conclusién a cerca de la hipdtesis en cada atributo. El valor teérico de t fue de 1.96 segin el
valor de significancia y los grados de libertad.

De acuerdo a la prueba de comparacién si la hipStesis nula se rechaza, entonces se
acepta la hipdtesis alternativa y en consecuencia se dictamina que existe diferencia entre las
muestras para el atributo analizado. Segtin los resultados obtenidos, la apariencia y el nivel
de acidez del yogurt fueron muy similares de acuerdo a la percepcién de los jueces. En los
demés atributos se percibié una diferencia entre las dos muestras, lo cual concuerda con la

. ., .y .« ’ ’
variacién que se manejé en la formulacién de éstas, ya que una de ellas tenia mayor dulzor
(#7). Esta diferencia en el contenido de azficar origin6 una mayor preferencia por la muestra
#7. 1o cual tal vez provocé un enmascaramiento del sabor del concentrado en caso de que
, o
éste se percibiera.

Cabe resaltar que la aceptacién del producto por parte de los jueces fue generalizada

y no se manifestaron expresiones de desagrado por el hecho de contener el commponente

. : . . ) e L g
adicional. Sin embargo, se tiene en consideracion que en este analisis falté incluir una
muestra de referencia que no contuviera el concentrado proteinico.

Por otra parte la frecuencia de consumo fue en orden descendente como sigue: una
vez al dia, dos veces por semana, menos de una vez por semana, una vez por semana y varias
veces al dfa. La mayoria de la poblacién encuestada fueron individuos del sexo femenino y la
edad ‘mas frecuente estuvo entre 21 y 29 afios. En estudios como este en los que se pretende
desarrollar un nuevo producto, se necesita llegar al gusto de cada consumidor reuniendo una

serie de requisitos y entre los principales que el nuevo producto tenga un buen sabor.



Tabla 20. Resultados estadisticos del analisis sensorial de yogurt.

Atributo t student’ Ho
Apariencia 1.53 Se acepta
Dulzura 6.28 Se rechaza
Acidez 3.16 Se rechaza
Textura 2.43 Se rechaza
Nivel de dulzura 5.46 Se rechaza
Nivel de acidez 1.50 Se acepta
Nivel de espesura 2.60 Se rechaza
Agrado total 6.38 Se rechaza

e

* valor absoluto

Ho = hipétesis nula
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IX CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, la proteina de ajonjoli se caracteriza por una buena
estabilidad térmica segin el intervalo de temperaturas de desnaturalizaciéon que presentd
(108 - 124.5 °C). El secado por aspersidn fue el que origin6 una mayor desnaturalizacién en
la proteina conforme a los datos de entalpfa, y las condiciones mds convenientes para
obtener la proteina de ajonjoli en base al grado de desnaturalizacién y a la economia del
proceso, fueron: extraccién a pH 9 y secado por aspersidn del extracto sin neutralizar. De
acuerdo al procedimiento de extraccién de la proteina, se obtuvo un concentrado proteinico
con el 51.5 % de proteina.

En el plano nutricional la proteina de ajonjoli se caracterizo con una digestibilidad in
vitro del 80 %, la cual se consider aceptable al compararse con la del aislado de soya que fue
del 87 %. Asimismo, el valor de lisina disponible en la proteina, sugiere que el método de
extraccién probablemente no propicié pérdida significativa de dicho aminoécido.

Por otra parte, la cantidad de lisina disponible en la proteina de soya podria servir
como complemento para la proteina de ajonjoli, a través de un efecto sinergista para la
produccién de aislados altamente nutritivos.

En cuanto a las caracteristicas fisico-funcionales el pH, la densidad y el poder calérico
del concentrado proteinico de ajonjolf fueron similares a las de algunos aislados proteinicos
reportados ya en la literatura. La proteina de ajonjoli posee un caracter hidréfobo que le da
afinidad por los grupos lipidicos, obteniéndose buena capacidad de absorcion de aceite. La
absorcién de agua en esta proteina es pobre comparada con la proteina de soya. El poder

gelificante no se presentd en esta proteina a ninguna concentracién y en ningun valor de pH



(5 - 11). Asimismo la viscosidad de las soluciones con proteina de ajonjoli fue muy pobre
comparada con la elevada viscosidad que present6 el aislado de soya.

En las condiciones que se encuentra la proteina de ajonjoli, ésta presenté una mejor
solubilidad comparada con la proteina de soya. Su actividad de emulsion y su capacidad para
formar espuma, fueron bastante buenas comparadas también con las del aislado de soya. La
estabilidad de emulsién de la proteina de ajonjoli fue buena, sin embargo, la estabilidad de
espuma fue menor que la del aislado de soya. Segiin las caracteristicas funcionales de la

7 . R T, ’ 7 ’ .
proteina de ajonjoli y la proteina de soya, éstas podrian emplearse conjuntamente para
elevar la funcionalidad que tienen por separado.

Mediante la determinacién de factores antinutricionales no se detect6 la presencia de
inhibidores de tripsina y hemaglutininas en las muestras de ajonjoli. El porcentaje de 4cido
fitico presente en la harina desengrasada de ajonjoli se redujo a través del proceso de
extraccién de la proteina. Por otra parte y de acuerdo al método empleado, en las muestras
de ajonjoli y soya no se detectaron metales pesados que pudieran limitar su empleo; ademas,
la calidad microbioldgica de las muestras analizadas indic la sanidad del proceso en la
obtencién de la proteina, la cual dependeri de los métodos y del lugar en que se lleve a cabo
dicho proceso.

Finalmente, las caracteristicas sensoriales del yogurt adicionado con el concentrado

, NRT : .
proteinico de ajonjoli, no se vieron alteradas con respecto al yogurt no adicionado, y se
. . : e , -
obtuvo una aceptacién generalizada por parte de los jueces, lo cual es un indicio de éxito
. , : .. :
para la aplicacién de la proteina en otros productos alimenticios. Por consecuencia y de
acuerdo al estudio, la proteina de ajonjoli tiene buenas expectativas de uso como aditivo en

alimentos, o bien, de aprovechamiento como complemento nutricional.
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X_PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir de los resultados obtenidos se establece un buen panorama de aprovechamiento
para la proteina de ajonjoli. Sin embargo, se sugiere aplicar la tecnologia de alimentos en la
elaboracién de otro tipo de productos como los de panificacién, carnicos y postres, a los que
se adicione la proteina y se puedan determinar las formas de sustitucién de otras proteinas
de mayor precio. Asimismo, se podrian llevar a cabo pruebas para determinar el efecto
sinergista que posee la proteina de ajonjoli con proteinas como las de trigo y soya, y
aprovechar conjuntamente sus propiedades. Por otro lado, seria conveniente profundizar en
el anélisis de la proteina de ajonjoli por calorimetria diferencial de barrido, ya que dicha
informacidn contribuirs para ampliar el conocimiento de la estructura de tan importante

proteina.
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