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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo caracterizar las semillas de 20
ecotipos de tarwi (Lupinus mutabilis) procedentes de diferentes zonas andinas del Perd. A
las semillas sin desamargar, se les determind las caracteristicas morfologicas y la
composicion quimico proximal. En las semillas amargas y desamargadas se determino el
contenido de tocoferoles y carotenoides totales, el perfil electroforético mediante
electroforesis SDS-Page, se estimd el rango de pesos moleculares y se cuantificd la
capacidad antioxidante mediante cuatro métodos (RP, ABTS, DPPH y FRAP). El contenido
de proteina (promedio 41.8 por ciento) fue superior al de las muestras testigo L. angustifolius
(29.16 por ciento), L. albus (31.02 por ciento) y L. luteus (39.03 por ciento); el contenido de
grasa (promedio 16.17 por ciento) fue muy superior también al de las muestras testigo L.
angustifolius (5.15 por ciento), L. albus (8.41 por ciento) y L. luteus (14.3 por ciento). El
contenido de proteina soluble varid entre 14.1 por ciento y 33.2 por ciento en las semillas
amargas y entre 0.3 por ciento y 1.6 por ciento en las semillas desamargadas. Los perfiles
electroforéticos de los 20 ecotipos, tanto en las muestras amargas como desamargadas fueron
idénticos, detectdndose bandas mejor diferenciadas entre aproximadamente 14 y 66 kDa,
mientras que en el rango de 67-91 kDa no se detectd ninguna banda. Las semillas
desamargadas presentaron altos niveles de tocoferoles (319.76 mg/kg MS, promedio),
comparadas con las muestras testigo (103.22 — 260.82 mg/kg MS); mientras que, el
contenido de carotenoides fue menor (1.70 mg/kg MS, promedio) que en el caso de las
muestras testigo (1.05 — 7.14 mg/kg MS). La capacidad antioxidante promedio (mmol
TE/Kg MS) de los 20 ecotipos de tarwi (2.65, 40.17, 2.63 y 18.41 con los métodos PR,
ABTS, DPPH y FRAP, respectivamente), fue mayor que en las muestras testigo L. albus
(1.03, 7.41, 2.69 y 2.30); L. angustifolius (0.89, 9.23, 1.48 y 5.08), L. luteus (4.01, 31.34,
5.54, 12.44). El tarwi (L. mutabilis) caracterizado mostré una mayor riqueza en proteinas y
compuestos bioactivos tales como tocoferoles y capacidad antioxidante, perfilandose como

un insumo a eleccion para el desarrollo de alimentos basados en proteinas vegetales.

Palabras claves: Tarwi, tocoferoles, carotenoides, capacidad antioxidante



ABSTRACT

The objective of this research was to characterize the seeds of 20 ecotypes of tarwi (Lupinus
mutabilis) from different Andean areas of Peru. Morphological characteristics and proximate
chemical composition were determined for bitter seeds. In bitter and debittered seeds, the
total tocopherol and carotenoid content was determined, the electrophoretic profile was
determined by SDS-Page electrophoresis, the range of molecular weights was estimated and
the antioxidant capacity was quantified by four methods (RP, ABTS, DPPH and FRAP).
Protein content (average 41.8 percent) was higher than that of the control samples L.
angustifolius (29.16 percent), L. albus (31.02 percent) and L. luteus (39.03 percent); fat
content (average 16.17 percent) was also much higher than that of the control samples L.
angustifolius (5.15 percent), L. albus (8.41 percent) and L. luteus (14.3 percent). The soluble
protein content ranged from 14.1 percent to 33.2 percent in the bitter seeds and from 0.3
percent to 1.6 percent in the unbittered seeds. The electrophoretic profiles of the 20 ecotypes,
both in the bitter and unbittered samples were identical, detecting better differentiated bands
between approximately 14 and 66 kDa, while in the range of 67-91 kDa no band was
detected. The unbittered seeds presented high levels of tocopherols (319.76 mg/kg DM,
average), compared to the control samples (103.22 - 260.82 mg/kg DM); whereas, the
carotenoid content was lower (1.70 mg/kg DM, average) than in the case of the control
samples (1.05 - 7.14 mg/kg DM). The average antioxidant capacity (mmol TE/kg DM) of
the 20 tarwi ecotypes (2.65, 40.17, 2.63 and 18.41 with PR, ABTS, DPPH and FRAP
methods, respectively), was higher than in the control samples L. albus (1.03, 7.41, 2.69 and
2.30); L. angustifolius (0.89, 9.23, 1.48 and 5.08), L. luteus (4.01, 31.34, 5.54, 12.44). The
characterized tarwi (L. mutabilis) showed a higher richness in proteins and bioactive
compounds such as tocopherols and antioxidant capacity, thus emerging as an input of

choice for the development of plant protein-based foods.

Key words: Tarwi, tocopherols, carotenoids, antioxidant capacity.



I. INTRODUCCION

El lupino (Lupinus mutabilis S.), conocido también como chocho y tarwi, es una leguminosa
que se cultiva en las zonas andinas del Perti. Segin Borja (2014), es de un alto contenido
protéico, 41 a 51 por ciento; sin embargo, el grano contiene alcaloides, que limitan su uso
directo en la alimentacién humana y animal. Por otro lado, Dooper et al. (2009) reportaron
un incremento en el uso de la harina de lupino de cuatro especies (Lupinus albus, Lupinus
angustifolius, Lupinus luteos, Lupinus mutabilis) en productos de panaderia y en alimentos
saludables en Europa, y que paralelamente también se han incrementado los casos o

episodios de alergias alimenticias causadas por el lupino.

Diversos estudios se han realizado sobre el lupino; sin embargo, estos estudios se han hecho
mayormente sobre especies diferentes del Lupinus mutabilis. Chirinos-Arias (2015) indica
que hay muy pocos estudios sobre este cultivo y que muchas de sus ventajas no han sido
estudiadas o estan en fases preliminares. Asimismo, Czubinski ef al. (2021) indican que el
Lupinus mutabilis, conocido como lupino Andino, ha ganado un creciente interés en anos
recientes pero que, sin embargo, existe escasa informacion detallada sobre las caracteristicas
quimicas de las semillas cultivadas en la region de Europa. En el presente estudio se busca
caracterizar morfoldgica y fisicoquimicamente, y determinar la capacidad antioxidante en
20 ecotipos de semilla de tarwi (Lupinus mutabilis), amargo y desamargado, que es la especie
de lupino que se produce en diversas zonas del Perq, de las cuales existe muy pocos datos al
respecto. De esta manera, se pretende contribuir a solucionar este problema de escasez de
reportes sobre los diversos ecotipos de tarwi (Lupinus mutabilis) que se producen en el Peru,
lo que permitird un mejor uso de este recurso como una fuente importante de proteinas para
la alimentacion humana, y como un potencial recurso con caracteristicas funcionales desde

el punto de vista de la salud.

En el presente estudio se planted como objetivo general, caracterizar las semillas amargas y
desamargadas) de 20 ecotipos de tarwi (Lupinus mutabilis) procedentes de diferentes zonas

andinas del Perti. Como objetivos especificos se planted determinar en los 20 ecotipos de



tarwi amargo (Lupinus mutabilis): las caracteristicas morfologicas y fisicoquimicas de las
semillas enteras. En los granos desamargados por método acuoso: el porcentaje de pérdida
de solidos después del proceso de desamargado. El contenido de proteina soluble en las
muestras amargas y desamargadas; el perfil electroforético de las proteinas aisladas de las
muestras amargas y desamargadas; el contenido de tocoferoles y carotenoides en las semillas
enteras amargas y desamargadas; y finalmente la capacidad antioxidante de las semillas

desamargadas.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO LUPINO

Martin (2017) menciona que el altramuz, nombre con el que se le conoce al lupino en Espana,
es una leguminosa que ha venido cultivandose mas para forraje que para la produccion de
semilla porque ésta contiene un componente toxico que requiere un tratamiento adecuado

para poderla utilizarla como alimento del ganado.

Khan et al. (2015) indican que se ha encontrado en la naturaleza alrededor de 400 especies
de lupino, mientras que Annicchiarico et al. (2014) mencionan mas de 450 especies, de las
cuales, solo unas pocas han sido estudiadas en cuanto a sus caracteristicas agronémicas y su
valor nutritivo, entre ellas, lupino blanco (Lupinus albus), lupino azul (Lupinus
angustifolius), lupino amarillo (Lupinus luteus) y tarwi (Lupinus mutabilis). Por otro lado,
Gresta et al. (2017) explican que el género lupino incluye alrededor de 170 especies, de las
cuales 12 son nativas de Europa o del area del Mediterraneo: L. albus, L. anatolicus, L.
angustifolius, L. atlanticus, L. cosentinii, L. digitatus, L. hispanicus, L. luteus, L. micranthus,
L. pilosus, L. palaestinus y L. prince; indican ademas que, solo cuatro especies han sido
domesticadas: tres provienen del “Viejo Mundo”, L. albus (lupino blanco), L. angustifolius
(narrow leafed o lupino azul) y L. luteus (lupino amarillo); y una del “Nuevo Mundo”, L.
mutabilis, llamado también tarwi o chocho. También, Neves et al. (2016) resaltan que, dentro
de las especies de lupino, el tarwi destaca por ser casi la Unica especie cultivada americana,
entre 300 silvestres. Por su parte, Pate et al. (1985), citados por Carvajal-Larenas et al.
(2016), mencionan que se cultivan cuatro especies principales de lupino: Lupinus albus,
Lupinus luteus, Lupinus angustifolius y Lupinus mutabilis, de las cuales esta iltima tiene el
mayor contenido medio de proteinas (44 por ciento de peso seco) y de lipidos (18 por ciento

de peso seco).

Por lo que respecta a su sabor, Martin (2017) indica se debe distinguir entre variedades de

semilla amarga y dulce. Las semillas amargas contienen, ademas, alcaloides toxicos, tales



como la lupanina y la oxilupanina, que dan lugar a la intoxicacién denominada «lupinosisy,
caracterizada por la aparicion de diarreas, trastornos hepaticos (ictericia), depresivo,
anorexia, poca movilidad, dificultad respiratoria, ictericia, hematuria, temblores, tambaleo y

muerte por asfixia.

La presencia de alcaloides es el principal problema de semillas amargas, ya que contienen
un 2,5 por 100 o mas de estas sustancias que producen el lupinismo. Suca y Suca (2015)
informan que el rango de contenido de alcaloides en tarwi va de 2.56 (g/100 g) hasta 4.14
(g/100 g), y que los niveles de alcaloides comprendidos en un rango de 10 a 25 mg/Kg se
consideran toxicos para nifios pequefios; mientras que niveles de 25 a 45 mg/Kg son toxicos
para adultos; para que el consumo de tarwi sea seguro, el contenido de alcaloides debe estar
por debajo de 0.02 por ciento. Por su parte, Martin (2017) indica que en las variedades dulces
el contenido de alcaloides viene a ser de 0.01 por ciento a 0.03 por ciento, y que se considera
que el riesgo de toxicidad es nulo cuando el contenido de alcaloides es inferior al 0.05 por

ciento.

2.1.1 Clasificacion botanica de los lupinos

Jacobsen y Mujica (2006), citados por Chirinos-Arias (2015), mencionan que el Lupinus
mutabilis Sweet, planta conocida cominmente como ullush, talwish, tauri, tarwi, chocho,
lupino o ccquella pertenece a la division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, orden
Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, siendo su género Lupinus el mas
abundante de la familia. Se distribuye en diferentes partes del mundo incluyendo América
del Sur, Europa y Australia. Pero principalmente en los valles interandinos y el Altiplano de
Bolivia y Perti. Sin embargo, indica Chirinos-Arias (2015), su centro de origen es debatible
siendo el mas probable entre los Andes del norte de Pert y sur de Ecuador. Dentro del género
Lupinus las cuatro especies de interés para la agricultura son: lupino blanco (Lupinus albus),
lupino azul (Lupinus angustifolius), lupino amarillo (Lupinus luteus) y lupino Andino

(Lupinus mutabilis) (Nadal et al., 2011).

2.1.2 Composicion quimica y valor nutricional
En la Tabla 1 se presentan los principales componentes de la semilla amarga del chocho
(Lupinus mutabilis) reportada por algunos autores. Destaca el alto contenido de proteina

(47.8 por ciento), mucho mayor que otras especies de lupino y que otros granos, inclusive



mayor que la soya (Tabla 2); los carbohidratos y el extracto libre de nitrogeno (ELN)

constituyen valores intermedios. El ELN es una categoria del sistema Weende que se

encuentra constituido principalmente por carbohidratos digeribles, asi como también

vitaminas y demas compuestos organicos solubles no nitrogenados (FAO 1993). Un aspecto

importante de la composiciéon quimica del tarwi es que presenta un bajo contenido de

almidon en comparacion con otros granos como cereales y menestras.

Tabla 1: Composicion quimica del chocho o tarwi (Lupinus mutabilis) (g/100 g)

Componente

Fuente del estudio

(€9 NN ¢ I €) N C) B ©) I () ()
Agua 10.1 7.7 8.1 - 11.7 9.6 6.2
Proteina bruta (N x 6.25)* 47.8 443 433 482 447 449 47.7
Grasa bruta? 189 165 189 162 154 139 15.0
Cenizas? 4.5 33 39 4.8 - 5.5 32
Fibra cruda o bruta? 11.1 7.1 8.2 - - 8.6 7.5
Carbohidratos ? - 282 329 31.7 - - -
ELN? 17.6 - - - - 27.1 26.6
Almidon total 4.3 - - - - - -
Azucares totales 2.0 - - - - - -
Azucares reductores 04 - - 09 - - -
Alcaloides 33 - - - - - -

@Porcentajes en base seca para la semilla amarga. (-) No reportado por el autor.

Fuentes: (1) Villacrés et al. (2006). (2) Repo-Carrasco-Valencia (2014). (3) Carvajal-
Larenas et al. (2016). (4) Cérdova-Ramos et al. (2020a). (5) Czubinski et al. (2021). (6)
Ortega-David et al. (2010). (7) Shoeneberger et al. (1982).

Tabla 2: Contenido de proteina de los principales cereales, legumbres,

semillas oleaginosas y fuentes vegetales

Producto

Proteina (%)

Soya (!

Frijol (¥

Garbanzo

Trigo (harina) ("

Arroz (D

Maiz (V

Cebada (descascarada) ("
Sorgo (V

Lupinus mutabilis (V
Lupinus albus ®
Lupinus barkeri ®
Lupinus montanus
Lupinus angustifolius (V
Lupinus luteus "V

35-40
20-30
20-25
8-15
7-9
9-12
8—-15
9-17
40 -55
29.3
37.1
353

Fuentes: (1) Borja (2014). (2) Guemes-Vera et al. (2012).



2.1.3 Proteinas en el género lupino

Nadal et al. (2011) indican que Osborne en 1924 clasifico las proteinas en cuatro grupos,
sobre la base de sus caracteristicas de extraccion y solubilidad: albuminas, globulinas,
gluteninas, y prolaminas. Asimismo, explica que, “La fraccion de globulinas de las proteinas
del Lupinus albus (Tabla 3) consiste de dos grupos mayoritarios de globulinas llamadas a-
conglutinas (11S y “leguminlike”), representando alrededor de 33 por ciento de las proteinas
totales, y B-conglutinas (7S y “vicilin-like™), que representan otro 45 por ciento. Hay dos
globulinas adicionales en menor cantidad llamadas y- y d-conglutina, las cuales representan
el 5 por ciento y 12 por ciento. Algunos reportes han sub-clasificado posteriormente la o-

conglutina en d1-y 62 conglutina”.

Tabla 3: Principales caracteristicas de las conglutinas del Lupinus albus

, . D S |
Proteina nativa espués de la

Porcentaje reduccion
Conglutina  del totgl de Peso Estructura Tamanp de Cadena  Cadena
globulinas  molecular pl cuaternaria subunidad esada  licera
(kDa) (kDa) P £
a-conglutina 35-37 330-430 5.6~  Hexamero 53 31 19
59 60 36 19
66 42 19
70 46 19
B-conglutina 44-45 143-260 5.9- Trimero 19-60 Sin enlaces
6.2 disulfuro
d-conglutina 10-12 13 4.3 Monomero 9 4
y-conglutina 4-5 200 7.9 Tetramero 47 29 17

Fuente: Nadal et al. (2011).

Por su parte, Czubinski ef al. (2021) indican que las proteinas de las semillas del L. mutabilis
son principalmente la a-conglutina y la B-conglutina (ambas constituyen mas del 80 por
ciento de todas las proteinas aisladas de estas semillas); en el caso de la y-conglutina, su
contenido generalmente es el mismo entre las diversas especies de lupino, asi como entre los
diversos cultivares dentro de cada especie; explica ademas que, la proporcion de las
fracciones de a-conglutinas y -conglutinas es caracteristica de un tipo particular de semilla
de lupino y puede ser usada para distinguir entre diferentes especies; en el caso del L.
mutabilis, esta ratio es de 1:1, similar al del L. angustifolius, mientras que en otras especies

se presentan ratios de 1:2 (L. albus). Agrega que, diversos estudios han resaltado



considerables diferencias en la estructura y composicion de la a-conglutina y la f-conglutina
en L. mutabilis comparada con L. albus, y que también se ha encontrado que el perfil de las
fracciones de la a-conglutina del L. mutabilis muestra diferencias entre los diversos

genotipos.

Por otro lado, Carvajal-Larenas et al. (2016) mencionan que en L. mutabilis, a diferencia de
algunas otras especies de lupino, no se ha reportado la presencia de 6-conglutina; agrega
ademas que, las albuminas representan alrededor del 12.8 por ciento, 15.4 por cientoy 5 a
10 por ciento % en L. albus, L. luteus y L. angustifolius, respectivamente; no indican el
porcentaje en el L. mutabilis, pero mencionan que se ha reportado que el L. albus contiene

aproximadamente el doble de albuminas que el L. mutabilis “Potosi” e “Inti”.

Con respecto al peso molecular de las diferentes fracciones proteicas del lupino (L
angustifolius), Muranyi et al. (2016) mencionan que, la conglutina a estd compuesta por tres
sub-unidades unidas no covalentemente, con pesos moleculares de 64, 72 y 85 kDa; estas
sub-unidades a la vez estdn compuestas por polipéptidos alcalinos de 21-24 kDa y
polipéptidos acidos de 42-62 kDa, unidos intermolecularmente por enlaces disulfuro.
Mientras que, Melo et al. (1994), citados por Muranyi at al. (2016), indican que la conglutina
a consta de cuatro sub-unidades, con tamanos de 53, 60, 66 y 70 kDa y exhibe pI de 5.1-5.8.
La conglutina 3 es la tinica proteina del lupino libre de enlaces disulfuro, por lo tanto, las
bandas de los perfiles de SDS-PAGE son idénticas en condiciones reductoras y no
reductoras; la forma prevalente de esta proteina es trimérica, oligdmeros de 150-170 kDa,
aunque también forma tetrdmeros; el tamafo de las sub-unidades flucta entre 20 y 70 kDa,
cada uno de los cuales estd compuesto de 10 a 12 polipéptidos distintos y mayormente
glicosilados. La conglutina § estd compuesta por dos fracciones: la conglutina 62, mondémero
de 14 kDa constituido por dos cadenas de polipéptidos, una pesada de 9.5 kDa y otra ligera
de 4.5 kDa (a pH neutro esta conglutina forma un dimero de 28 kDa), y la conglutina 61,
que se asocia por medio de enlaces disulfuro formando agregados oligoméricos de hasta 56
kDa. Por su parte, Magni et al. (2004) explican que, en Lupinus albus la conglutina vy
representa el 5 por ciento del total de las globulinas y es una glicoproteina con un peso
molecular relativo de alrededor de 47 kDa, e indica que esta proteina estd compuesta por sub
unidades de 29 y 17 kDa unidas por puentes disulfuro; esta fraccion proteica es

excepcionalmente soluble tanto en agua como en soluciones salinas, y a diferencia de las



otras conglutinas del lupino, su punto isoeléctrico esta dentro del rango alcalino (7.9); esta

glicoproteina presenta un contenido muy alto de azufre.

En el trabajo realizado por Muranyi et al. (2016) sobre extractos de semillas de L.
angustifolius, reportan diferentes PM de las fracciones proteicas de la conglutina a,
dependiendo del tipo de extraccion (Tabla 4). Asi, por ejemplo, en la extraccion salina con
precipitacion inducida por dilucion (pI pH 4-6), se apreciaron manchas en el gel de
electroforesis en el rango de PM de 40-70 kD, mientras que, con el mismo tipo de extraccion,
con precipitacion inducida por (pI pH 7) se desarrollaron manchas en el rango de pM de 20-
40 kDa. En el caso de la conglutina B, en el pI 5 encontraron en el gel un perfil bastante
heterogéneo, aun cuando esta proteina no contiene enlaces disulfuro; especialmente las sub-
unidades mas grandes (54, 62, 72 kDa) mostraron manchas diseminadas en casi todo el rango
de pH, lo cual se deberia al alto grado de glicosilacion, caracteristico de muchas sub-
unidades de conglutina B. Las sub-unidades de menor tamaio (15, 18, 21, 27, 31, 34, 38, 42
y 48 kDa) presentan menor glicosilacién (Melo et al., 1994 citados por Muranyi et al., 2016).
Por su parte, Capraro et al. (2014) determinaron el perfil electroforético de las proteinas
aisladas del L. albus, obteniendo un perfil en el que se aprecian bandas entre 97 y 15 kDa,
notandose mayor cantidad de bandas y mas concentradas entre los 65 y 30 kDa (Figura 1

carril TPE).

Tabla 4: Principales caracteristicas de las conglutinas del L. angustifolius en

condiciones reductoras y no reductoras

Peso molecular (kDa)

Conglutina Subunidad Pl Condiciones no Condiciones
reductoras reductoras
o Cadena a-acida 5.1-5.8 62-74 40-70
Cadena B-basica 6.7-8.6 20-24, 36
B 5.9-6.2 54-72 54-72
34-48 34-48
5.0-6.0 27-31 27-31
15-21 15-21
) Subunidad grande 43 13 9
Subunidad pequena 4
Y Subunidad pequefia 7.9 47 17
Subunidad grande 29

Fuente: Muranyi et al. (2016).



Mr,
kDa

97.0 4
66.0

45.0 4

30.0

-
20.1 - ——
-

| 14.4 4

(M, Marcador de proteinas; A, Precipitado isoeléctrico; B, Precipitado isoeléctrico Zn?*; C, Ovoalbimina; ,C,
y-conglutina de referencia; TPE, Extracto proteico total)

Figura 1: SDS-PAGE bajo condiciones reductoras de las fracciones proteicas del L.

albus obtenidas mediante precipitacion isoeléctrica y precipitacion isoeléctrica con

Zn2+

Fuente: Capraro et al. (2014).

Albe-Slabi ef al. (2022) también reportan haber detectado bandas de 19-46 kDa atribuidas a

subunidades de a-conglutina en L. albus (Figura 2).

MW (kDa) 1 2 3 4

75

50
37

25
20

15:—

(1, aislado proteico por precipitacién isoeléctrica a pH 7; 2, aislado proteico por ultra centrifugacion pH 7; 3,
aislado proteico por precipitacion isoeléctrica a pH 2; 4, aislado proteico por ultra centrifugacion pH 2)

Figura 2: SDS-PAGE bajo condiciones reductoras en aislados proteicos de L. albus a
diferentes valores de pH de extraccion

Fuente: Albe-Slabi et al. (2022)



2.1.4 El desamargado del lupino

Villacrés et al. (2020a) explican que, las diferentes especies de lupino presentan un gran
valor nutritivo, pero dependiendo de la especie, su uso esta limitado por su alto contenido en
alcaloides amargos y otros 20 factores antinutricionales, como el acido fitico, los taninos,
los nitratos y los inhibidores de la tripsina (IT), que tienen 21 efectos fisiologicos
indeseables. Los alcaloides, en el caso de Lupinus mutabilis, se concentran en los granos,
alcanzando entre 1,7 y 2,4 por ciento de la materia seca, aunque la variacion puede ser
mayor; Neves et al (2016) indican que los componentes amargos de las semillas, alcaloides,
varian desde 0.01 por ciento hasta 4 por ciento. Los alcaloides impiden emplear el lupino en
alimentacion animal o humana sin un previo tratamiento, y por ello su uso en la antigiiedad
fue limitado (Mera, s.f.). El alcaloide que se encuentra en mayor concentracion es lupanina,
seguido de esparteina, tetrahidrorombifolina, 4-hidroxilupanina, y 13-hidroxilupanina
(Gross et al. 1988; Ortega-David et al. 2010; Castaneda et al. 2008). Segun Keeler (1976),
estas sustancias son importantes para la planta pues la protegen de fitopatogenos y animales
herbivoros debido a su accién mutagénica y por su efecto toxico en varios de estos

organismos.

Se han desarrollado diversos estudios en los que se ha investigado varias formas de
desamargado y su efecto sobre la composicion quimica y las caracteristicas sensoriales del
grano desamargado. Jacobsen y Mujica (2006) indican que las semillas de L. mutabilis
requieren de un tratamiento previo a su consumo, el cual, de acuerdo a su experiencia,
consiste en remojar 3 kilogramos de grano en 18 litros de agua, cambiéndola cada 6 horas
durante 5 dias. Asimismo, Jiménez-Martinez et al. (2001) explican que el desamargado
incluye la hidratacion la semilla, la coccion y los posteriores procesos de lavado con agua.
Se ha reportado que la coccion en el caso del Lupinus campestris reduce el contenido en
taninos y carbohidratos més de un 70 por ciento, en el caso de los alcaloides la coccion por
tres horas fue responsable de un 56 por ciento de reduccioén del contenido de alcaloides

quinolizidinicos (Jiménez-Martinez ef al. 2001).

Villacrés et al. (2020a) aplicaron el tratamiento térmico-acuoso para el proceso de
desamargado en Lupinus mutabilis Sweet. Este proceso comenzd con el remojo del grano a

una temperatura inicial de 80°C durante 10 horas; se utilizd una proporcion 1:3 de
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grano:agua. A continuacion, se realiz6 la coccion en agua a 91°C durante 1 h, seguida de un
lavado con agua potable. Se utilizé una proporcion de 1:15 (grano:agua) para el lavado. El
lavado se realiz6 en dos etapas: primero con agua a 35°C durante 28 h seguido de agua a
18°C durante 45 h. Luego se secd en un horno de aire forzado a 60°C durante 8 h. Agrega
que, los tratamientos que emplean el calor también ayudan a reducir la actividad del
inhibidor de la tripsina y la actividad de la ureasa, pero disminuyen la calidad nutricional de
los granos debido a la pérdida de nutrientes solubles tales como vitamina C, carotenoides y
fendlicos totales. Simultdneamente a la eliminacidon de los compuestos toxicos, el proceso
de desamargado provoca en Lupinus albus la pérdida de otros nutrientes como minerales

(Ertas and Bilgicli 2014).

Cortés- Avendafio ef al. (2020) evaluaron el perfil y los niveles residuales de alcaloides de
quinolizidina (QA) en 10 ecotipos de Lupinus mutabilis Sweet de diferentes areas del Pert
tras el proceso de desamargado acuoso. El desamargado lo realiz6 de la siguiente manera:
las semillas fueron seleccionadas y puestas en remojo con una relacion semilla-agua de 1:6
(p/v) durante 12 h a temperatura ambiente. A continuacion, las semillas se cocinaron durante
1 h. Durante la coccidn, el agua se cambio una vez cada 30 minutos. Tras la coccion, las
semillas se lavaron bajo una corriente de agua durante 5 dias. Después del lavado, las
semillas se secaron a 50 °C durante 18 h. Encontré que solo pequeiias cantidades de lupanina
(media de 0,0012 g/100 g de MS) y esparteina (media de 0,0014 g/100 g de MS)
permanecieron en las semillas tras el proceso de desamargado, y no se identificaron otros
alcaloides. El proceso de desamargado acuoso redujo el contenido de alcaloides a niveles

muy inferiores al nivel maximo permitido por la normativa internacional (< 0,2 g/kg MS).

Por su parte, Cérdova-Ramos et al. (2020b) determinaron el efecto de los procesamientos
(desamargado en agua, extrusion y secado por aspersion) sobre la composicion quimica, el
dafio por calor y la digestibilidad in vitro de la proteina del lupino andino. El desamargado
de los granos enteros, necesario para la eliminacion de los alcaloides toxicos, se llevo a cabo
mediante el siguiente procedimiento: remojo y lavado, los granos de lupino se hidrataron
durante 12 horas a temperatura ambiente con una proporcion de lupino:agua de 1:6 (p/v); las
semillas hidratadas se hirvieron (semillas:agua, 1:3 p/v) durante 1 h cambiando de agua cada
30 min; luego, luego fueron remojadas en agua (semillas cocidas:agua 1:3 p/v) a temperatura
ambiente durante 5 dias, sustituyendo el agua cada dia; posteriormente fueron secadas a 50

°C en una secador de bandejas de aire caliente durante 18 horas; y almacenado en la
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oscuridad a temperatura ambiente hasta la molienda.) La eliminacién completa de los
alcaloides amargos se evalué mediante un analisis sensorial de los granos, encontrando
ausencia de sabor amargo en los en las semillas de lupino desamargadas confirmando la
eliminacion de los alcaloides. El desamargado acuoso generd, en este caso, una disminucion

de minerales y carbohidratos.

2.1.5 Usos de los lupinos

Los lupinos o la harina de lupinos son utilizados de muchas formas en diversas partes del
mundo. Asi, en Europa son usados en productos de panaderia, pasteleria, galleteria, y
salchichas; también en bebidas y como sustituto de la leche de vaca o soya, y las semillas
son ampliamente usadas como snacks (Nadal et al. 2011; Hefle ef al. 1994). Segin Peeters
et al. (2007), la inclusion del lupino en la harina de trigo fue introducida por primera vez en
el Reino Unido (United Kingdom) en 1996 y en Francia a fines de 1997 para agregar proteina
y fibra y mejorar la textura. La harina de lupino fue considerada primero como un
suplemento para el pan y las galletas hace més de 20 afios y ahora estd siendo usada como
una alternativa para la harina de soya por compaiias que estan en la busqueda de ingredientes

alimentarios no modificados genéticamente.

Villacrés et al. (2006) describen las siguientes formas de consumo del chocho desamargado:

- Carne vegetal de chocho. Pasta blanca, obtenida por fermentacion sélida del chocho
desamargado con esporas del moho pertenecientes al género Rhizopus y a la especie
oligosporus. Este producto frito presenta un sabor agradable y caracteristico a carne.
Almacenadas en fundas de polietileno al vacio tiene una duracion de 12 dias en
refrigeracion.

- Chocho germinado. El grano germinado aporta nutrientes mas digeribles al
organismo. El tiempo de vida util del grano germinado envasado en fundas de
polietileno con CO; y almacenado en refrigeracion es de seis dias.

- Aji con chochos. Se prepara una pasta de tomate con aji, sal, acido ascorbico, etc., a
la cual se incorporan los chochos con cebolla en una proporcion de 12 por ciento. Se
ajusta el pH final a 3 con una solucion de acido citrico al 50 por ciento; luego se

envasa y pasteuriza a 80 °C por 20 min. Con la adicion de sorbato de potasio al 0.2
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por ciento seguido de la pasteurizacion, se puede extender la vida 1til del producto
hasta 180 dias en condiciones ambientales (17 °C, 50 por ciento HR).

- Leche de chocho. Producto semejante en apariencia y composicion quimica a la
leche de vaca. Se obtiene por extraccion acuosa del grano con adicion de proteina
hidrolizada y homogel como estabilizante. Este producto no contiene colesterol,
glucosa y casi ningun factor alérgico.

- Yogur de chocho. Se obtiene a partir de leche de chocho; el procesamiento es similar
a la leche de vaca: pasteurizacion de la leche a 75 °C por 15 min., enfriado a 42 °C,
inoculacién con Streptococcus thermophilus 'y Lactobacillus bulgaricus. La
fermentacion se lleva a cabo a 42 °C durante tres a cuatro horas. Luego se enfria y
homogeniza, y se le agrega mermelada natural de frutas y chocho picado para mejorar

el sabor, la consistencia y la aceptabilidad del producto final.

2.1.6 Alergenicidad del lupino

La alergia alimenticia es una respuesta inmunoldgica anormal desencadenada por la ingesta
de ciertos alimentos. Ciertas proteinas alimenticias no téxicas, sin efectos adversos en la
mayoria de las personas, producen sintomas de alergia en cierta poblacion sensible. Mas del
90 por ciento de las alergias alimenticias se derivan de 8 tipos de alimentos, entre los que se
incluyen: leche de vaca, huevos, pescado, crustaceos (camardn, cangrejo, langosta, etc.),
mani, soya, frutos secos (almendra, nuez, anacardo o maraion, etc.), y trigo (Huang et al.
2013). La FAO/OMS (2006) reportd que, sobre la base de encuestas epidemioldgicas, la
Organizacion Mundial de Alergias (World Allergy Organization) estimé la existencia de
aproximadamente 220 a 250 millones de personas que sufren de alergias alimenticias; indica
demas las prevalencias estimadas de alergias alimenticias de uno a tres por ciento en adultos

y de cuatro a seis por ciento en nifios.

Guillamon et al. (2010) mencionan que los reportes de reacciones alérgicas al lupino después
de la ingestion han ido aumentando con el uso creciente de proteinas de altramuz en
productos dietéticos, ya sea como primaria alergia al altramuz o como resultado de la

reactividad cruzada con otras legumbres, especialmente el mani.

Hefle et al. (1994) indican que el altramuz (Lupinus albus L.) se utiliza cada vez mas en los

alimentos debido a su valor nutricional y que la soya se sustituye con frecuencia con altramuz

13



para producir productos libres de OGM. Incluso para producir alimentos libres de gluten, se
utiliza altramuz (IFC 2016). Sin embargo, ciertas proteinas de lupino son alergénicas. Asi,
Crespo et al. (2001) mencionan que la ingestion de harina de semilla de altramuz ha sido
reportada como causa de reacciones alérgicas en pacientes sensibilizados al mani. Dooper et
al. (2009) indican que se cree que el desarrollo de la alergia a lupino en pacientes alérgicos
a cacahuete ocurre como resultado de la reactividad cruzada entre las proteinas de lupino y
cacahuete. Mientras que Ecker y Cichna (2012) explican que puede haber reacciones
cruzadas con otras leguminosas como mani y soya, y que, por lo tanto, el altramuz fue
catalogado como alérgeno de alimentos a fines del 2006 y estd sujeto a los requisitos de

etiquetado.

La alergia al altramuz ha sido principalmente reportada en personas alérgicas a otras
legumbres, particularmente al mani. Peeters et al. (2007) indican que la alergia al altramuz
podria ser consecuencia de una reaccion cruzada después de una sensibilizacion al mani o a
otras legumbres, y que las alergias al altramuz no han sido completamente caracterizadas.
Agregan que, las vicilinas, también, denominadas globulinas 7S, son la mayor fuente de
proteinas en la mayoria de las semillas de legumbres que podrian contribuir a la reaccion

cruzada entre legumbres.

Las prolaminas son una superfamilia de las proteinas que ha sido descrita en las plantas
vasculares y que contiene tanto miembros alergénicos como no alergénicos. Son un grupo
dominante de las proteinas de almacenamiento en cereales y otros miembros de herbaceas.
Alergias debidas a las prolaminas de cereales no ocurren frecuentemente y han sido
estudiadas principalmente en el trigo. Esta familia de proteinas contiene una pequefia
secuencia homologa aparte del esqueleto de cisteina, pero son bastante similares en su
estructura o-helicoidal. Esta estructura es altamente estable, tanto a la desnaturalizacion
térmica como a la proteolitica, lo cual podria contribuir a su alergenicidad (Radauer and

Breiteneder 2007).

En los individuos con alergia al altramuz, se ha sugerido que las fracciones de globulina son
alérgenos importantes. Se han llevado a cabo muchos estudios para identificar qué fraccion
o fracciones especificas del lupino son responsables de provocar la respuesta inmunitaria
alergénica. Los primeros estudios sobre el aislamiento y la caracterizacion de los cuerpos

proteicos de L. angustifolius indicaron que la y-conglutina reaccionaba con los anticuerpos
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monoclonales, pero la proteina de almacenamiento rica en azufre 2S (9-conglutina) no
producia ninguna reaccion. El andlisis del suero de un paciente que fallecio tras comer pan
de “hot dog” mostro un alto nivel de IgE anti-cacahuete. Las proteinas de 38 y 15 kDa fueron
las responsables de la reaccion cruzada con la IgE anti-cacahuete del paciente, y un suero
policlonal anti-lupino detectd tres bandas proteicas principales de 65, 50 y 40 kDa en todos
los extractos que contenian lupino. Estudios mas recientes reportados desde 2005 sostienen
que la y-conglutina es el principal alérgeno del lupino y que también se observo que los
polipéptidos de la y-conglutina producen una reaccioén cruzada con la IgG especifica a la
subunidad basica de Ara h 3, un conocido alérgeno del cacahuete de la familia de las
globulinas 11S. También se observé que este polipéptido de 43 kDa, que podria coincidir
con la y-conglutina no reducida, producia una reactividad cruzada con la IgE anti-cacahuete.

(Nadal et al. 2011).

2.2 ANTIOXIDANTES

2.2.1 ROS, antioxidantes, actividad antioxidante y capacidad antioxidante

El oxigeno es la molécula clave que permite el metabolismo aerobico en los organismos
vivos. Sin embargo, su alta reactividad, también dana o interrumpe las biomoléculas al
producir especies reactivas de oxigeno (ROS) (Rawson et al. 2014). El cuerpo humano
produce especies reactivas de oxigeno (ROS), como el radical anidén superoxido, el radical
hidroxilo y el peroxido de hidroégeno, por muchos sistemas enzimaticos a través del consumo
de oxigeno. En pequefias cantidades, estas ROS pueden ser beneficiosas como transductores
de senal y reguladores de crecimiento. Sin embargo, durante el estrés oxidativo, grandes
cantidades de estas ROS pueden favorecer algunas enfermedades humanas como el céncer,
las enfermedades cardiovasculares, el envejecimiento y las enfermedades
neurodegenerativas. Segun Fernandez-Pachon (2006), el dafio oxidativo se relaciona con el
origen y desarrollo de ciertas enfermedades multifactoriales de caracter crénico, como la
oxidacion de las LDL y la enfermedad cardiovascular, el dafo oxidativo al ADN y el cancer,
y la oxidacion de las proteinas de las lentes oculares y la alteracion de la vision. Por lo tanto,
se requieren constantemente ciertas cantidades de antioxidantes exdgenos para mantener un
nivel adecuado de antioxidantes con el fin de equilibrar las ROS. Por esta razon, los
organismos vivos han desarrollado una amplia y compleja red de moléculas y enzimas

antioxidantes, capaces de proteger componentes celulares como acidos nucleicos, proteinas
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y lipidos del dafo oxidativo (Moo-Huchin et al. 2015). La ingesta de alimentos ricos en
sustancias antioxidantes como vitaminas C y E, carotenoides o compuestos fenolicos,
previene o disminuye el desarrollo de estas enfermedades. Se cree que la dieta aumenta la

defensa antioxidante del organismo evitando el dafio oxidativo (Fernandez-Pachon 2006).

Segtin una definicion general, los antioxidantes pueden ralentizar o prevenir la oxidacion de
otras moléculas mediante la eliminacion de los intermediarios de radicales libres.
Contrariamente, un pro-oxidante es una sustancia toxica que causa dafio a los lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, que dan lugar a patologias (Rawson et al. 2014). Pokorny et al.
(2001) indican que, la denominacion correcta de estas sustancias es inhibidores de la
oxidacion, pero en la actualidad se les denomina principalmente antioxidantes, y engloba a
un grupo de sustancias que presentan estructuras quimicas y mecanismos de accion muy
variados. El mecanismo mas importante consiste en su reaccion con radicales libres lipidicos
y conlleva a la formacion de productos inactivos. Rawson et al. (2014) indican que, por
definicidn, la actividad antioxidante es la capacidad de un compuesto para inhibir la
degradacion oxidativa, por ejemplo, la peroxidacion lipidica, y que, los fenoles son los
principales componentes antioxidantes de los alimentos. La actividad antioxidante de los
polifenoles se asocia a diversos mecanismos de accion, considerdndose la elevada
reactividad de los fendlicos frente a los radicales libres activos como el mecanismo principal
mas comun. Agrega que, los autores quieren distinguir entre la actividad antioxidante y la
reactividad: la actividad antioxidante proporciona informacion sobre la duracion de la accion
antioxidante; la reactividad caracteriza la dinamica inicial de la antioxidaciéon a una

determinada concentracion de un antioxidante o de una mezcla compleja de antioxidantes.

Los antioxidantes pueden inhibir o retardar la oxidacion de dos maneras: eliminando los
radicales libres, donde el compuesto se describe como un antioxidante primario, o por un
mecanismo que no implica la eliminacion directa de radicales libres, donde el compuesto es
un antioxidante secundario. Los antioxidantes primarios son eliminadores activos de
radicales, donantes de hidrogeno o rompedores de reaccion en cadena, por lo tanto, detienen
las reacciones en cadena, retrasan o evitan la etapa de iniciacion, o inhiben la etapa de
propagacion. Los antioxidantes secundarios funcionan por varios mecanismos, incluida la
uniéon de iones metalicos, la eliminacion de oxigeno, la conversion o descomposicion de
hidroperoxidos a especies no radicales, inhibiendo la formacion de reactivos oxidantes, la

absorcion de radiacion UV o la desactivacion de oxigeno singlete. Normalmente, los
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antioxidantes secundarios exhiben actividad antioxidante solo cuando un segundo
componente menor estd presente. Por ejemplo, los agentes secuestrantes como el acido
citrico son efectivos solo en presencia de iones metalicos, y los agentes reductores como el
acido ascorbico son efectivos en presencia de tocoferoles u otros antioxidantes primarios

(Rawson ef al. 2014).

MacDonald-Wicks et al. (2006), citados por Rawson et al. (2014), han distinguido los
términos actividad antioxidante y capacidad antioxidante. La actividad antioxidante se
refiere a la velocidad constante de una reaccidon entre un antioxidante especifico y un
oxidante especifico, mientras que la capacidad antioxidante es una medida de la cantidad (en

moles) de un radical libre dado eliminado por una muestra.

2.2.2 Métodos para determinar la capacidad antioxidante

Pokorny et al. (2001) indican que se puede realizar una valoraciéon de la actividad
antioxidante a través de la pérdida de lipidos que suponen el material de partida, tales como,
los acidos grasos o trigliceroles, o la formacion de productos de oxidacion, pero que, en la
practica, la medida de la formacion de productos de reaccion es un método mucho mas
sensible para evaluar la oxidacion. Sin embargo, indica, no es una tarea facil ya que se forma
una mezcla compleja de productos de reaccion, y que las cantidades relativas de los
diferentes productos dependen de un gran niimero de variables que incluyen la temperatura,
el contenido de iones metalicos y de otros componentes presentes en el alimento, tales como
el agua. Por otro lado, la diversidad quimica de los antioxidantes naturales (AOX) hace que
sea dificil de separar, detectar y cuantificar antioxidantes individuales a partir de una matriz
alimentaria/biologica compleja. Ademas, el poder antioxidante total es a menudo mas
significativo para evaluar los efectos benéficos sobre la salud debido a la accion cooperativa
conjunta de especies antioxidantes individuales. Los ensayos antioxidantes pueden
clasificarse ampliamente como la transferencia de electrones (ET) y ensayos basados en la
transferencia de dtomos de hidrégeno (HAT). Los resultados obtenidos son dificilmente
comparables debido a los diferentes mecanismos, potenciales redox, pH y dependencias de

disolventes, etc. (Apak et al. 2013; Shahidi y Zhong 2015).

Se han desarrollado varios métodos para medir actividad antioxidante total, basada en

diferentes mecanismos de reaccion como la capacidad antioxidante equivalente de Trolox
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(TEAC), capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC), parametro antioxidante
reductor del ion férrico (FRAP), 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH), y pardmetro
antioxidante atrapante de radicales totales (TRAP) (Mahattanatawee et al. 2006).

Rawson et al. (2014) recalcan que, dependiendo de las condiciones de los métodos analiticos
de medicion, diferentes resultados se pueden obtener para el mismo tipo de alimento.
Ademas, indica que las condiciones del andlisis, del sustrato y la concentracion de
antioxidantes deben simular el alimento o el sistema biologico. Agrega que, existe una
amplia gama de métodos disponibles que difieren en lo que respecta al mecanismo, al
oxidante, al objetivo, a las condiciones de reaccion y a la expresion de resultados. De hecho,
algunos autores han tratado de seleccionar el mejor método, pero no se ha logrado un
consenso debido a limitaciones, como la determinacion de antioxidantes hidrofilos,
dificultad para determinar el punto final, la sensibilidad a la luz de los iniciadores, pH del
analisis, interferencias alimentarias y el uso de diferentes estandares para expresar
resultados. No existe un método con todas las ventajas. El método ideal seria un ensayo
unico, rapido y sencillo. Sin embargo, esto no reflejaria la complejidad de las interacciones
de los antioxidantes dentro de las matrices alimentarias. Por lo tanto, se recomienda
combinar ensayos para estudiar la actividad antioxidante de los alimentos. Por ejemplo, los
carotenoides son buenos inhibidores de los radicales peroxilo en comparacion con los

compuestos fenolicos, pero estos son excepcionales destructores del oxigeno singulete.

La mayor parte de los métodos de medida de la actividad antioxidante miden solamente
compuestos solubles en agua debido a las naturalezas hidrofilicas de las especies reactivas y
de los sustratos oxidables que emplean. Algunos ensayos pueden adaptarse para medir

antioxidantes lipofilicos: ORAC, ABTS y el ensayo TRAP (Fernandez-Pachon 2006).

Rawson et al. (2014) destacan los ensayos basados en la transferencia de hidrégeno (HAT,
Hydrogen Atom Transfer) y en la transferencia de electrones (SET, Single Electron
Transfer), e indica que estos dos mecanismos generalmente ocurren simultdneamente y la

prevalencia de uno de ellos depende de la estructura del antioxidante y del pH.

Los métodos HAT miden la capacidad de un antioxidante (AH, un donante de hidrégeno)

para inactivar los radicales libres mediante la donacion de hidrogeno.
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Xe+AH — XH + Ae
Entre estos métodos se tiene: ORAC (Oxigen Radical Absorbancy Capacity), TRAP (Total
Radical Trapping Power). Estos métodos HAT dependen del solvente, el pH, y son afectados
por la presencia de agentes reductores como los metales. Las reacciones de HAT son

generalmente bastante rapidas y la cuantificacion deriva de las curvas cinéticas.

En la mayoria de los métodos de transferencia de electrones (ET) la accion antioxidante se
simula con una prueba de potencial redox adecuada, es decir, los antioxidantes reaccionan
con una sustancia fluorescente o coloreada (agente oxidante) en lugar de radicales peroxilo.
Los ensayos espectrofotométricos basados en ET miden la capacidad de un antioxidante en
la reduccion de un oxidante, que cambia de color cuando se reduce. El grado de cambio de
color (ya sea un aumento o disminucion de la absorbancia de la prueba a una longitud de
onda dada) se correlaciona con la concentracion de antioxidantes en la muestra. Entre estos
métodos se tiene: ensayos de decoloracion ABTS (2,2'-zinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)/TEAC (Trolox-equivalent antioxidant capacity) y DPPH (2,2-di(4-tert-
octylphenyl)-1-picrylhydrazyl); mientras que, en el método CUPRAC (cupric reducing
antioxidant capacity) se produce un incremento en la absorbancia a una determinada longitud
de onda, debido a que el antioxidante reacciona con un reactivo cromogeno (Apak et al.

2013).

a. Método PR (Poder Reductor)

Este analisis se basa en el principio de que las sustancias que tienen un potencial reductor
reaccionan con el ferrocianuro de potasio (Fe*") para formar ferricianuro de potasio (Fe*").
Este ultimo reacciona con el cloruro férrico para formar el complejo férrico-ferroso que tiene

un maximo de absorbancia a 700 nm (Bhalodia et al. 2013).

b. Método ABTS (2,2’-azino-bis-(3-ethyl-benzthiazoline-6-sulfonic acid)

Kuskoski et al. (2005) indican que, los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH. Ambos
presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones, aunque también muestran
diferencias. El ABTS tiene que ser generado tras una reaccion que puede ser quimica
(dioxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP), enzimatica (peroxidasa, mioglobulina),

o también eletroquimica. Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de
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naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio
organico. Ademas, el radical ABTS.+ es uno de los mas rapidos, originando resultados
reproducibles y coherentes; tiene la ventaja de tener una buena solubilidad, y que su espectro
presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcoholico, mientras
que el DPPH presenta un pico de absorbancia a 515 nm. Kuskoski et al. (2003) concluyen
que, en el caso de la medida en frutas este ensayo se puede realizar en un tiempo de un

minuto, mientras que con el método DPPH se requiere de un tiempo de 60 minutos.

Segun la metodologia desarrollada por Re ef al. (1999) y descrita por Kuskoski et al. (2005),
el radical ABTSe+ se obtiene tras la reacciéon de ABTS (7 mM) con persulfato potasico (2,45
mM, concentracion final) incubados a temperatura ambiente (£25°C) y en la oscuridad
durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS++ se diluye con etanol hasta obtener un valor
de absorbancia de 0,70 (£0,1) a 754 nm (longitud de onda de méaxima absorcion). Las
muestras filtradas (antocianos) se diluyen con etanol. Luego, a 980 pL de dilucion del radical
ABTSe+ generado se le determina la absorbancia a 754nm a 30°C, se afiade 20 pL de la
muestra (dilucidon de antocianos) y se mide de nuevo la absorbancia a 754 nm pasado 1
minuto. La absorbancia se mide de forma continua transcurridos 7 minutos, hasta que se
produce una inhibicidon del 20 al 80%, en comparacion con la absorbancia del blanco. El
antioxidante sintético de referencia, Trolox, se ensaya a concentraciones de 0 a 15 uM
(concentracion final) en etanol, en las mismas condiciones, o se hace también con acido
ascorbico (0-20 mg/100 mL). Los resultados se expresan en TEAC (actividad antioxidante
equivalente a Trolox) y en VCEAC (actividad antioxidante equivalente a vitamina C), en

este ultimo caso por tratarse de alimentos (Kuskoski et al. 2005).

c. Método DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

Kuskoski et al. (2005) indican que este método fue desarrollado por Brand-Willams et al.
(1995); se basa en la reduccion de la absorbancia medida a 515 nm del radical DPPHe, por
antioxidantes. El DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una
preparacion previa. Con su electron impar, el DPPHe puede estabilizarse aceptando un
electron o un radical de hidrogeno de una molécula antioxidante, como un grupo sulthidrilo.
El DPPHe es conocido por su color violeta intenso y su fuerte absorbancia a 517 nm cuando
se disuelve en etanol a concentraciones entre | mM y 22,5 uM; esta absorbancia disminuye

con la decoloracion del DPPHe que acompafia el emparejamiento el electron solitario. La
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absorbancia a 517 nm del DPPH?e es estable entre pH 5,0 y 6,5, pero es sensible a condiciones
altamente alcalinas que pueden ser amortiguadas por el acetato (Rawson et al. 2014).
Kuskoski et al. (2005) explican que, con modificaciones, el método descrito por Kim et al.
(2002), se basa en la medida de la absorbancia del radical DPPHe 100 uM (3,9 mL) disuelto
en metanol al 80%, a la longitud de onda de 517 nm. Se anade 0,1 mL de la muestra o patron,
la mezcla se homogeniza cuidadosamente, y se mantiene en la oscuridad durante 30 minutos.
Las medidas de absorbancia a 517 nm se realizan antes de anadir la muestra (Ao) y pasados
los 30 y 60 minutos (Af). A continuacion, los porcentajes de DPPHe que permanecen en
estado estacionario se plotean frente al antioxidante correspondiente, lo que da lugar a un
grafico (curva de calibrado, obtenida por regresion lineal) que permite calcular la
concentracion efectiva para una reducciéon del 50 por ciento del DPPHe. Muchos
investigadores han elegido un Unico tiempo para cuantificar la eficacia de eliminacion de
radicales libres estables DPPH-, siendo la eleccion mas comun de 30 min (varia de 20 a 60
6 90 min) y se comparan estos valores con un control de disolvente para expresar la

inhibicién del radical libre estable DPPH (Férmula 1) (Rawson et al. 2014).

Inhibicion (%) = ((A 519 Control — A 519 Muestra) /A 519 Control)) x 100 ............. (1)

Los resultados se expresan en TEAC, o sea, actividad equivalente a Trolox (uM/g de muestra
peso fresco). El antioxidante sintético de referencia Trolox, a una concentracion de 0,08-
1,28 mM en disolucion de metanol al 80%, se ensaya en las mismas condiciones,
expresandose los resultados en TEAC (actividad equivalente a Trolox) y VCEAC (Actividad

equivalente a vitamina C).

Rawson et al. (2005) senalan que, esta metodologia de barrido de radicales libres estables
DPPHe- puede utilizarse para estudiar los antioxidantes polares y no polares como el acido
ascorbico y el butilhidroxianisol (BHA) o hidroxitolueno butilado (BHT), respectivamente.
Por ejemplo, el metanol es el disolvente preferido para los flavonoides no glicosilados que
son considerablemente menos solubles en agua que las respectivas gliconas, mientras que el
DMSO (dimetilsulfoxido) es altamente polar, muy estable, miscible con los disolventes
organicos mas comunes y disuelve hidrocarburos aromaticos e insaturados, compuestos
organicos de nitrégeno, compuestos organicos de azufre y muchas sales inorganicas, pero no

disuelve los hidrocarburos saturados.

21



d. Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Mide la capacidad de reduccion del hierro (FRAP, del inglés Ferric Reducing Antioxidant
Power). Este método se desarrolla bajo condiciones acidas (pH 3.6). En presencia de
antioxidantes, la forma férrica del compuesto hierro-tripyridyl-triazina (Fe3+-TPTZ) se
reduce a la forma ferrosa (Fe2+-TPTZ). El compuesto Fe2+-TPTZ (forma ferrosa) produce
una coloracion azul intensa que tiene una absorcion maxima de 593 nm. Los resultados del
ensayo FRAP, se ha visto que correlacionan con los antioxidantes presentes en plantas o
frutos (Benzie y Strain 1996 y Benzie y Devaki 2017 citados por Benitez-Estrada 2020).
Rawson ef al. (2014) indican que, el ensayo FRAP podria medir directamente el "poder
antioxidante total" de una mezcla compleja con potenciales efectos sinérgicos que no serian
evidentes cuando se analizan los componentes por separado. El ensayo FRAP se basa en la
transferencia de un solo electron por parte de un antioxidante para reducir el ion férrico a
ferroso; cuando el complejo férrico-tripiridiltriazina (Fe3+-TPTZ) se reduce a su homologo

ferroso, el complejo absorbe a 593 nm con un color azul intenso.

e. Método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Sobre la base de principios quimicos, el ensayo ORAC esta estrechamente relacionado con
las funciones bioldgicas de los antioxidantes que rompen cadenas, se ha utilizado
ampliamente para evaluar la actividad antioxidante en frutas y verduras, y, por lo tanto, es
util para la comparacion de datos de otros estudios. Este método mide la capacidad de
absorcion de los radicales de oxigeno (ORAC, del inglés Oxygen Radical Absorbance
Capacity). En este ensayo, los radicales ROOe generados por un iniciador de radicales libres,
reaccionan con una sonda fluorescente para formar un producto no fluorescente; el
antioxidante compite mediante un mecanismo de transferencia de hidrogeniones con la
sonda fluorescente, manteniéndose la fluorescencia. El resultado se obtiene calculando el
area bajo la curva de fluorescencia, y se expresa como equivalentes micromolares de Trolox
(ET pmol) por mL (para liquidos) o por g (para productos solidos) (Zapata et al. 2014,
citados por Benitez-Estrada 2020).

Segun Rawson ef al. (2014), no existe una respuesta unica y so6lida a la pregunta de qué

indice de actividad antioxidante es mas relevante; la reactividad de las muestras de alimentos
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puede ser de interés en determinadas condiciones. Indica también que, mientras tanto, la
informacion sobre la reactividad de los alimentos y los polifenoles naturales individuales

sigue siendo bastante escasa y contradictoria.

Cada método tiene ventajas e inconvenientes. Los métodos indirectos (DPPH, ABTS) se
utilizan con mas frecuencia que los métodos directos. Los métodos directos son mas
adecuados en principio, especialmente los basados en el modelo de la reaccidon en cadena
controlada. Ademas, suelen ser mas sensibles. La desventaja de los métodos directos es que
la mayoria requieren mucho tiempo y su aplicacion requiere una gran experiencia en cinética
quimica. Ou et al. realizaron un analisis a gran escala en vegetales utilizando dos ensayos in
vitro diferentes, FRAP y ORAC, y obtuvieron capacidades antioxidantes muy diferentes de
estos métodos; en su estudio, las capacidades antioxidantes determinadas por los ensayos
FRAP y ORAC so6lo estaban débilmente correlacionadas. En consecuencia, los métodos
directos no son adecuados para el analisis rutinario de productos naturales. Por otro lado, por
regla general, los métodos indirectos bien desarrollados, como los ensayos DPPH y ABTS,
son mas productivos y féciles de manejar; suelen proporcionar informacion sobre la
capacidad de los productos naturales para eliminar radicales libres estables, por ejemplo,

DPPH y ABTS+ (Rawson et al. 2014).

2.2.3 Capacidad antioxidante en el lupino

Rawson et al. (2014) mencionan que varios estudios epidemiologicos han asociado la ingesta
elevada de productos vegetales ricos en antioxidantes con la reduccion del riesgo de muchas
enfermedades cronicas, como la aterosclerosis y el cancer. La proteccion que proporcionan
las frutas y las verduras contra varias enfermedades se ha atribuido a diversos antioxidantes
presentes en estas especies, como la vitamina C, la vitamina E, el a-tocoferol, el -caroteno
y los compuestos polifenodlicos. Czubinski ef al. (2021) sostienen que en las semillas de
lupino abundan compuestos que muestran efectos beneficiosos para la salud, como
tocoferoles, tocotrienoles, carotenoides, compuestos fenolicos, y oligosacaridos. Lampart-
Szczapa et al. (2003) sostienen que el lupino es una fuente potencial de componentes con
actividad antioxidante. Villacrés et al. (2020b) mencionan que estos efectos se han descrito
en algunas especies de altramuces, como L. albus, L. luteus y L. angustifulius, y en otras
especies silvestres, pero que hay poca informacién sobre Lupinus mutabilis, a pesar de ser

una de las especies mas comunes por su capacidad de crecer en suelos pobres y en
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condiciones climaticas extremas. Por otro lado, Khan ef al. (2015) mencionan que se han
reportado diversas investigaciones sobre sobre especies de lupino, las que han estado
centradas en la composicion nutricional, la distribucion geografica, los posibles usos, la
alergenicidad y las propiedades nutracéuticas asociadas con las proteinas, pero que, sin
embargo, hay una carencia de informacion en lo que se refiere a la composicion fitoquimica,
el potencial antioxidante y la actividad bioldgica, por lo que es imperativo investigar en estos

aspectos y en sus aplicaciones industriales.

Vollmannova et al. (2021) indican que, las semillas de altramuz blanco tienen un interesante
contenido de sustancias bioldgicamente valiosas con un alto potencial antioxidante, como
los taninos y los flavonoides. Asimismo, Karamac ef al. (2018) explican que, las semillas de
altramuz contienen cantidades significativas de fitoquimicos con potencial para promover la
salud, como compuestos fendlicos, fitoesteroles, tocoferoles y escualeno. Chirinos-Arias
(2015) informa que, el tarwi es la unica especie del género Lupinus que posee en sus semillas
isoflavonas (un tipo de flavonoides) que son conocidas por sus propiedades antioxidantes,
pero que, sin embargo, no hay estudios realizados directamente en tarwi que comprueben su
actividad antioxidante. Por su parte, Berghout et al. (2015) mencionan que, aparte de su
valor nutricional, el lupino andino es una interesante fuente de compuestos bioactivos
importantes para la salud. Galvez-Ranilla et al. (2009) indican que en el lupino se encuentran
flavonas e isoflavonas, compuestos con una alta actividad antioxidante; esta actividad

antioxidante depende de la variedad y el genotipo (Czubinski et al. 2019).

Villacrés et al (2020b) reportan en variedades de altramuz amargo valores de fenoles totales
de 1127,87 mg/100 g, asi como carotenoides totales (3,09-3.97 ng/g) y acido ascorbico (9,6
mg/100 g) e indica que el contenido de fenoles totales, carotenoides y acido ascorbico fue
afectado por el proceso de desamargado. Por su parte, Cordova-Ramos et al. (2020b)
estudiaron el efecto del proceso tecnologico de extrusion sobre la capacidad antioxidante y
compuestos fendlicos totales de tres genotipos de lupino (Lupinus mutabilis Sweet) andino
(Altagracia, Andenes y Yunguyo); antes del proceso de extrusion, obtuvo valores de
capacidad antioxidante del lupino andino amargo por DPPH (5,09 - 5,62 pumol Trolox/g b.s.)
y ABTS+ (146,72 - 167,87 umol Trolox/g b.s.), los cuales, indica, fueron diferentes para
cada genotipo y que ademas estos valores se encuentran por encima de los resultados
obtenidos por Martinez-Villaluenga et al. (2009), quienes encontraron valores de capacidad

antioxidante por DPPH y ABTS+ dentro de los rangos de 2,83 - 3,09 y 47,0 - 71,4 umol
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trolox/g b.s. respectivamente, en diferentes semillas crudas de genotipos de L. angustifolius
y L. albus. Agrega que, después del proceso de desamargado, los valores de capacidad
antioxidante y compuestos fendlicos del lupino amargo se redujeron, mientras que, la
capacidad antioxidante y el contenido total de fenoles de las muestras de lupino
desamargadas y extruidas fueron muy similares y no existieron diferencias significativas
entre ellos (p > 0,05). Asimismo, Gélvez-Ranilla er al. (2009) encontraron valores de
capacidad antioxidante por DPPH de 0,82 - 1,6 umol Trolox/g b.h. en diferentes genotipos

de L. mutabilis Sweet.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGARDE EJECUCION

El presente estudio se desarroll6 en las siguientes instalaciones de la Universidad Nacional

Agraria La Molina:

Laboratorios de la Facultad de Industrias Alimentarias - FIAL: Instrumentacion e
Investigacion, Andlisis Fisicoquimicos, Biotecnologia, Ingenieria de Alimentos,
Microbiologia de Alimentos.

Laboratorios del Department of Food, Environmental and Nutritional Sciences

(DeFENS) de la Universita degli Studi di Milano. Milan, Italia.

Parte de la investigacion, en lo relacionado con las pruebas de electroforesis, determinacion
de tocoferoles, carotenoides y capacidad antioxidante, se realizd en los laboratorios citados

de la Universita Degli Studi Di Milano, en Milan — Italia.

3.2 MUESTRAS

Se trabajé con 20 ecotipos de lupino (Lupinus mutabilis) procedentes de las diversas zonas
de produccion del Pert (Tabla 5, Figura 3), recolectadas por el Programa de Leguminosas
de la Facultad de Agronomia de la UNALM. . Las muestras testigo fueron proporcionadas
por la doctora Alyssa Hidalgo Vidal, del Department of Food, Environmental and Nutritional
Sciences (DeFENS) la Universita Degli Studi Di Milano, en Milan — Italia.

3.3 REACTIVOS
Acido acético 10 % (v/v)
Acido clorhidrico (SIGMA ALDRICH)
Acido fosforico al 85% (p/v).
Acido tricloroacético (TCA) al 10%

Acrilamida



Tabla 5: Relacion y procedencia de los ecotipos de Lupinus mutabilis usados en la

investigacion
Ecotipo Procedencia
Alta gracia La Libertad
Andenes 80 Ancash
Andenes-INIA Cuzco
Cajamarca Cajamarca
Cholo fuerte Ancash
Compuesto blanco semiprecoz Junin
H6 INIA B/N Junin
Ho6 INIA B/P Junin
Huallanca Ancash
Huanuco 1 Huanuco
Huénuco 2 Huanuco
Lircay Huancavelica
Moteado Beige Junin
Pallasca Ancash
Paton Grande La Libertad
Puno 2 Blanquita Puno
Yanamuclo 008-1 Junin
Yanamuclo 008-3 Junin
Yanamuclo-PLGO Junin
Yunguyo Puno
ECUADOR COLOMBIA
o
|} e BRASIL

~
_ |+ Huinucol ‘
» |+ Huinuco2 |
[- AndeneslNlA)

P

P
*  Andenes80
* Huallanca
+ Cholofuerte
+ Pallasea
e - X

Comp. Bleo. Semiprecoz
HG INIA B/N
HG INIA B/P

Moteado beige

Yanamuclo 008-1
Yanamuclo 008-2
Yanamuclo PLGO

PACIFICO

|+ Llircay

%
+  Puno2Blanquita
© Yunguyo

CHILE

Figura 3: Distribucion geografica de los ecotipos de tarwi analizados
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Agua desionizada

Alcohol etilico al 30 % (v/v)

Azul brillante de Comassie R250 (BioRad) (0.05 % p/v)
Azul de bromofenol (0.004%) (SIGMA ALDRICH)

Azul de bromofenol (5% v/v) (SIGMA ALDRICH)

BSA (Bovine Serum Albumin) BSA (THERMO)

Buffer Tris-HC1 25 mM pH 8.3, glicina 19.2 mM, SDS 0.1 % (SIGMA)
Carbonato de so6dio (SIGMA ALDRICH)

Cloruro de sodio (10 g/L) (SIGMA ALDRICH)

DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazida). Sigma-Aldrich, EE.UU.
Estandares para carotenoides. Sigma, St. Louis, MO, USA.
Estandares para tocoles. a-tocoferol (Fluka BioChemika, Buchs, Switzerland) y B-
tocoferol (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Etanol

Ferrocianuro de potasio

Gel code Blue Stain Reagent (THERMO)

Glicerol (10 % v/v)

Glicina (SIGMA ALDRICH)

Hexano - C6H14 (MERCK)

Hexano:acetato de etilo (9:1 v/v)

Hidroxido de sodio — NaOH (MERCK)

Hidroxido de potasio (600 g/L).

Marcadores protéicos, 14 a 94 kDa (THERMO)

Metanol (CH40H) al 80% (v/v)

Mezcla hexano:alcohol isopropilico (90:10 v/v)

N, N' metilenbisacrilamida

Nitroégeno (gas)

Persulfato de amonio al 5% (THERMO)

Pirogalol etanolico (60 g/L)

Reactivo ABTS+

Reactivo Folin Ciocalteu (MERCK)

Reactivo FRAP

Reactivo Trolox

SDS 20% (v/v) (Sodium Dodecyl Sulfate) — Lauryl - Sequanal Grade (THERMO)
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3.4

Solucion de tampon NaCl 0.5 M

Solucion tampon (Tris-HCI 50 mM, pH 9.00, + 0.5 M NaCl)
Sulfato de cobre pentahidratado - CuSO4.5H20 (SIGMA)
Tampodn de acetato 0.3 M pH 3.6.

Tampoén de fosfato a pH 6,6

Tampon Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8, en SDS 0.1% (p/v)
Tartrato de Sodio (SIGMA)

TEMED (Tetra-methyl-ethylenediamine) (THERMO)
Tricloruro de hierro FeCl3

B-mercaptoetanol (5 % v/v) (SIGMA)

MATERIALES

Balon para evaporar al vacio

Bomba de cromatografo L-2130 Elite LaChrom. VWR, Hitachi, Japan.

Bombilla de aspiracion

Columna cromatografo Adamas® C18-AQ 5 um 4.60 mm x 250 mm

Columna Alltima SI, 250 x 4.6 mm, 5 mm. Alltech Associates Inc., Deerfield, IL,
USA.

Columna de horno de cromatografo a 20 °C L-2300 Elite LaChrom. VWR, Hitachi,
Japan.

Columna de proteccion de cromatografo Alltima SI, 7.5 x 4.6 mm, 5 mm. Alltech
Associates Inc., Deerfield, IL, USA.

Cubetas de plastico con una trayectoria Optica de 1 cm.

Detector de arreglo de diodo L2450 Elite LaChrom. Merck, Hitachi, Japan.
Detector fluorimetrico. Jasco 821 FP Intelligent Spectrofluorometer. Japan.

Filtro de membrana de PTFE de 0.45 pm

Fiolas y probetas de 10, 20, 50, 250 y 1000 1.

Goteros de 1, 0.5y 0.1 ml

Matraz de Erlenmeyers de 10 ml, 25 ml, 50 ml y 250 ml.

Membranas de PTFE de 0.22, 0.45 uM. Diana Beck Scientific, Angera, Italy.
Microjeringas

Micropipetas

Micropipetas de 5 pl, 10 pl, 20:200 ul y 00:1000 pl
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3.5

Papel aluminio
Pera de decantacion
Pipetas de 5 ml, 10 ml, 20 ml

Pizeta

Precolumna cromatografo C18 5 pm 4.60 mm x 10.0 mm (Sepachrom SRL, Rho,

Italy

Probeta graduada de 20 ml
Tubos con tapon de rosca
Tubos Eppendorf

Vaso pp. de 250 ml

Viales para micro pipetas

EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Agitador de vortice Mn1Minishaker (IKa, Alemania)

Balanza analitica

Bafio termostato (EN.CO DC30 Haake)

Bario termostato (MR Hei-Standard Heidolph, Alemania.

Centrifuga (8°C). Centrikon K24 (Kontron Instruments, Bletchley, UK)
Colorimetro Chroma Meter II. Minolta Italia SpA, Milan, Italy.
Cromatografo HPLC

Equipo de electroforesis Mini Protean II (Biorad)

Espectrofotometro de doble haz (modelo V650 Jasco, Japon)
Espectrofotometro Beckman DU-62

Evaporador al vacio. Laborota 4000 rotavapor (Heidolph, Milan, Italy)
Extractor Sohxlet para grasa bruta

Molino Grindomix GM 200. Retsch GmbH, Germany.
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3.6 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Se determind el peso de 100 semillas de cada ecotipo por triplicado. La longitud, ancho y
espesor se determind con un micrémetro en cada una de las submuestras de 10 semillas de
cada genotipo. El color de las harinas de las semillas sin desamargar de cada ecotipo se
determind por el método CIELAB con un colorimetro triestimulo Chroma Meter II (Minolta
Italia SpA, Milan, Italia), con un plato reflector blanco e iluminante C; se evaluo los

parametros L* (Luminosidad), a* (rojo-verde), b (amarillo-azul).

3.7 DESAMARGADO DEL TARWI

Los 20 ecotipos de tarwi fueron sometidos a un proceso de desamargado, de acuerdo a la
metodologia seguida por Coérdova-Ramos ef al. (2020a). Las muestras de lupino
desamargadas fueron molidas en un molino Grindomix GM 200 (Restch GmbH, Germany)
a 6,000 RPM por 60 seg., empacadas al vacio en bolsas de polietieno de alta densidad, y
almacenadas a -20°C hasta el andlisis. En la Figura 4 se presenta el proceso seguido para el

desamargado acuoso de los granos de tarwi.

3.8 ANALISIS FISICOQUIMICOS

Se determin6 de acuerdo a los métodos de la AOAC (2000): 920.87 (proteinas, factor de
conversion 6.25), 923.05 (lipidos), 923.03 (ceniza)y 925.10 (humedad). Los carbohidratos
totales se determinaron por diferencia de 100 menos la suma de proteina, lipidos, ceniza y
agua. Los analisis se realizaron por duplicado en cada muestra.

3.9 PROTEINA SOLUBLE

Se determin6 mediante el método espectrofotométrico de Bradford (1976) (Anexo 1).
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SEMILLAS DE LUPINO
(100 g)

MP: Agua (1:3)  ee— 1

REMOJO
(T® amb x 12 horas)

}

HERVIDO
(60 min, cambio de agua a los 30 min)

MP:Agua (133) c— l

REMOJO
(T® amb x 5 dias. cambio de agua
cada 12 horas)

}

ENJUAGADO
(Con agua potable)

}

SECADO
(18 horas; 50 °C)

}

ENVASADO Y SELLADO AL
VACIO
(Bolsas de polipropilenc)

}

ALMACENAIJE
(Congelacién)

Figura 4: Proceso seguido para el desamargado acuoso de los granos de tarwi

3.10 SEPARACION DE LAS FRACCIONES PROTEICAS POR
ELECTROFORESIS Y ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR

Se separaron las fracciones proteicas de las muestras amargas y desamargadas y se estimo el
peso molecular de las diferentes fracciones mediante electroforesis en gel de poliacrilamida

SDS — PAGE (Laemmli 1970) (Anexo 2).
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3.1 TOCOFEROLESY CAROTENOIDES

Se sometieron las muestras molidas a un proceso de saponificacion y extraccion de los
tocoferoles y carotenoides (Anexo 3) de acuerdo a lo recomendado por Hidalgo y Brandolini
(2010), y luego se cuantifico mediante cromatografia HPLC con la metodologia reportada
por Brandolini et al. (2015). Los analisis se hicieron a partir de dos extractos diferentes de

cada ecotipo. Los resultados se expresaron en mg/kg en base seca.

3.12 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Se determino la capacidad antioxidante con los siguientes métodos: PR (Poder Reductor),
de acuerdo al procedimiento seguido por Bhalodia ef al. (2013); ABTS, siguiendo el
procedimiento reportado por Re et al. (1999); método FRAP y método DPPH, segun
procedimientos descritos por Yilmaz et al. (2015). La capacidad antioxidante se expreséd
como milimoles de Equivalente Trolox (ET) por kilogramo de materia seca (MS). Todos los

ensayos se realizaron por triplicado en muestras independientes (Anexo 4).

3.13 ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar las diferencias de los tratamientos que se aplicaron entre los ecotipos de
tarwi o area geografica de origen, se realizo un anélisis de variancia (ANOVA) de una via.
Ademas, se analizé el efecto del desamargado por medio de un andlisis de variancia
(ANOVA) de dos vias considerando como factores el ecotipo y el tratamiento (amargo y
desamargado). Para determinar si existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos se uso la prueba de diferencias minimas significativas de Fisher (LSD) (p <
0.05). Los analisis se hicieron usando el programa estadistico STATGRAPHICS® Centurion
XVI v16.2.04 (Statpoint Technologies Inc., Warrenton VA, USA). Los promedios, la
desviacion estandar y los errores estandar se obtuvieron empleando el programa Excel

(Microsoft® Office Excel 2007).

3.14 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En la Figura 5 se presenta el Disefio Experimental de la investigacion. El presente trabajo se

desarroll6 en tres etapas:
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En la primera etapa se determinaron las caracteristicas morfologicas y la
composicion quimico proximal, el contenido de proteina soluble e insoluble, y la
estimacion de los pesos moleculares de las fracciones proteicas separadas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS), tanto en muestras amargas
como desamargadas.

En la segunda etapa se determiné el contenido de tocoferoles y carotenoides en
muestras amargas y desamargadas.

Finalmente, en la tercera etapa se determind la actividad antioxidante en las muestras

desamargadas, mediante cuatro métodos: PR, ABTS, FRAP, y DPPH.

34



Etapa II

Determinacion de tocoferoles v
carotenoides

-
Etapa I
Caracterizacion fisica v
guimica
A

——
[:Ecol:ip-ns Amargos Dezamargados ]\

Caracterizticas
morfologicas

Molienda

Tamizado
E0 *
Amnaliziz guimicos

v

Separaciom
electroforetica ¥
estimacitn de PAM de

\ fracciomnes proteicas _/

Caracteristicas fisicoguimicas:

1L.Composicién guimica proximmal:
Humedad. lipidos, proteinas,
cenizas ¥ carbohidratos.

2. Determinacion de proteina selable
e insoluble.

3.Separacidém electroforética v
estimacion del PM de las fracciones
proteicas.

Figura S: Disefio experimental de la investigacion

Amargoes Drezamargados ]\
=N

Alolienda

T

Tamizrade

v

Sapomificacion

v

Extraccion de tocoferoles 3
carotenocides

v

Cuantificacién cromatogriafica
de tocoferoles ¥ carotencides

Etapa ITT

Determinacion de la
capacidad antioxidante

.
'/[ Desamargados

D)

CE)

MMolienda

v

Extraccion de
antoxidantes

+

Determinacidon de
capacidad antioxidante

N _/

Determinacion cuantitativa de
tocoferoles v carotenoides

35

N

_/

Capacidad antioxidante: PR.

ABTS. FTRAP. DPPH




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS 20 ECOTIPOS DE
TARWI (Lupinus mutabilis)

Con respecto a las caracteristicas morfologicas, los 20 ecotipos de tarwi presentaron peso y
tamafio variable entre ellos (Tabla 6, Figura. 6); el ANOVA (Anexo 6) mostr6 diferencias
estadisticas significativas en el peso, las dimensiones y los indices del color (principalmente
en el indice b*) entre los diferentes ecotipos. El peso de la semilla de todos los ecotipos
fluctu6 entre 0.198 gy 0.287 g (promedio, 0.249 g), valores similares a los reportados por
Mera (2016), 0.180-0.200 mg., quien indica que hay una gran variacion en el peso entre estos
granos. Las muestras testigo de L. albus Ares y L. angustifolius Boregine presentan pesos
similares a los ecotipos de L. mutabilis; mientras que las muestras de L. albus Multitalia y
L. luteus Percoz presentan peso mayor, siendo la de L. /uteus Percoz la que presenta casi el
triple del peso de la semilla del L. mutabilis. Con respecto a la forma de la semilla, ésta varia
desde oblonga (alargada), en la Puno 2 blanquita (proporcion longitud/ancho: 1.34), hasta

isodiamétrica en el ecotippo Huallanca (proporcion longitud/ancho: 1.00) (Figura 6).

Las dimensiones de largo maximo, ancho méximo y espesor maximo estuvieron entre 8.90
y 10.99 mm (promedio, 9.63 mm), 6.76 y 9.39 mm (promedio, 7.88 mm), 3.26 y 5.87 mm
(promedio, 4.83 mm), respectivamente, dimensiones similares a las muestras control o
testigo de L. luteus Percoz y L. albus Ares, pero mayores a las de L. angustifolius y menores
a las de L. albus Multitalia. Entre los ecotipos de L. mutabilis (Tabla 6), las muestras con
mayores dimensiones de largo (mayor a 10 mm) fueron H6 INIA B/N, H6 INIA B/P,
Moteado beige y Yanamuclo PLGO y las de menor dimensiéon (9 mm) fueron Altagracia,
Cajamarca, Compuesto blanco semiprecoz y Puno 2 blanquita. En ancho méximo, las de
mayor valor (mas de 9 mm) fueron Yanamuclo PLGO y Huallanca, mientras que de menor
valor (menos de 7 mm) fue la muestra Puno 2 blanquita. En cuanto al espesor maximo, la
mayoria de ecotipos estuvo por encima de 4.5 mm, mientras que, por debajo de 4 mm se

tuvo a los ecotipos Yunguyo, Puno 2 blanquita y Compuesto blanco semiprecoz. Acufia y



Caysa (2010) reportan dimensiones similares para el L. mutabilis proveniente de Ecuador:

9.69 mm, 7.83 mm y 5.40 mm, largo, ancho y espesor, respectivamente.

Tabla 6: Caracteristicas morfolégicas de los ecotipos de tarwi

Peso de D .
Ecotipo semilla max Dmin Espesor
o (mm) (mm) (mm)

Altagracia 0.239 + 0.06°fn 9.02 + 0.55¢f 7.80 + 0.50¢f 5.27 + 0,650
Andenes 80 0.239 + 0.1 1 defoni 9.88 + 0.480cf 8,00 + 0.53%f 4.80 + 0.46¢fh
Andenes INIA 0.211 + 0,150 9.28+0.82¢%f 7,81 +0.51¢f 4.66 + 0.48f0n
Cajamarca 0.263 + 0.08cdf 9.01 + 0.59¢f 7.39 % 0,511 5.01 # 0.77cdfon
Cholo fuerte 0.258 + 0.05¢¢%fg 9.71+£0.70%  7.76 + 0,625 5.21 + 0.9Qzbcdefy
Compuesto blanco semiprecoz 0.249 + 0.10¢cdefgh 8.90 + 0.63f 7.48 + 0.45°f 3.74 £ 0.30i
H6 INIA BN 0.257 + 0.14cdefg 10.18 +0.66 8,07 + 0.67%f 4.49 + 0.4190
H6-INIA BP 0.283 + 0.12 10.93 + 0.68° 8.94 + 0.670c 4.98 + 0.35¢defan
Huallanca 0.217 + 0.129N 9.39 +0.58%f 939 +0.58 5.03 + 0.38cdefan
Huanuco 1 0.232 + 0.10¢fon 9.10 + 0.76°f 7.35 + 0,491 5.43 + 0.46cdef
Huanuco 2 0.224 + 0.17¢fon 9.65 % 0.66%f 771 + 0.6 5.32 4 0.57abcdef
Lircay 0.269 + 0.04cdf 9.90 + 0.78bf 7,89 + 0.50¢f 5.08 = 0.49bedefoh
Moteado Beige 0.287 +0.35¢ 10.46 +0.64%  8.20 + 0.48%f 4.68 + 0.50¢fah
Pallasca 0.273 + 0.10cdf 9.45 +0.64% 8,04 + 0.56% 5.87 +0.31%
Paton grande 0.254 + 0,07¢defon 9.41+0.60c 7,89 +0.29¢f 5.61 + 0.562c
Puno 2 blanquita 0.198 +0.16' 9.08 + 0.82°f 6.76 % 0.58¢" 3.26 + 0.46)
Yanamuclo 008-1 0.200 +0.12! 9.22 + 0.62¢f 8.07 + 0.46¢ 5.22 + 0,32abcdefg
Yanamuclo 008-3 0.276 + 0.19%% 9.96 + 1.10bcdel 8 46 + 1.14% 4.85 + 0.42¢efoh
Yanamuclo PLGO 0.269 + 0.22°df 10.99 + 1.26° 9.37 +0.700 4.41 +0.42"
Yunguyo 0.263 + 0.0920cd 9.14 + 0.86¢ 7.31 £0.79% 3.43 +0.48¢
Promedio * Error estandar 0.249 +0.002 9.63 £.041 7.88 £0.038 4.83 £0.035
Testigos
L. albus — Ares 0.205-0.213" 9.70-11.36bcd 8.07-10.53° 4,50 —5.34¢defah
L. albus — Multitalia 0.335-0.364P 13.25-15.10 12.00-14.36 4.90-6.03%b0de
L. angustifolius - Boregine 0.280-0.295% 6.63-7.86¢ 5.94-6.86" 5.11-6.21%¢
L. luteus — Percoz 0.682-0.7312 9.05-11.220cf 6,898,920 5.53-6.26°

Con respecto al color visual (Figura 6), la mayoria de los 20 ecotipos presentan tonos claros
con ligeras variaciones de matiz, variando de blanco a crema, con excepcion de los ecotipos
H6 INIA BN y Moteado beige, los cuales presentan una mancha oscura y marrén claro,
respectivamente. Estas variaciones en las dimensiones y el color de las semillas de los 20
ecotipos de tarwi concuerda con lo manifestado por Blanco-Galdos (1982), citado por
Giulisano et al. (2019), quien menciona que la diversidad fenotipica en la forma y el color

de las semillas observada en el L. mutabilis parece ser mayor que en los demas altramuces;
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indican ademas que el color de la semilla es un factor importante para su aceptacion cuando
son comercializados como alimento, y que en el caso del L. mutabilis, el color blanco es el

mas atractivo para los consumidores.

Altagracia Andenes INIA Andenes 80 Cajamarca

Comp. blanco
semiprecoz H6 INIA BN H6 INIA BP Huallanca Huanuco 1

Moteado beige Pallasca Paton grande

Yanamuclo Yanamuclo
blanquita 008-1 008-3 PLGO Yunguyo

Puno

Dulce 7 Multitalia Boregine
L. albus L. albus L. albus L.angustifolius L. luteus

Figura 6: Fotografia de los ecotipos de tarwi analizados

En la Figura 7 y en el Anexo 5 y se presentan los resultados de las mediciones de los

parametros de color L*, a*, b* en los 20 ecotipos en estudio.
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Figura 7: Parametros del color L*, a*, b* de las harinas de los 20 ecotipos de tarwi sin

desamargar y de las muestras testigo

Se puede observar (Figura 7) que todos los ecotipos presentan un alto valor de L*, 81.2 en
promedio (rango: 79.1 a 87.5), lo cual indica tonos bastante claros, ya que, en este sistema
de medicién del color, los valores de L* fluctian entre 0 (negro) y 100 (blanco). Con respecto
al parametro a* (rojo para valores positivos; verde para valores negativos), el promedio entre
los 20 ecotipos es de -2.1 (rango: -2.0 a -3.2), indicando un componente del color o tono
ligeramente verde, considerando que la escala de los valores de -a* va de 0 a -60. En tanto
que el parametro b* (amarillo para valores positivos; azul para valores negativos) obtuvo un
valor promedio de 23 (rango: 22.0 a 33.3), lo que significa un componente del color de
tonalidad amarilla, teniendo en cuenta que la escala de valores positivos de b* va de 0 a 60.
Comparados con las muestras testigo, los valores de L* son similares, es decir, las muestras

testigo tienen una claridad similar a la de los 20 ecotipos del tarwi (L. mutabilis), salvo la
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muestra de L. angustifolius, la que presenta un valor menor al promedio de los 20 ecotipos
y a las otras muestras testigo. En cambio, en el pardmetro a* si se nota una mayor diferencia
entre los ecotipos de L. mutabilis (promedio de a* =-2.1) y las muestras testigo (0.7 a -1.7).
El parametro b* de los ecotipos de L. mutabilis (promedio de b* = 23) también muestra
valores cercanos a las muestras testigo (18.9 a 25.4), siendo la muestra de L. [uteus la que

mas se diferencia de las otras muestras control, con un valor de b* de 18.9.

Es muy escasa la informacion con respecto a las mediciones del color de la semilla de lupino,
por lo que es dificil comparar los ecotipos procedentes de diferentes condiciones
agronomicas. Cordova-Ramos et al. (2020a) han observado similares valores de L*, a* y b*
entre tres muestras de L. mutabilis: 61.21+0.10, 2.22+0.10 y 11.47+0.04; estos valores
difieren de los encontrados en esta investigacion en los 20 ecotipos (81.2; -2.1; 23, valores
promedio de L*, a* y b*, respectivamente). Por su parte, Yorgancilar y Bilgicli (2014)
reportan valores de 65.2+0.03, 7.0£0.11 y 20.3+£0.11 en L. albus; en este caso, so6lo el valor
de L* difiere significativamente con el observado en esta investigacion para las muestras

testigo de L. albus Ares y el L. albus Multitalia, 81.1 y 84.5, respectivamente.

4.2 DESAMARGADO DEL TARWI

Luego de las primeras 12 horas de remojo de los granos de tarwi (Figura 8), se produjo un
incremento en el peso debido a la absorcion de agua en todos los ecotipos. El porcentaje
promedio de absorcion de agua entre todos los ecotipos fue de 97.3%, con valores fluctuantes
entre 47.8 por ciento (Huallanca) y 141.5 por ciento (Moteado beige). Ortega-David et al.
(2010) reportan resultados en algunos cultivares de L. mutabilis, en los que muestra
diferentes periodos de latencia, algunos con periodos de 8 a 10 horas, mientras que en otros
la méxima absorcidon de agua se produce dentro de las cuatro primeras horas de remojo del
grano. Existe escasa informacion sobre el grado de absorcion de agua del grano de tarwi
durante el remojo; como referencia, Quispe (2015) encontrd que el incremento de peso mas
importante en muestras de nueve genotipos de L. mutabilis y una de L. albus se dio en la
etapa de remojo (12 horas), con incrementos de mas de 100 por ciento. Suca y Suca (2015)

reportan un valor de agua absorbida por la harina de tarwi de 120 por ciento, aunque no
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Figura 8: Absorcion de agua de los 20 ecotipos de tarwi durante las primeras 12 horas

de remojo

indican las condiciones bajo las cuales se obtuvo este valor; mientras que Carvajal-Larenas
(2016) menciona una capacidad de absorcion de agua de la harina de L. mutabilis de 1.2 g
de agua/g de harina, o sea, alrededor de 120 por ciento, valor més bajo que otras especies de
lupino, debido probablemente a la mayor cantidad de grasa del L. mutabilis. Por su parte,
Ortega-David ef al. (2010) determinaron en Lupinus mutabilis, sembrado en los Andes de
Colombia, durante la hidratacion de la semilla un incremento de 1.72 veces su tamafio
original; mientras que, Erbas (2010) probd varios métodos de desamargado de semillas de
L. albus e indica que la ganancia de peso por la hidratacion fue similar con todos los métodos
ensayados, produciéndose, en promedio, una ganancia de peso del grano de
aproximadamente el doble de su peso inicial, o sea el 100 por ciento. Las muestras que
tuvieron un mayor incremento de peso debido a la absorcion de agua, por encima del 100
por ciento, durante las primeras 12 horas de remojo fueron Moteado beige, Andenes 80,
Yunguyo, Andenes INIA, H6 INIA B/P, Puno 2 blanquita, Cholo fuerte, H6 INIA B/N,
Compuesto blanco semiprecoz, Altagracia, Paton grande y Hudnuco 2; las que presentaron

la menor absorcion de agua, alrededor del 50 por ciento, fueron Huallanca y Hudnuco 1.



Ortega-David et al. (2010) sostienen que existe una fuerte interaccion entre la composicion
de la semilla, principalmente el contenido de proteina, y la capacidad de retencion de agua.
El proceso de hidratacion de los granos, en este caso, puede ocurrir mediante difusion o a
través de los conductos de diferente tamafio (capilaridad) en el grano de acuerdo a su
estructura compleja, composicion y zonas con variada permeabilidad a través de las cuales
puede fluir el agua; la cubierta de estos granos puede ser completa o parcialmente
impermeable al agua, dependiendo de su composicion y estructura (Miano y Duarte 2017);
el espesor del tegumento también podria influir en las diferencias en la cantidad de absorcion
de agua entre los diferentes ecotipos, ya que el espesor varia de acuerdo a la especie y la
variedad (Manrique 2015); asi, las diferencias en la cantidad de agua absorbida entre los
diferentes ecotipos estaria indicando diferente estructura fisica y quimica en la cubierta o
tegumento y en el grano de los diferentes ecotipos de esta especie de lupino; Ortega-David
et al. (2010) sugieren que la proteina de la semilla posee afinidad hidrofilica evidenciada por
la alta capacidad de retencion de agua del grano. La hidratacion de los granos antes el
proceso de coccidn es una operacion importante ya que ayuda a ablandar la estructura del
grano y de este modo reduce el tiempo de coccion. Segiin Miano y Duarte (2017), el proceso
de hidratacion promueve la activacion de las enzimas de la pared celular generando una
disminucion en el grado de polimerizacion de las ramnogalacturonanas e incrementa la
solubilidad de las poligalacturonanas, lo cual resulta en un menor tiempo de coccion; las
ramnogalacturonanas son polimeros de alto peso molecular, con un grado de polimerizacién
alrededor de 2,000, compuestos por acido galacturénico y ramnosa (aprox. 2:1) (Sanchez

1996).

Después del hervido por una hora de las muestras que habian sido remojadas durante 12
horas se produjo un incremento adicional en el peso (Tabla 7, Figura 9), 12.4 por ciento en
promedio, incremento menor que durante las primeras 12 horas de remojo, lo cual guarda
relacion con lo reportado por Villacres ef al. (2015), quienes determinaron que la mayor
velocidad de absorcion de agua se produce durante las primeras tres horas de remojo. Este
incremento fue variable, desde 1.2 por ciento (ecotipos Andenes INIA y Yunguyo) y 1. 3 por
ciento (ecotipo Andenes 80), hasta 38.8 y 39.3 por ciento en los ecotipos Huallanca y
Huanuco 1, respectivamente; Miano y Duarte (2017) indican que, todos los trabajos
muestran que cuando mayor es la temperatura de remojo, mayor es la velocidad de
hidratacion, y que esta mayor velocidad se ve influida por: (i) incremento en las velocidades

de reaccion, (ii) reduccion de la viscosidad del agua, lo cual mejora el flujo por capilaridad,
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(ii1) dilatacion de los tejidos y poros, (iv) solubilizacion parcial de algunos componentes, lo

cual incrementa el tamafio del poro.

Tabla 7: Incremento en el peso (porcentaje) después del hervido por una

hora en las muestras que habian sido remojadas por 12 horas

Ecotipo Incremento de Peso (porcentaje)

Altagracia 8.8
Andenes 80 1.3
Andenes INIA 1.2
Cajamarca 114
Cholo fuerte 3.8
Compuesto blanco semiprecoz 9.7
H6-INIA B/N 7.6
H6-INIA B/P 5.8
Huallanca 38.8
Huénuco 1 39.3
Huanuco 2 3.0
Lircay 9.5
Moteado beige 7.5
Pallasca 12.3
Patén Grande 8.7
Puno 2 Blanquita 12.7
Yanamuclo 008-1 13.1
Yanamuclo 008-3 18.3
Yanamuclo-PLGO 33.0
Yunguyo 1.2

Promedio 12.4
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Figura 9: Incremento de peso (porcentaje) luego del hervido por una hora con respecto

a las muestras remojadas por 12 horas

Luego, durante el remojo sucesivo por cinco noches, posterior al remojo por 12 horas y el
hervido por 1 hora, se produjo un incremento de peso de los granos debido a la absorcién de
agua de 150 por ciento en promedio (Figura 10), llegando a alcanzar un incremento de
alrededor de 2.5 veces su peso inicial; Caicedo (2001), citado por Carvajal-Larenas et al.
(2013), menciona un indice de hinchamiento del altramuz de 2,3 veces la materia prima, lo

que equivaldria aproximadamente a un incremento de peso de similar magnitud.
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Figura 10: Incremento en el peso luego del remojo y lavado durante cinco dias con

respecto a las muestras remojadas por 12 horas y hervidas por una hora

Después del secado de las muestras desamargadas se produjo una pérdida de peso, con
respecto al grano inicial, de 22.9 por ciento en promedio (Tabla 8, Figura 11), la mayor
pérdida de peso se produjo en el ecotipo Andenes 80 (31.6 por ciento) y la menor en el
ecotipo Huanuco 1 (16.6 por ciento), lo cual representa una pérdida notable de sélidos
durante el proceso de desamargado; estos solidos perdidos, estarian principalmente
conformados por proteinas solubles y otros so6lidos como compuestos fenolicos, alcaloides,
etc. Estos niveles de pérdida de solidos después del proceso de desamargado son muy
parecidos a los reportados por otros autores. Asi, Quispe (2015) encontré que después del
proceso de desamargado de 10 genotipos de lupino disminuyeron su contenido de materia
seca, entre 20 por ciento y 30 por ciento. Villaverde (2011), mencionado por Quispe (2015),
reporta haber determinado una disminucion significativa de proteina de 47.21 por ciento a
20.63 por ciento después del proceso de desmargado (Remojo por 24 horas; coccion por una
hora y lavado durante 5 dias). Swisscontact (sf) indica que el proceso acuoso de desamargado
del tarwi genera altas pérdidas de so6lidos (27 g/100g de materia seca). Por su parte, Espejo
(2017), después del desamargado del tarwi, en cuyo proceso se hizo el lavado durante siete
dias, reporta una merma de los so6lidos de 28.5 por ciento. Mientras que, Carvajal-Larenas et

al. (2013) mencionan una pérdida de sélidos después de solo el remojo y la coccion de
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alrededor de 23 por ciento; asimismo, Erbas (2010) sefiala una pérdida de materia seca
durante el proceso de desamargado de alrededor del 20 por ciento. Como se puede ver, se
reportan diferentes valores de pérdida de solidos después de las diversas operaciones de
desamargado, estas diferencias estan influidas por las diferentes condiciones o parametros
de operacién aplicados por los diferentes investigadores. En todo caso, lo que si se puede
afirmar es que se produce una pérdida significativa de solidos solubles, entre los cuales se
tiene proteinas solubles (Prusinski 2017), carbohidratos, minerales, alcaloides, etc. Suca y
Suca (2015) indican que durante el proceso de desamargado acuoso de producen altas

pérdidas de solidos, aunque no reporta valores.

Tabla 8: Pérdida de peso (porcentaje), con respecto al peso inicial (bs) de los granos,

después del secado de las muestras desamargadas

Pérdida de Peso después secado luego de 5 dias

Ecotipo de remojo (porcentaje)
Altagracia 19.2
Andenes 80 31.6
Andenes -INIA 20.7
Cajamarca 21.6
Cholo fuerte 19.0
Compuesto blanco semiprecoz 22.4
H6-INIA B/N 21.6
H6-INIA B/P 25.7
Huallanca 19.0
Huanuco 1 16.6
Huéanuco 2 28.5
Lircay 24.1
Moteado beige 31.1
Pallasca 21.8
Patén Grande 19.3
Puno 2 Blanquita 20.4
Yanamuclo 008-1 195
Yanamuclo 008-3 26.6
Yanamuclo-PLGO 19.8
Yunguyo 28.6

Promedio 22.9 (19.07 por ciento CV)
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Figura 11: Pérdida de peso (porcentaje), con respecto al peso inicial (bs) de los granos,

después del secado de las muestras desamargadas

43 COMPOSICION QUIMICO PROXIMAL DE LOS 20 GENOTIPOS DE
LUPINO (Lupinus mutabilis)

El conocimiento de la composicion quimica de las semillas de lupino es uno de los factores
importantes para la decision de su uso en la industria alimentaria. En el Tabla 9 se presentan
los resultados de la composicién quimico proximal de los ecotipos de tarwi (L. mutabilis) en
estudio. El aspecto mas importante en cuanto a su composicion quimico proximal es el
contenido de proteina. Casi todos los ecotipos en estudio presentaron valores de proteina por
encima del 40 por ciento, siendo el promedio de los 20 ecotipos de 41.8 por ciento (5.48 por
ciento CV), con excepcion de los ecotipos Andenes 80 y Puno 2 Blanquita, con valores de
35.6 por ciento y 38 por ciento respectivamente. Estos resultados se asemejan a los
reportados para el contenido de proteinas en L. mutabilis ecuatoriano (41,4-47,7 g/100 g MS)
(Schoeneberger ef al. 1982) y en ecotipos peruanos (34,6-50,2 g/100 g MS) (Caligari et al.
2000), asi como a los valores resumidos por Carvajal-Larenas et al. (2016) (32,0-52,6 g/100
g MS).



Tabla 9: Analisis quimico proximal de los 20 ecotipos de tarwi amargo (Lupinus mutabilis) (g/100 g)

Ecotipo Humedad Proteina Grasa Ceniza CHOs

Altagracia 9.80 + 0.062" 44.50 £ 0.08* 15.60 £ 0.04¢" 2.90 £ 0.06M 27.20 £ 0.04%"
Andenes 80 10.90 + 0.06° 35.60 + 0.19% 18.10 £ 0.14% 4.30 + 0.06® 31.10 £ 0.17%f
Andenes INTA 10.50 £ 0.03¢ 42.40 +0.31%¢ 18.55+0.18* 3.70 + 0.081 29.15+0.07"
Cajamarca 9.91 £0.02% 42.10 £ 0.1920d 14.30 £ 0.047 3.40 £ 0.06" 30.30 + 0.124¢f
Cholo fuerte 9.40 £ 0.03 41.10 £ 0.1320cd 16.40 £ 0.084fe 3.40 £ 0.01M 29.70 £ 0.06°
Compuesto blanco semiprecoz 9.70 £ 0.01¢hi 42.80 +0.17% 17.10 + 0.07¢% 2.80 +0.04! 27.60 + 0.07%"
H6 INIA BN 9.40 £ 0.01 43.20+0.11% 17.20 £ 0.03bd 2.90 £ 0.044 27.30 £0.19%"
H6-INTA BP 9.20 + 0.04% 41.10 + 0.072d 16.22 +0.28¢ 4.20 +0.06%° 29.28 + (.34
Huallanca 10.10 + 0.03¢f 38.20 + 1.70¢°4f 15.90 + 0.35h 3.50 £ 0.04¢ 32.30 £ 2.04¢
Huanuco 1 9.90 £+ 0.07% 40.70 £ 0.047bcde 14.30 £ 0.16Y 440+ 0.04* 30.70 £ 0.17%fe
Huanuco 2 13.80 £ 0.032 42.00 £ 0.1470cd 13.60 £ 0.08 3.80 £ 0.03¢f 26.80 £ 0.17¢"
Lircay 8.30+£0.06™ 36.60 + 0.23¢f 17.10 £ 0.11¢% 4.10 £ 0.06° 33.90 £ 0.11¢
Moteado Beige 9.60 + 0.06h! 42.70 £ 0.81%® 16.30 £ 0.38dfe 3.10 £ 0.04* 28.30 + 1.17¢°feh
Pallasca 8.60 + 0.05! 42.18 + 1.243bd 15.90 + 0.421h 3.40 £ 0.07M 29.93 + (0.834%fe
Paton grande 9.80 £ 0.07¢" 4370+ 0.18* 16.70 £ 0.08%f 3.10 £ 0.07% 26.70 £ 0.24¢"
Puno 2 blanquita 11.40 £ 0.04° 38.00 + 0.18def 16.30 + 0.039%e 4.40+0.07* 29.90 + 0.18d%fe
Yanamuclo 008-1 9.50 £+ 0.031 43.30 £ 1.34%® 16.95 + 0.41c% 2.70 £0.10' 27.55 £ 0.86"
Yanamuclo 008-3 8.50 £0.141!™ 40.30 £ 0.1]2bcde 15.00 £0.11" 4.00 £ 0.06%% 32.20 £ 0.08%%
Yanamuclo PLGO 9.40 + 0.08 42.20 + 0.26%d 17.80 £ 0.312¢ 2.90 £0.014 27.70 £ 0.49%"
Yunguyo 10.51 +£0.15¢ 41.64 + 2,493 14.16 + 0.651 3.85 +0.08%f 29.85 + 1.64%
Promedio = error estandar 9.91+0.27 41.42+0.55 16.17 £ 0.29 3.54+0.13 29.37+£0.52
Rango 8.50 —13.80 35.60 — 44.50 13.60 — 18.55 2.70 —4.40 26.70 — 33.90
Testigos

Ares - L. albus 11.04 + 0.06° 32.20 £ 0.00¢" 7.56 £ 0.04! 3.50 £0.09¢" 4570 £ 0.18°
Dulce 7 - L. albus 10.35 +0.044% 29.93 +2.22h 9.52+0.17% 3.35+0.06" 46.85 +2.39°
Multitalia - L. albus 7.98 £ 0.06° 30.93 + 1.47" 14.30 £ 0.161 3.42+0.10M 35.19 £ 2.62¢
Boregine - L. angustifolius 11.15 +0.08" 29.16 £ 0.55" 5.15+£0.06™ 3.22 £ 0.09% 51.31 £0.49*
L. luteus 8.06 + 0.04™ 39.03 + 2.72bcdef 14.30 £ 0.16Y 3.42 £ 0.10" 35.19+£2.62°
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Este rango de valores encontrado entre los diferentes ecotipos de tarwi, segiin Carvajal-
Larenas et al. (2016), esta asociado con factores genéticos y agrondmicos; ademas, la
composicion quimica de las semillas de lupino depende mucho de la especie en particular y
de las condiciones ambientales del cultivo (Czubinski et al. 2021; Prusinski et al. 2017). El
promedio de los 20 ecotipos en estudio es superior al presentado por las muestras testigo
analizadas (alrededor del 30 por ciento), salvo la muestra de L. luteos Percoz, con un
contenido de 39.03 por ciento bastante similar al L. mutabilis. Valores similares han sido
mostrados por otros investigadores, como Borja (2014), quien reporta un contenido de
proteina para el tarwi amargo, en general, sin especificar ecotipo, de 41.20 por ciento, valor
mucho mayor comparado con el de la soya (33.4 por ciento) y el frijol (22 por ciento). Indica
también que se han realizado estudios en mas de 300 diferentes genotipos en los que la
proteina varia de 41 por ciento a 51 por ciento. Por su lado, Amor (2022) indica que, en el
caso particular de las semillas de altramuz (Lupinus spp.), segun la literatura, éstas presentan
entre un 30 y 42 por ciento de proteina, las cuales estan constituidas en su mayoria por
globulinas (87 por ciento). Bartkiene et al. (2016) explican que, de acuerdo a la literatura,
existe una considerable variacion en el contenido de proteina entre las diversas especies y
cultivares de lupino, variacion que estaria también influida por las condiciones de

crecimiento y tipos de suelo.

Estadisticamente no se encontr¢6 diferencia significativa (p<0,05) en el contenido de proteina
bruta entre los ecotipos Altagracia, Andenes INIA, Cajamarca, Cholo fuerte, Compuesto
blanco semiprecoz, H6 INIA BN, H6 INIA BP, Huanuco 1, Huanuco 2, Moteado Beige,
Pallasca, Paton grande, Yanamuclo 008-1, Yanamuclo 008-3, Yanamuclo PLGO, Yunguyo.
Estas muestras presentaron el mayor contenido de proteina bruta, por encima del 40 por
ciento. Si hubo diferencia estadistica significativa (p<0,05) entre estos ecotipos y el resto,
incluidas las muestras control, las que estuvieron por debajo del 40 por ciento. Los ecotipos
Andenes 80 y Puno 2 blanquita presentan los menores valores, los cuales si muestran
diferencias significativas estadisticamente (p<0,05) con respecto al resto de ecotipos (Anexo

6).

El otro componente importante en el lupino es la grasa; esta fluctud entre 13.7 por ciento y
18.6 por ciento, con un promedio de 16.17 por ciento (7.97 por ciento CV), valor muy
superior, aproximadamente el doble, al presentado por las muestras testigo o control, con

excepcion de la muestra de L. [uteus (14.3 por ciento). Valores similares son indicados por
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Schoeneberger et al. (1982) para el L. mutabilis ecuatoriano (15,0-20,1 g/100 g MS) y por
Caligari et al. (2000) en ecotipos peruanos (14,3-23,6 g/100 g MS, asi como por Carvajal-
Larenas ef al. (2016) (13,0-24,6 g/100 g MS). Neves et al. (2016) reportan un contenido de
grasa de hasta 19 por ciento en muestras de 149 accesiones de L. mutabilis provenientes de
Pert y cultivadas en Lisboa, e indican que el tarwi es la Unica especie de lupino capaz de
alcanzar el valor de 18 por ciento de aceite (el minimo para la extraccion industrial); por su
parte, Gresta et al. (2017) reportan un rango de 15-17 por ciento, Bartkiene et al. (2016)
mencionan valores entre 13 por ciento y 23 por ciento, Carvajal-Larenas et al. (2016) sefialan
un rango de 13.0 por ciento a 24.6 por ciento, y Suca y Suca (2015) informan que estudios
realizados en mas de 300 genotipos diferentes muestran que el aceite varia de 14 por ciento
a 24 por ciento . Ademas de factores genéticos y agrondmicos, el estrés hidrico, entre otros,
es un factor que influye en la variabilidad del contenido de lipidos entre los diversos ecotipos
(Carvalho et al. 2005 citados por Carvajal-Larenas et al. 2016). No se encontr6 diferencia
estadistica significativa (p<0,05) entre los ecotipos Andenes 80, Andenes INIA y Yanamuclo
PLGO, los que mostraron un contenido de grasa alrededor del 18 por ciento; pero si se
encontro diferencia estadistica significativa (p<0,05) entre éstos y el resto de ecotipos, de
los cuales, la mayoria estuvieron por debajo del 17 por ciento, incluidas las muestras control,
las que tuvieron un contenido mucho menor, por debajo del 10 por ciento, excepto la muestra

de L. luteus (14.3 por ciento).

Tanto en proteina como en lipidos, solo el L. /uteus de las muestras testigo no presentd
diferencia estadistica significativa (p<0,05) con la mayoria de los ecotipos de L. mutabilis.
Las muestras testigo de L. angustifolius y L. albus presentaron contenidos menores de
proteina y grasa con respecto a los ecotipos de L. mutabilis, con diferencia estadistica
significativa (p<0,05). En cuanto a las cenizas, el menor contenido se observd en Yanamuclo
008-1 (2,70 g/100 g MS) y el mayor en Puno 2 blanquita y Huanuco 1 (4,40 g/100 g MS),
variacion muy similar a la reportada por Carvajal-Larenas et al. (2016) (2,4-5,2 g/100 g MS).
Los carbohidratos, obtenidos por diferencia, oscilaron entre 24,85 g/100 g MS (Andenes
INIA) y 33,90 g/100 g MS (Lircay), valores que caen dentro del extremo inferior de la
distribucion (26,1-43,2 g/100 g MS) descrita por Carvajal-Larenas ef al. (2016).

Los resultados de la composicion quimica de los ecotipos del L. mutabilis analizados en esta
investigacion son mas parecidos a los de la muestra testigo del L. luteus. Por su parte,

Czubinski ef al. (2021) indican que la composicion de los principales nutrientes de las
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semillas del lupino Andino presenta ciertos rasgos tipicos del L. a/bus mientras que otros son

mas caracteristicos de L. angustifolius.

44 CONTENIDO DE PROTEINA SOLUBLE EN MUESTRAS AMARGAS Y
DESAMARGADAS

En el Tabla 10 se muestra las cantidades de proteina total (Nx6.25) y de proteina soluble en
las muestras enteras (sin desamargar) y de proteina soluble en las muestras desamargadas.
En las muestras enteras (sin desamargar), el promedio de proteina total es de 41.3 por ciento,
fluctuando entre 35.6 por ciento (Andenes 80) y 44.5 por ciento (Altagracia), mientras que
el contenido de proteina soluble fluctia entre 14.1 por ciento (Yunguyo) y 33.2 por ciento
(Lircay), con un promedio de 21.3 por ciento. Como se puede observar, el contenido de
proteina soluble en las semillas enteras (sin desamargar) del lupino no es similar en todos
los ecotipos, encontrandose valores en el rango de 14.1 por ciento a 33.2 por ciento. Por
efecto del desamargado se produce una disminucion considerable del contenido de proteina
soluble en todas las muestras; en el ecotipo Lircay se produjo la mayor pérdida, de 33.2 por
ciento a 1.1 por ciento (diferencia de 32.1 por ciento), mientras que la menor pérdida se dio
en el ecotipo Yunguyo, de 14.1 por ciento a 1.1 por ciento (diferencia de 13 por ciento); la
diferencia promedio de proteina soluble entre la muestra amarga y la muestra desamargada
entre todos los ecotipos fue de 20.2 por ciento. Esta pérdida considerable de proteina soluble
después del proceso de desamargado se deberia a la coagulacion de algunas proteinas como
las albuminas durante la etapa de coccion por una hora; estas proteinas coaguladas
dificultarian su extraccion para su cuantificacion al disminuir su solubilidad, por lo que los
valores resultarian bajos; también se deberia a la solubilizacion de las albiminas durante el
remojo en agua por 12 horas y durante los siguientes cinco dias con sucesivos lavados del
grano durante el proceso de desamargado, pues se sabe que estas proteinas son muy solubles
en agua (Duranti et al. 2008); Erbas (2010) manifiesta que el proceso de desamargado por
hervido de las semillas y el remojo en agua remueve una gran cantidad de proteinas solubles.
Por su parte, Villacres et al. (2006) reportan un contenido de proteina soluble en el chocho
desamargado de 12.81 por ciento (no especifica ecotipo), pero este proceso de desamargado
se realizo solo durante 40 horas, mientras que en esta investigacion se realizd durante cinco
dias (120 horas), ademas del previo remojo por 12 horas y hervido durante 1 hora. Por otro
lado, la pérdida de proteina soluble (20.1 por ciento, en promedio) es concordante con la

pérdida de peso (pérdida de sélidos) producida durante el proceso de desamargado, en el que
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al finalizar el secado de los granos se encontré una pérdida de peso en promedio de 22.4 por
ciento; lo cual también indica que, ademas de la pérdida de proteina soluble se estarian
perdiendo otros sélidos como alcaloides, y polisacéaridos solubles. Espejo (2017) encontrd
que durante el proceso de desamargado de pierden, aparte de alcaloides quinozidinilicos,
proteinas solubles en agua, saponinas presentes mayormente en la cascarilla del grano

(durante todo el proceso), y compuestos fenolicos polares.

Tabla 10: Resultados (Promedio + desviacion estandar) de la determinacion del

contenido de proteina soluble en los 20 ecotipos de tarwi en muestras amargas y

desamargadas
Proteina soluble (PS)
Prot. Total - -
Ecotipo (porcentaje) Diferencia de PS
(N x 6.25) Amargg Desamarggda (Amarga-
(porcentaje) (porcentaje) Desamargadas)

(%)

Andenes 80 35.6 258+75 0.3+0.24 25.5
Andenes INIA 42.4 14.2 +3.68 0.8+0.57 13.4
Altagracia 44.5 22.5+4.53 0.9+0.28 21.6
Cajamarca 42.1 30.7+£1.98 1.3+0.28 29.3
Cholo Fuerte 41.1 20.3 £2.97 1.0£0.42 19.3
Compuesto blanco semiprecoz 42.8 22.9+3.82 1.1+0.42 21.8
H6-INIA B/N 43.2 22.2+283 1.1 £0.35 21.1
H6-INIA B/P 41.1 20.0 £4.10 0.9+0.28 19.1
Huallanca 38.2 21.9+297 0.5+0.14 21.4
Huanuco 1 40.7 20.0 £2.40 1.6 £1.27 18.4
Huénuco 2 42.0 15.8 £3.68 1.3£0.71 14.6
Lircay 36.6 33.2+£297 1.1+0.33 32.1
Moteado Beige 42.7 26.1 £5.23 0.9+0.35 25.2
Pallasca 41.3 18.0 +£2.69 1.2+0.35 16.2
Paton Grande 43.7 19.2+£2.12 1.4 +0.71 17.8
Puno 2 Blanquita 38.0 19.7+3.11 1.0 +£0.14 18.6
Yanamuclo 008-1 43.3 20.4 £2.69 1.1+£0.42 19.3
Yanamuclo 008-3 40.3 20.8 £3.96 1.4 £0.28 19.4
Yanamuclo PLGO 42.2 19.0 +4.10 1.4 +£0.57 17.6
Yunguyo 43.4 14.1 £2.69 1.1+0.57 13.0
Promedio de ecotipos + Error estandar 21.3+4.81 1.07+0.31 20.2

cv 22.58 28.97

45 SEPARACIONES ELECTROFORETICA DE LAS FRACCIONES
PROTEICAS

En la Figura 12 se muestran los resultados de la separacion de las fracciones proteicas
mediante la electroforesis en gel PAGE-SDS de las muestras de tarwi tratadas con (+) y sin

(-) B-mercaptoetanol. Se puede observar que en las muestras tratadas con B-mercaptoetanol
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se produce una mejor separacion de bandas que en las muestras sin f-mercaptoetanol. Esto
demuestra el efecto del B-mercaptoetanol, el cual causa la desnturalizacion completa y el
desplegado de las moléculas de proteina. Por otro lado, esta sustancia rompe los enlaces
disulfuro, si es que existieran, que mantienen unidas a las subunidades de la proteina,
logrando su separacion, lo cual indicaria la presencia de enlaces disulfuro entre las
subunidades de proteina. Muranyi et al. (2016) indican que, la legumina, llamada también
“caseina vegetal”, es una globulina hexamérica (en la que las cadenas peptidicas estan
conectadas mediante enlaces disulfuro) presente en el L. angustifolius; por los resultados
obtenidos en las separaciones electroforéticas en las muestras tratadas con J-mercaptoetanol,

esta proteina podria estar presente también el L. mutabilis.

- 2+ 2- 44+ 4- 6+ 6- T+ -

Leyenda: (1) Andenes 80; (2) Andenes INIA; (4) Cajamarca; (6) Compuesto blanco semiprecoz; (7) H6-INIA
B/N; (8) H6-INIA B/P

Figura 12: Perfil electroforético en condiciones reductoras (+) y no reductoras (-) de

las muestras de tarwi sin desamargar

4.5.1 Separaciones electroforética de las fracciones protéicas de las muestras sin

desamargar

En base a los resultados obtenidos tratando las muestras con y sin -mercaptoetanol, se
continuo con la separacion electroforética de las muestras sin desamargar de los 20 ecotipos
en estudio, tratadas con B-mercaptoetanol (Figura 13). Como se puede observar, casi todos
los ecotipos presentan el mismo patron electroforético. También Carvajal-Larenas et al.
(2016) manifiestan que, el patrén de polipéptidos mostrado por dos cultivares de L. mutabilis
analizados por SDS-PAGE en condiciones reductoras son virtualmente idénticos pero que

difieren considerablemente del mostrado por L. albus; por ejemplo, en la fraccion de
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Leyenda A:

1 Andenes 80

2 Andenes INTA

3 Altagracia

4 Cajamarca

5 Cholo fuerte

6 Compuesto blanco semiprecoz
7 H6-INIA B/N

8 H6-INIA B/P

Leyenda B:

10 Huénuco 1

11 Huénuco 2

12 Lircay

13 Moteado Beige
14 Pallasca

15 Paton Grande

16 Puno 2 Blanquita

Leyenda C:

17 Yanamuclo 008-1
18 Yanamuclo PLGO
19 Yunguyo

Figura 13: Perfil electroforético de los 20 ecotipos de tarwi sin desamargar




albumina predominan los péptidos de 34 kDa en L. mutabilis, mientras que en L. albus los

péptidos de albumina estan en el rango de 6 a 117 kDa.

4.5.2 Separaciones electroforética de las fracciones protéicas de las muestras

desamargadas

En este caso, las muestras desamargadas presentan similar patron electroforético (Figura 14)
al de las muestras sin desamargar. El hecho de mostrar similitud en los patrones
electroforéticos entre las muestras desamargadas y sin desamargar significaria que el proceso
de desamargado no implicaria cambios sustanciales en el peso molecular de los péptidos de
las proteinas de los ecotipos de tarwi analizados. Mazumder et al. (2021) también
encontraron similtud de los perfiles electroforéticos en las bandas por debajo de 80 kDa de
seis cultivares de L. angustifolius y en los cutivares de L. albus Luxor y Rosetta, mientras
que Albe-Slabi et al. (2022) encontraron que, las proteinas extraidas de L. albus apH de 2 a
6 mostraron el mismo patron electroforético con pesos moleculares aparentes de 3 a 70 kDa,
e indican que este perfil electroforético encaja bien con los pesos moleculares de las
conglutinas: a-conglutina (19-46 kDa), B-conglutina (19-60 kDa), y-conglutina (17 y 29
kDa) y 6-conglutina (4 y 9 kDa). Asimismo, Capraro et al. (2014) determinaron el perfil
electroforético de las proteinas aisladas del L. albus, obteniendo un perfil similar al obtenido
en esta investigacion en el L. mutabilis, en el que se aprecian bandas entre 97 y 15 kDa,
notandose mayor cantidad de bandas y mas concentradas entre los 65 y 30 kDa (Figura 1
carril TPE). Por su parte, Fontanari ef al. (2012) determinaron el efecto de la sal y del pH
durante el aislamiento de las proteinas de semillas de L. albus sobre la estructura y la
estabilidad de las proteinas presentes en el aislado obtenido; dentro de este estudid
determinaron mediante electroforesis SDS-PAGE los perfiles electroforéticos de los
respectivos aislados proteicos encontrando en todos ellos que se pudo identificar ocho
bandas distintas y bien definidas entre aproximadamente 71 y 14 kDa; el peso molecular
estimado de estas bandas es de 71, 65, 51, 48, 44, 33, 19, y 14 kDa. Indican asimismo que,
los patrones electroforéticos todas las muestras de harina y aislados proteicos de L. albus de
Brasil determinados en dicho estudio fueron idénticos, presentando ocho bandas
electroforéticas con pesos moleculares entre aproximadamente 14 y 71 kDa; sefialan también
que estos patrones de migracion fueron similares a los obtenidos en muestras de harina de

semillas de L. albus de un cultivar de Portugal analizado en dicho estudio.
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Leyenda A:

1 Andenes 80

2 Andenes INIA

3 Altagracia

4 Cajamarca

5 Cholo fuerte

6 Compuesto blanco semiprecoz
7 H6-INIA B/N

8 H6-INIA B/P

Leyenda B:

9 Huallanca

11 Hudnuco 1

12 Huénuco 2

13 Lircay

14 Moteado Beige
15 Paton Grande

16 Puno 2 Blanquita

Leyenda C:

16+ Yanamuclo 008-1
16.1+ Yanamuclo 008-3
17+ Yanamuclo PLGO

20  Yunguyo

14

Marcador 16+ 16.1+ 17+ 20

Figura 14: Perfil electroforético de los 20 ecotipos de tarwi desamargado
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4.5.3 Estimacion de rangos de peso molecular de las fracciones proteicas de los 20

ecotipos de tarwi en estudio

Como se aprecia en las Figuras 13 y 14, todos los 20 ecotipos presentan similar patron
electroforético. En la Tabla 11 se observa el nuimero de bandas por rango de peso molecular
para cada ecotipo, notandose que este nimero es similar en casi todos los ecotipos,
fluctuando entre tres y cuatro bandas, con excepcion del rango 67 — 91 kDa en donde no
aparece ninguna banda. Se detectaron bandas mejor diferenciadas entre aproximadamente
14 y 66 kDa. Sin embargo, se aprecia una banda por encima de los 90 kDa, la que podria ser
de y-conglutina, ya que Mufioz et al. (2018) presentan el perfil electroforético SDS-PAGE
de la y-conglutina purificada obtenida de muestra de semillas de L. mutabilis procedente de
Ecuador, en el que se aprecia bandas con pesos moleculares proximos 100 kDa y por encima

de aproximadamente 70 kDa.

Tabla 11: Ntiimero de bandas por rango de peso molecular (PM)

Rango de PM (kDa)
14 -27 28-42 43-66 67 - 91 92 — 104

Ecotipo

Andenes 80
Andenes INIA
Altagracia
Cajamarca

Cholo Fuerte
Comp. Blco. Semiprecoz
H6-INIA B/N
H6-INIA B/P
Huallanca
Huanuco 1
Huanuco 2

Lircay

Moteado Beige
Paton Grande
Puno 2 Blanquita
Yanamuclo 008-1
Yanamuclo 008-3
Yanamuclo PLGO
Yunguyo
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La mayoria de las fracciones separadas estuvieron dentro de un rango de peso molecular
entre 14 y 66 KdA; similares resultados reportan Muranyi et al. (2016) en muestras de

Lupinus angustifolius, encontrando fracciones proteicas de las conglutinas con pesos
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moleculares entre 4 y 70 Kda bajo condiciones reductoras; mientras que Mazumder et al.
(2021) mencionan haber detectado bandas en el rango de 3.5 a 150 kDa en seis cultivares de
L. angustifolius y tres cultivares de L. albus. En todos los ecotipos analizados en la presente
investigacion, también se observa bandas por encima los 55 kDa, inclusive por encima de
100 kDa; algunas de estas bandas podrian ser de f-conglutina ya que, como indican Santos
et al. (1977) citados por Carvajal-Larenas (2016), en el L. mutabilis “Potosi” e “Inti” existen
mas de 20 cadenas de polipéptidos sin enlace disulfuro, con pesos moleculares de 15 a 65
kDa, conformadas por siete cadenas mayores de polipéptidos con peso molecular de 50 a 67
kDa, dos cadenas de 33 a 38 kDa, y varias de menor tamafio. Muranyi et al. (2016) también
reportan en el L. angustifolius bandas correspondientes a la B-conglutina entre 54 y 72 kDa,
e indica que hay que tener en cuenta que los datos acerca del tamafio y la cantidad de las
diferentes fracciones varian en funcién del método y condiciones de separacion empleados
para el aislamiento de las proteinas, entre ellos el pH, el grado de salinidad, la temperatura,
etc.; también, el contenido y la asociacion de las subunidades que conforman las fracciones

proteicas dependen fuertemente del estado de maduracion de la semilla.

Las bandas de menor tamaiio, por debajo de 45 kDa podrian ser fracciones derivadas de la
y-conglutina; segun Carvajal-Larenas ef al. (2016), esta proteina ha sido reportada en L.
albus 'y L. mutabilis “Potosi” e “Inti”, y consta de una subunidad simple (monoémero) de 42-
43 kDa compuesta por dos cadenas polipeptidicas de 18-30 kDa unidas por enlaces disulfuro,
las que se escindirian tras la reduccion mediante la electroforesis PAGE-SDS; ademas indica
que no se reporta en L. mutabilis la 3-conglutina, globulina rica en enlaces disulfuro, que si
se presenta en otras especies como L. luteus y L. angustifolius, esta conglutina de 14 kDa

estd compuesta por dos sub-unidades de 9.401 y 4.597 kDa unidas por enlaces disulfuro.

Varias de las fracciones determinadas en estos 20 ecotipos de tarwi en estudio podrian
haberse derivado también de la reduccion de la a-conglutina ya que, segiin Santos et al.
(1977) citado por Carvajal-Larenas (2016), en el L. mutabilis “Potosi” esta proteina esta
formada por cuatro tipos principales de subunidades (50-65 kDa) y dos menores (40-42
kDa), las cuales después de la reduccion producen un nimero indeterminado de cadenas de
polipéptidos mayores y dos menores de 18 y 19 kDa; mientras que, el L. mutabilis “Inti”
consiste de cinco tipos principales de cadenas de polipéptidos (32, 40, 45, 49 y 53 kDa), los

cuales después de la reduccion producen cuatro cadenas principales de polipéptidos (18, 19,
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31 y 37 kDa). Albe-Slabi et al. (2022) también reportan haber detectado bandas de 19-46

kDa atribuidas a subunidades de a-conglutina en L. albus (Figura 2).

4.6 TOCOFEROLES

En la Tabla 12 y Figura 15 se presenta el contenido promedio de tocoferoles de cada ecotipo,
tanto amargo como desamargado. En cuanto al contenido de tocoferoles, se puede observar
que, el promedio de los 20 ecotipos del tarwi desamargado (319.76 mg/kg MS) es mayor
que el del tarwi amargo (209.22 mg/kg MS); en el caso de las muestras amargas, el mayor
contenido se obtuvo en el ecotipo Hudnuco 1 (249.79 mg/kg MS) y el menor valor en el
ecotipo H6 INIA B/P (175.17 mg/kg MS); mientras que, en las muestras desamargadas, el
mayor valor se presento en el ecotipo Andenes 80 (378.22 mg/kg MS) y el menor valor en
el ecotipo Pallasca (256.00 mg/kg MS). No se encontrd diferencia estadistica significativa
entre los ecotipos desamargados cuyos contenidos de tocoferoles estuvieron por encima de
los 310 (rango: 315.00-370.91), pero si entre estos y el resto de ecotipos (rango: 259.74-
306.78). Por otro lado, en todos los ecotipos de tarwi se encontré un mayor contenido de
tocoferoles en las muestras desamargadas que en las amargas, encontrandose diferencia
estadistica significativa (p<0,05) entre las muestras amargas y las desamargadas so6lo en los
ecotipos Altagracia, Andenes INIA, Cholo fuerte, Compuesto blanco semiprecoz, H6-INIA
B/N, Huallanca, Hudnuco 1, Moteado beige, Puno 2 blanquita, Yanamuclo 008-1 y
Yanamuclo 008-3.

La diferencia en el contenido de tocoferoles entre la semilla amarga y la desamargada se
deberia a que, producto del desamargado se pierde una importante cantidad de sdlidos
solubles como proteinas solubles, algunos compuestos fendlicos, alcaloides, carbohidratos
solubles, etc., lo cual implica una mayor concentracién de los tocoferoles, los que son de
naturaleza hidrofobica y, por lo tanto, no se solubilizarian durante el proceso de desamargado
(remojo 12 horas, coccion 1 hora y remojo con lavadas sucesivos diarios durante cinco dias).
Valores similares reportan Brandolini et al. (2022) para muestras desamargadas de L.
mutabilis, ecotipos Atagracia, Andenes y Yunguyo: 281.4, 309.8 y 396.6 mg/kg MS,
respectivamente, con un promedio entre estos tres de 329.27 mg/kg MS, muy similar al
promedio de los 20 ecotipos analizados en este trabajo, 319.76 mg/kg MS. También,
Czubinski ef al. (2021) mencionan un valor 172. 60 mg/kg MS de contenido de tocoferoles

en semillas amargas de L. mutabilis cultivado en una estacidon experimental en Przebedowo
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(Polonia); mientras que, Boschin y Arnoldi (2011) indican un valor de 103 mg/kg MS de y-

tocoferol en semillas amargas de L. mutabilis Andino 450 procedente de Ecuador.

Tabla 12: Contenido promedio de tocoferoles (mg/kg MS) en los 20 ecotipos de

tarwi amargo y desamargado

Tocoferoles Tocoferoles Significancia entre
Feotipo Amargo Desamargado amargo'y
desamargado
Alta gracia 189.64 (+ 4.54)% 306.78 (& 2.14)cdefo *
Andenes 80 221.44 (+ 6.91)cde 378.22 (+ 16.98)? n.s
Andenes-INIA 214.05 (£ 6.15)cdefo 353.52 (+ 10.64)2bcde *
Cajamarca 229.64 (+ 3.07)¢ 351.32 (+ 28.30)20cde n.s
Cholo fuerte 213.92 (£5.99)°% 0 317.55 (& 1.79)0ccef *
Compuesto blanco semiprecoz 194.50 (+3.72)cfoni 297.47 (+ 4.21)% *
H6 INIA B/N 207.04 (£ 6.35)cdefan 318.40 (+ 13.94)9" *
H6 INIA B/P 175.17 (+ 2.95)" 259.74 (+ 24.55)9" n.s
Huallanca 182.28 (+ 5.83)* 268.50 (+ 14.32)fn *
Huénuco 1 249.79 (£ 6-75)%¢ 340.05 (+ 4.52)abcde *
Huénuco 2 229.82 (+ 10.55)¢fon 370.91 (£ 5.71)® n.s
Lircay 194.49 (+ 6.54)°%"  304.30 (+ 18.91)%f n.s
Moteado Beige 199.14 (£ 7.17)™ 315,00 (+ 17.26)0cefs *
Pallasca 207.22 (+ 5.78)defoni 256.00 (+ 16.10)9" n.s
Patén Grande 248.83 (+ 6-15)cdefon 363.31 (+ 33.01)2cd n.s
Puno 2 Blanquita 222.00 (+ 2.44)bcd 331.26 (+ 1.01)2bcdef *
Yanamuclo 008-1 194.81 (& 7.42)defoni 301.53 (+ 1.56)%f *
Yanamuclo 008-3 184.34 (+ 2.78)" 294.10 (+ 13.90)%f *
Yanamuclo-PLGO 209.13 (+ 13.46)cdefon 298.13 (+ 11.75)%f n.s
Yunguyo 217.21 (+ 4.30)cf 369.05 (+32.94)2x ns
Promedio * Error estandar 209.22 £4.62 319.76 £8.23
Rango 175.17 — 249.79 256.00 — 378.22

Testigos

Dulce 7 - L. albus 153.53 (+ 2.57) 222.71 (£ 5.41)H *
Ares - L. albus 111.74 (x 7.9)"™ 135.91 (* 2.89)k n.s
Multitalia - L. albus 138.53 (¢ 5.47) 171.28 (+ 8.33)! n.s
Boregine - L. angustifolius 91.85 (+ 5.29)" 103.22 (+ 5.70)« n.s
L. luteus 190.52 (+ 12.11)fni 260.82 (+ 11.80)9" n.s

Valores entre paréntesis indican la desviacion estandar.
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Figura 15: Contenido total de tocoferoles en los 20 ecotipos de tarwi

Por otro lado, el contenido de tocoferoles promedio de los 20 ecotipos desmargados (319.8
mg/kg MS) es superior al determinado en las muestras de comparacion o testigo L. albus, L.
angustifolius y L. luteus con valores de 103.22 y 260.82 mg/kg MS para L. angustifolius y

L. luteus, respectivamente, y entre 135.91 y 222.71 en el L. albus; asimismo, es superior al
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valor reportado para L. albus por Annichiarico et al. (2014), 107-153 mg/kg MS y por
Boschini y Arnoldi (2011), 63.2-134.0 mg/kg MS; asi como para el L. angustifolius, 73.5-
95.4 mg/kg MS (Boschini y Arnoldi, 2011); para el L. luteus en muestras de Espafa,
domesticado y no domesticado, 22.7 mg/kg MS y 14.5 mg/kg MS respectivamente
(Fernandez-Marin et al. 2014).

En conclusion, hay una clara diferencia en el contenido de tocoferoles entre las diferentes
especies de lupino, siendo el L. mutabilis el que presenta el mayor contenido. Asimismo, se
aprecia diferentes valores dentro de una misma especie entre los diversos cultivares y/o
ecotipos, diferencias debidas a las variables condiciones de cultivo y condiciones
ambientales, caracteristicas de cada pais y de cada region dentro de un mismo pais, como es
el caso de las diferencias que se observan entre los ecotipos analizados en la presente
investigacion. Por otro lado, el L. mutabilis muestra un mayor contenido de tocoferoles que
otros granos (72.87 mg/kg) y otra clase de productos como cereales (13.73 mg/kg), semillas
(136.95 mg/kg), verduras (16.42 mg/kg), frutas (7.44 mg/kg), carnes (7.37 mg/kg), huevos
(19.78 mg/kg) (Miyazawa et al. 2011).

4.7 CAROTENOIDES

Con respeto al contenido de carotenoides, se presentan bajos y similares valores promedio
de los 20 ecotipos entre las semillas amargas y las desamargadas, 1.69 mg/kg MS y 1.70
mg/kg MS, respectivamente (Tabla 13, Figura 16), siendo el ecotipo Yunguyo el de mayor
contenido con 3.00 mg/kg MS vy el ecotipo HG INIA B/P el de menor contenido con 0.78
mg/kg MS, en el caso de las muestras desamargadas, estos dos ecotipos también presentan
el mayor y menor contenido con respecto a las semillas amargas, 2.89 mg/kg MS y 0.71,
respectivamente. El rango de variacion entre los 20 ecotipos para carotenoides totales es
estrecho, 0.71-2.89 mg/kg MS y 0.78-3.00 mg/kg MS para las muestras amargas y
desamargadas, respectivamente. El contenido de carotenoides fue ligeramente mayor en las
muestras desamargadas que en las muestras amargas; sin embargo, en la mayoria de ecotipos
no se encontrd diferencia estadistica significativa (p<0,05) entre las muestras amargas y las
desamargadas, con excepcion de los ecotipos Andenes 80, Cajamarca, Pallasca, Yanamuclo
008-1 y Yanamuclo 008-3. Por otro lado, en los ecotipos Andenes 80, Compuesto blanco
semiprecoz, H6-INIA B/N, Huanuco 1, Hudnucp 2, Pallasca, Paton grande y Puno 2

blanquita se encontr6 una ligera mayor concentracién de carotenoides en las muestras
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amargas que en las desamargadas, aunque no se detectd diferencia estadistica significativa

(p<0,05) en estas muestras entre las amargas y las desamargadas. Se podria decir entonces

que, el contenido de carotenoides se mantuvo casi constante después del proceso de

desamargado.

Tabla 13: Contenido promedio de carotenoides (mg/kg MS) en los 20 ecotipos de tarwi

amargo y desamargado

Ecotipo Carotenoides Carotenoides nggﬁf;‘;??’
Amargo Desamargado desamargado
Alta gracia 1.29 (+ 0.02)X 1.52 ( 0.01)fa n.s.
Andenes 80 1.49 (+ 0.03)hik 1.13 ( 0.02)? *
Andenes-INIA 1.99 (£ 0.01)¢foni 2.02 (* 0-04)?bede n.s.
Cajamarca 1.44 (£ 0.00)ik 1.91 (£ 0.05)abcde *
Cholo fuerte 1.74 (+ 0.05)9Mi 1.96 (+ 0.00)z2bcdefy n.s
Compuesto blanco semiprecoz 2.39 (+ 0.05)% 2.27 (+ 0.01)°" n.s
H6 INIA B/N 2.14 (* 0.08)°" 1.99 (+ 0.06)abcdefg n.s
H6 INIA B/P 0.71 (£ 0.02)" 0.78 (+ 0.03)%" n.s
Huallanca 0.69 (+ 0.04)" 0.68 (+ 0.07)fh n.s
Huanuco 1 1.51 ( 0.05)"ik 1.46 (+ 0.07)2cde n.s
Huanuco 2 1.83 (+ 0.07)efohi 1.76 (£ 0.01)® n.s
Lircay 0.87 (+ 0.03)"™ 0.90 (+ 0.01)cf ns
Moteado Beige 1.53 ( 0.07)hiik 1.54 (+ 0.05)bcdefg n.s
Pallasca 1.81 (¢ 0.00)i 1.70 ( 0.00)% *
Paton Grande 2.33 (+ 0.09)¢f 2.11 (+ 0.26)bcd n.s
Puno 2 Blanquita 2.03 (+ 0.09)¢fa" 1.67 (& 0.11)2bcdef n.s
Yanamuclo 008-1 1.64 (+ 0.06)0hi 1.71 (2 0.05)% *
Yanamuclo 008-3 1.80 (+ 0.03)hi 2.14 (£ 0.05)¢f *
Yanamuclo-PLGO 1.58 (+ 0.16)" 1.73 (£ 0.12)¢f n.s.
Yunguyo 2.89 (+ 0.08)¢ 3.00 (+ 0.01)%¢ 1.s.
Promedio + Error estandar 1.69+0.12 1.70£0.12
Rango 0.69-2.89 0.68 - 3.00

Testigos

Dulce 7 - L. albus 5.26 (£ 0.12)° 7.14 (£ 0.25)" n.s.
Avres - L. albus 1.90 (+ 0.49)¢feni 1.60 (+ 0.03)k n.s.
Multitalia - L. albus 4,58 (+0.01)° 4.27 (+ 0.49) 1n.s.
Boregine - L. angustifolius 6.49 (+ 0.37)? 5.55 (+ 0.13)% 1n.s.
L. luteus 0.99 (2 0.10)kim 1.05 (+ 0.10)% n.s.
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Figura 16: Contenido total de carotenoides en los 20 ecotipos de tarwi
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Existe escasa la informacién en cuanto al contenido de carotenoides en el lupino, vy,
especificamente, en el tarwi (L. mutabilis); Multari et al. (2018) indican que se ha realizado
muy poca investigacion para determinar el contenido de carotenoides del lupino. Brandolini
et al. (2022) reportan un contenido de carotenoides de 1.20 mg/kg MS, 1.40 mg/kg MS y
1.40 mg/kg MS en muestras de tres cultivares de L. mutabilis: Altagracia, Andenes y
Yunguyo, respectivamente, valores muy similares a los encontrados en la presente
investigacion: 1.29 mg/kg MS, 1.49 mg/kg MS y 2.89 mg/kg MS en los ecotipos Altagracia,
Andenes 80 y Yunguyo, respectivamente. También, Villacrés et al. (2020b) y Czubinski et



al. (2021) mencionan para el L. mutabilis amargo contenidos de 4.5 mg/kg MS y 3.10 mg/kg

MS, respectivamente.

Comparados con los valores obtenidos en las muestras testigo, los contenidos del L.
mutabilis son ligeramente superiores al L. luteus, pero ligeramente inferiores al L. albus 'y L.
angustifolius; aunque, entre las muestras control de los cultivares de L. albus se encontraron
valores significativamente diferentes, 7.14 mg/kg MS en el cultivar Dulce y 1.60 mg/kg MS
en el cultivar Ares. Fernandez-Marin ef al. (2014) mencionan contenidos de 4.10 mg/kg MS
y 7.50 mg/kg MS en los cultivares de L. [uteus domesticado y no domesticado,
respectivamente, mientras que El-Difrawi y Hudson (1979) encontraron 4.7 mg/kg en L.
albus. Por otro lado, Guemes-Vera ef al. (2012) muestran valores de contenido de
carotenoides de 680 mg/kg MS, 1240 mg/kg MS y 450 mg/kg MS en las especies de L.
albus, L. bakeri y L. montanus, valores bastante elevados, comparados con los obtenidos en
el L. mutabilis; estas muestras reportadas por Guemes-Vera et al. (2012) indican que fueron

cultivadas en la region central de México.

El ecotipo Yunguyo es el que presentd el mayor contenido de carotenoides, tanto en las
muestras amargas como en las desamargadas (2.89 y 3.00, respectivamente), encontrdndose
diferencia estadistica significativa (p<0,05) entre ellos y los demds ecotipos, cuyos valores

fluctuaron entre 0.69 y 2.39 en las muestras amargas y entre 0.69 y 2.27 en las desamargadas.

En conclusion, el contenido de carotenos en el tarwi (L. mutabilis) es variable entre los
diversos ecotipos y entre las otras diversas especies testigo, dandose variaciones
significativas, dependiendo de la especie, y dentro de la especie, de la regién y de las
condiciones de crecimiento del cultivo. En general, el contenido de carotenoides en L.

mutabilis fue menor comparado con otras especies de lupino.

4.8 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Debido a que, en la dieta del consumidor solo se puede incluir tarwi desamargado, ya que en
el producto amargo estan presentes compuestos toxicos, es muy valioso el conocimiento de

la capacidad antioxidante en las semillas desamargadas. Por esta razon, se continud la

investigacion solo con las semillas desamargadas.
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En la Tabla 14 se muestran los resultados del valor medio (£ error estandar) de la capacidad
antioxidante (mmol TE/Kg MS) de las semillas desamargadas de los 20 ecotipos de tarwi y
de las muestras testigo. Como se puede observar, con los cuatro métodos aplicados para
determinar la capacidad antioxidante, el tarwi (L. mutabilis) presenta mayor capacidad
antioxidante que las muestras testigo de L. albus, L. angustifolius y L. luteus, siendo los
valores mucho mayores que las muestras de L. albus y L. angustifolius. El promedio de la
capacidad antioxidante (mmol TE/Kg MS) en el caso del L. mutabilis fue de 2.53, 40.17,
2.63 y 18.41 con los métodos PR, ABTS, DPPH y FRAP, respectivamente mientras que, en
el caso del L. albus fue 1.03, 7.41, 0.34 y 2.30; en el L. angustifolius, 0.89,9.23, 0.50 y 5.08;
yenel L. luteus, 4.01,31.34, 0.86 y 12.44; el L. luteus es el qué estd mas cerca a los valores
del L. mutabilis. Con los métodos RP y FRAP no se ha encontrado reportes sobre la actividad

antioxidante del L. mutabilis.

Tabla 14: Valor medio * error estindar de la capacidad antioxidante (mmol TE/Kg

MS) de las semillas desamargadas de los 20 ecotipos de tarwi y de las muestras testigo

Método L. mutabilis L. albus L. angustifolius L. luteus
Poder reductor (PR) 2.65 +0.30 1.03 +£0.52 0.89+0.03 4.01 +£0.75
ABTS (1.09 - 6.25) (1.44-3.10)

45.03 £3.59 7.41 £6.26 9.23+0.70 3134+ 1.13
DPPH (17.25-74.27) (2.36-21.98)

7.21+£0.48 2.69 +0.48 1.48 £0.12 5.54 +£0.07
FRAP (6.03 - 8.53) (1.88 - 3.53)

21.66 +0.38 2.30+0.38 5.08+0.15 12.44 £0.06

(10.64 —30.90) (3.90 —5.21)

Entre paréntesis, el rango de valores de los diferentes ecotipos

Para el L. albus, diferentes investigadores reportan valores bastante diferentes de capacidad
antioxidante determinados con el método FRAP, asi, Ferndndez-Orozco et al. (2008), citados
por Karamac et al. (2018), indican 71.4 mmol TE/Kg MS; Karamac et al. (2018) reportan
un rango de 53 a 123 mmol TE/Kg MS; Vollmanova et al. (2021), quienes analizaron cuatro
genotipos diferentes, menciona 1.33 a 6.07 mmol TE/Kg MS; los valores encontrados en la
presente investigacion con este método FRAP, 3.90-5.21 mmol TE/Kg MS estan mas
cercanos a los reportados por Vollmanova et al. (2021). En el L. angustifolius se determin6
un valor de 5.08 mmol TE/Kg MS, valor bastante diferente al mencionado por Martinez-

Villaluenga et al. (2020) citados por Karamac et al. (2018), 43-48 mmol TE/Kg MS.
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Con el método ABTS, Cordova-Ramos et al. (2020b) reportan valores parecidos para el L.
mutabilis (ecotipos Altagracia, Andenes y Yunguyo), entre 72.15 y 76.58 mmol TE/Kg MS,
mientras que Chirinos ef al. (2013) muestran un valor de 202. 70 mmol TE/Kg MS, pero no
indican el ecotipo de L. mutabilis; la diferencia podria ser debido a que Chirinos et al. (2013)
analizaron un ecotipo diferente y que trabajaron con la semilla hervida procedente de tres
mercados regionales, por lo que no se reporta ni el tiempo ni las condiciones del hervido.
Los valores reportados por Fernandez-Orozco et al. (2008), citados por Karamac et al.
(2018), para el L. angustifolius y el L. albus, 43.79 mmol TE/Kg MS y 71.4 mmol TE/Kg
MS, respectivamente, también estan cercanos a los determinados en el L. mutabilis en esta
investigacion; sin embargo, Vollmanova et al. (2021), quienes analizaron 11 muestras de L.
albus, cultivadas en Eslovakia, todas de diferentes paises de origen (Francia, Chile, Polonia,
Rumania, Hungria, Espafia, Rusia, Eslovenia, y Alemania, todas), reportan valores entre 5.7
mmol TE/Kg MS y 7.9 mmol TE/Kg MS, lo que indicaria que el clima, las condiciones de

cultivo y otros factores estarian influyendo en la capacidad antioxidante de estas semillas.

La determinacion de la capacidad antioxidante del L. mutabilis con el método DPPH arrojo
valores entre 6.03 y 8.53 mmol TE/Kg MS, con un promedio de los 20 ecotipos de 7.21
mmol TE/Kg MS, valores bastante cercanos a los determinados por Cérdova-Ramos et al.
(2020b) en el L. mutabilis (Altagracia, Andenes, Yunguyo), entre 4.00 y 4.15 mmol TE/Kg
MS, a diferencia de lo reportado por Chirinos et al. (2013), 277.5 mmol TE/Kg MS, pero
que, como se menciond, no indican el ecotipo de L. mutabilis ni las condiciones cémo las
semillas fueron hervidas, ademas de ser procedentes de tres mercados regionales diferentes;
asimismo, Gélvez-Ranilla et al. (2009), citado por Karamac et al. (2018), presentan valores
mucho mas altos para el L. mutabilis que los determinados en este trabajo, 56-149 mmol
TE/Kg MS. Por otro lado, en las muestras testigo de L. albus, L. angustifolius y L. luteus se
obtuvo valores mucho menores (0.34, 0.50 y 0.86 mmol TE/Kg MS, respectivamente) que
los obtenidos en el L. mutabilis (6.06-8.53 mmol TE/Kg MS) en la presente investigacion,
aunque otros autores mencionan valores proximos al L. mutabilis en muestras de L. albus,
1.16-1.88 mmol TE/Kg MS (Vollmanova et al. 2021) y en muestras de L. angustifolius, 7.2
mmol TE/Kg MS (Czubinski et al. 2021).

Comparando los valores obtenidos de la capacidad antioxidante con cada método, y dos
solventes de extraccion diferentes para los métodos ABTS y DPPH entre los 20 ecotipos de

lupino (Tabla 15, Figura 17), con el método RP se obtuvo un rango de 1.09-6.25 mmol TE/Kg
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MS, con un promedio de 2.65 mmol TE/Kg MS; los mayores valores, por encima de 4 mmol
TE/Kg MS, se presentaron en los ecotipos H6-INIA B/P, Lircay y Moteado beige. Con los
métodos ABTS y DPPH se ensayaron dos solventes, hexano y metanol (meOH), siendo los
resultados de capacidad antioxidante mayores cuando se usé metanol en el caso del ABTS y
hexano en el caso del DPPH. Con el método ABTS (meOH) se obtuvo un rango mas amplio
de variacion, de 17.25-74.27, con un promedio de 45.03 mmol TE/Kg MS, siendo los
ecotipos Andenes 80, Altagracia, Andenes INIA, H6-INIA B/P, Lircay, Moteado beige y
Puno 2 Blanquita los que presentaron los mayores valores, superiores a 50 mmol TE/Kg MS.
Con el método DPPH (hexano) el rango de variacion fue mucho mas estrecho, todos los
ecotipos estuvieron dentro del rango de 6.03 a 8.53 mmol TE/Kg MS, con un promedio de
7.21 mmol TE/Kg MS. Con el método FRAP, los valores estuvieron entre 10.64 y 30.90
mmol TE/Kg MS, con un valor promedio de 21.66 mmol TE/Kg MS; con este método, la
mayoria de ecotipos presentaron un valor superior a 20 mmol TE/Kg MS, siendo los ecotipos
Cajamarca, Cholo fuerte, Huallanca, Huanuco 1, Paton grande, Yanamuclo 008-3,
Yanamuclo PLGO y Yunguyo los que presentaron valores menores al promedio. Entre los
cuatro métodos se encuentran tendencias diferentes entre los diversos ecotipos, es decir con
un determinado método algunos ecotipos presentan mayor valor que otros, mientras que con
otro método no se da la misma tendencia. Por ejemplo, con el método ABTS (MeOH), el
ecotipo Andenes es el que presenta mayor valor, 74.27 mmol TE/Kg MS y el menor valor se
obtuvo en el ecotipo Huallanca, 17.25 mmol TE/Kg MS, mientras que, con el método RP, el
mayor valor se obtiene en el ecotipo H6 INIA B/P, 6.65 mmol TE/Kg MS y el menor valor
en el ecotipo Cholo fuerte, 1.09 mmol TE/Kg MS. Este fendmeno se aprecia entre los
diferentes métodos para determinar la capacidad antioxidante, lo cual se podria deber, entre
otros factores, a que cada método aplica diferentes condiciones de extraccion de los
compuestos antioxidantes para determinar la capacidad antioxidante; ademas, los diferentes
ecotipos presentarian diferentes caracteristicas de sus compuestos antioxidantes, entre los
cuales se encuentran principalmente los compuestos fendlicos, pues segtin Krol et al. (2018),
la capacidad antioxidante de estos compuestos depende mayormente de su estructura,
especialmente del numero y distribuciéon de los grupos hidroxilo (-OH): el poder

antioxidante de un compuesto dado es mayor cuando tiene dos grupos -OH en posicién orto.
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Tabla 15: Capacidad antioxidante de los 20 ecotipos de tarwi (Milimol Trolox equivalente/kg ms). Métodos PR (Poder Reductor), ABTS,

FRAP y DPPH
Ecotipo RP ABTSme ABTSex DPPHme DPPHex FRAP
Altagracia 3.04 + 0.0QPcdefy 51.46 + 1.69% 8.76 + 0.34% 2.55 + 0.17¢df 7.51 + 0.39%bcde 21.68 + 0.00¢
Andenes 80 2.67 + 0.00QPcdefy 74.27 £ 2.828 10.06 £ 1.028 4.41 +0.76° 8.53+£0.132 27.43 +0.24
Andenes INIA 2.41 + 0.00¢%f 66.75 + 2.2 9.90 £ 2.49? 3.39 £ 0.05°« 7.94 +0.03% 26.10 + 0.26"
Cajamarca 2.46 + 0.00c%f 31.65 + 2.28" 8.39 +1.02% 2.70 + 0.51cdf 7.52 + 0.6230cde 17.07 + 0.66"
Cholo fuerte 1.09 + 0.00 37.31 £ 0.799N 10.17 £ 2.612 1.93 + 0.09" 7.07 + 0.7 Pedef 16.91 + 1.21f
Compuesto blanco semiprecoz 3.08 + 0.0QPcdef 49.45 +2.23%" 8,02 +1.01%°  3.36 + 0.94°c 7.56 + 0.2320cde 26.79 + 0.25b°
H6 INIA BN 1.74 + 0.00°% 44.84 + 0.99¢7 10.00 £ 2.308 4.26 +0.29° 6.73 + 0,710 24.93 £ 0.34°¢
H6-INIA BP 6.65 + 0.002 57.13 + 3,73 7.09 + 1.06%¢ 6.47 £ 0.492 6.30 + 0.00°f 30.90 = 1.248
Huallanca 2.27 +0.00¢%f9 17.25 + 2.36'm 7.60 + 0.47%¢ 1.91 +0.21fn 6.71 + 0.30°%f 15.44 £ 0.06°
Huanuco 1 1.44 +0.00°% 22.26 + 0.491 9.22 + 1.50% 1.95 + 0.13¢fo 8.04 +0.26%° 17.67 + 1.76
Huanuco 2 3.25 + 0.00Qbcde 33.74 £ 1.79" 8.47 +0.62% 2.61 + 0.07¢dfo 8.12 £ 0.34® 25.02 £ 0.80°
Lircay 4.62 +0.00% 61.03 + 0.80" 8.68 + 058% 3.86 +0.38 6.97 + 0.220cdef 28.38 +1.35%
Moteado Beige 4.61 +0.00%° 58.62 + 6.28" 8.33+1.21% 417 £0.17° 7.52 + 0.0820cde 27.65 + 0.45™
Pallasca 2.34 + 0.00%f9 29.66 + 1.65'k 7.40 +0.16%¢ 1.70 + 0.359" 6.22 + 0.02° 10.64 + 0.35"
Paton grande 1.35 + 0.00° 33.24 + 1.69" 9.96 £ 2.092 2.71 + 0.14¢df 7.16 + 0.2430cdef 18.83 + 0.74°f
Puno 2 blanquita 2.16 + 0.00¢%f 72.81 +£1.108 8.57 £0.13% 3.58 + 0.44b 6.64 + 0.38%f0 22.12 +0.23¢
Yanamuclo 008-1 2.55 + 0.00QPcdefy 39.48 + 2.879N 6.96 + 0.41%¢ 2.26 + 0.26%f" 6.74 + 0.06°f 20.74 + 0.43¢%
Yanamuclo 008-3 1.86 + 0.00¢%f 40.14 + 2.86" 8.87 +2.93% 3.28 + 0.26°cdef 6.03 +0.197 17.80 + 0.75
Yanamuclo PLGO 2.11 + 0.00¢%f9 40.73 + 3.577" 7.03 +0.35%¢ 3.12 + 0,17 bedef 7.04 + 0.620cdef 18.60 + 0.32¢f
Yunguyo 1.32 +0.00¢% 38.73 + 2.509N 9.58 +2.16% 2.37 +0.19¢%f0 7.83 + 0.23%cd 18.55 + 0.71¢f
Testigos
Dulce 7-L.albus 1.44 +0.15°% 2.37 £0.60" 5.95 + 0.89%¢ 1.40 + 0.389"k 2.65 + 0.35" 3.90 +0.21!
Ares-L. albus 3.10 + 0.9(QPcdef 20.14 +3.13¢ 4,10 +0.19 0.38 + 0.08i 1.88 +0.25' 4.70 +0.05'
Multitalia - L. albus 1.64 +0.33¢ 21.98 + 1.58ju 5.34 +0.30%¢ 0.26 +0.11% 3.53+0.22" 5.22+0.12!
Boregine - L. angustifolius 0.89 £ 0.03g 9.23 £ 0.70mn 2.65+0.12° 0.50 + 0.03'k 1.48 +0.12' 5.08 +0.16'
L. luteus 4.01 + 0.75bcd 31.34 + 112N 7.23 +£0.18%¢ 0.86 + 0.10"i 5.54 £ 0.07¢ 12.44 +0.06"
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Figura 17: Capacidad antioxidante de los 20 ecotipos de tarwi (Milimol Trolox
equivalente/kg ms)

Meétodos PR (Poder Reductor), ABTS, DPPH y FRAP.
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En conclusion, con respecto a los cuatro métodos aplicados, con el método RP se aprecia
una mayor capacidad en los ecotipos H6-INIA B/P (6.65), Lircay (4.62) y Moteado beige
(4.61), entre los cuales no se encontrd diferencia estadistica significativa (p<0,05), pero si
entre éstos y la mayoria del resto de los ecotipos, en los cuales la capacidad antioxidante RP
fluctu6 entre (1.09 y 3.25). Con el método ABTSme, los ecotipos con mayor capacidad
fueron Andenes 80 (74.27), Andenes INIA (66.75) y Puno 2 blanquita (72.81), no
encontrandose diferencia estadistica significativa (p<0,05) entre ellos, pero si con la mayoria
del resto de ecotipos, en los que los valores estuvieron entre 17.25 (Huallanca) y 61.03
(Lircay). Mientras que, con el método ABTShex, todos los valores fueron mucho menores
(entre 7.03 en Yanamuclo PLGO y 10.17 en Cholo fuerte) que con ABTSme, no
encontrandose diferencia significativa estadisticamente (p<0,05) entre todos los ecotipos.
Con respecto al método DPPHex, entre la mayoria de ecotipos que presentaron valores por
encima de 7 (entre 7.16 y 8.53) no se detectod diferencia estadistica significativa (p<0,05),
pero si entre estos y la mayoria del resto de ecotipos, lo que estuvieron en el rango de 6.03
y 7.07. En cuanto al método FRAP, no se encontré diferencia estadistica significativa
(p<0,05) entre los ecotipos que presentaron valores por encima de 26 (Andenes 80, Andenes
INIA, Compuesto blanco semiprecoz, Lircay y Moteado beige), pero si entre estos y la
mayoria del resto (entre 10.64 y 25.02); el ecotipo H6-INIA B/P fue el que obtuvo el mayor

valor (30.90), diferencidndose estadisticamente (p<0,05) de todos los demas.

Finalmente, en cuanto al contenido proximal, tocoferoles, carotenoides y la capacidad
antioxidante, en la Figura 18A del Analisis de Componentes Principales, se observa
claramente que los testigos, con excepcion del L. luteus, difieren significativamente de los
ecotipos del tarwi (L. mutabilis). Dentro de los ecotipos de tarwi, se distinguen dos grupos
que difieren también significativamente entre ellos; un grupo esta conformado por Lircay,
HG INIA B/P, Huanuco 2, Andenes INIA, Puno 2 blanquita y Andenes 80; el otro grupo esta
conformado por los 14 ecotipos restantes, dentro de los cuales se encuentra el testigo L.
luteus. Asimismo, en la Figura 18 B se aprecia que los testigos L. albus y L. angustifolius
presentan un mayor contenido de carotenoides y carbohidratos que los ecotipos de L.
mutabilis y el testigo de L. luteus; mientras que, los ecotipos de tarwi y L. luteus presentan
un mayor contenido de proteina, grasa, cenizas y una mayor capacidad antioxidante que los

testigos L. albus y L. angustifolius.
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V. CONCLUSIONES

Las caracteristicas morfologicas de los veinte ecotipos estudiados varian forma, tamafo
y color, sin embargo, las diferencias encontradas entre estos veinte ecotipos no son
consideradas muy grandes, con algunas excepciones. Se encontrd una predominancia de

forma oblonga con tonalidades claras entre blanco y crema.

La composicion fisicoquimica de los veinte ecotipos present6 una limitada variabilidad,
con un alto contenido de proteina bruta (N x 6.25), entre 35.60 y 44.50 por ciento (5.48
por ciento CV) y grasa bruta entre 14.16 y 18.55 (7.97 por ciento CV); estos valores
estan reportados en base huimeda, con un promedio de humedad de 9.91 por ciento

(11.82 por ciento CV).

Existe una gran absorcion de agua durante la hidratacion en el proceso de desamargado,
llegando a porcentajes de absorcion por encima del 100 por ciento; estos valores de

absorcion de agua son variables entre los diversos ecotipos analizados.

Producto del desamargado, se produce una pérdida notable del contenido de solidos
solubles. En promedio estos valores fueron de 22.9 por ciento (19 por ciento CV) esto
se explico por la pérdida de componentes solubles durante el desamargado acuoso. Entre

ellos alcaloides, sacaridos y algunas proteinas.

El contenido de proteina soluble disminuye en los veinte ecotipos producto del proceso
de desamargado, con una pérdida estimada de 20.2 por ciento (24.1 por ciento CV). Esta

pérdida result6 variable entre los diversos ecotipos.

Los veinte ecotipos de tarwi presentan un perfil electroforético de las fracciones
proteicas bastante similar, tanto en los granos amargos como en los desamargados. Se
logré identificar rangos de peso molecular de las diferentes fracciones proteicas

detectadas mediante electroforesis SDS-PAGE. Los péptidos encontrados estuvieron en



10.

los siguientes rangos: 14 —27 kDa, 28 — 42 kDa, 43 — 66 kDa, y un péptido entre los 92
y 104 kDa.

Hay una clara diferencia en el contenido de tocoferoles entre los ecotipos amargos y
desamargados de L. mutabilis. El proceso de desamargado produce una concentracion
de los componentes hidrofobicos, tales como los tocoferoles (52.8 por ciento de
incremento). Es de resaltar que, en comparacion con los testigos (lupinos de otras
especies), el tarwi desamargado presentd un mayor contenido de tocoferoles. Este
contenido en los diferentes ecotipos de L. Lupinus fue variable entre los veinte ecotipos,

y, dentro de una misma especie, entre los diversos cultivares.

El contenido de carotenoides en el tarwi (L. mutabilis) es variable entre los veinte
ecotipos, pero las diferencias no son muy grandes; sin embargo, entre las diversas
especies si se dan variaciones mayores, dependiendo de la especie, y dentro de la
especie, de la region y de las condiciones de crecimiento del cultivo. En general, el
contenido de carotenoides en el L. mutabilis fue menor al de los testigos. En este caso,
en el producto desamargado no se produce una concentracion debido a su
hidrofobicidad, sino mas bien una pérdida debido a la degradacion causada por la alta

temperatura del proceso durante la coccion de los granos por una hora.

La capacidad antioxidante, expresada en mmol TE/Kg MS, determinada por los métodos
ABTS y FRAP presentaron los valores mas altos en comparacion con los métodos RP y
DPPH. Con los métodos ABTS y DPPH se ensayaron dos solventes, hexano y metanol
(meOH), siendo los resultados de capacidad antioxidante mayores cuando se uso
metanol en el caso del ABTS y hexano en el caso del DPPH. Cabe resaltar que, para los
valores de DPPH con hexano, la variabilidad encontrada en los resultados para los

diferentes ecotipos fue baja (9.5 % CV).

El tarwi (L. mutabilis) presenta una mayor riqueza en el contenido de proteinas, grasa,
tocoferoles y capacidad antioxidante que los testigos (L. albus, L. angustifolius y L.

luteus).
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VI. RECOMENDACIONES

Determinar la variacion em el contenido de proteina total y proteina soluble, tanto en la
semilla como en el agua usada, en cada una de las etapas durante el desamargado del
tarwi por el método acuoso: remojo durante 12 horas, hervido por una hora, remojo y

lavado durante cinco dias.

Estudiar la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos después de la digestion en el

tracto gastrointestinal.

Estudiar la liberacion de estos compuestos bioactivos de la compleja matriz del tarwi

durante su digestion en el tracto gastrointestinal.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1: Método de Bradford para la determinacion de la proteina soluble

El ensayo de unién al colorante de Bradford es un ensayo colorimétrico para medir la
concentracion total de proteinas en funcion del cambio de color del colorante azul brillante
de Coomassie G-250 en respuesta a diversas concentraciones de proteinas: el colorante se

une a aminoacidos principalmente basicos (especialmente arginina) y aromaticos residuos.

Preparacion del reactivo de Bradford
1. Se disolvi6é 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en 50 ml de etanol al 95%,
se agreg6 100 ml de acido fosforico al 85% (p/v).
2. Una vez que el tinte disolvié completamente, se diluyo a 1 litro con agua desionizada.

3. Se filtr6 a través del papel Whatman # 1 justo antes de usarlo.

Preparacion de los estandares

Se prepar6 un conjunto de estdndares a partir de un stock de proteinas cuya concentracion
es conocida. Los valores de Bradford obtenidos para el estdndar se usaron luego para
construir una curva estandar con la que se pueden comparar los valores desconocidos
obtenidos para determinar su concentracion. Se utilizé6 BSA ((Bovine Serum Albumin) a una
concentracion de 1 mg/ml en solucion tampoén (Tris-Hel 50 mM, pH 9.00, + 0.5 M NacCl)
para construir la curva. La concentracion precisa de proteina en la solucion estandar debe
determinarse a partir de su absorbancia a 280 nm: la absorbancia de una solucion de 1 mg /

ml de albumina de suero bovino, en una trayectoria de luz de 1 cm es de 0,66.



Medicion de los estandares de proteina

1. Se calent?6 el espectrofotometro.

2. Se pipeteo seis volimenes diferentes [0 ul (blanco), 2 ul, 4 ul, 6 ul, 8u, 10ul] de 1
mg / ml de BSA en cubetas separadas.

3. La cubeta sin proteina estandar sirve como un blanco.

4. Se agregd 1,0 ml de reactivo de Bradford a cada cubeta y mezcld invirtiendo
suavemente.

5. Se dejo las cubetas a temperatura ambiente durante 10 minutos.

6. Se midi6 la absorbancia de cada cubeta a 595 nm.

Generacion de la curva estandar

1. Se elabord un diagrama de dispersion para los valores de curva estandar: El eje X
para los microgramos (pug) de proteina estandar que se analizaron; El eje Y para los
valores de Absorbancia a 595 nm que fueron medidos.

2. Se ajustd una linea de tendencia lineal al grafico, obteniéndose la ecuacion de

regresion lineal.

Extraccion de la proteina soluble de las muestras de lupino para su cuantificacion por
Bradford

250 mg de harina de semilla de lupino (18 muestras desengrasadas; 3 muestras no
desengrasadas) se suspendieron en 5 ml (1:20) de Tris-HCI 50 mM, pH 9.00 y solucién de
tampon NaCl 0.5 M, luego se agita durante la noche a 4 © C. La suspension se centrifug6 a
10000 rpm durante 30 minutos, se colect6 el sobrenadante (sobrenadante 1); luego, el residuo
se extrajo de nuevo durante 3 horas a 4 °© C como se describe anteriormente usando 2 ml de
solucioén tampon, obteniéndose el sobrenadante 2. Finalmente se juntaron los sobrenadantes
(extracto total) y se procedio a la determinacion de la proteina soluble de este extracto (250

mg de harina en 7 ml de buffer).

Cuantificacion de la proteina soluble de las muestras de lupino amargo desengrasado
por Bradford
Los extractos para la determinacion de la proteina soluble mediante Bradford se obtuvieron
siguiendo el procedimiento de la “extraccion 2”
- Se tomd, por duplicado, 10 pL del extracto y se diluy6é con 100 pL buffer (dilucién
1 en 10).
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De la dilucién anterior se tom6 5 puL y se le agregd 95 pL de solucidon de azul de

comassie.
Se dejo reposar por 5 minutos y se leyé la Absorbancia o Densidad Optica a 595 nm.
contra un Blanco de azul de comassie.

Se determind la concentracion de las muestras en base a la ecuacion obtenida de la

Curva Estandar.
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Anexo 2: Protocolo para los ensayos de electroforesis en gel (PAGE-SDS)

Preparacion del gel separador:
Se colocan los bastidores de las placas (se sujetan las dos placas de vidrio en los
bastidores de placas) en los soportes de los bastidores.
Se prepara la solucion de gel (como se describe anteriormente) en un vaso pequefio
separado.
Se agitar la solucion suavemente pero totalmente.
Se pipetea la cantidad adecuada de solucion de gel de separacion en el espacio entre
las placas de vidrio.
Para que la parte superior del gel de separacion sea horizontal, se rellena el agua en
el espacio hasta que se desborde.

Se espera 20-30min para que se polimerice (gel).

Preparacion del gel de apilamiento
Se deseche el agua del gel separador, el cual se podra ver a la izquierda.
Se pipetea en gel de apilamiento hasta rebosar.
Se inserte el peine bien formado sin atrapar aire debajo de los dientes. Se espera 20-

30min para que se solidifique.

Preparacion de las muestras:
Se mezcla las muestras con el tampon de muestra (buffer de carga).

Se calientan en agua hirviendo durante 5-10 min.

Ejecucion de la corrida aplicando voltaje
Asegurarse de la polimerizacion completa del gel de apilamiento y sacar el peine.
Sacar las placas de vidrio del marco y colocarlas en la tanque o recipiente del buffer.
Verter el tampon de corrida (tampdn de electroforesis) en la cdmara interior y seguir
vertiendo hasta el desbordamiento y que la superficie del tampdn alcance el nivel
requerido en la cdmara exterior.
Cargar las muestras preparadas en los pozos y asegurarse de no desbordar. No olvidar
de cargar marcador de proteinas.
Luego cubrir la parte superior y conectar los d&nodos.

Establecer el voltaje apropiado y ejecutar la corrida.
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- En cuanto al tiempo total de funcionamiento, detener SDS-PAGE cuando el indicador

mas bajo de la proteina casi alcance la linea de los pies de la placa de vidrio.

5.  Tincion con Azul de Coomassie

Una vez realizado el recorrido electroforético, el gel se introduce durante al menos tres horas
en una solucidon que tiene dos funciones: fijar las proteinas, para evitar que difundan en el
gel, y colorear las bandas de proteinas para que sean visibles. La solucion contiene 0,05 %
(p/v) de coomassie Briliant Blue R250 (BioRad), el colorante que se une especificamente
solo a las proteinas y no al gel, es disuelto en una solucion de 30% (v/v) de etil alcohol, 0,1%
(p/v) de sulfato de cobre, 10% (v/v) de acido acético y 60% de agua durante al menos 3

horas.
6.  Decoloracion del gel

La decoloracién tiene lugar a continuacioén con etanol 30% (v/v), acido acético 10% (v/v) y

agua 60% (v/v) durante al menos 120 minutos, siempre bajo agitacion.
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Anexo 3: Protocolo para la extraccion de los carotenoides y los tocoles

Procedimiento

Pesar 2 g de harina en tubos con tapon de rosca

Saponificar bajo nitrogeno (gas) por 45 min. a 70 °C después de adicion de 5 ml de
pirogalol etandlico (60 g/L) como antioxidante, 2 ml de etanol (95%), 2 ml de cloruro
de sodio (10 g/L) y 2 ml de hidréxido de potasio (600 g/L).

Durante la saponificacion agitar los tubos con vortex cada 5-10 min.

Enfriar en bafio de hielo

Anadir 15 ml de cloruro de sodio (10 g/L)

Extraer 2 veces con 15 ml de mezcla hexano:acetato de etilo (9:1 v/v)

Colectar la capa orgénica y evaporar bajo vacio

Secar con nitrogeno

Disolver el residuo en 2 ml de mezcla hexano:alcohol isopropilico (90:10 v/v)

Filtrar a través de membrana de PTFE de 0.22 uM.

Inyectar 20 pL de la solucion en el sistema HPLC en fase normal.

Reactivos
Nitrogeno (gas)
Pirogalol etanolico (60 g/L)
Etanol (95%)
Cloruro de sodio (10 g/L)
Hidroxido de potasio (600 g/L).
Hexano:acetato de etilo (9:1 v/v)

Mezcla hexano:alcohol isopropilico (90:10 v/v)

Equipos y Materiales
Balanza analitica
Espatula
Tubos con tapén de rosca
4 pipetas de 5 ml
Pipeta de 20 ml
Bombilla de aspiracion

Vortex
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Baiio de hielo

Probeta graduada de 20 ml

Pera de decantacion

Balon para evaporar al vacio
Evaporador al vacio

Membrana de PTFE de 0.22 uM

Microjeringa
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Anexo 4: Protocolos para la determinacion de la capacidad antioxidante

Preparacion de la muestra

Se pes6 0,1 g de harina de lupino y se sometio a triple extraccion con 1 mL de hexano. Tras
agitarlas primero con Vortex durante unos 30 s y luego con un agitador orbital durante 20
min a 4 °C, se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 min a 8 °C. Los sobrenadantes
recuperados de las tres extracciones se mezclaron en un unico tubo (fraccion hidrofoba, que
contiene tocoles y carotenoides). Para la extraccion de la fraccion hidrofila, que contiene los
compuestos fendlicos, se extrajo el sedimento siguiendo el mismo procedimiento, pero
utilizando metanol (CH40OH) al 80% (v/v). Todas las operaciones se realizaron al abrigo de

la luz.

1. Método PR (Poder Reductor)

a) Procedimiento:

De acuerdo al procedimiento seguido por Oyaizu (1986).

* Preparacion de muestras

- Pesar 0,1 g de harina de lupino y extraer por triplicado con 1 ml de hexano. Agitar
primero con Vortex durante unos 30 s y luego con agitador orbital durante 20 min a 4°C.

- Centrifugar a 12000 rpm durante 10 min a 8§ °C. Los sobrenadantes recuperados de las
tres extracciones se combinan en un solo tubo (fraccion hidrofobica, que contenia
tocoles y carotenoides).

- Para la extraccion de la fraccion hidrofila, que contiene los compuestos fenolicos, el
sedimento se somete a extraccion siguiendo el mismo procedimiento utilizando metanol

(CH40H) al 80% (v/v). Todas las operaciones se llevan a cabo lejos de la luz.

* Determinacion del poder reductor
El andlisis de la capacidad antioxidante utilizando el método de poder reductor se realizo
segun lo informado por Loganayaki et al. (2011), con algunas modificaciones. Este analisis
se basa en el principio de que las sustancias que tienen un potencial de reduccion reaccionan
con el ferrocianuro de potasio (Fe3+) para formar ferricianuro de potasio (Fe2+). Este
ultimo reacciona con el cloruro férrico para formar el complejo férrico-ferroso que tiene

una absorbancia méxima a 700 nm (Bhalodia et al., 2013).
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A 1 mL de ferrocianuro de potasio afadir en el siguiente orden: 1 mL de tampdn de
fosfato a pH 6,6, 0,85 mL de agua desionizada y 0,15 mL de extracto.

Revolver la mezcla durante unos segundos utilizando el agitador de vortice
Mn1Minishaker (IKa, Alemania) e incubar en un bafio termostato a 50 © C durante 20
minutos.

Dejar enfriar, luego agregar 1 ml de TCA al 10% y revolver la mezcla nuevamente.
Agregar 0.3 mL de FeCl3 (0.08g en 50 mL) y agitar en voOrtex.

Medir la absorbancia a 700 nm en cubetas de con una trayectoria optica de 1 cm.

Realizar la puesta a cero del instrumento con agua desionizada.

b) Reactivos:
Hexano.
Metanol (CH40OH) al 80% (v/v)
Ferrocianuro de potasio
Tampon de fosfato a pH 6,6
agua desionizada
Acido tricloroacético (TCA) al 10%

Tricloruro de hierro FeCl3

¢) Equipos y Materiales:
Espectrofotometro de doble haz (modelo V650 Jasco, Japon)
Agitador de vortice Mn1Minishaker (IKa, Alemania)
Centrifuga (8°C)
Agitador orbital
Bafio termostato (EN.CO DC30 Haake) a 50 ° C

Cubetas de plastico con una trayectoria optica de 1 cm.

2.  Meétodo ABTS
Siguiendo el procedimiento reportado por Re et al. (1999)

a) Procedimiento:
La prueba ABTS para medir la actividad antioxidante se llevé a cabo de acuerdo con el

método reportado por Re et al. (1999). Esta prueba consiste en la decoloracion del compuesto
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coloreado (ABTS+) que en presencia de antioxidantes registra una reduccion de la
absorbancia a 734 nm, tras la donacion de un atomo de hidrogeno por parte de estos

compuestos al cation radical.

- Afadir 150 pL de la muestra extraida a 5 ml de la solucién radical; esperar durante 6
minutos a 30 °C en un bafio termostato para que se lleve a cabo la reaccion.

- Medir la absorbancia a 734 nm utilizando cubetas con una trayectoria 6ptica de 1 cm.
Realizar la puesta a cero del instrumento con etanol.

- Laactividad antioxidante se evaliia como un porcentaje de disminucién de la absorbancia,

también llamado "porcentaje de inhibicion" calculado segun la siguiente ecuacion:

% de inhibicion Abs734 nm = [(1- Absc) / (Absb)] x 100

Absb = Absorbancia del blanco

Absc = Absorbancia de la muestra después de la reaccion

b) Reactivos:
- Reactivo ABTS+
- Etanol

¢) Equipos y Materiales:
- Espectrofotometro de doble haz (modelo V650 Jasco, Japon)
- Bafio termostato 30 °C (EN.CO DC30 Haake)

- Cubetas de plastico con una trayectoria Optica de 1 cm

3. Método FRAP

Segun procedimientos descritos por Yilmaz et al. (2015).

a) Procedimiento:

El analisis de la actividad antioxidante por el método FRAP se llevo a cabo de acuerdo con
el procedimiento reportado por Siebenhandl et al. (2007) ligeramente modificado. La prueba
se basa en la reduccion a pH bajo del complejo férrico Fe3+-TPTZ a la forma ferrosa (que
tiene un color azul intenso). La actividad antioxidante se estima registrando un aumento de

la densidad oOptica debido a la formacion de iones ferrosos (Fe2+) a partir de un reactivo
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especifico, FRAP que contiene TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-triazina) y FeCl3-6H20, y en

presencia de compuestos antioxidantes.

- Agregar 200 pL de la muestra extraida a 4,5 ml del reactivo FRAP; esperar durante 60
minutos a 37 °C en un bafio termostato para que se lleve a cabo la reaccion.

- Medir la absorbancia a 593 nm en cubetas con una trayectoria Optica de 1 cm. El
instrumento se restablece con tampon de acetato 0.3 M pH 3.6.

- La actividad antioxidante se calcula primero restando del valor de absorbancia del
complejo formado con la muestra (Absc), el del blanco (Absb) obtenido sometiendo a
analisis 200 pL de tampoén de acetato 0,3 M pH 3,6 en lugar de la muestra vy,
posteriormente, comparando los resultados con los de la curva de calibracion de Trolox.

- Para la construccion de la curva de Trolox utilizar 18 diluciones del estandar Trolox de
0,06 a 0,90 mM. Verificar cada dia de analisis la curva utilizando seis diluciones.

- La actividad antioxidante se expresa como milimoles de equivalentes de Trolox (TE) por
kilogramo de harina integral sobre materia seca (ss). El analisis se realiza por duplicado.

Absorbancia (FRAP reducido) = Absc — Absb

b) Reactivos:
- Reactivo FRAP
- Tampodn de acetato 0.3 M pH 3.6.

- Reactivo Trolox

¢) Equipos y Materiales:
- Bafo termostato (MR Hei-Standard Heidolph, Alemania)
- Espectrofotometro de doble haz

- Cubetas de plastico con una trayectoria Optica de 1 cm

4. Método DPPH

Seglin procedimiento descrito por Yilmaz et al. (2015).
a) Procedimiento:

El andlisis de la actividad antioxidante utilizando el método DPPH se realizard segtn lo

informado por Lavelli et al. (2008). La actividad antioxidante se evaliia como la capacidad

100



de inactivar radicales libres mediante extractos utilizando el radical estable 1,1-difenil-2-

picrilidrazida DPPH (Sigma-Aldrich, EE.UU.).

- Anadir 1 ml de los extractos a 2 ml de DPPH en metanol (6,35 x 10-5 M).

- Después de 30 min a 25 °C se alcanza la absorbancia maxima, que corresponde al
porcentaje residual de DPPH.

- La medicion de la reduccion de radicales por antioxidantes se lleva a cabo a 517 nm. Se
analizaran cuatro o mas diluciones para cada muestra; luego se calculara la pendiente de
la linea de regresion para determinar la cantidad de harina necesaria para inactivar el 50%
del radical DPPH (I50). Paralelamente, también se calculara una linea de regresion para
el antioxidante de referencia Trolox (entre 0 y 50 mM).

- La actividad antioxidante se expresa como la relacion entre el 150 del Trolox y el I50 de
la muestra, es decir, milimoles de equivalentes de Trolox (TE) por kilogramo de harina

integral, a base seca (s.s.). El andlisis se realizara por duplicado.

b) Reactivos:
- Reactivo de DPPH en metanol (6,35 x 10-5 M)

- Trolox
) Equipos y Materiales:

- Espectrofotometro Beckman DU-62.

- Cubetas de pléstico con una trayectoria Optica de 1 cm
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Anexo 5: Parametros de color L*, a*, b* de las harinas de los 20 ecotipos de tarwi

Ecotipo L* a* b*

Altagracia 83.6 -2.6 28.2
Andenes 80 82.0 -2.0 27.1
Andenes INIA 81.9 -2.0 27.6
Cajamarca 83.4 -2.7 26.3
Cholo fuerte 82.8 -2.2 26.5
Compuesto blanco semiprecoz 81.8 -3.0 33.3
H6 INIA BN 81.9 -2.2 28.2
H6 INIA BP 83.0 -2.2 25.8
Huallanca 86.0 -2.5 22.0
Huanuco 1 83.1 -2.9 28.1
Huanuco 2 79.1 -2.5 31.1
Lircay 83.1 -2.2 27.2
Moteado beige 84.4 -2.4 26.3
Pallasca 83.0 -3.2 30.1
Paton grande 83.8 -2.9 27.3
Puno 2 Blanquita 82.4 -3.2 31.0
Yanamuclo 008-1 84.1 -2.5 25.6
Yanamuclo 008-3 87.5 -3.2 22.1
Yanamuclo PLGO 84.5 -2.2 26.2
Yunguyo 82.7 -2.5 28.0

Promedio 81.2 -2.1 23.0
Controles
L. albus — Ares 81.1 0.7 21.5
L. albus — Multitalia 84.5 -1.7 235
L. angustifolius - Boregine 79.5 -0.8 254
L. luteus — Percoz 85.0 -1.1 18.9
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Anexo 6: Resultados del analisis de varianza

ANVA: Humedad

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Muestra 24 179.51 7.479 64.97 <2e-16 ***
Residuals 25 2.88 0.115

ANVA: Proteina

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(F)
Muestra 24 179.51 7.479 64.97 <2e-16 ***
Residuals 25 2.88 0.115

ANVA: Grasa

Df sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Nome 24 581.4 24.225 431 <2e-16 ***
Residuals 25 1.4 0.056
ANVA: Ceniza

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Nome 24 12.684 0.5285 130.8 <2e-16 ***
Residuals 25 0.101 0.0040
ANVA: RP

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Muestra 24 83.15 3.464 12.41 1.05e-08 ==

Residuals 25 6.98 0.279

ANVA: ABTS-M
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Muestra 24 17092 712.2 121  <2e-16 ***
Residuals 25 147 5.9

ANVA: ABTS-H
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Muestra 24 172.18 7.174 3.881 0.000633 #***
Residuals 25 46.21 1.848

ANVA: DPPH-M

Df Sum Sq Mean Sg F value Pr(>F)
Muestra 24 99.16 4,132 34.19 1.04e-13 ***
Residuals 25 3.02 0.121

ANVA: DPPH-H
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Muestra 24 179.51 7.479 64.97 <2e-16 ***
Residuals 25 2.88 0.115

Si P valor es mayor a 0.05, se acepta la hipétesis planteada (las medias o promedios son

iguales)
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