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RESUMEN

El Guandul es una leguminosa, sus semillas presentan un importante conte-
nido de biomoléculas de interés alimentario con alto potencial agroindustrial, 
una de estas es la proteína, la cual por medio de procesos de hidrólisis se 
pueden obtener y desarrollar nuevos productos. En el presente estudio se lle-
vó a cabo la optimización de la hidrólisis enzimática de proteínas presentes en 
semillas de Guandul (Cajanus cajan). El análisis proximal del Guandul, mostro 
un importante contenido de proteína, con un porcentaje del 22,6%. El método 
de superficie de respuesta fue el usado para la optimización del proceso, 
usando como proteasa el complejo enzimático Neutrasa®. Los valores de las 
variables optimizadas son; pH: 7,2, temperatura: 53°C, tiempo de 137 minutos 
y relación de concentración Enzima/Sustrato de 1,5, a estas condiciones se 
obtiene un grado de hidrólisis del 10% aproximadamente, factores de digesti-
bilidad y propiedades funcionales se deben estudiar con el fin de promover su 
uso para la alimentación humana y animal.
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ABSTRACT

Guandul (Cajanus cajan) is a legume, whose seeds contain biomolecules 
with potential applications in (food) industry, one of these is the protein, 
which by enzymatic hydrolysis may be obtained and develop new products. 
In this work the proteins’ enzymatic hydrolysis was optimized. Guandul 
seeds contains 22,6% of proteins. The optimization was obtained adapting 
the response surface method and using the enzymatic complex Neutrasa® 
as protease. The variable values were the following: pH 7,2, temperatu-
re 53°C, time 137 min and enzyme/substrate ratio (1/5). The degree of 
hydrolysis reached was around 10%. The biomolecules digestibility factors 
and functional properties should be studied with the aim to spread the use 
of Guandul seeds in food industry.

RESUMO

O guandu é uma leguminosa, suas sementes têm um teor significativo de 
biomoléculas de interesse com alto potencial agro-alimentar, uma destas 
é a proteína, a qual por hidrólise enzimática pode ser obtida e desenvolver 
novos produtos. Este estudo foi realizado para otimizar a hidrólise enzi-
mática de proteínas em sementes de ervilha (Cajanus cajan). A análise 
guandul proximal mostrou um teor de proteína significativa, com uma per-
centagem de 22,6%. O método de superfície de resposta foi usada para 
otimizar o processo, utilizando como o complexo enzima protease Neutra-
sa®. Os valores das variáveis são otimizados; pH: 7,2, temperatura: 53°C, 
tempo de 137 minutos, proporção de concentração de enzima / substrato 
de 1/5, estas condições um grau de hidrólise de cerca de 10%, os factores 
de digestibilidade e propriedades funcionais deve ser obtido estudo, a fim 
de promover a sua utilização para consumo humano e animal.

iNTRODUCCiÓN

El Guandul (Cajanus cajan) se encuentra clasificado en la familia Papiliona-
ceae, género Cajanus, esta especie se caracteriza por la producción de se-
millas con un alto contenido de carbohidratos y proteína [1,2]. la semilla de 
Guandul es utilizada para la alimentación humana y animal, la cual se puede 
consumir fresca o seca, en diferentes presentaciones como guiso, sopas y 
al vapor [3]. También es utilizada para la fabricación de harinas, lo que lleva 
a darle diferentes aplicaciones alimenticias [4]. En los últimos años se ha 
incrementado el cultivo de Guandul en los departamentos del sur occidente 
colombiano, debido a la gran demanda que presenta la semilla, utilizada en 
programas de alimentación de campesinos y familias de escasos recursos, 
siendo el Guandul un alimento altamente nutritivo con un bajo costo de pro-
ducción [2]. la hidrólisis consiste en el rompimiento de enlaces peptídicos 
que unen aminoácidos que conforman las proteínas, diferentes métodos se 
usan para este fin, dentro de los que se encuentran; la hidrólisis química e 
hidrólisis enzimática, la primera usa ácidos y bases fuertes, logrando una 
mayor disposición de aminoácidos libres, la hidrólisis enzimática es un pro-
ceso controlado, bajo factores de pH, temperatura, tiempo y el tipo de enzima 
usada. Esta tecnología se presenta ºcomo una de las alternativas tecnológi-
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cas, que contribuyen a la valorización de productos de 
origen vegetal y animal, por medio de trasformaciones 
que permiten el cambio de sus propiedades fisicoquí-
micas y logrando un mayor y mejor uso en la industria 
alimentaria, cosmética y farmacéutica [5].

Pocos estudios se han realizado sobre el potencial que 
tiene la proteína presente en esta semilla, y las diferen-
tes características que puede adquirir al ser sometidas 
a procesos de hidrólisis [6]. Con el fin de buscar una 
alternativa y generar un proceso que permita dar un 
valor agregado a las semillas de Guandul, el presente 
trabajo se enfocó en la optimización de las hidrólisis 
de proteínas presentes en las semillas, con el fin de 
generar procesos que potencialicen su uso.

MéTODO 

Materiales y métodos

la semilla de Guandul fue aportada a esta investigación 
por agricultores del corregimiento la Carbonera, ubica-
do en la parte sur del Departamento del Cauca, latitud 
1.92362, longitud: -77.0501. Como proteasa se empleó 
Neutrasa® 0.8 l E.C. 3.4.24.28 de Novozymes (A/S 
Dinamarca), se presenta como una preparación co-
mercial, multienzimática, de grado alimenticio, con una 
actividad de 0,8 UA/g (UA: Unidades Anson). la enzi-
ma es obtenida a partir de Bacillus amyloliquefaciens. 
Sus condiciones de trabajo están establecidas en los 
siguientes rangos: temperatura entre 40-60°C, pH entre 
6 y 8, y actúa sobre el carbono terminal de fenilalanina, 
leucina y valina [7, 8]. Un reactor Centricol con capaci-
dad para 20 l, fue usado para las reacciones hidrólisis, 
la cuantificación y grado hidrólisis se determinó en un 
espectrofotómetro UV-1800 Shimadzu [9].

Molienda y análisis próximo de la semilla

la semilla de Guandul fue molida mecánicamente, hasta 
obtener harina de textura fina, la cual se pasó por un tamiz 
con un número de malla diez (ASTM 11/95, 2,00 mm). El 
análisis próximo de la semilla de Guandul se llevó a cabo 
empleando métodos AOAC descritos a continuación.

Humedad. Deshidratación a 100–105ºC en estufa a 
presión constante (600 mmHg-Popayán) hasta peso 
constante según la norma AOAC 950.43 [10].

Ceniza. Calcinación a 550ºC por 4 horas, según AOAC 
920.153 [11].

Extracto etéreo. Extracción Soxhlet por 4 horas según 
AOAC 991.36 [12].

Proteína bruta. Kjeldahl: Digestión ácida y destilación 
de nitrógeno (N x 6,25), según AOAC 968.06 [13].

Fibra bruta: Método Weende: Digestión ácido-base y 
calcinación según AOAC 962.09 [14].

Hidrólisis enzimática 

las reacciones de hidrólisis enzimáticas de semillas 
de Guandul se realizaron en un reactor Centricol con 
control automático de temperatura y velocidad de 
agitación. Para ello se pesaron 100 g de muestra, se 
disolvieron en 1000 ml de agua destilada, las solucio-
nes se homogenizaron con agitación constante a 100 
rpm en el reactor, una vez alcanzada la temperatura, 
se da inicio a la reacción mediante la adición de la 
proteasa Neutrasa®, la cantidad de enzima está de-
terminada por la relación enzima/sustrato según cada 
unidad experimental, según el cuadro 2.

Determinación del grado de hidrólisis

El grado de hidrólisis o GH se determinó en cada expe-
rimento utilizando el método de ortoparafenilaldehído o 
método de OPA, el cual consiste en hacer reaccionar los 
α-aminoacidos de las cadenas peptídicas con el reac-
tivo de ortoparafenilaldehído en presencia de mercap-
toetanol y condiciones alcalinas generando derivados o 
compuestos con un máximo de absorbancia de 340 nm 
[15,16]. Para determinar la concentración de las mues-
tras se realizó el método de curva de calibración, para 
ello se prepararon patrones de leucina a diferente con-
centración, en un rango de concentración entre 6 y 21 
ppm, a cada patrón se les adicionó el reactivo de OPA y 
se llevaron a lectura en un espectrofotómetro UV-1800 
Shimadzu, a un longitud de onda de 341 nm, el grado de 
hidrólisis se calculó mediante la siguiente ecuación 1:

                                                                          (Ec.1)

     
Dónde, h: total de mEq leucina en la muestra hidroli-
zada y ht la cantidad de mEq de leucina en la muestra 
totalmente hidrolizada [17].

Diseño experimental

Se aplicó un diseño factorial 2^4, como se muestra 
a continuación:
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De acuerdo con las condiciones de experimentación y 
recursos disponibles, además de la prioridad de rea-
lizar un proceso de optimización se aplicó un diseño 
Draper-lin el cual es un diseño compuesto reducido 
que consiste en un factorial fraccionado o Plackett-
Burman mas unos puntos estrella. A continuación se 
muestra un diseño Draper-lin para los 4 factores de 
trabajo (cuadro 2):

las primeras 8 corridas abarcan una media fracción 
de un factorial 2^4. El segundo conjunto de 8 corri-
das son los puntos estrella, donde α es la distancia 
axial como se define para los diseños central com-
puesto y se agregan dos puntos al centro. El diseño 
resultante fue capaz de estimar el modelo de Segundo 
orden completo.

RESUlTADOS 

los resultados del análisis próximo muestran que el 
Guandul cultivado en el Departamento del Cauca, pre-
senta una composición nutricional comparable con 
otras semillas, la semilla de se encuentra compuesta 
por un importante contenido de carbohidratos y proteí-
na, como se muestra en el cuadro 3, el contenido pro-
teico al ser comparado con otras leguminosas como 
la arveja, soya y caupi con un porcentaje de del 22,6, 
29,1 y 26,1 %, respectivamente [18], las ventajas que 
ofrece la semilla de Guandul sobre las demás, es la 
poca cantidad de fertilizantes y cuidado que necesita 
la planta para su desarrollo [19]. lo anterior demues-
tra que las semillas de Guandul contienen un impor-
tante valor nutritivo, por lo cual es usado en diferentes 
partes del mundo para alimentación infantil, por otra 
parte el contenido de fibra y otros microelementos, ha-
cen que el Guandul no solo contribuya en la nutrición, 
sino que también ayude en la digestión y metabolismo 
de los seres vivos. 

Al finalizar la reacción se separó el residuo sólido del 
líquido y se procedió a inactivar la enzima a 90 °C en 
los dos medios. los residuos líquidos presentaban 
diferentes tonalidades, variando entre una coloración 
amarillenta y color crema, esto debido al aumento de 
solubilidad de las proteínas por efecto de la hidrólisis, 
y a las diferentes condiciones de hidrólisis en cada 
reacción. En los residuos líquidos se encuentran los 
péptidos hidrolizados, además de proteína soluble en 
esta fase, o que por la acción de hidrólisis llegó a so-
lubilizarse [20]. El grado de hidrólisis en cada experi-
mento se muestra en el cuadro 4:

Cuadro 1. Factores y niveles del diseño. 

Factor Bajo Alto
pH 6 8
Temperatura 40 °C 60 °C
[E/S] 0,5%(w/w) 1,5%(w/w)
Tiempo 60 min 120 min

Cuadro 2. Diseño experimental.

No T(°C) pH [E/S] t(min) Asignación

1 60,0 8,0 1,5 60,0
PORCIóN 
FACTORIAl

2 60,0 8,0 0,5 60,0
PORCIóN 
FACTORIAl

3 60,0 6,0 1,5 120,0
PORCIóN 
FACTORIAl

4 40,0 8,0 0,5 120,0
PORCIóN 
FACTORIAl

5 60,0 6,0 0,5 120,0
PORCIóN 
FACTORIAl

6 40,0 6,0 1,5 60,0
PORCIóN 
FACTORIAl

7 40,0 8,0 1,5 120,0
PORCIóN 
FACTORIAl

8 40,0 6,0 0,5 60,0
PORCIóN 
FACTORIAl

9 33,2 7,0 1,0 90,0 AXIAl
10 66,8 7,0 1,0 90,0 AXIAl
11 50,0 5,3 1,0 90,0 AXIAl
12 50,0 8,7 1,0 90,0 AXIAl
13 50,0 7,0 0,2 90,0 AXIAl
14 50,0 7,0 1,8 90,0 AXIAl
15 50,0 7,0 1,0 39,5 AXIAl
16 50,0 7,0 1,0 140,5 AXIAl

17 50,0 7,0 1,0 90,0
PUNTO CEN-
TRAl

18 50,0 7,0 1,0 90,0
PUNTO CEN-
TRAl

Cuadro 3. Composición proximal de la semilla de Guandul en base seca.

Determinación Porcentaje 
Ceniza 4,0±0,1
Proteína 22,6±0,3
Grasa 3,9±0,2
Fibra 6,5±0,2
Carbohidratos 63,0±0,1



118
Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial

Vol 13   No. 2    (114-122)   Julio - Diciembre 2015

El grado de hidrólisis en todos los experimentos se 
encuentra en el rango de 4,4-10,3%, donde se pue-
de observar el mayor grado de hidrólisis en experi-
mento número 18, el cual presenta valores medios 
para el pH, temperatura y relación de concentra-
ción enzima /sustrato, y el tiempo más prolongado 
(140,5 minutos), indicando que el tiempo es uno 
de los factores más influyentes sobre el grado de 
hidrólisis, al observar la condiciones del experi-
mento número 8, el cual presenta el menor tiempo, 
aproximadamente 40 minutos, y se obtiene como 
resultado el grado de hidrólisis de 4,4%, es el más 
bajo de todos los experimentos, esta influencia se 
puede confirmar con el análisis ANOVA a continua-
ción [21, 22].

El análisis del diseño factorial fraccionado Plackett- 
Burman, el cual representa otra alternativa para frac-
cionar factoriales completos 2^k, donde el número 
de puntos de diseño no necesariamente es potencia 
de dos, pero sí múltiplo de cuatro, se realizó con 
el paquete estadístico Statgraphics® (STSC Inc. 
Rockville, Md, USA, versión plus 5.1), se utilizó para 
el análisis de datos usando el método de superficie 
de respuesta [23], con nivel de significancia de 0,05. 
los resultados del Análisis de Varianza (ANOVA) se 
presentan en el cuadro 5.

El ANOVA muestra que dos de los factores evaluados 
presentan diferencia significativa (p<0,05), los cuales 
corresponden al tiempo y la relación enzima sustrato, 
siendo el primero el de mayor efecto en el experimento. 

la figura 1 muestra el gráfico de Pareto que describe 
el análisis de varianza y la influencia de los factores y 
sus relaciones sobre la hidrólisis, el orden de importan-
cia sobre procesos se muestra en orden descendente, 
se observa una línea vertical, que cruza la gráfica, la 
ubicación de esta depende del intervalo de confianza 
del diseño que en este caso es del 95 %, aquel factor 
que sobrepase esta línea afectará de forma significativa 
el proceso de hidrólisis, en gris se muestran todos los 
factores que afectan de forma positiva la reacción de 
hidrólisis y en negro aquellos que influyen de manera 
negativa nuestra variable de respuesta, en este caso el 
grado de hidrólisis de proteínas de semillas de Guandul.

Figura 1. Gráfico de Pareto estandarizado para el grado de 
hidrólisis.

Cuadro 4. Grado de hidrólisis para cada unidad experimental.

No T(°C) pH [E/S] t(min) GH σ
1 50,0 7,0 1,8 90,0 9,01 0,01
2 40,0 6,0 0,5 60,0 4,92 0,04
3 50,0 7,0 1,0 90,0 9,02 0,01
4 33,2 7,0 1,0 90,0 6,39 0,02
5 50,0 8,7 1,0 90,0 5,60 0,01
6 66,8 7,0 1,0 90,0 7,21 0,02
7 50,0 5,3 1,0 90,0 5,13 0,05
8 50,0 7,0 1,0 39,5 4,40 0,01
9 60,0 8,0 1,5 60,0 6,00 0,03
10 40,0 8,0 1,5 120,0 6,30 0,02
11 50,0 7,0 0,2 90,0 6,48 0,04
12 60,0 8,0 0,5 60,0 6,10 0,02
13 40,0 8,0 0,5 120,0 5,30 0,02
14 40,0 6,0 1,5 60,0 5,60 0,02
15 60,0 6,0 1,5 120,0 6,61 0,01
16 60,0 6,0 0,5 120,0 4,82 0,03
17 50,0 7,0 1,0 90,0 9,04 0,05
18 50,0 7,0 1,0 140,5 10,30 0,02

Cuadro 5. Análisis de Varianza para GH.

Fuente Gl Cuadrado 
Medio Razón-F Valor-P

A:Tiempo 1 17,4051 126,45 0,0015
B:pH 1 0,125 0,91 0,4109
C:ES 1 4,2344 30,76 0,0116
D:Temperatura 1 0,405 2,94 0,1848
AA 1 4,80176 34,89 0,0097
AB 1 0,028397 0,21 0,6805
AC 1 0,605 4,40 0,1270
AD 1 0,0193161 0,14 0,7329
BB 1 21,3104 154,82 0,0011
BC 1 0,32 2,32 0,2247
BD 1 9,62268 69,91 0,0036
CC 1 2,91139 21,15 0,0193
CD 1 0,0 0,00 1,0000
DD 1 8,51938 61,89 0,0043
Error total 3 0,137645
Total (corr.) 17
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En este sentido se observa que el tiempo es el fac-
tor que mayor influencia positiva presenta sobre el 
proceso de hidrólisis, lo cual se observa en análisis 
ANOVA, esta influencia se muestra con los resulta-
dos de cada corrida experimental así como los valo-
res óptimos descritos en el cuadro 6, a mayor tiempo 
de reacción presenta un aumento sobre el grado de 
hidrólisis, lo cual muestra un relación directa de este 
factor y la variable respuesta. 

la relación enzima-sustrato (ES), es el segundo fac-
tor con influencia sobre la variable respuesta, esto 
se atribuye a que una mayor cantidad de enzima 
puede lograr una mayor y más rápida conversión 
de sustrato a producto, en este caso de proteína a 
péptidos o aminoácidos libres, sin embargo se debe 
tener en cuenta que en procesos de hidrólisis este 
es uno de los factores a controlar y optimizar, debi-
do a que el uso excesivo de enzima es proporcional 
al costo del proceso. Por último, el gráfico de Pareto 
muestra que la temperatura y el pH no influyen de 
manera significativa sobre el proceso de hidrólisis, 
debido a que se encuentran en el la par te izquierda 
de la línea ver tical, esto se debe a que se utilizó un 
complejo enzimático que trabaja a un amplio rango 
de temperatura y pH, posiblemente cambios en es-
tos dos factores no influyeron de manera significati-
va sobre la actividad proteolítica de la enzima sobre 
las semillas de guandul [23].

los valores de los factores óptimos para lograr el ma-
yor grado de hidrólisis se muestran en el cuadro 6, 
estos se encuentran dentro de los límites previamente 
estipulados, con esta enzima y este tipo de matriz, a 
excepción del tiempo de hidrólisis, debido a que este 
se requiere un tiempo por encima de lo determinado, 
variable que se amplía gracias a puntos axiales pre-
sentes en el diseño, correspondientes en el cuadro 6 a 
los experimentos 1, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 18.

El análisis de la figura 2, muestra una idea indepen-
diente y cualitativa del efecto de los cuatro factores so-
bre la respuesta (grado de hidrólisis GH), determinado 
que a medida que aumenta la temperatura el grado 

de hidrólisis incrementa su valor, hasta un momento 
máximo donde encontramos el mayor grado de hidró-
lisis, posteriormente la línea comienza a descender, 
esto se debe a que la temperatura influye de gran for-
ma en la actividad enzimática, logrando un incremento 
de la misma cuando se alcanza la temperatura óptima 
de la enzima y un descenso cuando la temperatura co-
mienza a desnaturalizarla. 

Otro factor que se observa en la gráfica es el pH, 
el cual tiene un efecto similar al de la temperatura, 
teniendo un punto máximo donde se logra el mayor 
grado de hidrólisis, debido a que las enzima son 
proteínas y su estructura contiene cargas que afec-
tan su estructura, un cambio en el pH significa un 
cambio estructural de la proteína, afectado el sitio 
activo y obviamente la reacción de hidrólisis [24,25]. 
la relación de concentración de la enzima respecto 
al sustrato también se optimizó, la gráfica muestra 
que a medida que se aumenta la cantidad de enzi-
ma aumenta el grado de hidrólisis, debido a que una 
mayor cantidad de enzima logrará romper de forma 
más rápida y en mayor grado la proteína presente en 
la semilla de Guandul [26]. Por último, se observa el 
tiempo, donde se establece la influencia de este pará-
metro sobre el proceso, su comportamiento descri-
be una línea que incrementa el grado de hidrólisis a 
media que trascurre el tiempo, además no indica un 
máximo, por lo que se deduce un comportamiento 
directo entre el grado de hidrólisis y el tiempo, esta rela-
ción se muestra en el cuadro 7 [27]. 

Cuadro 6. Valores óptimos para obtener el mayor grado de hidrólisis.

Factor inferior Mayor Óptimo
T (°C) 33,2 66,8 53,0
pH 5,3 8,7 7,2
[E/S] 0,16 1,8 1,5
Tiempo(min) 39,5 140,4 136,8

Figura 2. Gráfico de efectos principales para el GH.

Cuadro 7. Valores óptimos para obtener el mayor grado de hidrólisis.

No Tiempo GH
1 140 10,7
2 160 10,9
3 180 10,9
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Figura 3. Gráfico de Superficie de Respuesta, Valores de pH y 

temperatura óptimos.

 
la figura 3 donde se puede observar la superficie 
de respuesta, expone un incremento del grado de 
hidrólisis a medida que aumenta el tiempo, llevan-
do de un GH entre el 7% aproximadamente para 60 
minutos a 10% cuando se incrementa el tiempo de 
reacción 120 minutos, el aumento de la relación de 
concentración enzima/sustrato, aumenta el grado 
de hidrólisis, sin embargo el incremento de la canti-
dad de enzima no proporciona un cambio brusco en 
el grado de hidrólisis. 

la figura 4 permite observar diferentes contornos, 
cada uno representa una rango para el grado de hi-
drólisis, [28], con una clara tendencia a incrementar 
el valor de la respuesta (GH), esta es una información 
importante que puede ser usada para establecer los 
posibles usos de las semillas de gandul, debido a que 
características y propiedades fisicoquímicas pueden 
variar, con pequeños cambios en los tamaños y se-
cuencias de las cadenas proteicas [29,30].

En esta representación se observan líneas circulares o 
también conocidos contornos, que permiten visualizar 
diferentes valores de respuesta debido a cambios so-
bre los factores, al igual que en el gráfico de superficie 

de respuesta al relacionar la concentración de enzima 
con el tiempo de reacción, se observa que el contorno 
para el mayor grado de hidrólisis de proteínas presen-
tes en semillas de Guandul se muestra cuando tene-
mos el mayor tiempo de reacción y la máxima can-
tidad de enzima respecto al sustrato, la influencia de 
estos factores ya fue discutida anteriormente [31,32].

CONClUSiONES 

El análisis proximal de las semillas de Guandul, cul-
tivadas en el Departamento del Cauca mostró un im-
portante contenido en proteína, lo que corrobora el alto 
valor nutritivo que presenta esta semilla. 

El análisis ANOVA mostró que el tiempo y la relación 
de concentración enzima/sustrato, son los factores 
que mayor influencia presentan sobre el proceso de 
hidrólisis, cambios en el pH y la temperatura no mos-
traron afectar la reacción de hidrólisis posiblemente 
por la capacidad de la enzima de actuar en un rango 
amplio para estos dos factores.

las mejores condiciones para el proceso de hidróli-
sis de proteínas presentes en semillas de Guandul, se 
obtuvieron por el método de superficie de respuesta, 
los valores óptimos encontrados son: pH: 7,2, rela-
ción enzima/sustrato: 1,5, temperatura: 53°C y tiempo 
de 136, 8 min, los cuales fueron evaluados sobre el 
grado de hidrólisis, obteniendo un GH de 10% apro-
ximadamente, con lo que se pretende generar nuevos 
procesos que fomente el uso de semillas de Guandul, 
en diferentes campos.
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