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RESUMEN

La leguminosa Andina Lupinus mutabilis (Tarwi), un alimento nativo con alto contenido de
proteinas y aceites. Sin embargo, la leguminosa requiere un tratamiento previo para su
consumo, siendo necesario eliminar las sustancias antinutricionales como los alcaloides
Quinolizidinicos (lupanina, esparteina, 13-hidroxilupanina), hace que su consumo y
produccioén sea reducida, ya que la extraccion genera mucho tiempo y costo. El objetivo de
esta investigacion es evaluar la cinética de extraccion de alcaloides de dos ecotipos de Tarwi
congelado utilizando métodos de extraccion asistida con microondas (EAM) y ultrasonido
(EAU) durante el desamargado, para luego determinar la difusividad efectiva, analisis
cualitativo y cuantitativo del alcaloide para poder evaluar las diferencias respecto a la
metodologia convencional. Los ecotipos de Tarwi (Yunguyo y Seccelambra), previamente
hidratadas durante 24 h y congeladas a -18°C son introducidas al microondas (270 W, 450
Wy 630 W) y ultrasonido (40kHz: 100W, 40kHz: 27W y 28kHz: 100W) con una relacion
de agua y leguminosa de (5:1) con tres repeticiones, para ser secados posteriormente. El
analisis del alcaloide extraido se determind por cromatografia liquida de ultra alta presion
(UHPLC) y se determind la difusividad efectiva para su modelamiento y cinética de
extraccion con la segunda ley de Fick, para posteriormente ser sometido a una evaluacion
sensorial de prueba de textura para determinar las diferencias entre tratamientos. Los
resultados mostraron que una EAM a 630 W generd una difusividad de lupanina maxima de
8.12x10” m%*/s y de EAU a 40 kHz: 20W logr6 una difusividad méaxima de 2.09x10” m?/s,
siendo mayores significativamente que la extraccion convencional de alcaloides
Quinolizidinicos logrando una difusividad de 0.00693x10” m%/s, y resultando diferentes
texturalmente. Concluyendo que el Tarwi congelado acoplado a una EAM y EAU presentan

efectos significativos sobre la cinética de extraccion de alcaloides Quinolizidinicos.

Palabras clave: Lupinus mutabilis, alcaloide Quinolizidinico, extraccion, microondas,

ultrasonido.

XVili



ABSTRACT

The Andean legume Lupinus mutabilis (Tarwi), a native food with a high content of proteins
and oils worldwide. However, the grain requires a previous treatment for its consumption,
being necessary to eliminate antinutritional substances such as Quinolizidine alkaloids
(lupanin, sparteine, 13-hydroxylupanin among others), it makes its consumption and
production reduced, since the extraction generates a lot time and cost. The objective of this
research is to evaluate the alkaloid extraction kinetics of two frozen Tarwi ecotypes using
microwave-assisted extraction (EAM) and ultrasound (UAE) methods during debittering, to
later determine the effective diffusivity, quantitative and quantitative analysis. alkaloid in
order to evaluate the differences with respect to the conventional debittering methodology.
The Tarwi ecotypes (Yunguyo and Seccelambra), previously hydrated for 24 h and frozen
at -18 ° C, are introduced to the microwave (270 W, 450 W and 630 W) and ultrasound
(40kHz: 100W, 40kHz: 27W and 28kHz: 100W) with a water and seed ratio of (5:1) with
three repetitions, to be dried later. The analysis of the extracted alkaloid was determined by
ultra high pressure liquid chromatography (UHPLC) and the effective diffusivity for its
modeling and extraction kinetics were determined with Fick's second law, to then be
subjected to a sensory evaluation of texture test for determine the differences between
treatments. The results show that an EAM at 630 W generated a maximum lupanin
diffusivity of 8.12x10° m?/s and EAU at 40 kHz: 20W achieved a maximum diffusivity of
2.09x10° m?s, being greater important than conventional extraction of Quinolizidine
alkaloids achieving a diffusivity of 0.00693x10° m?/s, and resulting texturally different.
Concluding that frozen Tarwi coupled to an EAM and UAE present significant effects on

the Kinetics of extraction of Quinolizidine alkaloids.

Keywords: Lupinus mutabilis, Quinolizidine alkaloid, extraction, microwave, ultrasound.

XiX



INTRODUCCION

La leguminosa Lupinus mutabilis (Tarwi), es cultivada tradicionalmente en los Andes de
Latinoamérica ocupando uno de los primeros lugares entre los alimentos nativos con mayor
contenido de proteinas (50 %) y aceites (20 %) a nivel mundial. Sin embargo, al tener un
porcentaje mayor de proteinas presenta mayor cantidad de alcaloides Quinolizidinicos en
comparacion a sus demas parientes como el L. albus, L. angustifolius y L. luteus. Por lo cual,
la legumbre requiere un tratamiento previo para su consumo, siendo necesario eliminar estos
alcaloides que le dan un sabor amargo como la lupanina, esparteina y 13-a-hydroxylupanine
que se encuentran en mayor concentracion, siendo estas causantes del que el consumo y
produccidn sea reducida, puesto que el desamargado convencional genera mucho tiempo de

hasta 7 dias y cantidades considerables de agua hasta 48 veces la cantidad de Tarwi.

Existen estudios que se detallan posteriormente sobre mejoramiento de la técnica de
desamargado convencional como de su composicion y aprovechamiento de legumbre con la
incorporacion de otros componentes como sales, acidos, alcoholes, levaduras entre otros.
como también se han investigado muchas técnicas avanzadas para la extraccion de
compuestos bioactivos para mejorar la eficiencia de la extraccion y superar las desventajas

de las extracciones convencionales,

Es asi que, si se ofrece al consumidor estas nuevas técnicas de desamargado que ayuden a
reducir el consumo de solventes, tiempos de operacion mas cortos, buena reproducibilidad
y minima manipulacion de las muestras. Mediante procesos tecnol6gicos como la extraccion
asistida por microondas (EAM) y la extraccidn asistida por ultrasonido (EAU) considerados
como uno de los métodos mas practicos para la escala industrial debido a la disponibilidad
de equipos, la operacion conveniente y la alta eficiencia de extraccion reduciendo hasta 6
veces el tiempo de extraccion (Wani, Bishnoi, & Kumar, 2016; Chuyen, Parks, Nguyen,
Roach, & Golding, 2018).

Estas nuevas formas para separacién de componentes en condiciones extremas y no clasicas
son actualmente areas de desarrollo dinamico en investigacion aplicada. La extraccion con
EAM, genera vibraciones del agua lo que causa aumentos de energia, gradientes de
temperatura cortos y presion al evaporarse intracelularmente generando asi alteraciones
celulares (Vijay, Id, & Butler, 2018; Chemat et al., 2010). En EAU el efecto de cavitacion
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favorece la liberacion de los compuestos a extraer y mejora el transporte de masa debido al
rompimiento de la pared celular por las implosién de las burbujas generadas (Garcia, 2007).
Un pretratamiento de congelacion luego de la hidratacion del Tarwi, con la aplicacion de
EAM y EAU, son capaces de acelerar los tiempos en la difusividad del alcaloide, como
reducir la cantidad de agua necesaria para la extraccion, beneficiando asi al productor y a las
empresas de lograr mas posibilidades de aprovechamiento del Tarwi, mejorando los ingresos

y la productividad del sector involucrado.

Es asi que esta investigacion tiene como objetivo de evaluar la cinética de extraccion de
alcaloides de dos ecotipos de Tarwi (Yunguyo y Seccelambra) congelado utilizando métodos
de extraccién como microondas (EAM) y ultrasonido (EAU) durante el desamargado, para
luego determinar la difusividad efectiva, el andlisis cualitativo y cuantitativo del alcaloide,

para evaluar las diferencias respecto a la metodologia convencional.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.  PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Lupinus mutabilis es considerado un alimento con alto valor nutricional, en las que destacan
las proteinas y lipidos representando la mitad de su peso total, tiene un 44.3 % a 50 % de
proteina, 16.5 % a 20 % de grasa, 28.2 % de carbohidratos, 7.1 de fibra, 3.3 % de ceniza 'y
7.7 % de humedad, (Jacobsen S., 2006). Por ende, al tener un porcentaje mayor de proteinas
presenta mayor cantidad de alcaloides Quinolizidinicos en comparacion de sus demés
parientes como el L. albus, L. angustifolius y L. luteus. Es asi que el grano requiere un
tratamiento previo para su consumo, siendo necesario eliminar estos alcaloides que le dan
un sabor amargo que son cerca de 70 alcaloides diferentes segn Ruiz (1978), especialmente
los pertenecientes a los tipos lupanina, esparteina y 13-hidroxilupanina, que llegan hasta un
5% del peso en grano por lo tanto estos compuestos se deben retirar antes de su consumo
ya que pueden producir toxicidad por lupanina en una cantidad considerada (superior al 0.02
%) (Galek, Sawicka-Sienkiewicz, Zalewski, Stawinski, & Spychala, 2017).

Al respecto, se ha podido observar que existen problemas e inconvenientes al momento de
la eliminacion del alcaloide de los granos, para su extraccion algunas publicaciones como
Jacobsen (2006), indican una etapa de remojo del grano con duraciones que van desde las
18 horas a mas y su eliminacion completa comprende hasta en 7 dias dependiendo del
método de extraccion convencional. Siendo estas causantes de que el consumo y produccion
sea reducida, puesto que el desamargado convencional genera mucho tiempo, mayores
costos y cantidades considerables de agua. Por consiguiente, los derivados que pueden surgir

luego son limitados. Llevandonos a la siguiente pregunta de investigacion:

- ¢De qué manera influye la aplicacion de microondas y ultrasonidos en la cinética
de extraccion de lupanina del Tarwi congelado, respecto a la metodologia

convencional?
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1.2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION CIENTIFICA
1.2.1. OBJETIVO GENERAL

- Evaluar la cinética de extraccion de alcaloides del Tarwi previamente congelado,

utilizando microondas y ultrasonido durante el desamargado.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar los parametros cinéticos de extraccion del alcaloide del Tarwi congelado
por microondas.

- Determinar los parametros cinéticos de extraccion del alcaloide del Tarwi congelado
por ultrasonido

- Determinar la difusividad efectiva del alcaloide del Tarwi, extraidas por microondas
y ultrasonido, respecto a la convencional.

- Evaluar la diferencia sensorial e instrumental entre la metodologia convencional con

los tratamientos usados en cuanto a la extraccién del alcaloide.
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1.3. JUSTIFICACION

Existen estudios sobre mejoramiento para la técnica de desamargado convencional como de
su composiciéon y aprovechamiento de la legumbre, como también se han investigado
muchas técnicas avanzadas para la extraccion de compuestos bioactivos para mejorar la
eficiencia de la extraccion y superar las desventajas de las extracciones convencionales. Es
asi que si se ofrece a la industria estas nuevas técnicas de desamargado que ayuden a reducir
el consumo de solventes, energia, tiempos de operacion mas cortos, buena reproducibilidad
y minima manipulacion de las muestras preservando el medio ambiente para asegurar la
sostenibilidad (Green Food Processing) (Chemat et al., 2017). Mediante procesos
tecnoldgicos como la extraccion asistida por microondas (EAM) y la extraccion asistida por
ultrasonido (EAU), considerados como uno de los métodos mas practicos para la escala
industrial debido a la disponibilidad de equipos, la operacion conveniente y la alta eficiencia
de extraccion (Wani, Bishnoi & Kumar, 2016; Chuyen, Parks, Nguyen, Roach, & Golding,
2018).

Estas nuevas formas de separacion de componentes en condiciones extremas y no clasicas
es actualmente un area de desarrollo dinamico en investigacion aplicada (Chemat et al.,
2010). La extraccion con el EAM, causa vibraciones del agua lo que causa aumentos de
energia, gradientes de temperatura cortos y presion al evaporarse intracelularmente
generando asi alteraciones celulares Chemat et al. (2010) y Vijay, Id, & Butler (2018), en la
EAU el efecto de cavitacion favorece la liberacidn de los compuestos a extraer y mejora el
transporte de masa debido al rompimiento de la pared celular por las implosién de las
burbujas generadas (Garcia, 2007), como se lograron extraer alcaloides y componentes
bioactivos a partir de Stephania rotunda Lour v Stephania sinica Diels y Stephania
cambodica (Chhavarath et al., 2017; Desgrouas et al., 2014; Xiong et al., 2016). De esta
forma la aplicacion de congelamiento del Tarwi hidratado seguida de una acoplacion de
EAM Yy EAU, son capaces de acelerar la cinética de la difusividad del alcaloide, como reducir
la cantidad de agua necesaria para la extraccion, beneficiando asi al productor y a las
empresas de lograr mas posibilidades de aprovechamiento del Tarwi (Lupinus mutabilis),

mejorando los ingresos y la productividad del sector involucrado.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. TARWI
2.1.1. LUPINUS

Un genero relativamente amplio y uno de los mas extensos geograficamente, con una rica
diversidad de especies que se dividen en dos grupos principales: mediterraneo/norte y africa
como “viejo mundo” y américa del norte y sur “nuevo mundo” segun Kole (2011), donde el
término se presume de la antigliedad grecorromana de la palabra griega "Aozn™ ("ly'pe™)

como “pena” debido a las sustancias amargas causadas por el grano (G6tz, 2014).

Se llegaron a conocer un total de 450 especies de Lupinus en todo el mundo, 200-300 son de
América del Sur, y solo cuatro de estas especies han sido domesticadas con intereses
comerciales y agronémicos: Lupinus albus (lupino blanco), Lupinus angustifolius (estrecho
hoja o lupino azul), Lupinus luteus (lupino amarillo) y Lupinus mutabilis (lupino andino)
(Gotz, 2014; Reinhard et al., 2006). Este ultimo es la Gnica especie de cultivo en la region,
domesticado independientemente de los cultivos de lupino del viejo mundo en el
mediterraneo, las poblaciones de Lupinus mutabilis existen en forma semi-domestica, con
vainas que no se rompen, semillas grandes y permeables, reduccion de la pigmentacion de
la semilla y mas o menos un ciclo de vida anual (Hondelmann 1984; Trugo, von Baer, &
von Baer 2016).

Los Lupinus del nuevo mundo, se distribuyen a través de un amplio rango de climas
incluyendo alpinos, templado y sub tropicales (Trugo, Baer, & Baer, 2003). Son
considerados el centro de diversidad, entre ellas el norte y Centroamérica, los Andes de
America del Sur y el Atlantico de Sur América (Kole, 2011). En la Figura 1, se muestra la

distribucion aproximada del L. mutabilis del nuevo mundo.
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Figura 1: Distribucion aproximada de L. mutabilis del nuevo mundo.
FUENTE: (Kole, 2011).

Gross (como se cito en César, 2012), especula que “el Perd ya se habia cultivado Lupinus
desde la época incaica, cuando se encontrd en las tumbas de la cultura nazca, durante la
conquista espafiola”. Siendo asi el pais con mayor superficie de cultivo, en comparacion a

Bolivia y Ecuador segun el foro presentado por (Mercado, 2018).

Las cuatro principales especies de Lupinus cultivadas a nivel mundial son, Lupinus albus,
Lupinus luteus, Lupinus angustifolius y Lupinus mutabilis como se muestra en la Figura 2

(Carvajal-Larenas, Linnemann, Nout, Koziol, & van Boekel, 2016).
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L. mutabilis

Figura 2: Principales especies de Lupinus cultivadas.

FUENTE: (Islam & Sciences, 2016).

La produccion de Lupinus en el Peru es de 16481 toneladas en el 2018 segin FAO (2020),
Siendo el Perd con mayor superficie de cultivo, en comparacion a Bolivia con 1895 ha,
Ecuador con 5974 ha segun el foro presentado por (Mercado, 2018). En el Per( esta centrada
en las regiones de Amazonas, Ancash, Apurimac, Ayacucho, Cajamarca, Cusco,
Huancavelica, Huanuco, Junin, La Libertad y Puno, con una superficie aproximada del
cultivo en 10628 ha y un rendimiento promedio entre 1335 - 2232 kg/ha a nivel nacional
(Mercado, 2018; Tapia, 2015).

2.1.2. TAXONOMIA

Las investigaciones de Chirinos (2015) y Von-Baer, Hartmut, & Feldheim (1979), indican
gue existe una problematica en relacion a la definicion taxonémica de esta especie. El
primero que la describio fue Sweet en 1825, quien estudié una planta del jardin de Bury Hill
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(Hatzold, Elmadfa, Gross, Wink, & Hartmann, 1983). Ademas, en el caso de las especies de
Lupinus del “nuevo mundo”, ocurre hibridaciones interespecificas, lo que también se ha
observado en L. mutabilis. Esto hace que la variabilidad genética del Tarwi sea mayor, por
lo que es indispensable una nueva definicion taxondémica (Camarena et al., 2012; Chirinos,
2015).

El L. mutabilis, conocido también como Tarwi, Tauri, Tarhui, Chocho, Chuchus, Ccequella
y Andean lupin (Mercado 2018; Trugo et al. 2003). Muestra una amplia diversidad genética
de la planta con la adaptacion a suelos, precipitacion, temperatura, altitud y periodo
vegetativo, por lo consiguiente varia en precocidad, contenido en proteinas, aceites,
alcaloides, rendimiento y tolerancia a plagas y enfermedades (Sve-E. Jacobsen & Mujica,
2006; Trugo et al. 2003). El color del grano (entre blanca, gris, marrén y otras), planta y flor
variable (blanco, amarillo parpura, azul) dependiendo de la variedad y ecotipo (Tapia, 2015).
En la region andina compuesta por Peru, Ecuador y Bolivia se han identificado 83 especies
del género Lupinus como se ve en la Figura 3 (Falconi, 2012; Sve-E. Jacobsen & Mujica,
2006).

El tamafio de la planta oscila entre 0.5 y 2 m de altura con una raiz pivotante profunda que
puede alcanzar 3m de profundidad (Masabanda Paucar, 2016). El grano preferido es el
cuboide oval blanco, pero existe una variacion en las formas de la semilla como elipsoidal

y con formas definidas en forma cuadratica, la distribucion secundaria del color en la semilla

de los cultivares es variante dependiente del lugar de procedencia (Tapia, 2015).

Figura 3: Ecotipos de Tarwi.

FUENTE: (Falconi, 2012).
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Clasificacion sistematica: Lupino
Clase: dicotiledonea
Orden: rosales
Familia: leguminosa (fabaceae)
Sub familia: papilionéceas
Género: Lupinus
Especie: mutabilis
Nombre cientifico: Lupinus mutabilis
FUENTE: (Sanca, 2015; Tapia, 2015).

El Lupino Andino es considerado como enemigo de nematodos, ayuda a reducir la incidencia
de nematodos en campos de cultivo (Galek et al., 2017). Ademas de ser un fijador de
nitrégeno atmosférico en cantidades apreciables de hasta 100 kg/ha, restituyendo la fertilidad
del suelo (S. E. Jacobsen & Mujica, 2006).

En el Peru existen varios ecotipos desde el norte: Conocido como “chocho” en Cajamarca,
La Libertad y Ancash; “Tarwi” en el centro Cusco, Abancay, Huancavelica y Ayacucho;
zona del altiplano alrededor del Lago Titicaca como “Tauri”, debido a la altitud en la que se

encuentran son una de las pocas leguminosas domesticadas en los andes (Tapia, 2015).

Su produccién en el Pert segun MINAGRI 2013, esta en la region de la Libertad 33.2 %,
Cusco con un 18.6 % y Puno con 16.3 % de la produccion total citado por (Castro, Abarca,
Gatti, & Estrada 2013). En la region Puno se cultiva principalmente en los alrededores del
lago Titicaca, desde Ilave hacia la frontera con Bolivia en Desaguadero (Jacobsen & Mujica,
2008).

2.1.3. COMPOSICION NUTRICIONAL

L. mutabilis tiene hasta 50 % de proteina contenido y hasta 20 % de contenido de aceite en
el grano y aln mas cuando estos son desamargados (Gutiérrez, Ana; Infantes, Marcos;

Pascual, Gloria; Zamora, 2016; Sanca, 2015; Jacobsen & Mujica, 2008). La proteina es rica

29



en cisteina y relativamente rica en lisina, pero tiene una deficiencia de metionina (Galek et
al., 2017).

Kole (2011) indica, que L. mutabilis presenta mayores cantidades en proteina respecto al L.
albus, L. luteus y L. angustifolius de esta forma la cantidad promedio de aminoacidos con
mayor porcentaje esta la arginina 4.6%, leucina 2.9%, lisina 2.56 % y de mas detallados por
(Petterson, 2004; Trugo et al., 2016). En la Tabla 1, se muestra la composicion nutricional

del grano entero.

Tabla 1: Composicion nutricional del Tarwi.

Componente Valor (g/100g m.s.)
Humedad 11.5+0.03
Grasa 21.5+0.05
Proteinas 53.2 +0.07
Fibra 18.4 +0.01
Cenizas 1.9 +£0.00
Carbohidratos 23.4+0.10

FUENTE: (Gutiérrez et al., 2016).
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2.1.4. ALCALOIDES

Los alcaloides estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal, constituyen un grupo de
numerosos compuestos secundarios nitrogenados (derivadas biosintéticamente de
aminoacidos) que son aislados tradicionalmente de plantas vasculares (Fattorusso &
Taglialatela-Scafati, 2008; Ringuelet & Sonia, 2013). De la ornitina y lisina: dentro de los
cuales estan los alcaloides Tropéanicos, Pirrolizidinicos, Quinolizidinicos y los Pepiridinicos
ver Figura 4 (Wink, 1993).

MUGLED ALCALOIDICD  EATRUGTURA  PRECURSOR BIOSINTETICO  EJEWPLO

FIRRCLIDIRA ORMITIRA FICOTIMA
T
N
TROFARD M ORMITIMA ATR OR[N,
il
e COCAINA
FIFERIDI 1A, O LISIRA, ORI
™
PIRROLIZIDIMEA ORFITIRS, RETROMEC M.
M
GUINOLIZID A CO LIS IMA LUFIMINE

[S0QLIMNOLETRA s TIRDSIMA CODEIMA
L I* MOEF IMA
PEILOCIBIMA
MDOL TRIFTOFAND
RESERFINA
M ESTRICHINA

Figura 4: Estructura de algunos de los nucleos alcaloidicos mas sencillos.

FUENTE: (Ringuelet & Sonia, 2013).

La mayoria son de caracter basico, cristalinos, aunque algunos forman precipitados amorfos
y otros pocos son liquidos a temperatura ambiente (como nicotina, la coniinay la esparteina),

no tienen olor, son amargos y en general incoloros (aungue también hay excepciones, como
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la berberina y la sanguinarina). Los alcaloides de lupino segin Ringuelet & Sonia (2013),
estan clasificados dentro de los oxigenados cuaternarios sélidos a temperatura ambiente,
fijos y cristalizables (Fattorusso & Taglialatela-Scafati, 2008).

Alcaloides Quinolizidinicos (AQ): llamados asi por su estructura de anillo de Quinolizidina
dentro de este grupo estan las familias de la Fabaceae, Chenopodiaceae, Ranunculaceae,
Solanaceae, Berberidaceae y Rubiaceae. Alguno de estos que causan toxicidad como la
esparteina, lupanina (Frick, Kamphuis, Siddique, Singh, & Foley, 2017; Ringuelet & Sonia,
2013).

Los alcaloides son producidos intracelularmente por los cloroplastos de las hojas que se
acumula principalmente en la vacuola y son distribuidos por toda la planta a través del
floema y almacenado en células epidérmicas y semillas, por consiguiente existe mayor
diversidad de alcaloides en las hojas que en las semillas (Waksmundzka-Hajnos & Sherma,
2011; Wink, Schiebel, Witte, & Hartmann, 1982; Mende, Wink, Biologie, & Braunschweig,
1987). Nuevos enfoques ya sea en genética inversa para identificar y comprender, la
biosintesis de alcaloides Quinolizidinicos detalladamente dentro de la planta facilitaria para
el desarrollo de genotipos con bajos niveles de alcaloides en la semilla mientras se mantienen
niveles foliares suficientes para evitar dafios por plagas (Kaiser et al., 2020; Rubiales et al.,
2017).

Se han reportado méas de 170 estructuras de alcaloides Quinolizidinicos (Wink, 1993). Las
variedades de lupino amargo tienen mayor contenido de alcaloides que varia entre 0.5 % —
6 %, en comparacion a las variedades dulces que presentan alrededor de un 0.02 % (Resta,
Boschin, D'Agostina y Arnoldi, 2008; Zhong et al., 2018).

El contenido de alcaloides del Lupinus mutabilis varia desde 0.07 hasta 4.5 g/100g,
(Carvajal-Larenas et al. 2016; Trugo et al. 2016). Dependiendo de las especies, ecotipos,
variabilidad genética, factores ambientales y ubicacién geografica (Maknickiene,
Asakaviciute, Baksiene, & Razukas, 2013; Panter, Welch, & Gardner, 2017).

Dentro de las cuales destaca la lupanina, seguido de la esparteina 12.6 % y la 13-
hidroxilupanina 9.5% (Carvajal-Larenas et al., 2016; Martinez, 2018).
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- LUPANINA

Se encuentra en mayor concentracion (46-64.4%), su formula general es (C10H19N20)
ver Figura 5, tiene un peso molecular de 248.36 g/mol, soluble en: Agua, cloroformo,
éter, alcohol e insoluble en éter de petréleo (Carvajal-Larenas et al., 2016; Hindler y
Huisa, 2017; Wink et al., 1995).
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Figura 5: Férmula molecular de la lupanina.

Lupanina

FUENTE: (Ringuelet & Sonia, 2013).

En uno de los resientes estudios realizados por Cortés-Avendafio et al. (2020), la
lupanina como alcaloide principal en el Lupinus mutabilis alcanzo una concentracion de
2.5-5.2 g/100g MS, representando el 77.2% de alcaloides totales.

- ESPARTEINA

Segun Frick et al. (2017) y Wink et al. (1995), se encuentra en menor porcentaje respecto
a la lupanina en un promedio del 16 por ciento, la esparteina también llamado lupinidina
(C15H26N2) ver Figura 6, presenta un peso molecular de 243.36 g/mol, de textura espesa,

oleoso e incoloro (Mendez, 2008).

Esparteina

Figura 6: Formula molecular de la esparteina.

FUENTE: (Ringuelet & Sonia, 2013).
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-  HIDROXILUPANINA

De estructura molecular (C1sH24N202) ver Figura 7, con peso molecular de 264 g/mol
representan un 7-12 % del total de alcaloides, dependiendo de la ubicacién del grupo
hidroxilo, estos isomeros pueden ser 4-Hidroxilupanina y 13 hidroxilupanina (Frick et
al., 2017; Wink et al., 1995).

C Hidroxilupanina

Figura 7: Formula molecular de hidroxilupanina.

FUENTE: (Ringuelet & Sonia, 2013).
2.1.5. UTILIZACION

Segun Gade (2015), el Lupinus mutabilis fue desplazada por el haba (Vicia faba) debido a

que este frijol ancho no requiere procesamiento previo para su consumo.

El uso del lupinos esta muy diversificado: Comenzando desde el grano entero, hasta la
produccion de harina de lupino, leche de lupino, aceite de lupino, quark lupino, yogur de
lupino, postres entre otros ingrediente de varios productos, bocadillos y platillos principales
(Carvajal-Larenas et al., 2016; Sve-E. Jacobsen & Mujica, 2006). A escala industrial la
compaiiia “Prolupin”, separa el lupin protein insolate (LPI) que contiene mas del 90 % de la
proteina en materia seca (Prolupin, s.f.), y en cuanto a desarrollo de productos a partir del
lupino como harinas en panificacion llegando a porcentajes de sustitucion hasta un 15- 20 %
(S. E. Jacobsen et al. 2006; Trugo et al. 2003).

En Per( su produccion es destinada principalmente a la exportacién hacia Ecuador, Espafia
y Estados Unidos como lo menciona Mercado (2018), como materia prima mas no como un
producto transformado. Asimismo existe una proyeccion de produccion hasta el 2020 a
42,120 toneladas y una exportacién de 3,917 toneladas de grano entero amargo (Castro et
al., 2013).
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2.1.6. VARIEDADES

En la zona del Altiplano se encuentran variedades y cultivares mas concurrentes; en Bolivia:
Toralapa, Tarabuco; en Peru: Yunguyo, Sacacatani, Altagracia, Kayra, Carlos Ochoa, SCG
9, SCG 25, SLP 1 al SLP 5 (lineas precoces) y en Chile: Inti (Gross et al., 1988; S. E.

Jacobsen & Mujica, 2006). En la Tabla 2, se presenta los ecotipos de L. mutabilis.

Tabla 2: Ecotipos y variedades de Tarwi (Lupinus mutabilis) cultivadas en las zonas alto

Andinas del Peru.

ECOTIPO REGION LIBERADO POR INSTITUCION
Yunguyo Puno INIA

Andenes Cusco INIA

H6 Junin PLGO-UNALM

Altagracia La Libertad Agricultores

Cholo fuerte Ancash CEDEP

Cusco 1 Cusco UNSAAC

Cusco 2 (Tarwi Cusco UNSAAC

dulce)

PLGO-1 Huénuco Universidad Nac. Hermilio Valdizan
Cajamarca Cajamarca Universidad Nac. De Cajamarca

FUENTE : (Tapia, 2015).
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Con respecto a las variedades comerciales del Peru, existen unas 3 o 5 variedades
seleccionadas provenientes del Cusco (K’ayra) SCG — 25, de Huancayo, Mantaro (HI, H6),
La Libertad, que han alcanzado rendimientos sobre los 3000 kg / ha. Sin embargo, como se
muestra en la Tabla 2. es dificil encontrar un material puro (Tapia, 2015). En la region de
Puno se mantienen Unicamente ecotipos caracterizados por la Universidad Nacional del
Altiplano donde 6 de los 14 ecotipos evaluados por el Dr. Angel Mujica fueron de Puno
(Cadema, Gandarillas, Ana, & Ravelo, 2019).

La coleccion de germoplasma en el Pert son alrededor de 1200 accesiones, con periodos
vegetativos de 140-230 dias, con rendimientos de semilla de 800-2700 kg / ha ( Jacobsen &
Mujica, 2008).

2.1.7. TOXICIDAD DE LOS ALCALOIDES

En los humanos en consumo de los alcaloides en concentraciones elevadas estan asociados
con las enfermedades hepéticas y bloqueo neuromuscular causado por la inhibicién de
impulso de transmision ganglionar del sistema nervioso simpatico, una accion excitatoria
sobre el sistema nervioso central (SNC), causando convulsiones, temblores, paros
respiratorio y cardiaco generando la muerte (Carvajal-Larenas et al., 2016; Ganzera, Kriiger,
& Wink, 2010; Ringuelet & Sonia 2013). Siendo los nifios méas sensibles a problemas
gastrointestinales (Magalhdes et al., 2017). Relacionados por la presencia de lupanina,
lupinina e hidroxilupanina, que son de mayor concentracién dentro de los alcaloides

Quinolizidinicos en el lupino (Ringuelet & Sonia 2013; Trugo et al. 2003).

Mientras que en los animales las plantas venenosas como los Lupinus debido al grado de
toxicidad que presentan, pueden tener un gran impacto negativo en la reproduccion animal,
generando efecto en la espermatogénesis, ovogénesis, libido, fertilizacién, desarrollo

neonatal entre otros (Panter et al., 2017).

Un limite de seguridad establecido por las autoridades sanitarias de Reino Unido, Francia,
Australia y Nueva Zelanda a partir del New Zealand Food Authority (2001) Magalhdes et al.
(2017), indican que una dosis superior a 200 mg/kg en alimentos o en su defecto > 30 mg /
kg del peso corporal (pc) puede ser mortal (como se cité en Carvajal-Larenas et al., 2016;
Boschin, Annicchiarico, Resta, D’Agostina, & Arnoldi, 2008). Por ende se debe evitar el
consumo del lupino en concentraciones mayores de lo indicado anteriormente en base seca
(Islam & Sciences, 2016).
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Por el contrario cabe rescatar que algunos alcaloides presentan defensas como actividad
antiviral (esparteina), bactericidas (lupinina, lupanina, angustifolina), nematicidas
(anagirina, matrina y citisina), atrayentes o repelentes (Ringuelet & Sonia, 2013). A la vez
estos alcaloides al ser solubles en agua, son relativamente facil de eliminar del animal o

cuerpo humano (C. Jiménez-Martinez et al., 2001).
2.1.8. MORFOLOGIA

La morfologia externa del Lupinus Andino presenta forma dicotiledonea, comprende el 12
% del peso total de la semilla (Petterson, 2004). Presenta una estructura Illamada hilum y
fisura hilar donde se demostr6 como la entrada principal de agua al grano (Alberto Claudio
Miano, Garcia, & Augusto, 2015). Como se observa en la Figura 8.

La testa de la semilla estd compuesta principalmente por polisacaridos estructurales:

celulosa, hemicelulosas y pectinas (Petterson, 2004).
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Figura 8: Morfologia de Lupinus mutabilis
FUENTE: (Alberto Claudio Miano et al., 2015).
2.1.9. HIDRATACION

Es la tendencia del agua, a asociarse con diversos grados de tenacidad con sustancias
hidrofilicas. El grado y la tenacidad de la absorcion del agua depende de muchos factores,

como la naturaleza del componente no acuoso, composicion salina, pH y temperatura
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(Castillo, 2002). Las técnicas que limitan la hidratacion del grano son las soluciones
osmaticas, particulas sélidas o por cantidades controladas de agua (Sdnchez, Orta, & Mufioz,
2001).

La hidratacion artesanal que se efectlia en las zonas altoandinas, el Tarwi se introduce en
bolsas de malla de pescar (anchovetera) que permite la expansion del grano (2.2 veces) por
un periodo de 12 a 18 horas, en una poza de agua fria (Tapia, 2015). Como un tratamiento
previo para los procesos de coccion, extraccion, germinacion y molienda himeda entre otros
(Miano et al., 2015).

Un estudio realizado por Miano et al. (2015), correlacionando la morfologia,
comportamiento de hidratacion y modelos matematicos para explicar y predecir la cinética
de hidratacion de los granos de lupino andino (L. mutabilis), demostré que la cubierta del
grano es la causa principal de la cinética de la hidratacion. Una vez hidratada la cubierta del
grano la permeabilidad cambia surgiendo la difusion en el grano (Alberto C. Miano, Rojas,
& Augusto, 2019).

Segun Miano et al. (2015), cuanto mayor es la temperatura del agua de remojo, ayuda a
disminuir la viscosidad y sus poros se expanden (cotiledén), lo que permite una mayor

retencion de agua.

De los polisacaridos sin almidon (PSA) presentes en la pared celular, una porcion del 5 %
es soluble en agua, presenta un efecto antinutricional debido a su naturaleza viscosa
(Petterson, 2004). En otro sentido uno de los atributos importantes del PSA insoluble es su
capacidad para retener grandes cantidades de agua, aproximadamente ocho veces en peso

para los lupinos.
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2.1.10. DESAMARGADO
a. DESAMARGADO CONVENCIONAL.

Segun Brucher (1968), las personas de la montafia anteriormente las semillas
de lupino remojaban por varias semanas en bolsas en arroyos o empapadas en
contenedores, y el sobrenadante de color marfil amarillo lo usaban como insecticida
(citado por Kole, 2011), o como repelente de plagas cuando sea necesario (S. E.
Jacobsen & Mujica, 2006).

Actualmente se sigue adaptando estos procesos de desamargado convencional hasta
que no se presente otra alternativa eficiente y econdmica para obtener variedades
libres de alcaloides en las semillas de Tarwi: Hidratacion en remojo acuoso entre 10
a 24 horas a temperatura ambiente, después el grano es llevado a coccion en agua
que va desde los 60 minutos hasta las 5 horas en ebullicion, con un cambio de agua
de 30 minutos o en otras sumergidas en sacos para ser llevadas al rio para su lavado
durante 72 a 120 horas 0 mas hasta perder su amargor, para luego ser secado por un
tiempo de 20 horas promedio para su uso futuro o en su defecto su consumo
inmediato (Carvajal-larenas et al., 2015; Castro et al., 2013; Fernandez Cheza, 2017,
Gutiérrez et al, 2016; INIAP, 2001; Tapia, 2015; Trugo et al., 2003; Villacrés,
Alvarez, & Rosell, 2020).

Segin el Dr. Antonio Garandillas miembro de la fundaciéon “Promocion e
Investigacion de Productos Andinos” conocido por sus siglas PROINPA, indica que
el costo de eliminar los alcaloides es alto, se consume mucha agua y toma varios dias.
Una vez eliminado el alcaloide, el tiempo de vida del grano es muy corto de 2 a 3
dias, se torna muy susceptible a pudriciones por bacterias, esto exige tener una cadena

de frio para su comercializacion (Cadema et al., 2019).

Hasta la fecha se muestra que, no se ha podido lograr la difusividad por un proceso
ya sea bioldgico u acuoso en menos de dos dias y siempre se utilizan cantidades de
agua desde 8 a 40 veces el peso del grano (Carvajal-Larenas et al., 2016). En la Tabla
3, se muestra los tipos de extraccion de alcaloides registrados por varios autores
desde tiempos anteriores hasta la actualidad, donde los procesos van mejorando

usando nuevas tecnologias y compuestos que ayuden al desamargado del Tarwi.
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Tabla 3: Desamargado de Tarwi segun diversos autores.

Tipo de Sustrato Sustrato Material de Reduccion Tiempo Relacion Energia  Cuantificacion  Referencia
extraccion general especifico proceso de usado agua: usada de alcaloides
alcaloide Tarwi
(%)
Extraccion Lupinus Descascarado, Agua fria 95.4 72h - 0.5 horas, Método (Torres-
agua fria mutabilis semilla 90°C mas gravimétrico Tello et al.,
vs. Keyra partida lavado 1980)
19.4 g*
Alkaloid/kg
Extraccion Lupinus Lupinus Hexano: sodio 80-90 3h - 3hra 60 °C Método (Ortiz and
con solucién mutabilis 42 g desgrasado carbonato trimétrico Mukherjee,
alkaloid/ kg (15%), 1982)
clorhidrico
acido (5%)
Extraccion Lupinus Descascarado, NaOH. 99.9 >0.7 h 1:60 0.7h, 60°C Método (Aguilera et
bésica mutabilis 20 g agrietado, Centrifuge trimétrico al., 1983)
alkaloid/ kg granulado
(malla 100)
Extraccion Lupinus Semilla entera 99.9 6h - 6 hr HPLC Jimenez
con solucion  mutabilis 19.4 ¢ ebullicién Martinez
alkaloid/ kg 2003
Extraccion Lupinus Semilla seca Fluido 39.8mg/ 0.33h 1:24 0.3hr,60 Altaresolucién  (Nossack et
alcohdlica mutabilis (malla 70- supercritico: CO; lgde °C GC al., 2000)
100) 10%, etanol semilla

absoluto, 80 atm,

60 °C
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Extraccion
convencional

«continuacion»

Extraccion
convencional

Extraccion
convencional

Extraccion
convencional

Extraccion
convencional

Extraccion
térmica
salina

Extraccion
por
fermentacion

Extraccion
convencional

Lupinus
mutabilis

pinus
-abilis
Lupinus
mutabilis

Lupinus
mutabilis

Lupinus

mutabilis

Lupinus
mutabilis

Lupinus
mutabilis

Lupinus
mutabilis

Lupinus
mutabilis

Semilla entera

Semilla entera

Semilla entera

Semilla entera

Semilla entera

Semilla entera

Semilla entera

Semilla entera

Semilla entera

Agua
fria/caliente

Agua caliente
Agua fria
Agua
fria/caliente

Agua fria

Agua
fria/caliente

Agua

fria/caliente/NaCl

Rhizopus
oligosporus

Agua
fria/caliente

97.4

93.3

99

99.2

95-98

99.8

93.4

9351

99.9

5d

90

5d

42 h

6d

48.5h

50 h

4.09
dias

5.04
dias

1:63

1:.6

1:9.36

24:1

1:9

1:19

1:6

0.5a 2hr
ebullicion

90 horas,
40°C

cada 6h
cambio de
agua
6 hr
ebullicion
+ lavados
cada 24h
cambio de
agua

10 cambios

de agua

1lhr

Ebullicion
+ lavado
60°C 2h
(horno de
aire
forzado)

1hr
Ebullicion
+ lavado

bromocresol

cromatography

(Villacres et
al., 2000)

(Caicedo et
al., 2001)

(Jacobsen'y
mujica,
2006)
(Carvajal,
2013)

(Sanca,2015)

(Gutierrez,
2016)

(Villacres,
2020a)

(Villacres,
2020b)

(Cortés-
Avendafio,
2020)
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Los tratamientos quimicos pueden reducir el contenido de alcaloides (hasta
concentraciones altas de 4.2 %), pero el dafio que genera es amplio hasta un 13 % en
solidos (Carvajal-Larenas et al., 2016). Por lo que el tratamiento acuoso es uno de
los métodos maés utilizados con las que se trabaja a escalas industriales, reduciendo
el contenido de alcaloides sin generar cambios de su forma natural usando varias
cantidades de agua, siendo estas reutilizables con fines de insecticida y plaguicida
(Tapia, 2015).

En el Perd la Norma Técnica Peruana (NTP 205.090) indica, que el porcentaje total
de alcaloides que debe tener el grano desamargado para el consumo es de 0.02 a 0.07
% en base seca (NTP, 2019).

2.2. CONCENTRACION DE ALCALOIDES / SEPARACION DE ALCALOIDES

Existen extracciones quimicas para aislar los alcaloides antes de su caracterizacion,
consisten en un tratamiento base que convierte las sales en alcaloides libres, que estos al ser
solubles en solventes organicos, se pueden disolver y recuperar facilmente con hexano,
cloroformo, diclorometano, soluciones bésicas y de alcohol mixto (Carvajal-Larenas et al.,
2016; Ringuelet & Sonia, 2013).

2.2.1. METODOS DE CUANTIFICACION

Para VVon Baer et al. (1979), existen tres métodos de cuantificacion rapida de alcaloides
totales fotométricos, titrimétrico y para la determinacion mas precisa de alcaloides

individuales es la cromatografia.
a. TITULACION

Uno de los métodos de cuantificacion mas usados es la descrita en la Norma
técnica Peruana (NTP 205.090:2018) de Leguminosas: Tarwi o chocho - Grano
desamargado (INACAL, 2019). Donde ademés de indicar los requisitos
fisicoquimicos y microbiolégicos que debe cumplir el grano para el consumo
humano hace referencia para la determinacion de alcaloides basadas en el autor VVon-
Baer et al. (1979), usando 6xido de aluminio, hidroxido de potasio, pasando por una
centrifugacion junto a la muestra con cloroformo y de mas reactivos y procesos. Esta

metodologia que al final se basa en la titulacion considerando como principal
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componente de la muestra a la lupanina por lo que se expresan los resultados con la
siguiente (Ecuacion i):
V H,SO4gastado*N Hp,S04%24.8+factor de correcciéon

% alcaloides =—"—F—————"———————— ... (Ec. 1)

masa de la muestra

Donde: 1 ml de H2SO4 0,01 N equivale a 2,48 mg de lupanina.
. CROMATOGRAFIA

Para una cuantificacion mas precisa se usa la cromatografia de gases y de liquido
combinado con un detector de espectrometro de masas (Frick et al., 2017). Estos
procesos fisicoquimicos en el que sustancias, también llamadas analitos pasan a
través de diversas interacciones entre una fase movil y estacionaria para separar y
permitir la cuantificacion de alcaloides de lupino. Esto se da especialmente en
Cromatografia de gases (GC, gas chromatography), cromatografia liquida de alta
presion (HPLC, high-performance liquid chromatography) y la cromatografia de
capa fina (DC) (Carvajal-Larenas et al., 2016; Wink et al., 1982; Wink, 1993).

b.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC)

Uno de los métodos quimicos mas usados es el analisis
cromatografico, debido a las grandes ventajas que presenta debido a su
especificidad y la posibilidad de utilizarlos para andlisis cualitativos y
cuantitativos sensibles (Waksmundzka-Hajnos & Sherma, 2011). Las
sofisticadas técnicas acopladas como HPLC-espectrometria de masas (LC-
MS) y HPLC-resonancia magnética molecular (HPLC-NMR) son utilizados
con més frecuencia para el analisis de alcaloides (Petruczynik, 2012; Wink,
1993).

Utiliza un sistema instrumental totalmente automatizado incluye una
columna, un contenedor de fase movil (eluyente), una bomba de fase movil,
un inyector y un detector. El sistema HPLC esté controlado por un programa
informatico (Sofware) que registra los perfiles cromatograficos y todos los
datos de los picos individuales las cuales registran: tiempo de retencion, altura
de pico, ancho de pico, area de superficie de un pico, eficiencia del sistema,

factor de simetria de pico, etc. Debido a que la columna que proporciona la

43



separacion estd conectada al detector, la HPLC permite la deteccion e
identificacion en linea de una amplia gama de compuestos organicos e
inorganicos (Waksmundzka-Hajnos & Sherma, 2011; Petruczynik, 2012). Se
debe tener una adecuada eleccion del pH de la fase mdvil y con materiales
modernos de fase estacionaria para evitarse problemas en los espectros
registrados y evitar errores (Oliveira, 2014).

Para los analisis de alcaloides las fases moviles mayormente utilizadas suelen
ser tampones con un modificador organico, metanol (MeOH) o acetonitrilo
(ACN) (Oliveira, 2014; Petruczynik, 2012).

b.2. CROMATOGRAFIA DE ULTRA ALTA PRESION (UHPLC)

La cromatografia liquida de wultra alta presion (Ultra-high
performance liquid chromatography por su sigla en inglés UHPLC). Es la
innovacion més importante en la HPLC moderna, estableciendo un nuevo
punto de referencia de rendimiento para separaciones: Mas rapidas, mayor
resolucion, mayor precision, analisis de alta resolucién de muestras
complejas, ahorro de disolventes, mayor sensibilidad de masas y compatible

con otros metodos de cuantificacion (Dong & Guillarme, 2013).
c. CUANTIFICACION CUALITATIVA

Gotz (2014) indica que dentro de los métodos de determinacién de alcaloides
cualitativos usados estan: prueba de sabor, color del grano, UV test, coccion-agua,
toma de agua fria, método de corte y fresado, coccion bolsa, espectroscopia de
infrarrojo cercano (NIRS), demolicion, espectrofotometria, papel indicador, cido
clorhidrico y pruebas de turbidez (Galek et al., 2017; Hondelmann, 1984).

2.3. CINETICA

Estudia la velocidad de un cuerpo al desplazarse y segun la Real Academia Espafiola define
cinética como “el estudio de la velocidad a la que se producen ciertos procesos”, esta
velocidad dada como (“distancia/tiempo”) nos dicen cuénta distancia recorre un cuerpo en
un determinado tiempo (Castillo, 2002). Es razonable pensar que, si aumenta la velocidad

de las moléculas, la temperatura, también aumente el nimero de choques por unidad de

44



tiempo entre ellas generando una velocidad de una reaccién (Cedrén, Landa, & Robles,
2011).

Debido a los procesos que son expuestos los alimentos surgen cambios fisicoquimicos,
enzimaticos y bioldgicos el estudio cinético es importante para entender la interrelacion entre
tiempo y concentracion activa (Anbalagan, Kumar, llango, Mohankumar, & Priya, 2019;
Singh & Heldman, 2014). Es asi que es imprescindible representar los procesos de extraccion
solido-liquido con modelos matematicos, para el disefio de equipos de proceso, analisis de

procesos y optimizacién de parametros de procesos (Anbalagan et al., 2019).
2.3.1. TRANSFERENCIA DE MASA

En cualquier estudio del movimiento molecular en estado solido, la explicacion de la
transferencia de masa se basa en dos campos: La difusion de los gases o liquidos en los poros
del solido y la inter difusion del solido por medio del movimiento atobmico (Roque
Masciarelli, 2012). Por consiguiente, la reaccion esté limitada por transferencia de masa, en
lugar de estar limitada por la cinética de la reaccion (Singh & Heldman, 2014).

Es decir, que la fuerza impulsora que genera la transferencia de masa es la diferencia de
concentracion entre dos puntos, donde el componente de una mezcla emigra en una misma
fase o de una fase a otra, en direccion de la concentracion decreciente, como se observa en
la (Ecuacion ii) (Cengel, 2007; Geankoplis, 1998; Singh & Heldman, 2014). Cabe destacar
que cada vez que existe una falta de equilibrio de un producto en un medio, la naturaleza

hace que estos entren en “equilibrio” o “igualdad” (Cengel, 2007).
Flujo de masa = constante de proporcionalidad * gradiente de concentracion ......... (Ec. ii)
2.3.2. DIFUSIVIDAD EFECTIVA

La difusion es el movimiento ocasionado por un estimulo fisico, en la lixiviacion la difusién
del soluto a traves de la fase sélida es seguida de difusién en el liquido, impulsadas por el
movimiento aleatorio de las moléculas (Castillo 2002; Martinez-Navarrete, Andres-Grau,
Chiralt-Boix, & Fito-Maupoey, 1999). La determinacion de la difusividad en productos
solidos o semisolidos es esencial para cuantificar analizar y controlar las operaciones de
transferencia de materia en la Industria Alimentaria (Clemente Polo, 2003). Esta puede ser

descrita mateméaticamente por la ley de Fick (Singh & Heldman, 2014).
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La difusion molecular puede Ilamarse también como un “proceso con trayectoria
aleatoria”(Geankoplis, 1998). Las unidades como se expresa la difusividad son diversas, en

el sistema internacional de medida (SI) se presenta como “m?/s” (Ramiro, 2013).

Masciarelli, Stancich, & Fernando (2012), menciona que las difusividades de los gases
oscilan entre 5 x 10° y 1 x 10°m? /s, de los liquidos entre 10° y 10"2° m? /s y de los sélidos
entre 1014y 101t m? /s.

a. Difusion en estado no estacionario (segunda ley de Fick)

La difusion en solidos ocurre a traves de los poros en fase liquida o en fase gas
(Martinez-Navarrete et al.,, 1999). Basadndose en un andlisis transitorio, y
considerando que el coeficiente de difusion es constante y no hay reacciones
homogéneas (Cengel, 2007). La diferencia de concentraciones, genera una relacion
lineal entre la razén de difusién y el gradiente de concentracidn, propuesta por Fick
en 1855, se conoce como ley de Fick de la difusion y puede expresarse de la siguiente
forma en la Ecuacion (ii) y la Ecuacion (1) ( Crank, 1957; Cengel, 2007).

Flujo de masa = constante de proporcionalidad*gradiente de concentracion...(Ec.ii)
ac
Q= _kdlfAﬁ ......................................................................... (ECl)

Donde:
Q: Flujo de masa, razén de flujo.
Kaif : Coeficiente de difusion (media de la rapidez).

dC/dX: Gradiente de concentracion (cambio en la concentracion C por unidad de

longitud en la direccién x del flujo).
A: Area normal (m).

Masciarelli et al. (2012), menciona que tanto el flujo y la gradiente de concentracion
varia con el tiempo. Por lo cual la ecuacion que se utiliza para describir esta situacion
es la segunda ley de Fick en la Ecuacion (2) (Crank, 1957; Singh & Heldman, 2014).
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Que describe en forma diferencial la relacion entre la concentracion y el tiempo en

un punto dado del sistema (Martinez-Navarrete et al., 1999).

dCs 0%Cs
rr Dy p LT DT PP PP S PP P P RPPR (Ec. 2)
Donde:

Cs: Concentracion del componente que se difunde (g/kg).
Ds: Constante de difusion (m?/s).

X: Distancia sobre que las moléculas difunden (m).

t: Tiempo (s).

En el sistema ideal que consiste solo en el material para difundir (soluto) y disolvente,
la constante de difusion (Ds) para particulas esféricas, viene dada por la Ecuacién de

segundo orden Ecuacion (3) (Crank, 1957).

ac
a_tt = K (Cs = G ) (Ec.3)
Donde:

Ct: Concentracion de la extraccion en un tiempo de proceso (g/kg).
Cs: Concentracion del componente que se difunde (g/kg).
t: Tiempo (S).

k: Constante de velocidad.

2.4. CONGELACION

Una operacion unitaria en la que la temperatura del alimento se reduce por debajo de su

punto de congelacion generalmente a -18°C o menos formando cristales de hielo por el agua

contenida en el producto. EIl congelamiento provoca un aumento en su volumen de 8 % — 10

%. El flujo determina que el cristal vaya creciendo, donde el tamafio y la cantidad de los

cristales depende de la velocidad de congelacion (Castillo, 2002; Salvadori, 1994).
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- Congelacion lenta: Se forman cristales de hielo grandes que rompen las células del
alimento.

- Congelacion rapida: Los cristales de hielo formado son pequefios y no dafian la

estructura celular del alimento.

El congelamiento lento suele ser mas dafiina que el congelamiento rapido debido a que afecta
mayormente a la membrana celular que resulta en goteo al descongelar por la ruptura de la
membrana con la liberacion de enzimas y un aumento de la concentracion de reactivo en la
fase no congelada, que ademas establece cristales intercelulares que presenta la capacidad

de unir las células e integrar grandes agregados (Badui-Dergal 2006; Powrie, 1984).

Existe una parte de alimentos que aln a temperaturas muy bajas, por ejemplo — 40 °C, una
pequefia proporcién del contenido inicial de agua permanece sin congelar, esta fraccion se
denomina "agua ligada" (Salvadori, 1994). La estabilidad y las propiedades de las
macromoléculas dentro de las células de los alimentos dependen de la interaccion de sus
grupos reactivos con la fase acuosa que los rodea, la membrana de la célula es quien retiene
el agua y por lo tanto la que mantiene la frescura, esta membrana es muy dependiente de la
temperatura, puesto que conlleva a una facil disociacion y a la liberacion del agua durante el

descongelamiento (Badui-Dergal, 2006).

Para los alimentos congelados, donde el oxigeno atmosférico solo puede ser transportado al
producto a través de la fase de agua no congelada a medida que la temperatura desciende por
debajo del punto de congelacidon, disminuye la accesibilidad del oxigeno al interior

restringiendo la difusion de oxigeno y la autooxidacion de lipidos (Powrie, 1984).
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2.5. TECNICAS DE EXTRACCION ECOLOGICAS DE ALIMENTOS

Para mejorar las tecnologias convencionales existen nuevas formas de extraccion de
componentes a partir de nuevas tecnologias como las técnicas de procesamiento de alimentos
ecologicos (Green food processing), generalmente implican menos tiempo, agua y energia,
como los procesos asistidos por ultrasonido (US), fluido supercritico (SCF), microondas
(MW), caida de presion controlada (DIC) y pulsos eléctricos (PEF), Dioxido de carbono
(COy), asegurando un producto seguro y de alta calidad ver Figura 9 (Chemat et al., 2017;
Périno-Issartier, Zill-e-Huma, Abert-Vian, & Chemat, 2011; R. Rosa, Ferrari, & Veronesi,

2018).

DIC
- MW PEF
us s CO,

S S5/ Intensificar ' 1
-

st , Vit l

) - oA T/

Aatrole ~
Clasica 53 Ahora
Rendimiento de proceso Reduccion de energia

Tiempo de proceso Reduccion del uso de agua
Reciclaje de sub productos
Calidad de producto HACCP

Seguridad del proceso HAZOP

Precic del producto

Huella de carbono y agua

Figura 9: Evolucion de (Green Food Processing) en extraccion de componentes

FUENTE: (Chemat et al., 2017).
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2.5.1. MICROONDAS

El método de calentamiento por microondas ofrece varias ventajas, en cuanto al uso en
alimentos como una mayor velocidad en el calentamiento frente a los alimentos congelados,
forma, densidad del material y la composicion del alimento (Singh & Heldman, 2014).
Difiere del calentamiento tradicional debido a que el calentamiento comienza desde el
interior del material vegetal, permitiendo penetrar uniformemente en todo el volumen de
material instantaneamente (Arrutia, Adam, Calvo-carrascal, Mao, & Binner, 2020; Vinatoru,
Mason, & Calinescu, 2017).

a. Principio de funcionamiento

Las ondas electromagnéticas son capaces de viajar a través del vacio, a
diferencia de las ondas mecéanicas que necesitan un medio material para poder
hacerlo (Castillo, Aranibar, Polar, Fuentes, & Bolafos, 2014; Vinatoru et al., 2017).

Los hornos de microondas consisten principalmente de un generador de microondas
(magnetrdn), tubos de aluminio llamados guias de onda, y una cavidad metalica
(cavidad de resonancia), donde la potencia de los equipos domésticos se extiende de
0.7 a 2 KW hasta una frecuencia de 2,45 MHz, que corresponde a una longitud de
onda de 12,2 cm y a una energia de 1,02 x 10° eV (Moreno, Hernandez, &
Ballesteros, 2017; Plazzotta, Ibarz, & Manzocco, 2019; Ramiro, 2013). La potencia
de salida suele estar en el rango de 500-1500 W (Pozar, 2012).

La interaccion entre los componentes del campo eléctrico y magnético de las
microondas sobre los materiales provocan pérdidas dieléctricas y magnéticas
conduciendo a la calefaccion (Vinatoru et al., 2017). Akhtar, Javad, Yousaf, Igbal,
& Jabeen (2012), menciona que existen dos tipos de equipos de microondas de
recipiente cerrado y microondas de recipiente abierto, en la primera se puede

controlar la temperatura y presion.
Este sistema como se observa en la FiguralO, esta compuesto por:

- Generador de microondas: Magnetron o tubo de potencia, donde se genera energia

de microondas.
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- Guia de onda que se usa para propagar las microondas desde la fuente a la cavidad

de microondas.
- El aplicador: Donde se coloca la muestra.

- Circulador: Esto permite que el microondas se mueva solo hacia adelante (Akhtar
etal., 2012).

Ventilador
distribuidor

Guia de onda

- — Generador
microondas
Microondas — _ -

Cavidad
de resonancia

|-~ Bandeja giratoria

Alimentoj

Figura 10: Diagrama de un horno de microondas.

FUENTE: (Akhtar et al., 2012).
Aplicaciones (extraccion)

La vibracion del agua y otras moléculas polares causadas dentro de la biomasa
humeda, genera aumentos de temperatura en los liquidos intracelulares que
posteriormente causa la evaporacion y ejercer presion sobre las paredes celulares, lo

que conduce a la alteracién celular (Vijay, Id, & Butler 2018; Chemat et al. 2010).

Extraccion asistida por microondas (EAM) es mas cominmente utilizado para la
extraccion de componentes bioactivos y alcaloides (Shankar et al., 2010). Con el
principio de funcionamiento del microondas, las ondas de microondas penetrara las
muestras y se convertira en calor, y como resultado extraer compuestos de las
muestras (Xiong et al., 2016). En consecuencia reducir el tiempo de extraccion
(Shankar et al., 2010).
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La extraccion por microondas depende del tipo de solvente, la relacion de solvente a
material vegetal, la potencia, las temperaturas, el tiempo de extraccion, asi como la
naturaleza de la matriz de la planta y la molécula objetivo para mejorar su efectividad
(Akhtar et al., 2012).

Extraccién convencional — Extraccién con microondas )
e —_—

-

-

by

. Material vagetal Célula [:] Solvente opcional ) calor —>  Masa

vegetal
a) 1 Desorcidn 2 Difusién interna 3 Difusién externa
Separacién convencional
Transferencia de calor
Transferencia de masa
Separacién con microondas
Transferencia de calor
Transferencia de masa
1 Desorcion
2 Difusion interna
b) 3 difusion externa

Figura 11: Mecanismo de transferencia de calor y masa. a) Extraccion con
microondas. b) Transferencia entre métodos.

FUENTE: ( Périno-Issartier et al., 2011; R. Rosa et al., 2018).

Como se muestra en la Figura 11, basandose en que la sinergia que se genera de los
solventes con el microondas, ambos mecanismos de transporte salen en el mismo
sentido opuesto a las técnicas de extraccion convencionales, debido a los cambios en
la estructura celular causada por ondas electromagnéticas (Angiolillo, Nobile, &
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Conte, 2015; Perino-Issartier et al., 2011; R. Rosa et al., 2018). El solvente penetra
en la matriz solida por difusion y el soluto se disuelve hasta alcanzar una

concentracion limitada por las caracteristicas del solido (Angiolillo et al., 2015).

En el caso de extraccion, la ventaja del calentamiento por microondas es la
interrupcion del hidrogeno débil y limites promovidos por la rotacion dipolar de las
moléculas (Kaufmann & Christen, 2002). La destruccién del enlace de hidrégeno
también aumenta la eficiencia de penetracion de los solventes en la matriz de la
planta(Akhtar et al., 2012).

Recientemente, extracciones innovadoras como la extraccion asistida por
microondas (EAM) y la extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) han demostrado
ser una alternativa viable a los procedimientos convencionales para la extraccion de
alcaloides bioactivos de Stephania rotunda Lour y Stephania Dieica sinica, ya que
son mas eficientes, méas rapidos, ecoldgicamente amigable, y usa solventes menos
toxicos reduciendo tiempos de extraccion de 5, 10 y 15 minutos e incluso tiempos
menores de hasta 30 segundos para la produccion de metabolitos dentro de la célula
(Akhtar et al., 2012; Dary et al., 2017).

Para Xiong et al. (2016), la extraccion de alcaloides con MAE en comparacion con
los métodos tradicionales, muestra mas ventajas significativas y se ha aplicado para
extraer alcaloides de diferentes plantas. Los microondas comerciales usan 2450 MHz
de energia para este propdsito, que es casi equivalente a 600 - 700 W (Akhtar et al.,
2012). Xiong et al. (2016), trabajo con una potencia de 200 W con 2 ml de solucién
acuosa de metanol al 60 % (v/v) por 5 minutos, para la extraccion de 10.86 mg/g de

alcaloides bioactivos de Plumule lotus.
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2.5.2. ULTRASONIDO

Una de las tecnologias emergentes que se han desarrollado para reducir procesamientos,
maximizar la calidad y garantizar la seguridad de los alimentos (Awad, Moharram, Shaltout,
Asker, & Youssef, 2012). Los ultrasonidos son ondas acusticas, con una frecuencia mayor
alos 18 kHz o0 20 kHz representa un valor inaudible por el oido humano (Garcia, 2007; Ineda
Mufioz et al., 2017).

Existen dos niveles de energia: Baja energia (baja potencia, baja intensidad) frecuencia
superior a los 100kHz e intensidad por debajo de 1 W.cm™; alta energia (alta potencia, alta
intensidad) intensidades superior a 1 W.cm™ a frecuencias entre 20 y 500 kHz considerada
como ultrasonidos de potencia (Awad et al., 2012; Chemat et al., 2017).

Dentro de los ultrasonidos de potencia, el transductor es el encargado de transformar la
energia proporcionada por la fuente (eléctrica, magnética 0 mecanica) en energia acustica
con las caracteristicas de intensidad y frecuencia deseadas en vibraciones mecanicas (Garcia,
2007). Generan efectos mecanicos y bioquimicos, que pueden ser utilizadas para modificar
las propiedades fisicoquimicas y mejorar la calidad de varios procesos alimentarios durante
el procesamiento, usando bafios de sonicacion o sondas de inmersion ultrasonicas (Awad et
al., 2012; Dzah, Duan, Zhang, Wen, & Zhang, 2020).

a. Principio de funcionamiento

Cuando la energia ultrasonica atraviesa el sélido causa rapidas series de
contracciones y expansiones alternativas, generando el crecimiento de la burbuja que
puede terminar en la implosion violenta, la cual conlleva una importante liberacién
de energia al medio y favorece la eliminacion de las moléculas de agua de la fase
liquida que se encuentran fuertemente retenidas en la matriz sélida fragmentando e

interrumpiendo la superficie de la matriz (Chemat et al., 2017; Garcia, 2007).

Para establecer los experimentos de extraccion existen varios tipos de ultrasonidos
en uso para EAU, cada uno con diferentes caracteristicas: Bafios de ultrasonido (ver
Figura 12a), sistema de sonda ultrasonica (ver Figura 12b) y las unidades

experimentales disefiadas estas puedan ser de sonicacion directa o indirectamente
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(Vinatoru et al., 2017). Donde la potencia maxima del sistema dependeré del nimero

de transductores, y la frecuencia del tipo de transductor (Garcia, 2007).

a) b)

Figura 12: Sistema de ultrasonidos. a) Bafio ultrasénico y b) Ultrasonido de
inyeccion.

FUENTE : (Chemat et al., 2017).

En todas las tecnologias de extraccion, el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio
puede generarse de varias formas (Vinatoru et al., 2017): Calentamiento directo para
mejorar la movilidad de las moléculas y uso de descargas eléctricas que también
pueden perturbar el estancamiento de capa (sin embargo, esta es una técnica poco

utilizada).

Las burbujas colapsadas generan espacios grandes, donde el reemplazo continuo de
cualquier capa estancada es extremadamente rapido (Vinatoru et al., 2017). Las
burbujas colapsadas asimétricas actian como pequefios golpes de martillo hacia las
particulas, generando difusion de compuestos extraibles como se ilustra en la Figura
13 (Chemat et al., 2017).
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Figura 13: Posible difusion de componente en la extraccion con ultrasonidos.

FUENTE: (Vinatoru et al., 2017).

La eleccion adecuada de ultrasonidos para el proceso de extraccion se debe tener en
consideracion la fuente y el medio de extraccidn considerando la marca del equipo,
variaciones en el control de pardmetros como temperatura, frecuencia, tiempo y
potencia (Dzah et al., 2020).

Aplicaciones

El efecto de cavitacion favorece el transporte de masa debido al rompimiento de
la pared celular (Chemat et al., 2017). Sin embargo, el uso de ultrasonidos como
tecnologia asistente se ha reportado como mas ventajosa que el emplear procesos
como extraccion con fluidos supercriticos, microondas y extraccion acelerada con
solventes debido a que el uso de solventes utilizado es menor (Chemat et al. 2010;
Robles-Ozuna & Ochoa-Martinez, 2012).

Para la extraccion de componentes Plazzotta et al. (2019), indica que la frecuencia
oscila entre 20 y 24 kHz. La extraccion de alcaloides de Estefania Cambodica

realizaron a tiempos de 5, 10 y 15 min con una frecuencia de 25 kHz y con un maximo
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potencia de entrada de 150 W, mostrando resultados favorables respecto a las
técnicas convencionales (Dary et al., 2017).

Wang et al. (2018) y Lu et al. (2017), mencionan que una extraccion asistida por
ultrasonido-microondas (UMAE) como se ve en la Figura 14a y 14b, presenta
mayores rendimiento en la extraccion de componentes bioactivos, debido al
incremento rapido de la temperatura del microondas y la cavitacion generada por los

ultrasonidos.
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Figura 14: Diagrama esquematico del dispositivo de UMAE a) Extraccion de
aceite esencial de pimientos blancos y negros, b) Extraccion de oligosacaridos de
semillas de loto (Nelumbo nucifera Gaertn.)

FUENTE: ( Luetal., 2017; Wang et al., 2018 ).

En la cinética de hidratacion de grano andinos, la aplicacion de ultrasonidos acelerd
casi un 40% respecto a los procesos convencionales (Alberto C. Miano et al., 2019).
Es asi que ademas del shock provocado por las ondas facilita la hinchazén y la
hidratacion (Mari¢ et al., 2018).

2.6. ANALISIS SENSORIAL

La evaluacion sensorial surge como disciplina para medir la calidad de los alimentos,
conocer la opinion y mejorar la aceptacion de los productos por parte del consumidor.

Ademas, esta evaluacion no solamente se tiene en cuenta para el mejoramiento y
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optimizacion de los productos alimenticios existentes, sino también para realizar
investigaciones en la elaboracion e innovacion de nuevos productos, en el aseguramiento de

la calidad, su promocidén y venta (marketing) (Hernandez Alarcon, 2005).

El analisis sensorial o evaluacién sensorial es el analisis de los alimentos u otros materiales

a través de los sentidos. Segun Liria (2007), existen tres tipos de pruebas sensoriales:

- Discriminatoria: Determina diferencias entre dos productos, tipo de prueba analitica
donde los panelistas son reclutados por agudeza sensorial y entrenados.

- Descriptiva: Determina las caracteristicas que difieren entre los productos, tipo de
prueba analitica, panelistas reclutados por agudeza sensorial y entrenados.

- Afectiva: Determina la aceptabilidad de consumo del producto, tipo de prueba

heddnica, panelistas reclutados por uso del producto y no entrenados.

2.6.1. PRUEBA DE PERFIL DE TEXTURA

El Perfil de Textura es uno de los mejores métodos descriptivos que contempla todas las
caracteristicas que describen al producto, en relacion a la textura desde la primera mordida

hasta la deglucion (Gavino, Isuiza, & Saavedra, 2018).

Estas cualidades se clasifican en: Mecéanicas, geométricas y de composicion (Espinosa
2007; Gavino et al. 2018).

- Propiedades mecénicas: Dentro de estos atributos se presenta la dureza (fuerza
necesaria para una deformacion dada), cohesividad (la resistencia del material antes
de romperse), viscosidad (el flujo de la muestra), elasticidad (capacidad del material
deformado de regresar a su estado original), adhesividad (fuerza necesaria para
vencer las fuerzas de atricion entre materiales)

- Propiedades geométricas: Lisa y rugosa.

- Propiedades de composicion: Grasa y humedad.

Para el analisis de textura de un alimento, esta prueba requiere de 8 — 10 panelistas

entrenados (Hernandez, 2005).
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

3.1. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION
Para la presente investigacion se presentaron las siguientes hipétesis:
3.1.1. HIPOTESIS GENERAL

- Laaplicacion de microondas y ultrasonido durante la extraccién del alcaloide del
Tarwi previamente hidratado y congelado ayuda a intensificar la cinética de

desamargado del Tarwi.
3.1.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS

- Los adecuados parametros emitidos por el ultrasonido son influyentes para
mejorar la cinética de extraccion del alcaloide del Tarwi congelado.

- Los adecuados parametros emitidos por el microondas son influyentes para
mejorar la cinética de extraccion del alcaloide del Tarwi congelado.

- La difusividad efectiva del alcaloide es mayor en los tratamientos usados con
microondas y ultrasonido respecto al convencional.

- La aplicacion de microondas y ultrasonido respecto a la metodologia
convencional ayuda a disminuir el tiempo de extraccion del alcaloide del Tarwi

como en cantidad siendo verificada bajo un analisis sensorial e instrumental.

3.2. MATERIALES
3.2.1. LUGAR DE LA EJECUCION

El trabajo se realizo en los siguientes laboratorios de investigacion:
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Laboratorio de fisica de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la

Universidad Nacional José Maria Arguedas — Andahuaylas — Peru.

Laboratorio de Fisicoquimica y cromatografia de la Escuela Profesional de

Ingenieria en Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional de Juliaca-Sede

Ayabacas — Juliaca — Peru.

3.2.2. MATERIA PRIMA

Las muestras de Tarwi fueron obtenidas del banco de ecotipos de Tarwi en Camacani-Puno
de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno, Facultad de Ciencias Agrarias de la

Escuela Profesional de Ingenieria Agrondmica, para la investigacion se usaron los ecotipos

de Yunguyo y Seccelambra de la cosecha 2019.

3.2.3. MATERIALES DE LABORATORIO

Termdmetro digital (-50-300 °C) (Marca Boeco Germany)
Balanza (d=0.01g) (Marca Radwag WTC 2000)

Vasos de precipitados pirex (50 ml, 500 ml y 1000 ml) (Marca Boeco Germany)

Probeta graduada (100 ml) (Marca Isolab Germany)

Pipetas graduadas (1ml y 10 ml) (Marca Pirex)

Micropipeta (100-1000 pl) (Marca Bio-Rad)

Tamiz (N°. 20 y 16) (Marca wstyler)

Mortero de porcelana con pistilo (Marca Haldenwanger)

Soporte universal (Marca Kintel)

Pera de decantacion (125 ml) (Marca LB Germany)

Tubos de ensayo (15 ml) (Marca pirex)

Vortex mixer (Marca Kyntel)

Digital Caliper 6 vernier (Marca STAINLESS HARDENED 0-150mm)

3.2.4. REACTIVOS E INSUMOS

Agua destilada

Agua bidestilada (agua de inyeccién) (marca Bibraun)
Acido Clorhidrico (HCI) 0.5 N

Hidroxido de amonio (NHsOH) al 25 %
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- Diclorometano (CH2Cl2) (M=84.93 g/mol)

- Metanol (CH30OH) (PM=32.04 g/mol)

- Agua grado HPLC (H20) (PM=18 g/mol)

- Acetonitrilo grado HPLC (CH3CN) (PM=41.05 g/mol)

- Acido fosforico grado HPLC (H3POs) (PM=97.99 g/mol)

- Metanol grado HPLC CH3OH (M=32.04 g/mol)

- Estandar de lupanina (C1sH24N20) (98 % de pureza) (Método de prueba de pureza =
Anélisis de RMN)
* Los reactivos e insumos se adquirieron mediante (“Quimica Service S.rl.” y “JF

Importaciones™), para el estandar se adquirié de “ALB Technology”.
3.2.5. EQUIPOS

- Ultrasonic Cleaner (Branson Model B-1200-R1, 40 KHz)

- Microondas (Samsung mod.342-2017 ap3, Tokyo)

- Secador (Estufa) (Modelo DHG-9023A, Marca ICSA)

- Congelador (Marca Alpicool)

- Centrifugador (5000 rpm) (Bio Lion CC-L5)

- Rotavapor (Boeco Germany RVO 400SD)

- pH-metro (Hanna HI 4221)

- Cromatografo- liquido con detector de espectrometria acoplado de masa-masa
(Marca Thermo Scientific) (Modelo Ulti Mate 3000).
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3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.3.1. EXTRACCION DE ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS DEL TARWI.

Para la extraccion de alcaloides Quinolizidinicos del Lupinus mutabilis, se realizaron con

diferentes métodos de extraccion no convencionales entre ellas la extraccién asistida con

microondas y ultrasonido.

a. Disefo experimental

El disefio experimental para el proceso de desamargado del Tarwi se presenta en la

Figura 15.
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Figura 15: Disefio experimental del desamargado del Tarwi.
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b. Preparacién de la muestra

Los granos de Tarwi, fueron obtenidos del banco de ecotipos en Camacani de
la Escuela Profesional de Ingenieria Agrondémica de la Universidad Nacional del

Altiplano-Puno.

Se seleccionaron granos con estados de maduracion completa y homogeénea, para
luego ser hidratados durante 24 horas a temperatura ambiente en la Figura 41a 'y 41b

del Anexo 1, se muestra la humedad adquirida en la hidratacion del Tarwi.
b.1. Congelacion

Las muestras hidratadas fueron sometidas a congelacion a (-18 °C a -20°C),
en una congeladora capaz de llegar a estas temperaturas, en recipientes con una
cantidad de agua que cubra todos los granos durante 2 dias. Como se muestra en la

Figura 16a, del ecotipo Yunguyo y en la Figura 16b, el ecotipo Seccelambra.

Figura 16: Tarwi congelado. a) Ecotipo “Yunguyo”, b) Ecotipo “Seccelambra”.

c. Extraccién asistida por microondas

Las muestras congeladas de los dos ecotipos, fueron introducidas al
microondas con una relacién de Tarwi y agua de (1:5) que representa 20 g de Tarwi
aproximadamente frente a 100 g de agua como se muestra en la Figura 42 del Anexo
1, en tres niveles de potencia 30 %, 50 %y 70 % que representa 270 W, 450 W y 630
W respectivamente con tiempos variantes que van desde los 3, 5, 7, 9, 15y 30
minutos como se muestra en la Tabla 4, siguiendo el mismo tiempo e intensidad de

potencia para ambos ecotipos como se observa también en la Figura 15 del disefio
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experimental usado. Cada uno con tres repeticiones, de las cuales dos usadas para la
cuantificacion de alcaloides y la otra para el andlisis sensorial.

Tabla 4: Extraccion de alcaloides asistida por microondas.

Corrida Tratami- Cadigo Pesode Nivelde Potencia DP Tiempo
ento Tarwi  potencia enWatts  (w/g)? (min)
EAM (9) (%) (W)
0 0 V1PMO 20.150 0 0 0 0
1 1 V1PM13 20.140 30 270 13.406 3
2 1 V1PM15 20.130 30 270 13.413 5
3 1 V1PM17 20.260 30 270 13.327 7
4 1 V1PM19 20.370 30 270 13.255 9
5 1 V2PM115  20.210 30 270 13.360 15
6 1 V1PM130 20.320 30 270 13.287 30
7 2 V1PM23 20.240 50 450 22.233 3
8 2 V1PM25 20.190 50 450 22.288 5
9 2 V1PM27 20.200 50 450 22.277 7
10 2 V1PM29 20.160 50 450 22.321 9
11 2 V1PM215  20.200 50 450 22.277 15
12 2 V1PM230°  20.310 50 450 22.157 30
13 3 V1PM33 20.180 70 630 31.219 3
14 3 V1PM35 20.190 70 630 31.204 5
15 3 V1PM37 20.270 70 630 31.080 7
16 3 V1PM39 20.190 70 630 31.204 9
17 3 V1PM315  20.190 70 630 31.204 15
18 3 V1PM330°  20.150 70 630 31.266 30

2. DP=Densidad de la potencia W/g.
b: Relacion de Tarwi y agua (1:10).

Donde, la codificacion de la corrida 1, tratamiento uno representa al ecotipo
Yunguyo (V1), nivel de potencia 270 W (PM1), tiempo de 3 min (3) y asi

sucesivamente para todos los tratamientos de acuerdo a los diferentes niveles de
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Tabla 5: Extraccion de alcaloides asistida por ultrasonido.

potencia y tiempos como se muestra en la Tabla 4. La densidad de potencia de los

tratamientos realizados fue transformado a watts/gramo de muestra (W/g).

Extraccion asistida por ultrasonido

Las muestras fueron sometidas al ultrasonido en la misma relacion de 1 en 5

como se muestra en la Figura 43 y 44 del Anexo 1. Cada uno con tres repeticiones

de las cuales dos usadas para la cuantificacion de alcaloides y la otra para el analisis

sensorial. Como se observa en la Tabla 5 y Figura 15, este proceso fue igual para

ambos ecotipos en cuanto al tiempo y las intensidades de frecuencias.

Corrida Trata- Caddigo Pesode Frecuenc Potencia DP(w/g) Tiempo
miento Tarwi ia(kHz) (W) * (min)
EAU (9)
0 0 V1IFO 20.100 0 0 0 0
1 1 V1IF13 20.030 40 100 199.700 3
2 1 V1IF15 20.140 40 100 198.610 5
3 1 V1IF17 20.290 40 100 197.141 7
4 1 V1IF19 20.190 40 100 198.118 9
5 1 V1IF115  20.120 40 100 198.807 15
6 1 V1IF130 20.170 40 100 198.314 30
7 2 V1IF23 20.60 40 27 52.427 3
8 2 V1IF25 20.130 40 27 53.651 5
9 2 V1IF27 20.200 40 27 53.465 7
10 2 V1IF29 20.190 40 27 53.492 9
11 2 V1IF215  20.600 40 27 52.427 15
12 2 V1IF230  20.170 40 27 53.545 30
13 3 V1IF33 20.160 28 100 138.889 3
14 3 V1IF35 20.130 28 100 139.096 5
15 3 V1IF37 20.140 28 100 139.027 7
16 3 V1IF39 20.120 28 100 139.165 9
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© «continuacion» - T/71E315 20,190 28 100 138683 15

18

3 V1IF330  20.250 28 100 138.272 30

*DP=Densidad de la potencia W/g.

Donde, la codificacion de la corrida | tratamiento uno representa: (V1) - Ecotipo
Yunguyo; (IF1) - Intensidad de frecuencia de 40 kHz a 100 W; (3) - Tiempo de
extraccion 3 minutos y asi sucesivamente para todos los tratamientos de acuerdo a

los diferentes niveles de potencia y tiempo como se muestra en la Tabla 5.
Desamargado convencional del tarwi

Para evaluar las diferencias, entre los métodos de extraccion por microondas
y ultrasonido respecto a la metodologia convencional, se considero la referencia de
(Cortés-Avendario et al., 2020; Gutiérrez et al., 2016; S. E. Jacobsen & Mujica,
2006), para el desamargado convencional del Tarwi que siguen el proceso como se
describen a continuacion: Se pesa la materia prima, la cual luego es remojada con
una proporcion de materia prima y agua de 1:6 (p/v). El tiempo de remojo sefialan a
12 horas a temperatura ambiente, posteriormente, se elimina el agua del remojo, esta
es escurrida y llevada a 90 °C durante un periodo de 30 minutos a 1 hora, con una
proporcion de materia prima: agua 1:5 (p/v). Luego los granos son lavados durante 5
dias con cambios de agua cada 6 horas.

Cuantificacién de alcaloides quinolizidinicos

Extraccién de alcaloides — preparacion de la muestra

Para la cuantificacion de alcaloides, se realiz6 una extraccion solido-liquida
del alcaloide donde se pesaron 1g de Tarwi con tamafio de particula < 0,5 mm
(Reinhard et al., 2006). Segun la metodologia planteada por Wink (1993), se
homogeniz6 en 10 ml de HCI a 0.5 N, después de 30min a temperatura ambiente, se
centrifugd durante 10 min a 3500 rpm. El sobrenadante se alcalinizé con una solucion
de NH40H al 25 % o 4 M, para alcanzar un pH de 10-11 La solucion alcalina se
eluyé con diclorometano (20 ml CH2Cl2), en un rotavapor a 45 °C como lo
describieron (Cortés-Avendario et al. 2020); Ganzera et al. 2010; Resta et al. 2008)
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con ligeras modificaciones. El resto es disuelto en 4 ml de metanol para luego pasar
a los viales (Waksmundzka-Hajnos & Sherma, 2011).

En las mismas circunstancias Kontou, Tsipi, Oreopoulou, & Tzia (2001) y Puig
(2016), evaluaron la extraccion tradicional con solventes y embudos de separacion,
la cual es comparada con la SPE en cartuchos "Extrelut”, y resultaron tener la misma

funcion pero este ultimo de mas precision en la separacion liquido-liquido.
Calibracion del estandar

Para la calibracion se revalido la metodologia planteada por Dubois et al.
(2019) y Ganzera et al., (2010), preparando una solucién del patron lupanina grado
HPLC en metanol (1.5 mg/ml), obteniéndose concentraciones de 200, 400, 600, 800
y 1000 ppm de lupanina (Hindler & Huisa, 2017). La separacion cromatografica se
logré con una columna Luna ® Omega 1.6 um polar C18 10 Lc Column 100 x 2.1
mm, y pre columna ULTRA Cartridges UHPLC Fully Porous polar C18 2.1 to 4.6
mm b columns. Con una fase movil de: Acido fosférico (0.01N HsPOQ,), metanol
(CH30H), acetonitrilo (CH3CN) y agua (H20). La gradiente programada se detallada
en la Tabla 6.

Tabla 6: Programacion de gradientes para el UHPLC.

Tiempo (min) %A %B %C %D
0 10 40 40 10
2 10 50 30 10
4 10 60 20 10

A: Acido fosforico.
B: Metanol.

C: Acetonitrilo.

D: Agua.
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Operado a 30 °C, con un flujo de 0.150 ml/min a un volumen de inyeccién 3 pl, con
una longitud de onda entre UV 205 nm y 220 nm (Waksmundzka-Hajnos & Sherma,
2011; Oliveira, 2014). Obteniendo un R-Square de 0.989 para la calibracion con el

estandar y los parametros antes mencionados.
Cuantificacion de alcaloides quinozilinicos en HPLC

Para la cuantificacion en el Ultra high performance liquid chromatografhy
(UHPLC) la solucion ya concentrada se disolvio en metanol en relacionde 1 en 5, y
se filtré a través de un filtro de membrana de 0,2 um hacia los viales, cada analisis

se realiz6 por duplicado para iniciar con la cuantificacion en el UHPLC.

Modelo de cinética y difusividad para la extraccion de alcaloides con EAU y
EAM

Difusividad efectiva del Tarwi.

Con respecto a la determinacion de la difusividad efectiva del alcaloide y
basandose en que la pared celular del Tarwi esta formado por redes de polimeros.
Requiere pasar por un proceso de tortuosidad, presentandose una forma circular-
eliptica porosa, por ende es necesario generar modelos matematicos que se adecuen

a este fendmeno de transporte masico (Lee & Kim, 2019).

Para determinar la difusividad efectiva del Tarwi, y este presentar un
comportamiento cinético se trabajo con la segunda ley de Fick en la Ecuacion (2)
(Crank, 1957):

aCs 9%Cs
Y Dy I P P PP P R PPLEPPLPPREPRLPP (Ec. 2)

Donde para la aplicacion de estas ecuaciones se considera:
Cs: Concentracion de alcaloides en el grano (g/kg).

Ds: Constante de difusion (m?/s).

x: Distancia de la difusion de las moléculas (m).

t: Tiempo (S).
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Al tiempo cero los alcaloides estan distribuidos homogéneamente, y no hay
gradientes de concentracion de alcaloides, a la vez considerando que la muestra se
asemeja a una esfera eliptica se utilizé la Ecuacion de segundo orden como se
representa en la Ecuacion (3) (Lee & Kim, 2019; Li et al., 2012; Singh & Heldman,
2014):

ZE 2 K(Cs = C0)P oot (Ec. 3)
Donde:

Ct: Concentracion de la extraccion en un tiempo de proceso (g/kg).

Cs: Concentracion del componente que se difunde (g/kg).

t: Tiempo (s).

k: Constante de velocidad.

Siguiendo el comportamiento difusivo del alcaloide, se genera la Ecuacion (4) a partir
de la Ecuacion (2) y (3) respecto a la concentracion con la Ecuacion de la segunda
ley de Fick para la ecuacion de particulas con geometrias esféricas es representada
en la Ecuacion (4) (Bhagya Raj & Dash 2020; Lee & Kim, 2019; Martinez-Navarrete
et al. 1999).

D w2t
_ GG _ 6 T
E= T BXP T (Ec. 4)

Aplicando logaritmo natural a la ecuacion obtenemos la Ecuacion (5):

— 2
InE=mn"%=mn(5)- L (Ec. 5)

Cs 2 r2
Donde:
Ct: Concentracion de la extraccion en un tiempo de proceso (g/kg).
Cs: Concentracion saturada del componente que se difunde (g / kg).
t: Tiempo (S).
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Desr: Difusividad efectiva (m?/s).
r: Radio de difusién de la muestra (m).
Analisis sensorial

Considerando que la amargura estd asociada con los alcaloides, es decir
cuanto mas amarga es una planta de lupino mayor es su contenido de alcaloides
(Gotz, 2014). Al someter los lupinus al proceso de hidratacion, congelacion para su
posterior sonicacion o aplicacion de microondas, la textura y apariencia varia de

acuerdo al tiempo, temperatura y potencias.

Por lo tanto, para su evaluacion sensorial se realiz6 una prueba analitica de textura
donde se entrenaron a jueces para la evaluacion de textura, tomando en consideracion
las etapas de entrenamiento segun Fermin, Venero, Conchado, & Garcia (2009) y
Flores (2015): Reclutamiento (reclutar candidatos y escoger los méas aptos), seleccién
(evaluar el potencial de los candidatos para describir y comunicar las percepciones
sensoriales) y entrenamiento (detectar y reconocer texturas, conocer los conceptos de

clasificacion) para la formacion de un panel sensorial.

Terminando el entrenamiento, se logré obtener la cantidad minima requerida de 8
jueces entrados para evaluar el perfil de textura segun Hernandez (2005), a través de
una evaluacion de los resultados obtenidos del juzgamiento y lograr una
homogeneidad de criterios de calificacion de los jueces. El tiempo que se tomo para
el entrenamiento fue de 2 h/dia durante 5 dias, puesto que los jueces fueron egresados
de la Escuela Profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias y presentaban
conocimientos previos de la evaluacion sensorial de la prueba de textura y eran

consumidores habituales del producto.

La ficha de evaluacion de la prueba de textura se detalla en el Anexo 1 Tabla 20,
considerando las cualidades mecanicas (dureza y fracturabilidad), geométricas (lisa
y rugosa) y de sensacion residual (facil de romper) (Espinosa, 2007; Gavino et al.
2018). Estas ultimas cualidades se evaluaron con el sentido del tacto con la ayuda de

los dedos.
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Andlisis estadistico

Para este trabajo todos los anélisis se realizaron por triplicado, usando un
DCA (disefio completamente al azar), con los datos obtenido se realizd un analisis
de varianza (ANOVA) con el fin de determinar si existen diferencias significativas
entre los tratamientos usados, asi mismo se realizaron pruebas de comparacion
maltiple Tukey y Duncan a fin de precisar diferencias entre tratamientos con un nivel
de confianza del 95%. Los analisis de disefios experimentales se realizaron con el
sofware R-estudio version 4.0.2 (R Core, 2020).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados estan organizados de acuerdo a los objetivos planteados:
4.1. PARAMETROS DE EXTRACCION DE ALCALOIDES POR MICROONDAS

Luego de haber realizado los tratamientos a diferentes tiempos y potencias del Lupinus
mutabilis hidratado y congelado como se muestra en la Tabla 7. Donde los tratamientos se
realizaron a tres niveles de potencia de microondas 30 % (PM1 6 1), 50 % (PM2 6 2) y 70
% (PM3 6 3) que corresponden a 270 W, 450 W y 630 W respectivamente.
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Tabla 7: Extraccion de alcaloides Quinolizidinicos por microondas.

Corrida Tratamiento  Cddigo de Potencia Tiempo  g(lup)/100g(Tarwi)
EAM tratamiento (W) (min) ()
0 0 V1PMO 0 0 4.200
1 1 V1PM13 270 3 4.183
2 1 V1PM15 270 5 3.898
3 1 V1PM17 270 7 3.458
4 1 V1PM19 270 9 2.583
5 1 V2PM115 270 15 3.185
6 1 V1PM130 270 30 2.859
7 2 V1PM23 450 3 3.872
8 2 V1PM25 450 5 2.882
9 2 V1PM27 450 7 2.342
10 2 V1PM29 450 9 1.780
11 2 V1PM215 450 15 1.580
12 2 V1PM230 450 30 2.048
13 3 V1PM33 630 3 1.920
14 3 V1PM35 630 5 1.791
15 3 V1PM37 630 7 1.598
16 3 V1PM39 630 9 1.482
17 3 V1PM315 630 15 1.705
18 3 V1PM330 630 30 1.868

EAM: Extraccion asistida por microondas.

La extraccion de alcaloides por microondas desarrollada a diferentes tiempos y potencias
pudo ser efectiva llegando a extraer hasta un 70.2 % del total de lupanina del Tarwi (4.98
g(lup)/100g(Tarwi)), reduciendo asi hasta un 1.48 % de lupanina en la corrida 16 con cédigo
V1PM39 en 9 minutos que corresponde a 1.482 g(lup)/100g(Tarwi). Se observa que cuanto
mayor es la potencia y tiempo de proceso presenta mejores resultados como se muestra en
la Tabla 7. Sin descuidar que si se exceden los rangos de extraccion de la potencia y el
tiempo, pueden dafiar la estructura de los componentes en el alimento y limitar su extraccién
(Xiong et al., 2016). En la Figura 17a y 17b, se muestra la relacion entre tratamientos con

microondas y la cantidad de lupanina extraida en un diagrama 2D y 3D respectivamente,
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donde se puede observar que la concentracion de alcaloides del grano al tiempo 30 min y
una potencia del 70 % (3), ya no disminuye, a pesar de ser suministrado otra dosis de agua
este Gltimo detallado en la Tabla 4, debido a la evaporacion que surge al suministrar mayor
potencia. Como menciona Akhtar et al. (2012), las altas potencias con exposicion
prolongada siempre conlleva el riesgo de degradacion térmica (la ruptura repentina de las
células), lo que puede causar un aumento en la cantidad de extracto, pero ese extracto se

convierte en una mezcla compleja de donde es dificil aislar un solo compuesto de interés.

Tratamiento PM

0 10 20 30
Tiempo {min)

4
35
325

. Tiempo (min)
gflup)i E]Og(tagrw'l]l5

b)

Figura 17: Extraccion de alcaloides por microondas. a) Relacion g(lupanina)/100g(Tarwi) Vs
Tiempo (min) Vs Tratamiento PM, b) Diagrama 3D de la extraccion con microondas.

PM: Tratamiento con microondas 1(270W), 2 (450W) y 3 (630W).

74



En cuanto al efecto del tratamiento de microondas frente al contenido de lupanina extraido
en g(lup)/100g(Tarwi), la correlacion se puede observar en la (Figura 53 del Anexo 1), las
relaciones entre los tratamientos y las demas variables influyentes en la extraccion de
alcaloides. En la Figura 18, se muestra la comparacion de medias de los tratamientos de

microondas usados para la extraccion de alcaloides.

Tratamiento PM
3

2

g(lup)/100g(tanmi)

0 1 2 3
Tratamiento P

Figura 18: Comparacion de medias de los tratamientos en la extraccion de lupanina.

PM: Tratamiento con microondas EAM.

De acuerdo al analisis de varianza (descrita en el Anexo 2, Tabla 22), se observa que existen
diferencias significativas p < 0.05 entre los tres tratamientos (1, 2, y 3), representando asi
que la potencia suministrada a las muestras en un determinado tiempo generan diferentes
concentracion de la extraccion de alcaloides, para evaluar esta comparacion se realizé una
prueba de comparacion el test de Tukey (descrito en el Anexo 2, Tabla 23) donde el
tratamiento 3 que representa el 70 % con 630 W de potencia como se muestra también en la
Tabla 7, presenta mayores diferencias respecto al tratamiento 1 de 270 W y al tratamiento

2 con 450 W en cuanto a la cantidad de alcaloides extraidos.

El mayor rendimiento obtenido para la extraccion de alcaloides por microondas fue el
tratamiento 3 especificamente en la corrida 16 que representa el cédigo V1PM39 con un
nivel de potencia del 70 % representando 630 W durante 9 minutos, reduciendo de 4.200 a
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1.482 g lupanina/100g como se muestra en la Tabla 7. Xiong et al. (2016), obtuvo mayores
rendimientos a 200 W por un tiempo de 4 min para la extraccion de alcaloides del loto por
microondas con solucion de metanol al 65 % reduciendo a 10.86 mg/g de alcaloides. De la
misma forma Ganzler et al. 1990 (citado por Kaufmann & Christen, 2002), extrajeron
esparteina segundo alcaloide con mayor concentracion de los granos de Lupinus mutabilis,
en un horno domestico mostrando un 20 % mas respecto a uno con matraz agitado usando
la misma solucién de metanol: acido acético (99: 1, v / v) reduciendo de 20 min a 4 ciclos

de 30 s con un paso de enfriamiento en el medio para evitar que se dafie la muestra.

Como indica Chuyen et al. (2018), que para la extraccion de componente con microondas se
use solo por un tiempo corto y luego ser apagado por otro tiempo y encendido nuevamente
generando ciclos en los tiempos de extraccion, asi de esta forma ayuda con la extraccion de
alcaloides. Explotando asi ventajosamente las dos formas de energia entre la masa y el calor
(Cengel, 2007). En la extraccion de alcaloides para la flor de loto por (Xiong et al., 2016),
la mejor extraccion fue a 200 W ya que cuando subi6 a 300 W no mostraba diferencias
significativas en cuanto a la cantidad de alcaloide extraido. En nuestros resultados al ser
expuestos a mas tiempo continuo y mayor potencia de microondas puede dafiar la muestra
y perjudicar la extraccién de alcaloides como se observa en la Figura 45a, del Anexo 1
(Gutiérrez, Ana et al., 2016).

Debido a que no se realizaron los cambios de agua y a las altas temperaturas que llega el
microondas con la potencia generada es muy probable que, haya ocurrido una saturacién en
el medio y la evaporacion de agua que no permite un desamargado continto dafiando las
muestras, a pesar de ser suministrado una dosis extra de agua de 200 ml para los Gltimos

tratamientos de cada nivel de potencia.
4.2. PARAMETROS DE EXTRACCION DE ALCALOIDES POR ULTRASONIDOS

La extraccion realizada por ultrasonidos efectuada a los mismos tiempos que el microondas,
pero a diferentes frecuencias y niveles de potencia, se muestran en la Tabla 8. Donde el
tratamiento 1 se trabajo a 40 kHz y 100 W, tratamiento 2 con 40 kHz y 27 W y el tratamiento
3 con 28 kHz y 100 W para evaluar los efectos existentes en la cantidad de lupanina extraida.

Seguido por las muestras realizadas de control (corrida 19 y 20) y del segundo ecotipo
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(corrida 20, 21, 23 y 24) cabe resaltar que estos resultados para ambos métodos se sacaron
de los promedios puesto que la desviacion estandar es baja.

Tabla 8: Extraccion de alcaloides Quinolizidicos por ultrasonido.

Corri  Tratamiento Cédigo Frecuencia Potencia Tiempo g(lup)/100g
-da EAU (kHz) (W) (min) (Tarwi) ()
0 0 V1IF0 0 0 0 4.200
1 1 V1IF13 40 100 3 3.797
2 1 V1IF15 40 100 5 4.175
3 1 V1IF17 40 100 7 3.165
4 1 V1IF19 40 100 9 2.953
5 1 V1IF115 40 100 15 2.443
6 1 V1IF130 40 100 30 2.655
7 2 V1IF23 40 27 3 1.903
8 2 V1IF25 40 27 5 1.828
9 2 V1IF27 40 27 7 2.104
10 2 V1IF29 40 27 9 2.066
11 2 V1IF215 40 27 15 2.629
12 2 V1IF230 40 27 30 2.227
13 3 V1IF33 28 100 3 3.504
14 3 V1IF35 28 100 5 3.151
15 3 V1IF37 28 100 7 3.271
16 3 V1IF39 28 100 9 2.711
17 3 V1IF315 28 100 15 1.771
18 3 V1IF330 28 100 30 2.589
19 ST ViM12 0 0 0 4.980
20 ST V2M12 0 0 0 5.160
21 0 V2PMO01 0 0 0 4.370
22 0 V1PMO1 0 0 0 4.200
23 1 V2IF115 40 100 15 1.690
24 2 V2IF215 40 27 15 3.416

ST: Sin tratamiento.
EAU: Extraccion asistida por ultrasonidos.
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En la Tabla 8, también se muestra la cantidad de alcaloides determinada por UHPLC. Para
este método de extraccion con ultrasonidos no se adiciono agua extra, debido a que
aparentemente no generaron dafios fisicos y la temperatura no supera los 35 °C. En los
tiempos superiores a los 15 min durante los tratamientos en algunos casos como se ve la
Figura 19, la saturacion de alcaloides en el liquido dentro del matraz no pudo generar méas
difusividad. Ademas una ultra sonicacion indirecta, donde las ondas de sonido pasan por el
agua y el recipiente de la muestra reduce su intensidad, la cavitacion y la taza de extraccion

en comparacion con una sonicacion directa (Dzah et al., 2020).
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Figura 19: Relacion g(lupanina)/100g(Tarwi) Vs Tiempo (min) Vs Tratamiento US.

US: Tratamiento con ultrasonido EAU.

Las frecuencias mas bajas generan burbujas méas grandes y, por lo tanto, un colapso de la
burbuja més violento. Sin embargo, en cuanto va aumentando la frecuencia hay mas eventos
de colapso por unidad de tiempo (Chemat et al., 2017). Debido a esto es que existen las
diferencias en la difusion de los alcaloides como se muestra en la Tabla 8 y la Figura 20,
tanto la intensidad como la potencia son influyentes en el resultado, pero no con el tiempo
debido al tiempo corto que fueron sometidos las muestras durante los primeros tratamientos

de la extraccion.
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Figura 20. Comparacion de tratamientos con ultrasonido frente a la extraccion de lupanina.

US: Tratamiento con ultrasonido EAU.

Esta comparacion de medias entre los métodos, de acuerdo al andlisis de varianza (descrita
en el Anexo 2, Tabla 24), existe cierta homogeneidad entre los tratamientos, para evaluar
mejor estas comparaciones se realizé una prueba de Tukey (descrito en el Anexo 2, Tabla
25), donde los tres tratamientos son diferentes entre si. Siendo el tratamiento 2 con 40 kHz
y 27 W obtuvo mejores cantidades de extraccion de lupanina respecto al tratamiento 3 con
28 kHz:100 W y tratamiento 1 con 40 kHz:100 W.

La potencia registrada del generador de la energia acustica o poder ultrasonico, se presenta
en forma calorimétrica Vinatoru et al. (2017), por lo que se presenta como una desventaja
ya que no esta claro adn la potencia generada que entra realmente a la mezcla de extraccion.
Por ende, no se pudo precisar los datos especificos de la intensidad de potencia ultrasénica
con la que llega a la muestra, sin dejar de lado que el material con la que se trabaja también
es influyente, en la extraccion de alcaloides. Como menciona Garcia (2007), en la aplicacion
de energia acustica en el salado del queso y de la carne son influenciados significativamente
por el material, por lo que no presentaron el mismo efecto. Reflejando asi en las muestras de

Tarwi que a menos potencia en Watts y mas intensidad de frecuencia ayuda a la extraccion
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de alcaloides, pero se desconoce la relacion directa detallada de estos factores en los tres

tratamientos.

De acuerdo con Chemat et al. (2010) la aplicacion de ultrasonido para la extraccion de
componentes los tiempos son reducidos con respecto a los métodos convencionales,
demostrando asi en los resultados en la Tabla 8, donde a pesar de ser tiempos cortos los
alcaloides redujeron en mas del 50 %.

En un trabajo de investigacion realizado por Alberto C. Miano et al. (2019), para la
hidratacién de L. mutabilis con ultrasonidos, mejoré el tiempo de hidratacion hasta un 40%
a 25 °C especificamente entre 480 a 300 min y en cuanto al contenido de alcaloides
menciona que la aplicacion de ultrasonido reduce en un 21% respecto a un tratamiento
convencional esto alcanzado después de 8 h usando ultrasonido desde la hidratacion,
considerando que el proceso de extraccion de alcaloides por un proceso convencional se
remoja durante 36 h y se cocina durante 1 h para llegar a un 1.5% de AQ. Para Aguilar-
acosta, Serna-saldivar, Escalante-aburto, & Chuck-hern (2020), en 10 min redujo
aproximadamente un 50% la concentracion de alcaloides de la fraccién de cuajada de
proteinas en comparacion con la extraccion de alcaloides no ultrasénicas. Por lo que la
aplicacion de la congelacion luego del hidratado ayudo significativamente en la extraccion
de alcaloides del Tarwi con ultrasonido, ayudando asi a disminuir los tiempos a 15 min para

Ilegar a una concentracion del 1.7 % de alcaloides.

Investigacion realizada por Yang et al. (2011), para la extraccion de alcaloides de
Catharanthus roseus, la mayor potencia se registré a 250 W con 50 kHz y esta fue la de
mayor eficiencia y siendo necesarios superar los 20 min para que se rompa mas las paredes
celulares. De esta forma la nueva solucidn de extraccion asistida por ultrasonido respecto a
la convencional presenta una forma mas abierta y fragmentada de la estructura celular, que
facilita una extraccion eficiente de alcaloides. Generandose un micro canal por el estrés
mecénico debido a la cavitacién acustica, y este fendmeno de transferencia en el grano esta
debido al proceso de hidratacion previa (Alberto C. Miano et al., 2019). Para una futura
investigacion seria conveniente aplicar los cambios de agua seguido de un mayor tiempo de

cavitacion acustica sobre la muestra.
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En la extraccion de aceite de olivo, una alta frecuencia y menores potencias junto a un
aumento de temperatura mejora los procesos y este al no ser invasivos ni destructivos son
uno de los mejores métodos (Dzah et al., 2020). Sin dejar de mencionar que a la versatilidad
y capacidad que se pueda generar a escala industrial ayuda a disminuir el consumo de

solventes organicos e inorganicos con menos tiempos de extraccion.

Para mas detalles en la correlacion se puede observar en la (Figura 54 del Anexo 1), las
relaciones entre los tratamientos y las demas variables influyentes en la extraccion de
alcaloides por ultrasonido. En la (Figura 45b, del Anexo 1), se observa las muestras de Tarwi

luego de ser asistida por ultrasonido durante 30 min.

4.3. DETERMINACION DE LA DIFUSIVIDAD EFECTIVA DEL ALCALOIDE

El modelamiento de las ecuaciones para la difusividad efectiva (Deff.) es el de disminuir el
consumo de energia, mejorar el rendimiento, optimizar el tiempo entre otros, expresados en

nuestro tercer objetivo.

Considerando que Carvajal-Larenas et al. (2013), menciona que el coeficiente de difusion
del alcaloide es constante durante el proceso de desamargado del lupino y la matriz
polimérica estd en cambio dindmico continuamente. En la Tabla 9, se muestran las difusiones
efectuadas siguiendo la Ecuacion (4) y (5) detallada en la metodologia para los tratamientos
de microondas y ultrasonido para la difusividad de la lupanina, considerando un radio de
difusion igual a 7.738 x 102 m del diametro mas largo del Tarwi para cada tiempo del
tratamiento para el (ecotipo Yunguyo), puesto que no se pudo realizar las cuantificaciones
del contenido de lupanina de todos los tratamientos del segundo ecotipo debido a los costos

elevados que demanda el método de cuantificacion.

4.3.1. DIFUSIVIDAD EFECTIVA DE LUPANINA POR EAM

Tabla 9: Difusividad efectiva de la lupanina, asistida por microondas.

Deff. max a
Cédigo de g(lup)/100 Tiempo Deff. trat.
Corrida Deff. (m?/s) 9 min
Tratamiento g(Tarwi) (min) (m?/s)
(m?/s)
1 V1PM13 4.183 3 -1.0895E-08
2 V1PM15 3.898 5 -5.1089E-09
3 V1PM17 3.458 7 -1.9185E-09 9.8881E-10
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8.03E-09
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8.11995E-09
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Figura 21:Deff. por microondas a) Deff. del Tarwi asistida por microondas respecto al tiempo,

En la Tabla 9, se presentan las difusiones efectuadas de la lupanina en la extraccién asistida
por microondas el mejor tratamiento se efectia con un nivel de potencia del 70% que
representa una densidad de potencia de 31.2 W/g de muestra, logrando una difusividad
efectiva de 8.12 x 10° m?/s. En cuanto a la maxima difusién de alcaloides basandose en el
contenido de alcaloide extraido la muestra del codigo V1PM39, se dio en 9 min con una
difusividad de 8.025 x 10" m?/s estas curvas de la difusividad se muestran en la Figura 21a
y 21b, representado con un diagrama en 3D. Respecto a la cantidad extraida y la difusividad
se puede apreciar los cambios de difusividad en el mismo tratamiento esto debido a los

aumentos de temperatura en cada nivel de potencia. Es probable que algunos valores

b)

1 5e.08 mediapm$tiempo

1e-08

5e-09
mediapm$ Deff (m2is)

3D difusividad con microondas

b) Deff. en diagrama 3D.
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negativos que se muestran de la difusividad en la Tabla 9, pueda ser debido al corto tiempo

que se le dio al proceso de extraccion tanto por microondas y ultrasonido.
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Figura 22: Relacion entre difusividad efectiva y los tratamientos de microondas. a) Cuadro de
medias de la Deff. por EAM, b) Deff. por tratamiento.

Trat; Tratamientos con microondas EAM.
MO: Microondas.

En la Figura 22a, se muestra la gréfica de caja y bigote de medias de la extraccion por

microondas, donde se observa que el mejor tratamiento es con un nivel de potencia 3 que
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representa el 70 % de potencia (630 W), logrando una difusividad efectiva de 8.12 x 10
m?/s seguida del segundo con 50% de potencia (450 W) con una difusividad de 3.27471 x
10° m?/s y del tercer tratamiento del 30% de potencia (270 W) con 9.888 x 101 m?%s. En la
Figura 22b, se muestra una gréafica de barras de la difusividad efectiva determinada de los
tres tratamientos con microondas al tiempo de 9 minutos para cada uno, donde el tratamiento
3 (630 W) con cadigo de tratamiento V1PM39 de color morado presenta mayor difusividad
respecto al tratamiento 2 (450 W) con codigo V1PM29 y al tratamiento 1 (270 W) con codigo
V1PM19.

De acuerdo al analisis de varianza (descrita en el Anexo 2, Tabla 26), se observa que existen
diferencias significativas p < 0.05 entre los tres tratamientos, representando asi que la
potencia de microonda suministrada a las muestras en un determinado tiempo generan
diferentes valores de la difusividad efectiva, para evaluar esta comparacion se realizé una
prueba de comparacion el test de Tukey (descrito en el Anexo 2, Tabla 27) donde el método
3 que representa el 70 % de la potencia suministrada a la muestra, presenta mayores
diferencias respecto al tratamiento 2 y 1 en cuanto a la difusividad en m?/s, considerando
que la difusividad es susceptible a cambios de temperatura en los tratamientos suministrados
con microondas la temperatura es directamente proporcional a la potencia suministrada, por

ende los cambios de difusividad entre tratamientos.

En la difusividad efectiva de antocianinas de la cascara de uva se mejord concomitantemente
con el aumento de la potencia de microondas, lo que resulta en una disolucion mas rapida de
antocianinas en el solvente (Li et al., 2012). De la misma forma se observa en nuestros
resultados los mejores valores para el tratamiento 3 que refleja un mayor nivel de potencia
de 70 % que es referente a 630 W.
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4.3.2. DIFUSIVIDAD EFECTIVA DE LUPANINA POR EAU

En la Tabla 10. Se muestra la difusividad efectiva de la lupanina extraida con tres potencias

de ultrasonidos.

Tabla 10: Difusividad efectiva de la lupanina, asistida por ultrasonidos.

Corrida Cédigode  g(lup)/100g Tiempo Deff. (m2/s)  Deff.max. a9 Promedio de
Tratamiento (Tarwi) (min) min (m?/s) Deff. por trat.
(m?/s)
0 V1IFO 4.20 - -
1 V1IF13 3.797 3 -7.6336E-09
2 V1IF15 4.175 5 -6.4972E-09
3 V1IF17 3.165 7 -6.4107E-10 7.22845E-10
4 V1IF19 2.953 9 2.7835E-10 2.7835E-10
5 V1IF115 2.443 15 1.4473E-09 1.4473E-09
6 V1IF130 2.655 30 4.4288E-10
7 V1IF23 1.903 3 1.5641E-08
8 V1IF25 1.828 5 1.0201E-08
9 V1IF27 2.104 7 5.2561E-09 2.09355E-09
10 V1IF29 2.066 9 4.2951E-09 4.2951E-09
11 V1IF215 2.629 15 9.5097E-10 9.5097E-10
12 V1IF230 2.227 30 1.0346E-09
13 V1IF33 3.504 3 -4.9227E-09
14 V1IF35 3.151 5 -8.062E-10
15 V1IF37 3.271 7 -1.1154E-09 1.7933E-09
16 V1IF39 2.711 9 1.2384E-09 1.2384E-09
17 V1IF315 1.771 15 3.6145E-09 3.6145E-09
18 V1IF330 2.589 30 5.2701E-10
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Figura 23: Curva de Deff. del Tarwi asistida por ultrasonidos. a) Deff. por tratamiento, b) Deff.
en diagrama 3D.

Trat: tratamiento con ultrasonido EAU.

Se entiende que el calor como la masa se transfieren de las regiones mas concentradas hacia
las menos concentradas, por ende si no existe diferencia entre las variables de una especie
en regiones diferentes de un medio, no habra transferencia de masa (Cengel, 2007). Las
implosiones violentas generadas por los ultrasonidos se fragmentan o interrumpen la

superficie de la matriz s6lida, mejorando la transferencia de masa y acelerando la difusion
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(Chemat et al., 2017). Teniendo en cuenta que los ultrasonidos no generan rangos elevados
de temperatura durante el proceso de extraccion, la difusividad en nuestros resultados no
cambié mucho en los diferentes niveles de frecuencia suministradas como se observa en la
Figura 23a la curva de la difusividad efectiva por tratamiento y en la Figura 23b la relacién

en 3D de la difusividad, tiempo y tratamiento de ultrasonido.

En la Figura 24, se muestra la extraccion por ultrasonido donde el mejor tratamiento es el 2
y 3 con un nivel de frecuencia de 40 kHz: 27 W'y 28 kHz: 100 W, logrando una difusividad
efectiva de 2.094 x 10° m?/s y 1.793 x 10°® m?/s respectivamente. En cuanto a la difusividad
respecto al tiempo y concentracion de lupanina como se muestra en la Figura 24b, la muestra
con cédigo de tratamiento V1IF315 del tratamiento 3 presenté mayor difusividad con 3.614
x 10° m?/s, seguido por V1IF115 del tratamiento 1 con 1.447 x 10° m?/s y V1IF215 del
tratamiento 2 con 0.951 x 10° m?/s al tiempo de 15 minutos para los tres tratamientos como
se observa graficamente en la Figura 24b, estos valores registrados son dependientes de la
difusividad conjunta por tratamiento que presentan ciertas diferencias como se observa en la
Tala 10.
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Figura 24. Deff. con ultrasonido de la lupanina. a) Relacion entre difusividad efectiva y los
tratamientos de ultrasonidos, b) Relacion Deff. y tratamientos al tiempo 15 min.

US: Ultrasonido- extraccién asistida con ultrasonido EAU.
De acuerdo al analisis de varianza (descrita en el Anexo 2, Tabla 28), se observa que no

existen diferencias significativas con un p > 0.05 entre los tres tratamientos, representando

que las diferentes frecuencias suministradas no presentaron altos rangos de diferencia en la
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cinética ademas que al ser tiempos cortos los valores de la difusividad efectiva se muestran
aparentemente homogéneas. Para evaluar esta comparacioén se realizd una prueba de
comparacion el test de Tukey (descrito en el Anexo 2, Tabla 29) donde el método 2 (40 kHz:
27 W), presenta mayor diferencia respecto al tratamiento 3 (28 kHz: 100 W) y 1 (40 kHz:
100 W) en cuanto a la difusividad efectiva en m?/s.

Segln Crank (1975) y Walstra (2003) citado por Carvajal-Larenas et al. (2013) , los
coeficientes de difusion dependen del contenido de agua de los polimeros, y el Tarwi al estar
inicialmente con un porcentaje de humedad del 7.9 % y terminar con un 67.9 % luego del
proceso de hidratado y congelado ayuda a la difusividad del alcaloide. Como también indica
Martinez-Navarrete et al. (1999), que los cambios en la difusividad son afectadas por la
temperatura, el contenido de humedad y la porosidad del alimento. En nuestros resultados
estas diferencias de difusividad se presentaron debido a los diversos tratamientos a las que
se les impuso puesto que genera aumentos de temperatura en cada tratamiento con

microondas y ultrasonidos.

Estos resultados reflejan la diferencia, que existe en la velocidad de difusion de la extraccién
con ultrasonidos y microondas respecto a la determinada por Carvajal-Larenas et al. (2014),
que indica un coeficiente de difusividad para el lupino entre los 10y 10 m%/s y una
distancia de difusion de 6.4 x 10° m. y en sus resultados obtuvieron una difusividad
aproximada de 8.32 x 101! m?/s trabajando un tiempo de desamargado de 5,7 dias, respecto
alos 8.12 x 10° m?/s de la difusividad con microondas y 2.094 x 10° m?/s con ultrasonidos.
Realizando una prediccion con la ecuacion planteada anteriormente (Ec. 4) para llegar al
0.02 g/100g de lupanina en el Tarwi que pide la NTP 205.090 INACAL (2019), para
consumo humano se lograria en 62.51min con microondas y con ultrasonidos llegaria al
requerimiento de alcaloides en 242.44 minutos. Es necesario destacar, que estas predicciones

son aproximadas puesto que al aumentar la temperatura y otros factores varian este resultado.

4.3.3. DIFUSIVIDAD EFECTIVA POR ECOTIPOS

En la Tabla 11, se muestra las diferencias entre los ecotipos estudiados en este trabajo el
ecotipo de Yunguyo (V1) presento menor cantidad de alcaloides de muestra cruda que el

ecotipo de Seccelambra-Cusco (V2) con 4.980 y 5.160 g/100g de Tarwi respectivamente,
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por lo que reflejado en la difusividad el ecotipo 2 presento mayor difusividad de alcaloides

durante el proceso de congelado, respecto a la extraccién con microondas el ecotipo 1

presento mayor difusividad respecto al ecotipo 2, y frente a la extraccion con ultrasonido

como se expresa en la Figura 25b, las difusividades son diferentes entre si en cada ecotipo e

intensidad de frecuencia a tiempos iguales.

Tabla 11: Difusividad efectiva calculada por ecotipos.

Ecotipo Cadigo Método Potencia Tiem- g(lup)/100 Deff.
del de suministrada po g(Tarwi) calculada
Tratami- extraccion (min) (m?/s)
ento
V1PMO EAM Congelada 1 4.200 3.310x 108
V1PM1 EAM 270 W 15 2.859 9.890 x 1010
Yunguyo
V1IF115 EAU 40kHZ:100W 15 2.443 1.447 x 10°
V1IF215 EAU 40kHz:27W 15 2.629 9.509 x 1010
V2PMO EAM Congelada 1 4.370 3.350x 108
V2PM11 EAM 270 W 15 3.185 1.030 x 1010
Secce- 5
lambra
V2IF1152 EAU 40kHz:100W 15 1.689 4.170 x 10°°
V2IF2151 EAU 40kHz:27W 15 3.416 5.750 x 1010

EAM: Extraccién asistida por microondas.
EAU: Extraccion asistida por ultrasonido.
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Figura 25. Difusividad efectiva calculada por ecotipos. a) Comparacion de medias de Deff. por
ecotipo, b) Deff. por ecotipo.

El analisis de varianza entre ecotipos muestra un nivel de significancia p > 0.05 indicando
ser muestras homogéneas, para tener mayor certeza de la diferencias existentes entre
ecotipos se realizo una comparacion de medias de Tukey (descrita en el Anexo 2 , Tabla
30a), donde se observa las diferencias existente entre los ecotipos y la influencia del nivel

de potencia suministrada reflejada en la difusividad efectiva mostrada en la Tabla 11 y

92



siguiendo la Figura 25a y la (Tabla 30b, Anexo 2), las diferencias de difusividad entre el
tratamiento de codigos VIPMO y V2PMO que representan al grano hidratado y congelado
del ecotipo 1y 2 logrando obtener mayores valores de difusividad respecto a los tratamientos
posteriores que fueron sometidos, siendo asi que el hidratado y el proceso adicional de
congelado son influyentes en la difusividad del alcaloide, considerando que en la
cristalizacion el soluto difunde a traves de las aguas madres hacia los cristales depositandose
en la superficie del sélido (Castillo, 2002). Siguiendo el cuadro de comparaciones el ecotipo
2 presento mayor difusividad de la lupanina con asistencia de ultrasonido durante 15 min
que el ecotipo 1 (V2PMO0-V2IF115; V1PMO0-V1IF115), asi mismo en la extraccién con
microondas las muestras del ecotipo 1 presentaron mayores valores de difusividad efectiva
que el ecotipo 2 (V1IPMO0-V1PM1; V2PMO0-V2PM115).

Segun Carvajal-Larenas et al. (2014), la velocidad (duracién) del proceso de desamargado
del Tarwi, depende del tamafio de las moléculas de alcaloide, temperatura, solvente,
viscosidad del solvente, tamarfio, agua y nivel de agitacion del sistema. Frick et al. (2017) y
Resta, et al. (2005), pelaron y desgrasaron el grano siendo estos factores también influyentes
en la difusividad. Ademés para Bhagya Raj & Dash (2020), el coeficiente de difusion
efectivo de extraccion de Fito componentes de la fruta del dragon se incrementd con el
aumento de la temperatura y la transferencia de masa para los tres tratamientos de EAU.

4.3.4. DIFUSIVIDAD EFECTIVA TEORICA CALCULADA DEL DESAMARGADO
CONVENCIONAL

El proceso de desamargado convencional del Tarwi ha sido usado desde afios anteriores,
variando este en el tiempo de lavado pudiendo pasar desde rios, o estacionarias como en
tinas con cambios de agua en diferente tiempo, en la Tabla 12 se presenta algunas
recopilaciones de varios autores usando esta metodologia convencional variando entre si en
los tiempos y algunas modificaciones que realizaron en el hidratado y desamargado. Donde
con los datos obtenidos se pudo determinar la difusividad de la lupanina en “m?/s” para cada
tratamiento realizada por el autor. En la Figura 26a, se presenta una comparacion de medias
de la difusividad efectiva determinada del método convencinal de desamargado por varios
autores y en la Figura 26b, la relacion de difusividad efectiva con el método de extraccion

convencional por el autor.
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Tabla 12: Difusividad efectiva calculada del método de desamargado convencional de diversos
autores.

Deff.
Ti
Tratamiento Fuente g(lup)/100g(Tarwi) 'erf"°° calculada
(min) (m?/s)

ViMT1 V1 C 2020 0.001 7260 6.93 x 1012

V2MT 1 V2 C 2020 0.002 7260 6.93 x 1012

V1MT2 G 2016 0.006 2910 1.72 x 1011

vd MT 3 V 2020a 0.722 4440 6.78 x 1012

vVd MT 4 MF V 2020a 0.538 3000 1.19x 10

viMT1 C2014 0.200 8208 8.32x 101!

8 -
— fuente
G
S B c2014
E B G 2016
5 * MF v 2020a
=4 B v 20202
£ B8 v1 C 2020
- B v2c 2020
2 .
e
—_— = —m
C2014  G2016 MFV2020a V2020a ViC2020 V2 C 2020
2) fuente
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Figura 26. Métodos de desamargado convencional en cuanto a la Deff. a) Comparacion de
medias, b) Relacion Deff. Vs método de extraccion convencional por el autor.

De acuerdo a la comparacion de varianzas realizados (descritos en Tabla 31 del Anexo 2),
existen diferencias solo en algunos autores, puestos realizan diversos cambios en el proceso
para mejorar la difusividad el desamargado convencional, donde la extraccién realizada por
Carvajal, 2014 presento mayor difusividad seguida por Gutierrez, 2016 y de mas autores
singo homogéneas en cuanto a su difusividad efectiva, como se observan en la Figura 26a 'y
26b.

4.3.5. DIFUSIVIDAD EFECTIVA DE LOS METODOS DE EXTRACCION

Puesto que la difusividad efectiva es baja en relacion de un liquido frente a un alimento en
solido, cualquier conveccion en la superficie mejorara la transferencia de masa dentro de la
capa limite en la superficie del objeto (Singh & Heldman 2014; Angiolillo et al. 2015). En
nuestros resultados esta aplicacion del congelado de las muestras hidratadas para luego ser
asistidas por microondas y ultrasonidos mejor6 notoriamente en la difusividad efectiva frente
al método convencional, como se muestra en la Tabla 13 y la Figura 27, de acuerdo a la
prueba de comparacion de medias de Tukey (descrita en el Anexo 2, Tabla 32) existe
diferencia significativa de la difusividad efectiva de la lupanina, extraida con microondas
(EAM) y ultrasonido (EAU) respecto a la convencional. Asi mismo en cuanto al tiempo la
EAM y la EAU son tiempos mucho menores respecto al convencional. En la Figura 27b, se
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observa claramente las diferencias de difusividad de EAM con 8.12 x 10° m?/s, frente a
2.094 x 10° m%/s y 0.00693 x 10° m?/s de EAU y convencional respectivamente, debido a
que luego de congelado la muestra al ser expuestas con el microondas se gener6 mayor
temperatura logrando difundir mejor por la membrana celular y los ultrasonidos ayudaron
con la cavitacion de ondas de sonido, que ayudaron a aumentar la difusividad frente a un
desamargado convencional del Tarwi. En la (Figura 55 del Anexo 1), se muestra también la

relacién de la difusividad y el contenido de alcaloides extraido entre métodos de extraccion.

Tabla 13: Difusividad entre metodologias de extraccion de alcaloides.

Método de Cadigo Potencia Tiempo  Lupanina Deff. x10*
extraccion del suministrada (min) (9/100g) (m?/s)
método
EAU 1 28 kHz: 100 W 15 1.771 2.094
EAM 2 630 W 9 1.482 8.12
CONVENCIONAL 3 0 7260 0.001 0.0069

EAM: Extraccion asistida con microondas.
EAU: extraccion asistida con ultrasonido.
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Figura 27: Difusividad efectiva de métodos de extraccion convencional, microondas y
ultrasonido.a) Comparacion de medias de Deff., b) Relacion Deff. vs método de extraccién.

UAE: Siglas en inglés de la extraccion asistida con ultrasonido.
MAE: Siglas en inglés de la extraccion asistida con microondas.

Durante el remojo, la cubierta de las semillas de lupino dulce de Australia relentiza la
inhibicién del agua a la semilla, restringiendo su expansion e impermeabilidad y, por lo
tanto, disminuye la eficiencia de difusion de alcaloides (Zhong et al., 2018). En nuestras

muestras no se retiraron la cubierta de las semillas, por lo que pueden ser también influyentes

en los resultados, no logrando mayor difusion.
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La difusividad de los alcaloides puede disminuir al paso de tiempo largos Chuyen et al.
(2018), puesto que al aumentar la temperatura la viscosidad disminuye, pero la solucion
empieza ebullir y generar cambios en la estructura y dificultar la salida del alcaloide. Esto
se ve reflejado en los procesos de extraccion convencional puesto que tiempos mayores una
hora de coccion disminuye la difusividad del Tarwi como indica (Gutiérrez, et al. 2016). En
los tratamientos registrados no se sometieron a largos tiempos, sin embargo, seria

conveniente evaluar los cambios estructurales y fisicoquimicos que pueden haber surgido.

4.4. ANALISIS CUALITATIVO

En el caso de los alcaloides extraidos por microondas y ultrasonido, en la Figura 28 se
muestra el liquido desamargado se observa las diferencias de color por cada ecotipo, método,
tratamiento y tiempo al que fueron sometidos. Siendo méas oscuras los solventes por el
método de extraccion de microondas Figura 28a, respecto a las de ultrasonido Figura 28b,
gue son menos turbias y la muestra del Tarwi congelado como se ve en la Figura 28c, el

color es alin mas oscuro que el resto de los tratamientos.
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c)

Figura 28: Solvente de los granos de Tarwi desamargados. a) Desamargado del Tarwi por
microondas, b) Desamargado con ultrasonidos y ¢) Tarwi hidratado y congelado.

La aplicacion de temperaturas bajo cero luego del hidratado de las muestras, como se
muestra en la Tabla 8 el contenido de lupanina desciende hasta 4.2 g/100g en el ecotipo 1.
Esta expresion también se puede observar en la Figura 28c, el color diferente del agua usada
como soluto para la extraccion de alcaloides en muestra del lado izquierdo representa al
soluto del Tarwi hidratado y congelado, en el lado derecho se muestra al soluto de primer
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tratamiento con microondas al tiempo 15 minutos. Corroborando a si las hipétesis planteadas
de que la aplicacién del congelado ayuda a la extraccion de alcaloides frente a un hidratado

convencional.

Segun la Norma Técnica Peruana (NTP 205.090 2018) INACAL (2019), los atributos de
color, sabor y olor del grano de Tarwi o chocho desamargado para el consumo humano se
determina por evaluacion sensorial, de acuerdo con las especificaciones de calidad del
producto, establecidas como color caracteristico, olor caracteristico y libre de olores

objetables y de sabor caracteristico libre de sabor amargo.

Para la evaluacion sensorial, se instruyo a los panelistas seleccionados para evaluar la
apariencia y textura de las muestras parcialmente desamargadas por los dos métodos de
extraccion antes mencionados como se observa en (Figura 47 del Anexo 1), expresaron su
juicio en un analisis de prueba de textura como se muestra en la (Tabla 20 Anexol). Se
excluyd el sabor puesto que no se lleg6 a desamargar por completo al grano, pudiendo afectar
a la salud de los catadores, por las altas dosis de alcaloides Quinozilinicos y por la cantidad
de muestras que se presentan. Ademas, cuando el grano tiene una concentracion de
alcaloides mayor a 0.1% es perceptible sensorialmente (Gutiérrez et al., 2016). Los
resultados de la prueba de Textura del Tarwi se realiz6 a 8 jueces, donde en la encuesta
realizada siguiendo el método de Hernandez (2005), de un puntaje que iba desde -3 a +3 de
acuerdo a la intensidad de la cualidad que presento la muestra, para realizar las
comparaciones en los resultados se tuvieron que hacer un “Ranqueo de Friedman” de las
muestras Rodrigues (2012), a la vez estas se tuvieron que escoger a criterio tomando en
cuenta los métodos, tiempos y variedades. Puesto que la muestra total aun sin repeticiones
son una cantidad considerable donde el juez no podria diferenciar bien obteniendo error en
los resultados. Se muestra en la Tabla 21 del Anexo 1, la calificacidn de los jueces a las

cualidades de textura del Tarwi.
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Figura 29: Relacion Puntaje Vs Juez.

En la Figura 29, se muestra los puntajes obtenidos de cada juez para evaluar el anélisis de
varianza de los jueces (descrita en el Anexo 2, Tabla 34), se observa que no existen
diferencias significativas entre los jueces siendo el p > 0.05, representando asi la
homogeneidad de su juzgamiento, se realiz6 la comparacion el test de Tukey (descrito en el
Anexo 2, Tabla 35) para tener mayor certeza y evaluar entre jueces las diferencias de sus

criterios de calificacion del perfil de textura del Tarwi.

Con respecto a las cualidades que se evaluaron: mecénicas (dureza y Fracturabilidad);
geométricas (lisa, rugosa); grasa; sensacion residual (facil de romper), se describen
graficamente entre las medias de cada cualidad a partir de la calificacion que dieron los

jueces.
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Figura 30: Dureza de las muestras de Tarwi a diferentes tratamientos.

En la Figura 30, la dureza de las muestras de acuerdo al analisis de varianza (descrita en el
Anexo 2, Tabla 36), se observa que existen diferencias significativas p < 0.05 entre la dureza
de las muestras puesto que a las pruebas mecéanicas al momento de aplicar fuerza con los
dedos generaron resistibilidad. Los tratamientos al que fueron sometidos el Tarwi influyeron
en esta comparacion de la dureza entre muestras, dependiendo del tiempo y los niveles de
potencia suministrada. Se realiz6 con la prueba de rango multiple de Duncan (descrito en el
Anexo 2, Tabla 37), la muestra 1 y 2 que representan a los granos enteros de cada ecotipo
sin tratamiento presentaron mayor dureza, frente a la muestra 3 (V1PM13) suministrada con
potencia de microondas genero menos dureza puesto que es el tiempo minimo durante 3
minutos. Como se observa en la Figura 30, las muestras 4 y 7 que fueron aplicadas con

ultrasonidos presentaron mayor dureza que los sometidos al microondas.
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Figura 31: Fracturabilidad de las muestras de Tarwi a diferentes tratamientos.

La fracturabilidad calificada a las muestras de control sin tratamiento es mucho mayor que
las extraidas por ambos métodos (Figura 31), debido a las temperaturas y potencias que
fueron sometidas dafiando las estructuras celulares de las muestras. Como indica Villacrés
et al. (2020a), que debido a las temperaturas elevadas en el proceso de coccion la primera
turgencia es destruida conllevando a una perdida de crujencia. Respecto al andlisis de
varianza (descrita en el Anexo 2, Tabla 38), se observa que no existen diferencias
significativas p > 0.05 entre la Fracturabilidad de las muestras, la cubierta del Tarwi es quien
se rompe primero seguido del interior del grano, excepto al de la muestra 7 (V1IF1 30 min)
que no fue tan fragil como se demuestra en la comparacion entre muestras que se realiz6 con
la prueba de rango mdaltiple de Duncan (descrito en el Anexo 2, Tabla 39). Debido al tiempo

prolongado de ultrasonido al que fue expuesto.
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Figura 32: Cualidad geométrica-lisa de las muestras de Tarwi a diferentes tratamientos.

En las cualidades geométricas de liso (Figura 32) y rugoso (Figura 33) de las muestras
presentaron niveles de significancia p<0.05 (descritas en el Anexo 2, Tabla 40 y 42
respectivamente), dando a inducir que las cualidades fisicas externas fueron diferentes entre
las muestras debido a los tratamientos suministrados, de acuerdo a la prueba de comparacién
de rango multiple Duncan (descrito en el Anexo 2, Tabla 41) las muestras mas lisas fueron
para los granos enteros sin tratamiento alguno y el resto de las muestras presentaron
semejanzas en su estructura geométrica. Para la cualificacion rugosa presentaron mayores
semejanzas debido a la hidratacion y el secado la cual genero algunos abultamientos en la
cubierta del grano como se observa en la prueba de rango multiple de Duncan (descrito en
el Anexo 2, Tabla 43).
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Figura 33: Cualidad geométrica-rugosa de las muestras de tarwi a diferentes tratamientos.

El Lupinus mutabilis, presenta en su estructura un alto contenido de grasa representando en
promedio del 16 — 20 % de su composicion segln varios autores antes mencionados como
Mujica y Jacobsen (2006), y las muestras al no ser desgrasadas antes o después de la
extraccion de alcaloides, al tacto presenta esa cualidad y en la molienda también se pudo
apreciar en una textura pastosa de la grasa presente en todas las muestras (Figura 34), de
acuerdo con el analisis sensorial realizado mostrando un nivel de significancia p>0.05 para
las 10 muestras (Detallado en el Anexo 2 Tabla 44) y una prueba de rango multiple de
Duncan (descrito en el Anexo 2, Tabla 45), se observa esta homogeneidad en las muestras
tratadas con diferencias minimas en las muestras 1 y 2 que representan a los granos de los
dos ecotipos sin tratamiento alguno. Segun Quispe Condori (2012) el contenido de grasa
después del desamargado del Tarwi varia alrededor del 8 %.
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Figura 34: Grasa apreciable de las muestras de Tarwi a diferentes tratamientos.

En las cualidades de sensacion residual facil de romper (Figura 35) de las muestras
presentaron un nivel de significancia p < 0.05 (descritas en el Anexo 2, Tabla 46), dando a
inducir que las cualidades residuales fueron diferentes entre las muestras debido a los
tratamientos suministrados, de acuerdo a la prueba de comparacion de rango mudltiple
Duncan (descrito en el Anexo 2, Tabla 47) la muestra que fue mas susceptible al romper fue
la muestra 9 (V1PM230) suministrada con un nivel de potencia del 50% y un tiempo de 30
min que debilitaron a la muestra la cual genero un facil rompimiento del grano. En cuanto a
las muestras mas dificiles de romper se registraron en los granos enteros sin tratamiento
alguno como se detalla en la prueba de Duncan y la Figura 35 seguido por las muestras

aplicadas con ultrosonidos.
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Figura 35: Sensacion residual- facil de romper de las muestras de Tarwi a diferentes
tratamientos.

Existiendo a la vez diferencias significativas en cuanto al color y textura del grano
especificamente en la estructura interna presentandose mayores diferencias por el
desamargado con microondas respecto a la del ultrasonido al someter a coccién y altas
presiones (Figura 45, del Anexo 1). La presencia de la degradacion del pigmento a color
marron que presentaron los granos, pueden ser producto de la protedlisis generada por las
altas temperaturas del microondas, respecto a las del ultrasonido que se usaron bajas

temperaturas y frecuencias mayores a 20 kHz (Chemat et al. 2010; Zhong et al. 2018).

En la apariencia general las muestras asistidas por ultrasonidos, no presentaron muchos
dafios aparentes en la cubierta del Tarwi. Mientras que por el método de microondas
surgieron mas dafios y debido a los cambios de coloracién del agua que se mostrd en la
Figura 28 coincidiendo con Miano et al. (2015), que la cubierta es la causa principal de la

cinética de la hidratacion, por lo que afecto en los aspectos sensoriales de textura del Tarwi.
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4.5. ANALISIS CUANTITATIVO

La curva de calibracion para la lupanina se encontré en UV vis 1 de 205 nm, con volumen e
inyeccion de 3 pl en un tiempo de retencidon de 4 min de la muestra y la ubicacion de la
lupanina en 1.65 min (Figura 36 y Tabla 14). la calibracién del estandar se registré con R
square de 0.9885 como se ve en la Figura 37, también se puede observar en la (Figura 57
del Anexo 1) la calibracion registrada por el UHPLC.

% SECUENCIA DE CALIBRACION DE LUPANINA 2020-2 #6 UV_VIS_1 WVL:205 nm
mAU

800 4

730 4 13 - LUPANINA - 1.650
7004
650 4
600 4
55[]:
500 4
450

400 A

3504

3004

2350

200 +

150

100

304
14 - 2,103

501

min

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00

Figura 36: Secuencia y ubicacion de lupanina en el cromatograma.
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Tabla 14: Datos de calibracion de la lupanina.

No. Injection Name Ret.Time Area Height Amount Rel.Area  Peak Type

min mAU*min mAU %

UV VIS1 UVVIS1 UVVIS1 UVVIS1 UVVIS1 UV.VIS.1

LUPANINA LUPANINA LUPANINA LUPANINA LUPANINA LUPANINA

2 LUPANINA200PPM 1.663 41.661 207.355 191.220 68.40 M
3 LUPANINA400PPM 1.640 62.237 386.433 433.413 100.00 BMB
4 LUPANINAGOOPPM 1.633 72.257 476.628 551.349 79.41 M
5 LUPANINABSOOPPM 1.640 96.117 641.683 832.180 85.24 M
6 LUPANINA1000PPM 1.650 109.681 738.949 991.837 82.39 M
E
E
<
800
Lupanina (ppm)
1000
00 v = 0.085x + 25.414 800
o R?=0.9885 600
400
200
300
200 400 600 800 1000
Lupanina (ppm)

Figura 37: R- square de la lupanina.
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Luego de haberse preparado las muestras para su concentracion de alcaloides. Los alcaloides
eluidos por diclorometano fueron disueltos en 4 ml de metanol y luego ser filtrados por un
filtro de membrana de 0.2 um de porosidad separando asi compuestos solidos que puedan
dafar a la columna en este caso el C18 del UHPLC como se observa en la (Figura 50 y 51
del Anexo 1).

4.5.1. LUPANINA EXTRAIDA CON MICROONDAS Y ULTRASONIDO

En la Tabla 15 y 16, se muestran los resultados de la cuantificacion de lupanina en g/100g
de muestra. Donde los resultados obtenidos de la muestra sin tratamiento son semejantes a
los obtenidos por Cortés-Avendafio et al. (2020), de L. mutabilis donde cuantifico por
cromatografia de gases. Y Jiménez-Martinez et al. (2007), cuantifico alcaloides
Quinolizidinicos para el L. mutabilis sin tratamiento, obteniendo en mayor concentracion a
la lupanina con 0.498 mg/kg seguido de la esparteina con 0.151 mg/kg obteniendo una
concentracion total de alcaloides Quinolizidinicos 0.792 mg/kg. En la (Figura 52 del Anexo
1), se muestra alguno de los cromatogramas registrados por el UHPLC de las muestras

extraidas con microondas y ultrasonido.

Tabla 15: Cuantificacién de lupanina en g(lup)/100g(Tarwi) por microondas.

Corrida  Nivel de Potencia Codigode  Tiempo  g(lup)/100g(Tarwi)

Potencia (W) Tratamiento (min) (%)
0 0 V1PMO 0 4.200
1 30% 270 V1PM13 3 4.183
2 270 V1PM15 5 3.898
3 270 V1PM17 7 3.458
4 270 V1PM19 9 2.583
5 270 V2PM115 15 3.185
6 270 V1PM130 30 2.859
7 50% 450 V1PM23 3 3.872
8 450 V1PM?25 5 2.882
9 450 V1PM27 7 2.342
10 450 V1PM29 9 1.780
11 450 V1PM215 15 1.580
12 450 V1PM230 30 2.048
13 70% 630 V1PM33 3 1.920
14 630 V1PM35 5 1.791
15 630 V1PM37 7 1.598
16 630 V1PM39 9 1.482
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«continuacion»

17 630 V1PM315 15 1.705
18 630 V1PM330 30 1.868

Tabla 16: Cuantificacién de lupanina en g(lup)/100g(Tarwi) por ultrasonido.

Corrida  Codigode  Frecuencia Potencia(W) Tiempo g¢(lup)/100g(Tarwi)

Tratamiento (kH2z) (min) (€3]
0 V1IFO 0 0 0 4.200
1 V1IF13 40 100 3 3.797
2 V1IF15 40 100 5 4,175
3 V1IF17 40 100 7 3.165
4 V1IF19 40 100 9 2.953
5 V1IF115 40 100 15 2.443
6 V1IF130 40 100 30 2.655
7 V1IF23 40 27 3 1.903
8 V1IF25 40 27 5 1.828
9 V1IF27 40 27 7 2.104
10 V1IF29 40 27 9 2.066
11 V1IF215 40 27 15 2.629
12 V1IF230 40 27 30 2.227
13 V1IF33 28 100 3 3.504
14 V1IF35 28 100 5 3.151
15 V1IF37 28 100 7 3.271
16 V1IF39 28 100 9 2.711
17 V1IF315 28 100 15 1.771
18 V1IF330 28 100 30 2.589
19 ViM12 ST 0 0 4,980
20 V2M12 ST 0 0 5.160
21 V2PMO1 CG 0 0 4.370
22 V1PMO01 CG 0 0 4.200
23 V2IF1152 40 100 15 1.690
24 V2IF2151 40 27 15 3.416

ST: Sin tratamiento.
CG: Muestra congelada.

Es probable que Debido a que no se hicieron los cambios de agua en ninguna parte del
proceso de desamargado el nivel de saturacion del agua con alcaloides no permitié la
difusion continua. Como se muestra en los resultados de la Tabla 15 y 16, a los tiempos
superiores de 15 min la difusion de los alcaloides disminuye en ambos métodos de

extraccion.
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El proceso de congelacién al que fue sometido luego del hidratado estructuralmente segun
Badui-Dergal (2006), las membranas celulares del alimento con el liquido retenido
congelado son dependientes a los cambios de temperatura ya mencionados ocasionando que
puedan eliminar algunos de sus componentes en el agua de descongelamiento. Por lo que en
nuestros resultados los métodos de extraccion usados aumentan la temperatura durante el
proceso, con llevando a que se rompa esta membrana celular permitiendo la salida del
alcaloide. Considerando a la vez que la velocidad de congelamiento fue lenta lo cual genera

un tamafio de cristal méas grande y dafiino afectando a la membrana celular.

Desgrouas et al. (2014) uso microondas y ultrasonido para la extraccion de alcaloides
bioactivos cefarantina de Stephania rotunda, aumentando 2.4 veces la extraccion,
permitiendo una reduccién de tiempos con solventes. Siendo la méas optima la extraccion por
microondas que las de ultrasonido. En nuestros resultados también se presentaron mayores

rangos de extraccion con microondas respecto al ultrasonido.

Segln la NTP 205.090 el contenido de alcaloides totales en base seca que debe presentar el
Tarwi desamargado es de 0.02-0.07 %, En la extraccion realiza por estos métodos no se llego

a estas concentraciones debido al tiempo que fue sometido no superd los 30 min.

Sanca (2016), reporta valores de 0.2 a 4.5 % de alcaloides totales en la semilla entera de L.
mutabilis, y luego de haber sometido al desamargado de las diez variedades utilizadas indica
que, los valores redujeron en un rango de 0.04 a 0.15 %, que a la vez menciona que no se
encontré diferencias significativas entre alguno de los genotipos desamargados y Cortés-
Avendafio et al. (2020), realiz6 la cuantificacion de diez ecotipos de Tarwi del Perd donde
también se presenta estas diferencias de concentracion de alcaloides siendo las del centro
con mayor porcentaje respecto a las zonas sur del Pert llegando hasta el 6 % de alcaloides
totales. Estas diferencias se reflejan a altitudes de cosecha, composicion del suelo,
subespecies o ecotipos estudiados, variabilidad genética, factores agronémicos e influencias
ambientales y de los métodos analiticos (Carvajal-Larenas et al., 2016). En los ecotipos
estudiados en este trabajo el ecotipo de Yunguyo (V1) presento menor cantidad de alcaloides
que el ecotipo de Seccelambra (V2) con (4.980 y 5.160 g/100g de Tarwi) respectivamente
(Tabla 15). Como se muestra en el estudio realizado por Cortés-Avendafio et al. (2020), estas
diferencias de altitudes influenciaron como el ecotipo Cusco a una altitud de 3399 msnm
que presenta mayor cantidad de alcaloides frente a las de Yunguyo (Puno) 3827 msnm.
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Debido a la extension del proyecto con dos ecotipos de Tarwi, y la limitacion de recursos
econdmicos, con las que se contd se tomo la decision de la cuantificacion por UHPLC solo
de un ecotipo (Yunguyo) mientras que el otro ecotipo se cuantificaron solo algunas muestras
tomando criterio del tipo de tratamiento y el método usado, para realizar las comparaciones
respectivas. En la Tabla 17, se presentan los resultados obtenido por el UHPLC de la
cantidad de lupanina en la muestra por ecotipo y como se describieron anteriormente en la
difusividad efectiva determinada para cada método y ecotipo, la muestra V1M12 (Yunguyo)
y V2M12 (Seccelambra) que representa a los granos sin tratamiento alguno presentaron

mayores valores de concentracion para lupanina.

Tabla 17: Cuantificacion de lupanina por ecotipo 1 (Yunguyo), ecotipo 2 (Seccelambra) y método
de extraccion.

Ecotipo Cédigo de Método Potencia Tiempo  g(lup)/100g(Tarwi)

Tratamiento de suministrada  (min)
extraccion
Yunguyo V1iM12 ST 0 0 4.980
Seccelambra V2M12 ST 0 0 5.160
Yunguyo V1PMO CG 0 1 4.200
Yunguyo V1PM1 EAM 270 W 15 2.859
Yunguyo V1IF115 EAU 40 15 2.443
kHz:100W
Yunguyo V1IF215 EAU 40kHz:27W 15 2.629
Seccelambra V2PMO CG 0 1 4.370
Seccelambra  V2PM115 EAM 270 W 15 3.185
Seccelambra  V2IF1152 EAU 40kHz:100W 15 1.689
Seccelambra  V2IF2151 EAU 28kHz:27W 15 3.416

ST: Sin tratamiento.

CG: Muestra congelada.

EAM: Extraccion asistida con microondas.
EAU: Extraccidn asistida con ultrasonido.
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Esta comparacion de medias de los ecotipos se presenta en la Figura 38a, seguida por el
diagrama de barras de la concentracion de lupanina (Figura 38b) entre ecotipos donde se
puede observar claramente las diferencias entre ellos donde la muestra del ecotipos 2 al ser
asistida con ultrasonido con una intensidad de frecuencia de 40 kHz a 100 W durante 15
minutos (V2IF115), presento mayor contenido de extraccion de lupanina de la muestra
respecto al ecotipol. Y sucede inversamente en los tratamientos con una intensidad de
Frecuencia de 40 kHz a 27 W durante 15 minutos, el ecotipo 1 (Yunguyo) presenta mayor
rango de extraccion de lupanina frente al ecotipo 2 (Seccelambra). Estas diferencias pueden
darse debido a la estructura del Tarwi puesto que por ecotipo presentan ciertas diferencias
tanto en la cubierta del Lupinus como la porosidad que pueden presentar, frente a la
interaccidn con ondas de sonido que producen la cavitacion dentro de la muestra. En cuanto
a la extraccion con microondas en el ecotipo 1 presento mayor rango de extracciéon de

lupanina frente al ecotipo 2.
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Figura 38: Relacién de la lupanina extraida frente a las variedades y ecotipos. a) Comparacion
de medias entre ecotipos, b) Diagrama de barras del contenido de lupanina entre ecotipos.

De acuerdo al analisis de varianza (descrita en el Anexo 1, Tabla 30b) se observa que no
existen evidencias significativas de varianza entre tratamientos y variedades obteniendo un
p-value mayor al 0.05, debido a que el rango de las concentraciones de lupanina son valores
pequefios. En la comparacion de medias de Tukey, se puede observar mejor las diferencias
existentes entre los ecotipos y los tratamientos realizados y poder extraer la lupanina del

Tarwi. Respecto a los diferentes métodos de extraccion por ecotipo la etapa de congelado
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adicionado después del hidratado influyo significativamente en la extraccion de lupanina
reduciendo alrededor de un 15 %, frente a un hidratado convencional. Segin Carvajal-
Larenas et al. (2014), la reduccién de alcaloides con una metodologia tradiconal durante el

remojo o hidratacion fue del 5.6 %.

Una extraccion combinada de ultrasonidos y microondas (EAUM) genera mayores
beneficios en cuanto a tiempo, y solventes en la extraccion de componentes bioactivos a
partir de compuestos vegetales conocidos también como tecnologias verdes (Plazzotta et al.
2019; Chen, Dong, Wei, Hu, & Long 2020). Este ultimo logro reducir el proceso de
extraccion de aceites del café en 10 min respecto a las 5 h del proceso convencional con la
aplicacion de ambas metodologias. Cabe rescatar que también es posible usar uno de ellos
como pretratamiento como uso G. S. da Rosa, Vanga, Gariepy, & Raghavan (2019), la EAM

como pre tratamiento para el EAU para mejorar los procesos de extraccion..

De esta forma Chhavarath et al. (2017), también menciona que una mayor cantidad de
solucién en una extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) genera una deficiencia en el
colapso de las burbujas, y una menor cantidad de solucion en la extraccion asistida por
microondas (EAM) provoca una disminucién en la absorcion de microondas y capacidad
endotérmica para la extraccion de componentes como los alcaloides, la cual se refleja en

nuestros resultados.

Para procesos de extraccion a escala industrial por microondas y ultrasonidos, la tecnologia
ha permitido que ya se puedan trabajar en flujo continuo como lo describe Chemat et al.
(2017), para el uso de microondas se puede realizar usando camaras y tuneles como las:
Hidrodestilacion de microondas sin solvente (SFME) e Hidrodifusién y gravedad por
microondas (MHG) ayuda a reducir los costos con calentamiento mas efectivos,
calentamiento mas rapidos de alimentos envasados, equipos de tamarfio reducido, respuesta
mas rapida al control del proceso, arranque mas rapido, aumento de la produccion y

eliminacioén de los pasos del proceso.

Para los ultrasonidos se han desarrollado equipos de sono-extraccion como REUS

(www.etsreus.com) con capacidad de hasta 1000 L, a través de un sonétrodo conectado a la

chaqueta permitiendo que el ultrasonido llegue con presién a través del agua dentro de la

chaqueta a la muestra con una agitacion y flujo continuo con bombas de la muestra. Y de
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mas empresas como: (https://bandelin.com/,  http://www.advancedsonics.com/,

https://www.mpi-ultrasonics.com/ entre otros) (Vinatoru et al., 2017). A la vez

considerandose como una de las técnicas mas convenientes respecto a la de microondas y la
convencional en cuanto al efecto del medio ambiente, requiriendo menores tiempos y

temperaturas (Chhavarath et al., 2017).
4.5.2. DESAMARGADO CONVENCIONAL

La humedad inicial del Tarwi entera fue de 12.7 %, luego del remojo por un tiempo de 6
horas a 8 horas la humedad ascendi6 a 49.72 % para (Gutiérrez et al., 2006). En la presente
investigacion las muestras luego de ser hidratadas por 18 h y congeladas presentaron una
humedad del 67.90 % siendo mayor respecto a la registrada por el mencionado autor.

Se realizaron varias investigaciones en cuanto a las extracciones de alcaloides por un método
convencional y con algunas modificaciones para mejorar los resultados en la Tabla 18. Se
reportan algunos de estos autores donde se aprecia la cantidad de alcaloide extraido
representado por la lupanina siendo este el de mayor porcentaje de los alcaloides totales, en
tiempos que van desde 2910 min hasta mas de 7200 minutos estos datos considerados

después del tiempo de hidratado hasta los 8208 min.

Tabla 18: Desamargado convencional por diversos autores.

Cadigo de g(lup)/100g(Tarwi) Tiempo de Fuente
Tratamiento extraccion
(min)
vVimi 5.231 0 (Cortés-
Avendafio et al.
ViMT1 0.001 7260 2020: S. E.
Jacobsen &
v2mMm1 4.771 0 Mujica 2006)
V2MT 1 0.002 7260
V1iMm2 4.200 0 (Gutiérrez et
V1iMT2 0.0058 2910 al., 2016)
vd M3 3.980 0
vd MT 3 0.722 4440 (Villacrés,
Vd MT 4 0.538 3000 2020a)
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«continuacion»

V1 M5 3.600 0
vliMT 1 0.200 8208 (Carvajal, 2014)

Estos resultados del desamargado por el método convencional, la cuantificacion de
alcaloides se dan por varios métodos desde métodos por titulacion como indica VVon-Baer et
al., (1979), espectrofotometria UV 410 por Sanca (2016), hasta determinaciones con
cromatografia de gases logrando determinar todos los alcaloides Quinolizidinicos presentes
en el L. mutabilis (Cortés-Avendafio et al., 2020). Estos dos Ultimos autores mencionados,
demuestran que existen diferencias significativas hasta de un 1.31 % de la concentracién de
alcaloides de la misma muestra, puestos en los resultados de mayor espectro los resultados

son mas exactos y muestran datos mayores, como los obtenidos en la presente investigacion.

En busca de mejorar los procesos de desamargado del L. mutabilis ya sea con cambios de
agua, con incorporacion de soluciones acidas, basicas o de fermentacién permiten reducir el
tiempo de extraccion de los alcaloides, pero estos a la vez se generan nuevos residuos y en
algunos casos tdxicos, como se describe en la Tabla 3, de los diferentes procesos de
desamargado. Sin dejar de mencionar que durante el hidratado también se realizan estudios
para lograr disminuir este tiempo con soluciones como &cido lacticos, NaCl y ultrasonidos
que también ayudan a reducir el contenido de alcaloides (Alberto C. Miano et al. 2019;
Cristian Jiménez-Martinez et al. 2007; Villacrés et al. 2020).

4.5.3. ALCALOIDES EXTRAIDOS POR METODOS

Para mejorar la cinética de extraccion de alcaloides del lupinus por el método convencional,
la coccion no debe superar tiempos mayores a 60 min puesto que reduce la salida de los
alcaloides segin Gutiérrez et al. (2016), y los cambios de agua luego de la coccion ayudan
a la difusividad del alcaloide con tres cambios de agua durante 22 h (Carvajal-Larenas et al.,
2013).

En laTabla 19, se muestra el resumen del contenido de alcaloides extraido por ultrasonidos,
microondas y la convencional (considerando los datos de Cortés-Avendafio et al. (2020)),
de acuerdo al analisis de varianza muestra que las diferencias son significativas con un p-
value < 0.05 (detallado en el Anexo 2, Tabla 33a) entre los tiempos, como la difusividad

effectiva determinada entre las metodos de extraccion de alcaloides para las muestras

118



congeladas con ultrasonido y microondas respecto al método convencional realizando una
prueba de Tukey para las comparaciones (detallado en el Anexo 2 Tabla 33b). Donde la
cinética de extraccion asistida por microondas presenta mejores resultados 8.12 x 10°° m?/s,
seguido por la extraccion asistida con ultrasonidos de 2.094 x 10° m?/s y por la convencional
0.00693 x 10° m?/s este Gltimo determinada por 7260 min que es el tiempo de desamargado
luego de la hidratacion. Pudiendo mejorar estos resultados con los cambios de agua y

mayores tiempos de acuerdo al proceso.

Tabla 19. Comparacion de métodos para la extraccion de alcaloides por ultrasonidos, microondas
y convencional.

Método de extraccion
DESCRIPCION EAU EAM CONVENCIONAL

Tratamiento

1 2 3
Max. Lupanina
1.771 1.482 0.001
extraida (g/100q)
Tiempo de extraccion
(min) 15 9 7260
Mejor potencia
. 40 kHz/2TW  630W - 31.2 W/g 0
suministrada
Difusividad efectiva 2.094 8.12 0.00693*

x10-°(m?/s) por

tratamiento

*se calcul6 para 7260 min.
EAU: Extraccion asistida por ultrasonido.
EAM: Extraccion asistida por microondas.

En los pocentajes de extraccion de lupanina del Tarwi, con el método de microondas se llego
a extraer la lupanina hasta un 70.24 % y con ultrasonidos hasta un 64.4 % de lupanina del
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Tarwi, considerando los procesos de hidratacion y congelacion que influyen en la extraccién
de los alcaloides.

Segun Carvajal-Larenas et al. (2014), la reduccion de alcaloides con una metodologia
tradiconal durante el remojo o hidratacion fue de 0.2 % por 8-18 h, coccion 1.1 % por 0.2
-1 h y lavado con 4.5 a 6 dias de 2.1 % de alcaloides totales es asi que en la hidratacion se
redujo 5.6 % coccion 30.7 % y lavado 58.6 % del total en 5.7 dias. Siendo estos tiempos
demasiado largos para lograr el desamargado, conllevando a un consumo de agua elevado.
Para Alberto C. Miano et al. (2019), durante la hidratacion convencional el contenido de
alcaloides redujo hasta 45 % de 3,46 + 0,16 % d.b. hasta 1,91 + 0,08 % d.b, mientras la
hidratacion por ultrasonidos redujo hasta 1.51 + 0.09 % d.b en 8 h.

Usando la predicion planteada anteriormente con la difusividad efectiva de la (Ecuacion 4),
para los tiempos de extraccion hasta lograr un contenido de alcaloides de 0.02% con
microondas y ultrasonidos obtendriamos los siguientes resultados frente al método
convencional considerando los datos de Cortés-Avendafio et al. (2020), mostrados en la
Figura 39a y 39b. Observandose las grandes diferencias en el tiempo de desamargado que
genera estas tecnologias verdes, que van hasta 30-100 veces menos tiempo de extraccion
total de alcaloides que la convencional, en 62.51 minnutos para la EAM y 242.44 minutos
para la EAU y los 7260 minutos para la extraccion convencional. Estos resultados son de
tiempos aparentes puesto a los diversos factores que pueden alterar estos resultados como

el agua adicionada los cambios de temperatura entre otros factores.
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Figura 39. Tiempo de extraccion de lupanina del Tarwi a diferentes métodos. a) Diagrama de
barras del tiempo de desamargado, b) Curva exponencial de la diferencia en los tiempos de
extraccion.

EAU: Siglas de la extraccion asistida con ultrasonido.
MAE: Siglas en inglés de la extraccion asistida por microondas.
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion como se observa en la Tabla 19, el
porcentaje de alcaloides redujo hasta 1.5 % de lupanina en el Tarwi en un tiempo de 9 min.
con microondas y 1.8 % de lupanina en 15 min con ultrasonidos. Siendo estos resultados
mejores que los autores antes mencionados, ayudando a reducir los tiempos y consumos de
agua excesivos sin dejar de mencionar que siguiendo la prediccion el desamargado total del
Tarwi se daria en menos de dos horas, para ambos tratamientos del grano hidratado y
congelado. Que ayuda significativamente el proceso de extraccién con microondas y
ultrasonido respecto a la convencional. Como se observa en la Figura 40b, la extraccion con
microondas (metodo 2, color rojo), logré menores valores en el contenido de lupanina frente
a la extraccion con ultrasonido (color negro), ambos métodos a tiempos mucho menores
respecto al método convencional que se ve alejado en la imagen (color verde). Se muestra
un imagen en la (Figura 56 del Anexol), de la relacion entre el método y la concentracion

de alcaloides y el tiempo.
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Figura 40. Relacién entre metodologias de extraccion en el contenido de lupanina. a) Gréfico
2D y b) Grafico 3D.

UAE: Siglas en inglés de la extraccion asistida con ultrasonido.
MAE: Siglas en inglés de la extraccion asistida por microondas.

Una extraccion de alcaloides de Stephania sinica por microndas, ultrasonido y convencional
desarrollado por Xie et al. (2014), obtuvo mejores rendimentos en la EAM con una

concentracion de etanol 65 %, tiempo de extraccién 90 s, temperatura 60 °C, y potencia de
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microondas 150 W, respecto a los 30 minutos extraidos por EAU. De esta forma la
extraccion con metodologias emergentes ayuda significativamente en los rendimientos

respecto a los métodos convencionales.

Basado en los antecedentes antes mencionados, la incorporacion de ambos métodos en una
misma muestra obendria mayores resultados como se desarrollo en la extraccion de aceites
de pimiento realizada por Wang et al. (2018), la extraccion por EAUM tuvo mejores
rendimientos que la EAU y la EAM debido a la cavitacion acustica y el calentamiento rapido
de las ondas ultrasonicas y microondas al mismo tiempo. Por lo cual seria materia de
investigacion para posteriores trabajos para reducir mas los tiempos y evaluar los efectos,

del lupino desamargado.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos es posible concluir que:

- El proceso de congelacion previa al desamargado por los métodos de extraccion,
permite reducir un 15 % de lupanina a una humedad de 75% b.h.

- Los pardmetros optimos registrados para la extraccion de alcaloides por el método
de microondas son: Potencia de 630 W, tiempo de 9 - 30 minutos. Para la extraccion
por el método de ultrasonido los parametros éptimos son: Intensidad de Frecuencia
a 28 kHz y potencia de 100 W.

- La mejor difusividad efectiva determinada es por el método de microondas a 8.12 x
10° m?/s, seguida del ultrasonido con 2.09 x 10° m?/s y con menor difusividad el
método convencional a 0.00693 x 10° m?/s.

- La mejor reduccidén de lupanina se obtuvo por microondas, respecto al ultrasonido
extrayendo hasta un 70 % la lupanina a un nivel de potencia del 31.204 W/g durante
9 min y 64 % de lupanina a una intensidad de frecuencia de 28 kHz: 100 W durante
15 min respectivamente, siendo significativamente cortos frente a los tiempos de un
desamargado convencional que puede ser de 7260 min para llegar al 0.02 % de
lupanina en el Tarwi. Existen diferencias sensoriales en la textura y color entre
tratamientos, en las muestras extraidas por ultrasonidos presentaron mayor dureza y

mayor complejidad de romper frente a las muestras extraidas con microondas.
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5.2. RECOMENDACIONES

- Se recomienda evaluar los efectos que pueden generar en la composicion nutricional
y fisica de los granos de Tarwi luego de haberse sometido a los tratamientos de
microondas y ultrasonido.

- Realizar lavados post tratamiento para lograr la difusividad total del alcaloide
respecto a la cantidad minima permitida por NTP 205.090 2018, u en su defecto
realizar los cambios de agua durante el proceso de extraccion con intervalos de
tiempo ya sea por microondas y ultrasonido, debido a que genera saturaciones de

concentracion en el solvente.
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ANEXOS

ANEXO 1: Imégenes obtenidas durante la ejecucion de la investigacion.
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Figura 42: Desamargado por microondas.
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a)

Figura 43: Desamargado por ultrasonidos. a) Ultrasonido de 40kHz-100W, b)
Ultrasonido de 40kHz-27W 'y c) Ultrasonido de 28kHz-100W.

Figura 44: Desamargado de ecotipos por ultrasonido. a) Ultrasonido con muestras del
ecotipo Yunyuyo, b) Ultrasonido con muestras del ecotipo Seccelambra.

a)

Figura 45: Tarwi parcialmente desamargado. a) Tarwi asistido por microondas al tiempo
30 minutos, b) Tarwi asistido por ultrasonido al tiempo 30 minutos.
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Figura 46: Muestras del tarwi secas. a) Tarwi secados del ecotipo 1, b) Tarwi seco del
ecotipo 2, ¢) Tarwi seco y molido.

- o }

s |
LU S

Figura 48: Extraccion de alcaloides-preparacion de la muestra centrifugado-
neutralizacion.
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Figura 49: Extraccion de alcaloides-preparacion de la muestra. a) Elucion en el
rotavapor, b) Muestras eluidas en fase liquida para el UHPLC.

Figura 51: Equipo de UHPLC de la Escuela Profesional de Ingenieria en Industrias
Alimentarias — Sede Ayabacas-UNAJ.

145



CROMATOGRAMAS DEL UHPLC
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Figura 52: Representacion del cromatograma del UHPLC. a) Cromatograma de muestras
asistidas por microondas, b) Cromatograma de muestras asistidas por ultrasonido.
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Calibration

Calibration Details LUPANINA
Calibration Type Lin, WithOffset Offset (CO) 254144
Evaluation Type Area Slope (G1) 0.0850
Number of Calibration Points 5 Curve (C2) 0.0000
Number of disabled Calibration Points 0 R-Square 0.9885
Calibration Plot LUPANINA
12001 LUPANINA External UV_VIS_1
112,57
100.0
87.5
75.0
3 6257
< ]
50.0
37.5]
25.0
1254 7
0'0_-|--|---|" — T T Tt T T T+ T T T T T T T T — T T T T T T T T
0 125 250 375 500 625 750 875 1000 1125 1200
Amount
Calibration Results LUPANINA
MNo. |Injection Name Calibration X Value Y Value Y Value Area Height
Level mAU*min mAU
UV_VIS_1 UvV_VIS_1 Uv_VIS_1 Uv_vIs_1 Uv_VIS_1
LUPANINA LUPANINA LUPANINA LUPANINA LUPANINA
2 LUPANINA20OPPM 1 200.0000 41.6606 41.6606 41.661 207.355
2 LUPANINA4COPPM 2 400.0000 622374 622374 62.237 386.433
4 LUPANINAGOOPPM 2 600.0000 722573 72,2573 72257 476.628
5 LUPANINASOOPPM 4 800.0000 96.1169 96.1169 96.117 641.683
6 LUPANINA1T000PPM 5 1000.0000 109.6814 109.6814 109.681 7358.949

Figura 57: Calibracién de Standar de lupanina.
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Tabla 20: Prueba de textura del Tarwi.

PRUEBA DE TEXTURA DEL TARWI
Nombre: Fecha:

Nombre del producto:

Frente a usted hay unas muestras de Tarwi, la cual debe observar describiendo las caracteristicas
de textura que estén presentes en la muestra.

Escriba sobre la casilla el namero del término que més describa las cualidades de las muestras.
El rango varia de (-3, -2,-1, 0, 1, 2, 3).

PATRONES | m1| m2| M3 | ma| ms| m6|M7|m8|m9|m10|M11

Sensacioén inicial

Mecanicas

Dureza

Fracturabilidad

Geomeétricas

Lisa

Rugosa

Grasa

Sensacioén residual

facil de romper

Comentarios:

Muchas gracias.
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Tabla 21: Calificacion de jueces frente a los atributos de textura del Tarwi.

Juez Muestra

Codigo de

Tratamiento Duyreza

Cualidades

Fracturabilidad Lisa

Rugosa Grasa

Facil de
romper

DDA D DDDDDDWWWWWWWWWWNNNNNNNNNNIERERRRRIRRR PR P

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9

Vi

V2
V1PM132
V1IF352
V1IPM352
VIPMO
V1IF301
V2IF333
V1PM2302
V1IF251
Vi

V2
V1PM132
V1IF352
V1IPM352
VIPMO
V1IF301
V2IF333
V1PM2302
V1IF251
Vi

V2
V1PM132
V1IF352
V1IPM352
VIPMO
V1IF301
V2IF333
V1PM2302
V1IF251
Vi

V2
V1PM132
V1IF352
V1IPM352
VIPMO
V1IF301
V2IF333
V1PM2302

A ON WO OO O UN N O N NONDNNNYNO R ONRFPENSNDNSNSNDNWNSNDNDN NN
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M10 V1IF251
M1 Vi

4

V2

M2

V1PM132
V1IF352

M3

M4

1

V1IPM352
VIPMO

M5

M6

V1IF301

M7

V2IF333

M8

3

V1PM2302
V1IF251

V1

M9

M10
M1

5

V2

M2

V1PM132
V1IF352

M3

M4

6

V1IPM352
VIPMO

M5

M6

V1IF301

M7

V2IF333

M8

4

V1PM2302
V1IF251

V1

M9

M10
M1

6

V2

M2

4

V1PM132
V1IF352

M3

M4

5

V1IPM352
VIPMO

M5

M6

V1IF301

M7

V2IF333

M8

5

V1PM2302
V1IF251

Vi

M9

M10
M1

7

V2

M2

V1PM132
V1IF352

M3

M4

5

V1IPM352
VIPMO

M5

M6

V1IF301

M7

V2IF333

M8

4

V1PM2302
V1IF251

M9

M10

8
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ANEXO 2: Anélisis de varianza y comparacion de medias para los tratamientos.

Tabla 22: Andlisis de varianza para tratamientos de microondas.

Df Sum Sg Mean Sq

Df SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
“Tratamiento
PM 2 10.736 10.736 32.33 2.68E-05 ***
Residuals 17 5.646 0.332
Signif. codes: 0 “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 *“.” 0.1 “ 1

Tabla 23: Test de Tukey para comparacion de medias de tratamientos por microondas.

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS
Confidence level: 0.95
Dependent variable: g(lup)/100g(tarwi)
Variation Coefficient: 22.24106 %

Independent variable: Tratamiento PM

Factors Means
0 4.2 a
1 3.36087595 ab
2 2.41718782 bc
3 1.72720406 c

Tabla 24: Analisis de varianza para tratamientos de ultrasonidos.

Df Sum Sg Mean Sq

Df SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
“Tratamiento
us 2 0.400 0.3999 0.826 3.77E-01
Residuals 16 5.646 0.332
Signif. codes: 0 ‘**=’ (0,001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 *“.” 0.1 “°’

1
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Tabla 25: Test de Tukey para comparacion de medias de tratamientos por ultrasonidos.

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95

Dependent variable:
g(lup) /100g(tarwi)
variation Coefficient: 25.59819 %

Independent variable: Tratamiento US

Factors Means
1 3.19784155963389 a

3 2.83273735441731 ab
2 2.12627060084015 b

Tabla 26: Andlisis de varianza para la difusividad efectiva con tratamientos de
microondas.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

trat 2 1.007e-16 1.007e-16 7.728 0.0179 *
Residuals 11 1.433e-16 1.303e-17

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1

Tabla 27: Test de Tukey para comparacion de medias de tratamientos por microondas en
la difusividad efectiva.

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS
confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: Deff (m2/s)

variation Coefficient: 69.95563 %

Independent variable: trat

Factors Means

3 8.11995151168151e-09 a
2 3.27470981824311e-09 ab
1 9.88810228792615e-10 b
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Tabla 28: Analisis de varianza para la difusividad efectiva con tratamientos de
ultrasonido.

Df Sum Sqg Mean Sg F value Pr(>F)
trat 2 1.719e-18 1.719e-18 0.819 0.396
Residuals 7 1.470e-17 2.100e-18

Tabla 29: Test de Tukey para comparacion de medias de tratamientos por ultrasonido en
la difusividad efectiva.

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS
0.95

pDeff (m2/s)
94.30614 %

Confidence Tevel:
Dependent variable:
variation Coefficient:

Independent variable: trat

Factors Means

2 2.09355099587832e-09 a
3 1.793301093242e-09
1 7.22845032411736e-10 a

a

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula

data = mediaus)

$Tratamiento

"Deff (m2/s) ~ Tratamiento,

diff Twr upr p adj
V1IF130-V1IF115 -1.004426e-09 NaN NaN NaN
V1IF19-V1IF115 -1.168952e-09 NaN NaN NaN
V1IF215-V1IF115 -4.963391e-10 NaN NaN NaN
V1IF230-V1IF115 -4.127391e-10 NaN NaN  NaN
VIIF29-V1IF115 2.847818e-09 NaN NaN  NaN
VIIF315-V1IF115 2.167165e-09 NaN NaN  NaN
V1IF330-V1IF115 -9.202902e-10 NaN NaN  NaN
VIIF39-VI1IF115 -2.088843e-10 NaN NaN  NaN
VI1IF19-V1IF130 -1.645256e-10 NaN NaN  NaN
V1IF215-v1IF130 5.080869e-10 NaN NaN NaN
V1IF230-V1IF130 5.916869e-10 NaN NaN NaN
V1IF29-V1IF130 3.852245e-09 NaN NaN NaN
V1IF315-Vv1IF130 3.171591e-09 NaN NaN NaN
V1IF330-V1IF130 8.413587e-11 NaN NaN NaN
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V1IF39-V1IF130 7.955417e-10 NaN NaN NaN
V1IF215-Vv1IF19 6.726125e-10 NaN NaN NaN
V1IF230-Vv1IF19 7.562125e-10 NaN NaN NaN
V1IF29-V1IF19 4.016770e-09 NaN NaN NaN
V1IF315-V1IF19 3.336117e-09 NaN NaN NaN
V1IF330-V1IF19 2.486614e-10 NaN NaN NaN
V1IF39-V1IF19 9.600673e-10 NaN NaN NaN
V1IF230-V1IF215 8.360005e-11 NaN NaN NaN
V1IF29-V1IF215 3.344158e-09 NaN NaN NaN
V1IF315-V1IF215 2.663504e-09 NaN NaN NaN
V1IF330-V1IF215 -4.239510e-10 NaN NaN NaN
V1IF39-V1IF215 2.874548e-10 NaN NaN NaN
V1IF29-V1IF230 3.260558e-09 NaN NaN NaN
V1IF315-V1IF230 2.579904e-09 NaN NaN NaN
V1IF330-V1IF230 -5.075511e-10 NaN NaN NaN
V1IF39-V1IF230 2.038547e-10 NaN NaN NaN
V1IF315-V1IF29 -6.806534e-10 NaN NaN NaN
V1IF330-V1IF29 -3.768109e-09 NaN NaN NaN
V1IF39-V1IF29 -3.056703e-09 NaN NaN NaN
V1IF330-V1IF315 -3.087455e-09 NaN NaN NaN
V1IF39-V1IF315 -2.376049e-09 NaN NaN NaN
V1IF39-V1IF330 7.114058e-10 NaN NaN NaN

Tabla 30: a) Analisis de varianza y Comparacion multiple Tukey para la Deff. de ecotipos,
b) ANVA 'y comparacién de Tukey para el contenido de lupanina por ecotipos.

a)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
1 199.9 199.9 0.895 0.381

6 1339.6  223.3

trat
Residuals

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = "Deff x 10A-9 (mA2/s) ~
Tratamiento, data = ecotipo)

$Tratamiento

diff Twr upr p adj
0.458 NaN NaN NaN
-0.038 NaN NaN NaN

V1IF115-v1l pM1l
V1IF215-vl pMml
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b)

Fit: aov(formula = "g(lup)/100g(tarwi) ~ Tratamiento, data

«continuacion»

v1lpPMO-v1 pM1l
V2IF1152-v1 pM1
V2IF2151-v1l pMml
V2PMO-V1 PM1
v2pPM115-v1l pM1
V1IF215-V1IF115
V1PMO-V1IF115
V2IF1152-V1IF115
V2IF2151-V1IF115
V2PMO-V1IF115
V2PM115-V1IF115
Vv1PMO-V1IF215
V2IF1152-V1IF215
V2IF2151-v1IF215
V2PMO-V1IF215
V2PM115-V1IF215
V2IF1152-v1PMO
V2IF2151-v1PMO
v2PMO-V1PMO
V2PM115-v1PMO

V2IF2151-V2IF1152

V2PMO-V2IF1152
V2PM115-V2IF1152
V2PMO-V2IF2151
V2PM115-V2IF2151
V2PM115-v2PMO

1
w
N

111
.181
.414
.511
.886
.496
.653
.723
.872
.053
.344
.149
.219
.376
.549
.848
.930
.525
.400
.997
-3.
.330
.067
.925
.472
-33.

595

397

NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN

NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN

NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

trat 1 0.323

Residuals 6

0.3234
5.309 0.8848

0.365 0.568

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence Tlevel

$Tratamiento

diff lwr upr p

adj

V1IF115-vl pM1l
V1IF215-vl1l pM1l

vlpM0-v1 pM1l

V2IF1152-v1l pM1
V2IF2151-v1 pml

v2PMO-v1 PM1

v2pPM115-v1l pPM1

-0.
-0.

1.

160

416
230
1.341
170
0.557
1.511
0.326

NaN NaN
NaN NaN
NaN NaN
NaN NaN
NaN NaN
NaN NaN
NaN NaN

NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
NaN
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V1IF215-V1IF115
V1PMO-V1IF115
V2IF1152-V1IF115
V2IF2151-v1IF115
V2PMO-V1IF115
V2PM115-V1IF115
V1PMO-V1IF215
V2IF1152-V1IF215

0.186 NaN NaN NaN
1.757 NaN NaN NaN
-0.754 NaN NaN NaN
0.973 NaN NaN NaN
1.927 NaN NaN NaN
0.742 NaN NaN NaN
1.571 NaN NaN NaN
-0.940 NaN NaN NaN
V2IF2151-Vv1IF215 0.787 NaN NaN NaN
V2PMO-V1IF215 1.741 NaN NaN NaN
V2PM115-V1IF215 0.556 NaN NaN NaN
V2IF1152-v1PMO -2.511 NaN NaN NaN
V2IF2151-v1PMO -0.784 NaN NaN NaN
Vv2PMO-v1PMO 0.170 NaN NaN NaN
V2PM115-v1PMO -1.015 NaN NaN NaN
V2IF2151-V2IF1152 1.727 NaN NaN NaN
V2PMO-V2IF1152 2.681 NaN NaN NaN
V2PM115-Vv2IF1152 1.496 NaN NaN NaN
V2PMO-V2IF2151 0.954 NaN NaN NaN
V2PM115-Vv2IF2151 -0.231 NaN NaN NaN
V2PM115-v2PMO -1.185 NaN NaN NaN

Tabla 31: Anélisis de varianza y comparacion multiple de Tukey entre la Deff. de métodos
para desamargado convencional.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
trat 5 21.27 21.265 3.501 0.135
Residuals 4 24.30 6.074

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = Deff x10A-11 (mA2/s) ~
fuente, data = metC)

$fuente

diff Twr upr p adj
G 2016-C 2014 -6.5960 NaN NaN  NaN
MF VvV 2020a-C 2014 -7.1300 NaN NaN NaN
v 2020a-C 2014 -7.6420 NaN NaN NaN
vl C 2020-C 2014 -7.6271 NaN NaN NaN
v2 C 2020-C 2014 -7.6274 NaN NaN NaN
MF V 2020a-G 2016 -0.5340 NaN NaN NaN
VvV 2020a-G 2016 -1.0460 NaN NaN  NaN
vl C 2020-G 2016 -1.0311 NaN NaN  NaN
V2 C 2020-G 2016 -1.0314 NaN NaN  NaN

Vv 2020a-MF v 2020a -0.5120 NaN NaN NaN
vl C 2020-MF v 2020a -0.4971 NaN NaN NaN
V2 C 2020-MF v 2020a -0.4974 NaN NaN NaN
vl C 2020-v 2020a 0.0149 NaN NaN NaN
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v2 C 2020-v 2020a 0.0146 NaN NaN NaN
v2 C 2020-v1l C 2020 -0.0003 NaN NaN NaN

Tabla 32: Comparacion multiple de Tukey para Deff. entre metodologias de extraccion
convencional, ultrasonido y microondas.
Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

"Deff *10A-9 m2/s 2 17133800 17133800 0.958 0.507
Residuals 1 17888554 17888554

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = Deff *10A-9 m2/s™ ~
Metodo, data = Dmet)

$Metodo

diff Twr upr p adj
MAE-CONVENCIONAL 8.11307 NaN NaN NaN
UAE-CONVENCIONAL 2.08707 NaN NaN NaN
UAE-MAE -6.02600 NaN NaN NaN

MAE: Siglas en inglés de la extraccion asistida con microondas.
UAE: Siglas en inglés de la extraccion asistida con ultrasonidos.
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COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY DEL TIEMPO ENTRE LOS METODOS
DE EXTRACCION

Tabla 33: Analisis de varianza y comparacion de medias de Tukey entre tiempos,
difusividad efectiva y contenido de lupanina extraido.

a)

. _ bf Sum Sq  Mean Sq F value Pr(>F)
TIEMPO (min)~ 2 2.405e-04 2.405e-04 2080 0.014 *

Residuals 1 1.200e-07 1.200e-07
Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 “ * 1
b)

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = "TIEMPO (min) ~ Metodo,
data = TEAQ)

$Metodo

diff Twr upr p adj
EAU-CONVENCIONAL -7017.5595 NaN NaN NaN
MAE-CONVENCIONAL -7197.4920 NaN NaN NaN
MAE-EAU -179.9326 NaN NaN NaN

MAE: Siglas en inglés de la extraccion asistida con microondas.
UAE: Siglas en inglés de la extraccion asistida con ultrasonidos.
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ANALISIS SENSORIAL DEL TARWI

Tabla 34: Analisis de varianza para jueces.

Df Ssum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
Juez 7 4.3 4.301 0.313 0.578
Residuals 78 1072.1 13.745

Tabla 35: Comparacion de Tukey entre jueces.

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

Cconfidence Tevel: 0.95
Dependent variable: Puntaje
variation Coefficient: 12.82278 %

Independent variable: Juez
Factors Means
31.3
29.
29.
29.
28.
28
27.8
27

N = O 00N Vv b w
O N BN
JADRN R < DI « DA < D <D 4 I o1

Tabla 36: Analisis de varianza para evaluar la dureza.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

muestra 9 102.1 11.343 3.434 0.00233 **
Residuals 50 165.2 3.303

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 “**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1
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Tabla 37: Test de rangos multiples de Duncan para la dureza.

Duncan's new multiple range test
for dureza

Mean Square Error: 3.303333

muestra, means

dureza std r Min Max
M1 6.666667 0.8164966 6 5 7
M10 3.833333 1.7224014 6 2 6
M2 6.833333 0.4082483 6 6 7
M3 3.166667 1.8348479 6 2 6
M4 5.833333 1.9407902 6 2 7
M5 3.833333 2.4013885 6 1 6
M6 3.166667 2.04124156 1 7
M7 4.666667 2.3380904 6 2 7
M8 5.500000 1.3784049 6 3 7
M9 4.000000 2.1908902 6 1 7
Alpha: 0.05 ; DF Error: 50
Critical Range

2 3 4

5 6 7 8

9 10

2.107658 2.216773 2.288518
2.340524 2.380443 2.412263
2.438314 2.460068 2.478514

Means with the same letter are not
significantly different.

dureza groups

M2 6.833333 a
M1 6.666667 a
M4 5.833333 ab
M8 5.500000 abc
M7 4.666667 abc
M9 4.000000 bc
mM10 3.833333 bc
M5 3.833333 bc
M3 3.166667

M6 3.166667
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Tabla 38: Analisis de varianza para evaluar la fracturabilidad.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

muestra 9 17.15 1.906 0.507 0.862
Residuals 50 187.83 3.757

Tabla 39: Test de rangos multiples de Duncan para la fracturabilidad.

Duncan's new multiple range test
for Fracturabilidad

Mean Square Error: 3.756667

muestra, means

Fracturabilidad std r Min Max
M1 5.500000 1.870829 6 2 7
M10 4.666667 1.505545 6 2 6
M2 5.666667 2.338090 6 1 7
M3 5.000000 1.549193 6 2 6
M4 5.333333 1.966384 6 2 7
M5 5.000000 1.897367 6 3 7
M6 5.166667 2.041241 6 1 6
M7 3.666667 1.861899 6 2 6
M8 4.666667 2.065591 6 2 6
M9 5.166667 2.136976 6 1 7
Alpha: 0.05 ; DF Error: 50
Critical Range

2 3 4 5 6

7 8 9 10
2.247633 2.363994 2.440504 2.495964 2.538534
2.572467 2.600247 2.623447 2.643118

Means with the same letter are not
significantly different.

Fracturabilidad groups

M2 5.666667 a
M1 5.500000 a
M4 5.333333 a
M6 5.166667 a
M9 5.166667 a
M3 5.000000 a
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M5 5.000000 a
mM10 4.666667 a
M8 4.666667 a
M7 3.666667 a

Tabla 40: Analisis de varianza para evaluar la cualidad geométrica-lisa.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

muestra 9 99.48 11.05 7.952 3.52e-07 ***
Residuals 50 69.50 1.39

Signif. codes: 0 ‘***’ 0,001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “’
1

Tabla 41: Test de rangos multiples de Duncan para la cualidad geométrica-lisa.

Duncan's new multiple range test
for 1isa

Mean Square Error: 1.39

muestra, means

Tisa std r Min Max

M1 6.833333 0.4082483 6 6 7
M10 4.166667 1.7224014 6 1 6
M2 6.666667 0.5163978 6 6 7
M3 3.666667 1.6329932 6 2 6
M4 3.333333 1.2110601 6 2 5
M5 3.500000 1.0488088 6 2 5
M6 3.833333 0.9831921 6 2 5
M7 3.333333 1.3662601 6 1 5
M8 3.166667 1.3291601 6 2 5
M9 4.666667 0.8164966 6 4 6
Alpha: 0.05 ; DF Error: 50
Critical Range

2 3 4
5 6 7 8

9 10

1.367198 1.437979 1.484518
1.518254 1.544148 1.564789
1.581688 1.595799 1.607765

167



«continuacion»

Means with the same letter are
not significantly different.

Tisa groups

M1 6.833333 a
M2 6.666667 a
M9 4.666667 b
M10 4.166667 b
M6 3.833333 b
M3 3.666667 b
M5 3.500000 b
M4 3.333333 b
M7 3.333333 b
M8 3.166667 b

Tabla 42: Analisis de varianza para evaluar la cualidad geométrica-rugosa.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(F)
muestra 9 52.15 5.794 3.389 0.00258 =**
Residuals 50 85.50 1.710

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 “ ' 1

Tabla 43: Test de rangos multiples de Duncan para la cualidad geométrica-rugosa.

Duncan's new multiple range test
for rugosa

Mean Square Error: 1.71

muestra, means

rugosa std r Min Max
M1 3.166667 1.3291601 6 1 4
M10 5.833333 0.7527727 6 5 7
M2 3.333333 0.8164966 6 2 4
M3 4.500000 1.8708287 6 1 6
M4 5.166667 1.1690452 6 3 6
M5 5.833333 0.7527727 6 5 7
M6 5.000000 1.6733201 6 3 7
M7 4.666667 1.7511901 6 2 6
M8 6.000000 0.6324555 6 5 7
M9 5.000000 1.5491933 6 2 6
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Alpha: 0.05 ; DF Error: 50

Critical Range

2 3 4 5
6 7 8 9 10
1.516429 1.594935 1.646555 1.683973
1.712694 1.735588 1.754330 1.769982
1.783254

Means with the same letter are not
significantly different.

rugosa groups

M8 6.000000 a
M10 5.833333 a
M5 5.833333 a
M4 5.166667 a
M6 5.000000 ab
M9 5.000000 ab
M7 4.666667 abc
M3  4.500000 abc
M2 3.333333 bc
M1 3.166667 C

Tabla 44: Analisis de varianza para evaluar la grasa.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

muestra 9 4.48 0.4981 0.766 0.647
Residuals 50 32.50 0.6500

Tabla 45: Test de rangos multiples de Duncan para la grasa.

Duncan's new multiple range test
for grasa

Mean Square Error: 0.65

muestra, means

grasa std r Min Max
M1 6.333333 1.0327956 6 5 7
M10 6.166667 0.7527727 6 5 7
M2 5.833333 0.7527727 6 5 7
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M3 5.666667 0.5163978 6 5 6
M4 5.500000 0.5477226 6 5 6
M5 5.500000 1.0488088 6 4 7
M6 5.833333 0.7527727 6 5 7
M7 5.500000 0.8366600 6 4 6
M8 6.000000 0.8944272 6 5 7
M9 5.833333 0.7527727 6 5 7
Alpha: 0.05 ; DF Error: 50
Critical Range

2 3 4
5 6 7 8

9

0.9349334 0.9833355 1.0151609
1.0382301 1.0559378 1.0700527
1.0816083 1.0912584

10
1.0994408

Means with the same letter are
not significantly different.

grasa groups

M1 6.333333 a
M10 6.166667 a
M8 6.000000 a
M2 5.833333 a
M6 5.833333 a
M9 5.833333 a
M3 5.666667 a
M4 5.500000 a
M5 5.500000 a
M7 5.500000 a

Tabla 46: Analisis de varianza para evaluar la sensacion residual-facil de romper.

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

muestra 9 82.48 9.165 3.341 0.00287 **
Residuals 50 137.17 2.743

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “°
1
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Tabla 47: Test de rangos multiples de Duncan para sensacion residual-facil de romper.

Duncan's new multiple range test
for facil de romper

Mean Square Error: 2.743333

muestra, means

facil.de.romper std r Min Max
M1 1.666667 0.8164966 6 1 3
mM10 5.333333 1.8618987 6 2 7
M2 3.333333 2.4221203 6 1 7
M3 3.333333 1.2110601 6 2 5
M4 5.166667 1.3291601 6 3 7
M5 4.666667 1.8618987 6 2 7
M6 5.000000 1.5491933 6 3 6
M7 3.500000 1.6431677 6 2 6
M8 3.833333 1.8348479 6 2 6
M9 5.666667 1.5055453 6 3 7
Alpha: 0.05 ; DF Error: 50
Critical Range

2 3 4 5

6 7 8 9 10

1.920717 2.020153 2.085535 2.132928
2.169307 2.198304 2.222044 2.241869
2.258679

Means with the same letter are not
significantly different.

facil de romper groups

M9 5.666667 a
M10 5.333333 ab
vM4 5.166667 ab
M6 5.000000 ab
M5 4.666667 ab
M8 3.833333 ab
M7 3.500000 abc
M2 3.333333 bc
M3 3.333333 bc
M1 1.666667 C
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