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RESUMEN

El tarwi (Lupinus mutabiliy es una leguminosa de gran interés por ser un alimento
importantey cotidiano de la poblacion andina por su alto contenido en proteinas y aceites.
El grano requiere un tratamiento comodesamargado para su consumo porgque contiene
alcaloides téxicos de quinolizidina (QA) que son sustancias anti nutricionales siendo la
lupanina el alcaloide que mas predomina. Para su analisis de cuantificacion de alcaloides los
métodos analiticos suelen ser muy agresivos e invasivos, siendo el HPLC el método méas
preciso, popular y costoso, por lo que se requiere nuevas metodologiastifecaaiéon no
invasivas teniendo coradternativala espectroscopia dieléctrica de microon@absS). El
presente trabajo de investigacion tiene como objetivo validar un método no invasivo de
cuantificacion de lupanina en granos de tarwi de un ecotipec@&ipo Yunguyo fue
sometido a tres tipos de tratamientos de desamargado, hidratado por 24 horas, microondas a
una potencia de 630 W por 9 minutos y ultrasonido kH100 W por 15 minutos. En el
analisis del alcaloide se determind primeramente losceggedieléctricos con un patrén
estandar de lupanina a diferentes concentracidf®gsam, 100 ppm, 200 ppm, 3pt, 400

ppm) obteniendo dos curvas de calibracién 6ptimas en las frecuencias de 750 y 5800 MHz
con un R de 0.9633 y 0.8731 respectivamententrdo de un rango de 0.5 a 9 GHz, asi
mismo, se calibré el equipo UHPLC obteniendo una relacion lirfedg R.999, lograndose
determinar la cantidad de lupanina presente en los granos de tarwi tratados. Se valido el
método no invasivo de espectroscopigdditrica de microondas para la cuantificaciéon de
lupanina en diferentes tratamientos en la frecuencia de 750 MHz con un P.value < 0.05
teniendo una relacién con la cuantificacion de los tratamientos analizados por el equipo
cromatografico. Concluyendo gleemetodologia no invasiva por espectroscopia dieléctrica

de microondas es adecuada para el andlisis de lupanina en granos de tarwi, pero aun falta

realizar estudios més profundos para poder optimizarlos.

Palabras Clave:Lupinus nutabilis, dcaloide quimlizidinico, lupanina, UHPLC,

espectroscopidieléctrica.
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ABSTRACT

Tarwi (Lupinus muabilis) is a legume of great interest because it is an important and daily
food of the Andean population due to its high protein and oil content. The grain requires a
debittering treatment for its consumption because it contains toxic quinolizidine alkaloids
(QA), which are antnutritional substances, lupanine being the most predominant alkaloid.
For its analysis of alkaloid quantification, analytical methods are lysuely aggressive

and invasive, being HPLC the most accurate, popular and expensive method, so hew non
invasive quantification methodologies are required, having microwave dielectric
spectroscopy (MDS) as an alternatiféne present research work aimsvadidate a non
invasive method for the quantification of lupanin in tarwi grains of one ecofype.
Yunguyo ecotype was subjected to three types of debittering treatments, hydrated for 24
hours, microwaves at a power of 630 W for 9 minutes and ultrasdut@tkHz: 100 W for

15 minutes. In the analysis of the alkaloid, the dielectric spectra were first determined with
a standard pattern of lupanine at different concentrations (40 ppm, 100 ppm, 200 ppm, 300
pm, 400ppm) obtaining two optimal calibration as at frequencies of 750 and 5800 MHz
with an R of 0. 9633 and 0.8731 respectively, within a range of 0.5 to 9 GHz, likewise, the
UHPLC equipment was calibrated obtaining a linedroR0.999, thus determining the
amount of lupanin present in the treat&dwi grains. The noinvasive method of
microwave dielectric spectroscopy was validated for the quantification of lupanin in
different treatments at the frequency of 750 MHz with a P.value < 0.05 having a relationship
with the quantification of the treaents analyzed by the chromatographic equipment. It is
concluded that the nenvasive methodology by microwave dielectric spectroscopy is
adequate for the analysis of lupanin in tarwi grains, but further studies are still needed to

optimize them.

Key words: Lupinus naitabilis, Quinolizidinyl alkaloid, Lupanine, UHPLC, Dielectric
spectroscopy.
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INTRODUCCION

El tarwi (Lupinus mutabiliy cultivada tradicionalmente en los andes de Latinoamérica es la
Unica especie del génetaipinusoriginaria de Sudamérica, esta leguminosa es de gran
importancia por su alto contenido de proteinas y aceites asi mismo siendo de interés como
sustituto de la soja. El principal inconveniente que presenta esta leguminosa es el alto
contenido de alcaloideguinolizidinicos a comparacion de sus demas parientes tomo

albus, L. angustifolius y L. luteuggesto se debe a la alta cantidad de proteinas que contiene,

de manera que requiere un tratamiento de desamargado para su consumo, a pesar de que
existen etudios sobre mejoramiento de la técnica de desamargado convencional como de su
composicion y aprovechamiento de la legumbre, como también investigaciones sobre
técnicas avanzadas para la extraccion de compuestos bioactivos para mejorar la eficiencia
de laextraccion siguen quedando rastros de alcaloide, por lo tanto, es crucial desde el punto
de vista de la seguridad alimentaria ya que su consumo en concentraciones elevadas puede
causar intoxicaciones graves siendo la lupanina el alcaloide que se enenem@gtores
concentraciones dentro del grano aproximadamente el 70%, por lo que el analisis de la
cuantificacion de alcaloide es necesario, siendo por HPLC el método mas preciso y

confiable, sin embargo, este método es muy costoso, lento, y muy destructivo

En la actualidad los analisis rapidos de los diferentes fendmenos relacionados con los
alimentos en bajo costo y no invasivos o destructivos son una de las principales tecnologias
de ingenieia que requieren las empresas puesto que la calidad e ircbdeidias alimentos

tiene una creciente demanda mas thgos los métodos analiticos siendespectroscopia
dieléctrica una de las principales tecnologias analiticas no destructivas, ofreciendo resultados
MAas exactos con respecto a dar explicacionessdestaucturas moleculares. El desarrollo

de una nueva metodologia no invasiva comedpectroscopidieléctrica de microondas

para el analisis de tarwi es necesario para la cuantificacién de alcaloide y asi mismo tener un

control mas confiable, econémidompio y no invasivo.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

El presente proyecto de tesis nace de la observacién realizada sobre el contenido de
alcaloidesen las semillas deupinusel cual inhibe las multiples propiedades y usos que se
le pueden dar, aparte que tiene un efecto toxico en especial la toxicidad por lupaninay sabor
amargo por lo que es necesario someterlo a un tratamiento antes de su transformacion, pero
el interés deuna variedad dé.upinuslibre de alcaloides o con bajo contenido ha ido
aumentando en todo el munderp solo pocas empresas derfigjoramiento siguen sus
estudios ya que la cuaiitacion de los alcaloides delipinuses esencial para la evaluacion
de nwevas variedades, un estudio realizado @6tz (2014, menciona que uno dedo
métodos con el que se trabagjara realizar la cuantificaciéon de lafcaloides es por

cromatografia pero lamentablemente este método es muy costosos y requiere mucho tiempo.

En | a investigaci-n de | os A M®t o didimmerp ar a
Lupinus mutabili®  doe Baer, Reimerdes, & Feldheirfl979)los métodos utilizados
resultaron ser destructivas puesto que para realizarlo setdeatgiar harina ddarwi
(Lupinusmutabilig aparte de unos solventes para determinar el contenido de alcaloides, a
pesar de utilizar métodos rapidos algunos de ellos como la determinacion fotométrica en la
parte de la separacion de alcaloidesapE uso de este método resuliér lento, con el
método de cromatografia la limpieza posterior de las muestras lleva demasiado tiempo en
realizarlas. Por lo que se ha podido observar no existe un método de andlisis rapido, no
invasivo, confiable y de bajo casjue pueda solucionar el problema de la determinacién de

alcaloides detarwi (Lupinus mutabilix



Se ha podido observar que hasta el momeatexiste un método el cual sé&pido, barato,
confiable y en especial no invasivo o destructivo que pueda solucionar el control como
asegurar laaidad en la passecha, en la linea de produccion y engbramiento de una
variedad dd_upinuslibre de alcaloides o en caso contrario de alto contatedalcaloides

sin destruir el grano de tarwi, por es ello es que se propone desarrollar un nuevo método no
invasivo de cuantificacion de los alcaloides en especial de la lupanina que es lo que mas
predominan en el tarwi dentde los alcaloideguinolizidinicos(QA), puesto que Puno es

la tercera regién con méas produccion de tarwi a nivel nacional sgapay Canales, Felix
Huanca, & Huanay Lorenz@2015) por consiguiente se planted la siguiente preguae

investigacion:

- ¢Existird relacion entre los resultados de los métodesplectroscopidieléctrica
de microondas y UHPLC para el desarrollo del método no invasivo de cuantificacion

de lupanina en diferentes matrices de tarwi?

1.20BJETIVOS DE LA INVESTIGACION CIENTIFICA

1.2.1. Objetivo general

- Determinar la relaciode los resultadode espectroscopidieléctricade microondas
(MDS) y UHPLC para el desarrollo y validacion del método no invasivo de
cuantificacion de la lupanina en diferentes matricesaaei.

1.2.2. Objetivos especificos

- Determinar los espectros dieléctricos a diferentes concentraciones de la lupanina.

- Validar el método no invasivibe cuantificaciomle la lupanina en diferentes matrices
por espectroscopidieléctricade microondasonel UHPLC.



1.3. JUSTIFICACION

Tarwi (Lupinus nutabilis) es oriundo de los andes siendo la Unica leguminosa de grano
comestible de esta parte de la regidén, comprende a varios paises latinoamericanos desde
Ecuador hasta Chile y el noreste de Argentina, esta leguminosa junto con otros alimentos
andinos jugaronmupapel importante en la alimentacion de la poblacion arfihizE COPI,

2017) encontrandose hasta en las orillas de lago Té#igaolerando las heladas deldo
invierno de los ande@Vicente Rojas, 1995)en la actualidad el tarwi tiene una amplia
variedad culinariacombinandolocon tubérculos y frutas esta ultima para aprovechar los

minerales presentes enLeipinus(Salazar Granara, 2015)

Estadisticamente a nivel nacional p&@aray Canales et a(2015)menciona que las tres
principales regiones productoras de tarwi segun superficie cosechada son La Libertad con
2224,18 toneladas, Cusco con 2104¢8tladas y Puno 1731,86 toneladas, con un promedio

de 1725 Kg/ha en camparfas de 2006y 200708; en la regién de Puno el cultivo de tarwi

esta centrado en las provincias de Yunguyo y Pomata a un altitud de 3800 m.s.n.m. alrededor
del lago TiticacgqTapia, 2015)

Esta leguminosa es un alimento con alto valor proteico (cuarenta y uno a cincuenta y uno
por dento), aceites (catorce a veinticuatro por ciento) proporciona también vitaminas y
mineraleg(Chirinosarias, Jiménez, & Vilcanachaca, 2015l contenido de proteinas es
mayor al de soya esto dependiendo de la especie de lupino, contiene calcio, aminoacidos
ayudando de esta manetalasarrollo adecuado de los nifi@utiérrez, Ifantes, Pascual,

& Zamora, 2016)y contiene también un dieciocho por ciento de peso en seco de lipidos

(CarvajatLarenas, Linnemann, Nout, Koziol, & van Boekel, 2016)

Pero estas caracteristicas nutritivas se ven afectad#es gresencia de sustanciasitas y

su sabor amargo puesto que es&millas contienen alcaloidgsiinolizidinicg dentro de

este grupo encontramos a la lupanina y esparteina que son lastqoargdsnitandossu
consumo a nivel mundidlGutiérrez et al., 2016por este motivo es necesario realizar un
proceso de deslupinacid¢dacobsen & Mujica, 2006) depuracion de los alcaloides de esta
manerala semilla no es amarga yxiéa (Hatzold, ElImadfa, Gross, Wink, & Hartmann,
1983) pero a pesar del proceso depuracion se necesita de un control que ayude a verificar la

cartidad de alcaloides aln restantes o la cantidad de esta en la materia prima y su calidad.



Por ello la creciente demanda de garantia en la calidad e inocuidad de los alimentos requiere
métodos analiticos para un control objetivo en la produccién alime(Rariap, Kammerer,

& Carle, 2015) esto subrga que la calidad es un parametro importante en la industria
alimentaria por lo que hay la necesidad de técnicas analiticas rapidas y confiables para el

control de calidad como las técnicas espectroscopidams, Dardenne, & Baeten, 2012)

La espectroscopidieléctrica surge con el fin de reemplazar los métodos tradicionales de
analisis puesto que en la actualidad el control de calidad de los procesos en la industria
alimentaria reqere y exige método no destructivos en los alimentos que sean rapidos
precisos y no muy tediosos mejorando su eficiencia en el control de procesos,
proporcionando informacién valiosa sobre los constituyentes y la estructura de los alimentos
(M. CastreGiraldez, Fito, Prieto, Andrés, & Fito, 201 2sta técnica analitica emergente es

de bajo costo de funcionamiento en la industria, es rentable, rapida, no destructiva o invasiva,
directa, respetuosa con el medio ambiente, sin embargo los métodos tradicionales son

intensivos en mano de obra, largos y cost@Bosep et al., 2015)

De tal modo que con el fin contribuir al desarrollo y produccion regional y nacional se
necesita validar una metodologia con la técnicesgectroscopidieléctrica de microondas

con el fin de que facilitara y ayudara al analisis para la cuantificacion de la lupanina en un
tiempo corto y a bajo costo comparado a otros métodos de cuantificacion de alcaloides,
aportando también al mejoramiento de la calidad en la materia prima, F@esioea
dentro de una industria como también del producto terminado y el mejoramiento de la

especie del grano.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

TraffanoSchiffo, (2021) en su trabajo de investigaci
para analizar las propiedades dieléctricas en rangos de radiofrecuencia y microondas en
carne de pollo durante el t i e dowroal g Bosd mor t e
Engineering tuvo cono objetivo analizar los espectros dieléctricos durante el tiempo
postmortem en la carne de pollo. Los resultados que se obtuvieron fueron que se logré
demostrar gue |l a amplitud de | a constante
determinar la degraation del sistema actirraiosina y, ademas, las propiedades dieléctricas
en |l as dispersiones U, b y la conductividad

de la carne de pollo, de forma no destructiva.

Kalamiotis, lichev, Irvine, & Dimitrakis(2019) en su trabajo deinvestiganié t i t ul ada
optimizado de l&spectroscopidieléctrica a frecuencias de microondas para la supervision
directa en | 2nea de | as reacci orensorsched p ol i
Actuators, B: Chemicaltuvo como objetivo analizar el wi@ de reaccion de una

pol i mer i z@eaprolactona. tlos redliltados que se obtuvieron fueron que se logré
demostrague los valores de las propiedades dieléctricas exhibidas por el medio de reaccion
con el tiempo podian correlacionarse directamenteet@rogreso de la reaccion. Asi, los

datos experimentales permitieron construir una curva de calibracion que podia utilizarse para
predecir la conversion de monoémero en polimero en cualquier punto de la reaccion. Se llegé

a concluir, esta investigaciorepnitira desarrollar una instrumentacién adecuada y una
estrategia mejorada para la supervision y el control en linea de una amplia gama de

reacciones de polimerizacion.

Soltan Firouz, Rashvand, & Omjq2021)en su trabajo de investig
identificacion y cuantificacion de la adulteracibn de aceites de sésamo mediante

espectroscopidi el ®ctri ca de baja frecuenciaacombi n



revistaLwt - Food Science and Technolgogyvo como objetivo desarrollar un método
analitico rapido, practico y de bajo costo para detectar y cuantificar la adulteracion en el
aceite de sésamo (SEO) con el aceite de colza (RO). Los resultados queiseontiueron

la validacién fuera de muestra el cual indicé que el modelo SVR del ndcleo de la funcién de
base radial (RBF) tuvo el mejor rendimiento con el coeficiente de correlaciéon (R) de 0,9604,

el error absoluto medio (MAE) de 4,9B8nL/100 mL) y ekerror cuadradmedio de la raiz

(RMSE) de 6,0129 (mL/100 mL) seguido del modelo ANN con un valor R de 0,9192, MAE

de 6,4033 (mL/100 mL) y RMSE de 7,8072 (mL/100 mL). Se llegd a concluir que los
resultados mostraron que la técnica desarrollada como uaaniemta simple y econémica

tiene una capacidad aceptable para detectar impurezas de RO en SEO. Sin embargo, se
necesita mas investigacion para encontrar si el sistema desarrollado seria capaz de detectar

adulteraciones generadas por otros aceites conesstib bajo costo en SEO.

Velasquez et al(2021) ensutrabajoel i nvestigaci -n titul ada AE
cereza del café en el rendimiento del proceso de secado del grano: isotermos de sorcién y
espectroscopia i el ®ct ri cao, p Urbod iCaenaoll tivo eomo dbjativor e v i s t
evaluar el rendimiento desado en la cereza de café maduro mediante isotermos de sorcion

y espectroscopidieléctrica. Los resultados que se obtuvieron fueron que las isotermas de
sorcion dinamica del café pergamino revelaron que en la etapa de madurez tiene un efecto
sobre la diponibilidad de agua del grano, y que dicha dependencia podria afectar el secado

del grano y que la constante dieléctrica se utilizd para medir la humedad como aw de los
granos, el cual el contenido de humedad y la funcion sigmoide para el modelo deeemtuvi

un rendimiento de (R: 0.820.88) dentro de un rango de 0.3 GHz a 0.9 GHz. Se lleg6 a
concluir que la frecuencia de 0.3 GHz fue la més consistente y que a pesar de los errores
fueron menores para el modelo de seleccién de caracteristicas, la fizaligioca es

preferible ya que tiene una complejidad minimanjieiedo como alternativa que esta

tecnologia podria considerarse para la evaluacion de las caracteristicas de agua del grano

durante el secado del café o el almacenamiento de café verde.

Blakey & MoralesPartera (2015)en su tr abaj o dbEspectrascopias i - n
dieléctrica de microondasina metodologia versatil parh andlisis, la supervision y el
control de procesos de alimentos en | 2nea
Engineering in Agriculture, Environment and Foadvo como objetivo ofrecer una vision

general de los fundamentos de la tecnologia yalasion de las posibles aplicaciones en la
industria alimentaria. También se consideran los retos y el potencial futuro de esta



tecnologia. De la misma manera dar una explicacion sobre una metodologia analitica en
linea, compacta y no invasiva/destruceélaual se basa en la en la rotacion de las moléculas

y sus grupos funcionales en presencia de un campo electromage@tielorango de
frecuencias de B8.a 300 GHz y que puede utilizarse para diferenciar materiales de distinta

composicion

2.2. TARWI (Lupinus mutabilis)

El tarwi o chochol{upinus mutabilises una especie leguminosa oriunda de los andes de
Sudameérica que se cultiva desde los 1500 m.s.n.m. hallandose en varios paises como Per,
Bolivia, Colombia, Venezuela, Ecuador, Chile y Argent{dacobsen & Mujica, 2006)
cultivadas también en Espafia, Italia y Grd@iapia, 2015)La produccion en el Perd son
principalmente de los departamentos de Puno, Cusco, Huancayo, Cajamarca, La Libertad
entre otras regiones méaguilar Angulo, 2015) esta leguminosa se caracteriza por su alto
contenido de proteingd&spejo Flores, 201%)en grasas superando en el valor proteico a la

soya(Aguilar Angulg 2015)

El tarwi es un grano cultivado por agricultores de zonas alto andinas en Peru y Bolivia pero
esta sigue siendo poco conocido en comun como muchos otros granos andinos como un
OCul ti vo per (Eastvood &Heighéso2808)i nc as 6

GdLos nombr es c omunes traman (Espafad),c Taxwvi, Tai u pi n o,
(Quechua), Candy sti ck (Palaragsrarasa) 2015)yTaudl u pi n
(Aymara) (Mercado, 2018)En la Kgura 1, se muestra la distribucion de los nombres

comunes.

_..,Chocho / chochito

puechua: tarwi o tarhui

Vi . Aymara: tauri
- s

/,/Chuchus muti

S

ommims: ChuChus

Figura 1. Distribucion de los nombres comunes en Ecuador, Peru y Bolivia

FUENTE:Mercado,(2018).



2.21.Origen y taxonomia deLupinus mutabilis

- Origen

El lupino tiene su origen en el viejo mundo en la region del mediterraneo, también en el
nuevo mundo que comprende américa del norte y las tierras altas gdidigas von Baer,
& von Baer, 2003)pero en si el origen del cultivo del tarwi no se conoce a ciencia cierta
pero es una de las plantas mas cattas en la Sudamérica antigivdcente Rojas, 1995)
adem8s el t ®r mino se presume de | a antigg¢e:d
("l'y"'"pe") como fipenao debido a |I(Gitg 26@4dst anci
El lupinos es la semilla o grano de especies de Lupinus domesticada el cual se tiene un
amplio uso en la comunidad para referirse a plantas sigestmillas o granos domésticos
de todas las especies de Lupi(DsS. Petterson, 201,5)onociéndose desdeitnpo que el
lupinos sedomesticéindependientemente tanto en el mediterraneo como en los andes
(Eastwood & Hughes, 200@ero en los andes eftia mejores oportunidades comudtivo
mejorando los suelos, su nutricion hasta los ingr@siklin, Rivera, & Nelson, 20065e
llegaron a conocer un total de 450 especidsuggnusen toa el mundo de los cuales 200
300 son de Ameérica del Sur, siendo solo cuatro de estas especies domesticadas con los
intereses comerciales y agronémidogpinus albuglupino blanc, Lupinus angustifolius
(estrecho hoja o lupino azubupinus luteuglupino amarillo) yLupinus mutabiliglupino
andino) de acuerdo (&06tz, 2014; Reinhard, Rupp, Sager, Streule, & Zoller, 2086)as
Américas hay alrededor de 100 especies de lupinos nativos de los cualet.solotabilis
la perla, cel Lupino andino como se le conoce son utilizados como fuente de alimentacion
(D. S. Petterson, 2015%in embargo existen 2BD0 espe@s perennes de lupinos herbaceos
gue son cultivos de gran@islam & Ma, 2016)a mayoria de ellasxeel nuevo mund{Trugo
et al., 2003)Las especies del nuevo mundo comprenden mas del 90 por ciento del total de
especies mientras que las especies del viejo mundo incalgededor de 13 especies de
lupinos, donde los cultivos destinados al consumo humano son tres especies del viejo mundo
(L. albus, L. angustifolius y L. lutelug una especie del nuevo mundo utabilig (Islam

& Ma, 2016)como se muestra en diagrama de las relaciones filogenéticas en la Figura 2



Eastem S American y eastem N

: Nuevo Mundo
American spp

[ L. angustifolius

Semilla
lisa

| L.luteus L. hispanicus
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— Viejo Mundo

JJ

Especies de semillas rugosa

L. micranthus

Semilla
lisa

L. albus

Westem N Americarr Westeny
S American spp (incluye L. Nuevo Mundo
mutabilis L. polyphyllus

Figura 2. Diagrama de las relaciones filogenéticas entre el lupino del viejo y nuevo

mundo.

FUENTE:Wolko, Clements, Naganowska, Nelson, & Yafif)11)



- Taxonomia

Para la definicién taxonémicen relacionde esta especie existe umablematicasiendo
Sweet en 1825 el primero que lo describid estudiando una planta en el jardin de Bury Hill,
de la cual no se conotmsta la fecha la procedencia de la senf@iairinosArias, 2015;

Von Baer, B88; Gross, 1982)

La clasificacion taxonémica seg@aray Canales et a{(2015)el Tarwi es la siguiente:
Nombre comun: Tarwi, Chocho
Nombre cientificoLupinus mutabilisweet
Divisidon: Espermatofitos
Sub divisién: Angiosperma
Clase: Dicotiledéneas
Sub Clase: Arquidamideas
Orden: Rosales
Familia: Papilionoideas
Sub familia: Genisteas
GéneroLupinus
EspecieMutabilis

En la region andina compuesta por Pera, Ecuador y Bolivia se logré identificar 83 especies

del génerd_upinus(Jacobsen & Mujica, 2006[n el Pera existen varios ecotipos desde el
norte conocido como fichechad en AGazjasmar ¢id.,a
de Cusco, Abancay, Huancavelica y Ayacucho, en la zona del altiplano alrededor del Lago

Ti ti caca wariando désdealcalor del,grano (entre blanca, gris, marrén y otras),
planta y flor variable (blanconaarillo parpura, azul) dependiendo de la variedad y ecotipo

(Tapia, 2015)
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Las principales especies Hapinuscultivadas a nivel mundial sobhupinus albus, Lupinus
luteus, Lupinus angustifolius y Lupinus mutabjarvajatLarenas et al., 201&omo se

muestra en la Figura 3

| L. mutabilis

Figura 3. Las cuatro principales especieslamints.
FUENTE:Islam & Ma, (2016)

2.2.2. Lupinus mutabilisen los andes

El Lupinus mutabilises una leguminosa antigua de los andes cultivadas en Sudamérica
(Vicente Rojas, 1995ks un cultivo de gran importancia en los andes de la misma manera
gue lo es en Australia y Europa puesto que es un foco de desarrollo y mejora en esta parte
de munddEastwood & Hughes, 2008e encuentra mayormente a una altitud sobre el mar

de 2000 a 3800 metros hasta alrededor del lageata, va desde Ecuador hasta Chile en
valles y laderas interandiné&guero Aguilar, 2012)a pesar de ser una leguminosa rica en
nutrientes como especie originaria de la zona andina esta fue marginada y desplazada por el
cultivo de las habas siendo afectada a la misma vez por su alto contenido de alcaloides

proporciondndole un fuerte sabor agw (poniéndolo en desventaja frente a otras
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leguminosas) el cual para poder ser removido se necesita de un proceso tradicional de lavado
(Vicente Rojas, 1995Ademas, Mercado,(2018) menciona que el tai fue domesticada

desde tiempo pre incaicos citando a Tello 1886 ha encontrado restos de semillas en
tumbas del periodo de Nazca en el desierto costero peruano, y también representaciones de

la planta en pinturas estilizadas en grandes macetasdkula Tiahuanacota

2.2.3. Composicion quimica del grano y valor nutricional

El Tarwi como leguminosa es comunmente aprovechado como un producto cocido en agua
llamando generalmente mote el cual se expende en los mercaddes/ de distintas
ciudadessiendo una de las formas mas comun de ser consumidas por la mayoria de las

personas de los que tienen cierto habito de conguinente Rojas, 1995)
- Proteinas

El tarwi es un alimento que contiene una elevada cantidad de ppoéetomparacion de la

soja el cual favorece al correcto desarrollo del nifio por lo que lo hace de interés para la
nutricion, el contenido de proteina cruda parauginus mutabilises de 43.07 por ciento,

pero esta cantidad proteica depende mucho dspece de lupino, siendo que para el
Lupinus albugle 36.7 por cientd,upinus angustifoliuse 31.1 por ciento y paralalipinus

luteusde 41.8 por ciento respectivame(®itiérrez et al., 20163egurPetterson(2015)el

contenido de la proteina cruda varia de 28 por ciento a 42 por ciento de las principales
especies y el lupino andino como grano entero, |se & Ma, (2015)el contenido de

proteina aproximada que contiene el lupino es del 40 por ciento (en peso) por lo que indica
juega un rol importante en los leitios del cuerpo humano ya que posee un valor biolégico

del 91 por ciento en comparacion con las proteinas del huevo, contiene altos niveles
adecuados de aminoacidos esenciales ya que estos se almacenan en las globulinas teniendo
como ejerplo el alto cotenido de lisina. La proteina es rica en aminoacidos como cisteina

y relativamente rica en lisingero tiene una deficiencia en metionifdalek, Sawicka
Sienkiewicz, Zal ewski , co®o¢iadisaVdsoletial., 20&1) &S py c h a ¢
L. mutabilispresenta mayores cantidades en proteina respettoafdus, L. luteus y L.
angustifoliusde esta forma la cantidad promedio de aminoacidos con mayor porestéaje

la arginina 4.6%, leucina 2.9%, lisina 2.56 % y de mas detallpdrKole, (2011); D. S.
Petterson(2015) En la Tabla 1 se observa la composicion quimica de las principales

especies de lupinos para el consumo humano.
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Tabla 1. Composicion quimica de las principales espis de Lupinus (| 7L |

promedio de datos mundiales)

L.
L albus ~ ngustifolius L. luteus L. mutabilis
(albus lupin, (Austral!an (yellow (peart lupin,
White lupin) sweet lupin, lupin) Andean lupin)
narrow-leafed
lupin)
Humedad 86 85 94 71
Proteina
(N X 6.25) 361 322 414 460
Ceniza 33 28 37 40
Grasa cruda 91 58 57 110
Fibra cruda 104 150 127 110
ADF 152 197 195
NDF 171 227 230
TDF 390 284 320
Lignina 15 7 5
Almidén <10 <10 <10
Energia
it (N?J) 19.0 18.6 18.6

FUENTE: Lupin: OverviewD. S. Pettersor(2015)
- Grasas

El interés de esta leguminosa se genero por la alta calidad de sus semillas, siendo una fuente
de proteinas con 250 por ciento y aceites con 21 por ciento, siendo también rico en grasas
poliinsaturadas comparandose de esta manera con la calidad déEastyyood & Hughes,

2008) El contenido de grasa delipinusvaria considerablemente entre las variedades de
esta especi€Trugo et al., 2003)con respecto al contenido de lipsden el lupinos crudo

esta vam de 5.5ramos/10@ramos dw (dry weight, peso en seco).apinus luteus 18.9
gramos/10@ramos dw (dry weight, peso en seco) eluglinus mutabilissinembargogn

esta Ultima vaedad la cantidad lipidica oscila entre un 13.0 a 24.6 gramogfa@tos dw

(dry weight, peso en sec(arvajatLarenas et al., 2016)rugo et al., (200Inenciona que

L. mutabilises la mayor leguminosa é&mipinusque contiene una considerable cantidad de
aceite siend considerado como potencial para la produccion de aceite, también menciona
gue la distribucién de los &cidos grasos es variable entre las especies teniendo en niveles

bajos la cantidad de acidos grasatigados como se muestra en kbl 2, de la misma
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manera las especies Healbus y L. luteusienen un alto contenido de en &cido linolénico
pero relativamente bajos pdraangustifolius y L. mutabilignientras que los niveles de
acido oleico son comunes para todas las especies particularmente. @dibas y L.

mutabilis

El Lupinus mutabiligpuede usarse comercialmente para la produccién de aceite ya que es
considerado como potencial para esta, aunque su contenido de &cido linolénico es bajo esto
no es muy importante nutrammalmente pero puede ser ventajoso para mejorar la
conservacion en comparacion con otros aceites vegetales, calwestos perfiles de
acidos grags se puede observar duemutabilis y L. albuson mas parecidos al aceite de
mani, mientras que &l angustifoliusy L luteusse parecen mas a los aceites de maiz pero

estos difieren en sab@Frugo et al., 2003)
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Tabla 2. Composicidén de acidos grasos de semillas depinus encomparacion con las semillas de soja

Leguminosa Porcentaje de &cidos grasos totales
14,0 160 16:1 180 181 182 183 200 22,0 221 240 SFA MUFA PUFA

L.albus 0.2 7.2 0.5 2.1 48.6 19.9 13 0.8 4.4 2.2 1.2 16 51 33
L.angustifolius 0.3 11 0.2 6.2 335 394 46 0.7 2.6 0.2 0.5 21 34 44

L. luteus 0.3 5.5 0.2 2.8 243 439 10.6 2.4 7 11 1 19 26 95

L. mutabilis 0.2 11.5 0.5 9.9 45.7 27.3 2.3 0.9 1.2 tr 0.3 24 46 30

Glycine  max

nd 10 0.2 4 25 52 7.4 nd tr tr tr 10 26 64
(Soya bean)

3Acidos grasos: 14:0, miristico; 16:0, palmitico; 16:1, palmitoleico; 18:0, estearico; 18:1, oleico; 18:2, linoleicaydl8ract; 20:0, araquidico;
22:0, behénico; 22:1, erucico; 24li@gnocérico.

PAGS, &cidos grasos saturados totales; AGMI, acidos grasos monoinsaturados totales; AGP, acidos grasos poliinsaturadds riotales

determinado.

‘Adaptado de Ayorinde FO, Garvin K y Saeed K (20D@jerminacion de la composicion de acigoasos de aceites vegetales saponificados
mediante MALDIXTOFMS Comunicaciones rapidas en espectrometria de riésé88 615. Otros datos adaptados de Muzquiz M, Burbano C,
Bouthelier V et al. (1982) Estudio de los elementos esenciales de destinaddadeside cinco especies del Genus Lupinus cultivadas y

espontaneas de la Peninsula Ibérica. In: Actas de la 22 Conferencia Internadiompahae pp.173181.

FUENTE:Lupin Trugo et al.{2003)



2.3 ALCALOIDES

Los alcaloides estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, lo que constituyen un gran
grupo de compestos secundarios nitrogenatddsicogDavid S. Petterson, Harris, & Allen,

2016) los cuales sonderivadas biosinteamente de aminoacidos que son aislados
tradicionalmente de plantas vasculafléattorusso & Taglialatel&cafati, 2008; Ringuelet

& Sonia, 2013) donde los alcaloides tropanicgssrolizidinicos, quinolizidinilicosy los
pepiridinicos estan dentro de la ornitina y lisif&ink, 1993) Estos compuestos
nitrogenados basicos pueden formar sales con acidos clasificandose en tres grandes grupos
gue son: los verdaderos alcaloides, pseudoalcaloides y protoalcatoidedetallados por

David S. Petterson et a(2016) aunque no todos los compuestos vegetales que contienen

un atomo de nitrégeno hiés se consideran alcaloides comla animosina que es considera

como una aminoacido téxico y no un alcaloide

La mayoria son de caracter basico, cristalinos, aunque algunos forman precipitados amorfos
y otros pocos son liquidos a temperatura ambientedcaeotina, la coniina y la esparteina),

no tienen olor, son amargos y en general incoloros (aunque también hay excepciones, como
la berberina y la sanguinarina), de los cuales el alcaloide del lupindasfecadosdentro

de los oxigenados cuaternargugidos a temperatura ambiente y que son fijos y cristalizables
(Fattorusso & Taglialatel&cafati, 2008).

2.3.1. Alcaloides quinolizidinicos(QA)

El Lupinus mutabilis conocido como tarwi, tauri, tarhui, chocho, chuchus, ccequella y
andean lupirfMercado, 2018; Trugo et al., 2008)uestra una gran diversidad genética de

la planta adaptandose a suelos, precipitacion, temperatura, altitud y pergadativo, por

lo consiguiente varia en precocidad, contenido en proteinas, aceites, alcaloides, rendimiento
y tolerancia a plagas y enfermedad#scobsen & Mujica, 2006).as semillas de Lupino

son importantes para la nutricion animal y humana sin embargo este grano necesita de un
tratamiento previo puesto que contienen compuestos toxicos los saaléssalcaloides
quinolizidinicos(AQ), estos alcaloides son sustancias anti nutricionales el cual le permiten

a la planta defenderse de la agresion del medio ami{igatebsen & Mujica, 2006ke

llama alcaloidesjuinolizidinicospor su estructura de anillo de quinolizidina dentro de este

grupo estan las familias de la Fabaceae, Chenopodiaceaancdkteae, Solanaceae,
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Berberidaceae y Rubiaceae. Alguno de estos que causan toxicidad como la esparteina,
lupanina(Frick, Kamphuis, Siddique, Singh, & Foley, 201@ynteniendo concentraciones

de hasta 6 por ciento en las variedades silve€biaszera, Kriiger, & Wink, 2010; Reinhard

et al., 2006)aparte de la toxicidad este alcaloide le confiere a la semilla un fuerteasabor
amargdaGutiérrez et al., 2016§)capacidad venenog§@ross, R., y. Von Baer, 198&)entro

de los alcaloideguinolizidinicosencontramos la esparteina, la lupanina o la angustifolina
gue son utilizadas como sustancias quimicas para défeEn de insectos y otros
herbivorog¢Ganzera et al., 201@fros compuestos que se encuentran &n mlutabilisson

la 13hydorxylupanine, 4ydroxylupanine, Uisolupanine (Hatzold et al., 1983) las
intoxicaciones con estos compuestos en los mamiferos causan convulsiones, temblores hasta
la muerte por paraespiratorio y cardiaco. En laabla 3 se muestra el contenido en
porcentaje de los alcaloides quinolizidinicos en dapecies de lupino, donde destaca
principalmente la lupanina en tres especies de lupiraljus, L. angustifolius, L mutabi)is
mientas queCarvajatLarenas et al., (2016nhenciona que de los alcaloides que mas
destacan es la lupanina, seguido ldeesparteina con un 12.6 por ciento y la 13

hidroxilupanina con un 9.6 perento.

Tabla 3. Alcaloides quinolizidinicos en las principales especies deupinus (% en
fraccion alcaloide)

Alcaloide L. albus L . L. luteus L'..
angustifolius mutabilis

Albine 15

Lupanine 70 70 70

Multiflorine 3

13

Hidroxylupanine 8 12 2
4-

Hydroxylupanine 1 !
Angustifoline 10 <1
Lupinine 60
Sparteine 30 20

FUENTE: Lupin: OverviewD. S. Pettersor(2015)

En la Figura 4se muestra que los compuestos de alcaloides quinolizidinicos son derivados
biciclicos, triciclicos o tetraciclicosgus concentraciones varian de acuerdo a la especie en

donde son cultivadas, los granos de cultivos domesticados modernos generalmente contienen
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menos de 200 mg Kgde alcaloides contrario a los granos de tipo silvestre que aln existen
en varios paises nd000 a 40000 mg Kgde alcaloide¢D. S. Petterson, 2015)

Los alcaloides son producidos de forma intracelular por los cloroplastdss deojas
acumulandose principalmente en la vacuola y son distribuidos por toda la planta a través del
floema y alnacenado en células epidérmicasno en las semillas, por consiguiente, existe
una mayor diversidad de alcaloides en las hojas como en las s¢widlkesnundzkalajnos

& Sherma, 2011; Wink, Schiebel, Witte, & Hartmann, 1982s variedades de lupino amargo
tienen mayor contenido de aloides que varia entre 0.5 por ciefit® por ciento, en
comparacion a las variedades dulces que presentan alrededor de un 0.02 p(Restato
BoschinD6 Agosti na, &ElcAntenidp tedhlcaloide® daipiBuy mutabilivaria

desde 0.07 hasta 4.5 g/10@& (CarvajatLarenas et al., 2016; Trugo et al., 2QG3) embargo

el ecotipo Yunguyo de la region de Puno contiene una cantidad relativamente alta de alcaloide
con una cantidad de 5g/100g MS junto tmmecotipos de Cajamarca, Cholo fuerte de Ancash

y H6 INIA de Juninde acuerdo a la investigacion @@ortésAvendario et al., 2020pues el
contenido de alcaloidedepende de las especies, ecotipos, variabilidad genética, factores
ambientales y ubicacion geogréafigganter, Welch, & Gardner, 2017)

El cultivo delLupinus mutabilise ha realizado durante siglos en el altiplano andino, a pesar
de ser un cultivo alimentario las semillasideinutabilisaglomera un alto nivel de alcaloides
quinolizidinicos (3 por ciento) por lo que es necesario realizar un proceso de depuracion
antes de su consungdatzold et al., 1983nientras qué.. luteus, L. alhus, L angustifolius

se han consumido durante bastante tiempo en los paises egpadsS. Petterson et al.,
2016)

N
Quinolizidine

Figura 4. Estructura de la quinolizidina

FUENTE:D. S. Pettersor{2015)
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- Lupanina

La lupanina s encuentra en mayor concentracion§461%) en el tarwisiendo sdormula
general (GoH19N20) como se muestra en Rgura 5, tiene un peso molecular @M=
248.36 g/m0), la lupanina esoluble en: Agua, cloroformo, étedcohol e insoluble en éter
de petroleqCarvajatLarenas et al., 20163in embargo, en algunos ecotipos como en el Inti
se encuentran aprioxadamente el 80 por ciento del total de alcalo{@sss, R., y. Von
Baer, 1988)

Y LA
% _,.-fl ."l\ o -
o -

Figura 5. Formula molecular de la lupanina

FUENTE: CarvajalLarenas et al., 2016; Winkl993)
- Esparteina

De acwerdo aFrick et al.,(2017)reportaron que la esparteina se encuentra en menor cantidad
respecto a ldupanina aproximadamente en un 16 por ciento, su férmula general de la
esparteina es (€H26N2) ver la kgura 6, tiene un peso molecular de (PM = 243.36 g/mol)
siendo esta y la lupanina los AQas toxicos para los seres humanos y animales en

laboratorioJa esparteina es llamada también lupidindestura es espesa, oleosa@ano.

H

H

Figura 6. Formula molecular de la esparteina

FUENTE:CarvajatLarenas et al., 2016; Winkl993)
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- 13-Hidroxilupanina

Hatzold et al.,(1983 y Wink, (1993) mencionan que este alcaloide abunda un 0.46 por
cienb en seco, pero en investigaciones reciefiesk et al, (2017) expresa que la
hidroxilupaninarepresenta un 12% del total de los alcaloides, dependiendo de la ubicacion
del grupo hidroxilo por lo que pueden sehnidroxilupanina o 1idroxilupanina, tiene un

peso molecular de (PM = 264 g/mol) y una estrta molecular d¢CisH24N20,) como se

muestra en la Figura

H OH

13-hydroxylupanine
Figura 7. Formula molecular de 1Bidroxilupanina

FUENTE:CarvajatLarenas et al(2016; Wink, (1993)

2.3.2. Toxicidad de los alcaloides

Los alcaloides son los principales fitoquimicos depinus mutabilisMagalhdes et al.,

2017) El consumo deestosalcaloides en elevadas concentraciones astiado con
enfermedades hepaticddoqueo neuromuscular, excitacion del sistema nervioso cémtral

gue provoca convulsiones, temblores, paros respiratorios y cardiagesndo la muerte
(CarvajalLarenas et al., 2016; Ganzera et al., 20T@niendo un efecto sedante sobre el
sistema nervioso central, siendo la esparteina la que produce elnefastberte(Trugo et

al., 2003) Estas plantas venenosas como lo dsuplnusdebido al grado de toxicidad que
presentan tienen un impacto negativo en la reproduccién animal ocasionando efectos
secunddos en la fertilizacion, ovogénesis, espermatogénesis entre (Baoger et al.,

2017)

24. VARIE DADES

En el Pell y Sudaméca se encuentran una amplia gade variedades y cultivares, en Rera

Bolivia y Chilecomo se muestra en la Tabla 4, en la actualidad se conservan varias semillas

20



de los cultivares o ecotipos en bancos de germoplasma de universidatiegps de
investigacion y proyectos de cooperacion técnica internaclartalleccion de germoplasma
en el Peru son alrededor de 1200 accesiones con un rendimiento @Bl Kg/ha
conservandose en cdmaras f(ikobsen & Mujica, 2006¢ultivadas en climas templados
y frios que van desde los 2000 y 3800 metros de altura sobre el nivelrd&bpia, 2015)

Tabla 4. Ecotipos y variedades mas concurrentes del grano de tarwi.(mutabilis)

PROVINCIA/ ‘

CULTIVAR REGION PAIS AUTORES
Yunguyo,Yunguyo 1, (Jacobsen & Mujica, 200¢€
Yunguyo 2Sacacatani,, Puno Peru Mujica, Chura, & Moscoso
Vilquechico, SLP1 2021; Tapia, 2015)

. (Jacobsen & Muga, 2006;
Andenes0, SCGY; SCG Cusco Peru Mujica et al., 2021; Tapia
25, SCG22
2015)
. . . (Jacobsen & Mujica, 200¢
Altagracia Trujillo Peru Mujica et al., 2021)
. (Jacobsen & Mujica, 200¢
Seccelambra Ayacucho Peru Mujica et al., 2021)
Huancayel, Huancayeb, . . (Mujica et al., 2021; Tapia
UNCP Junin Peru 2015)
. (Mujica et al., 2021; @pia,
Cholo fuerte Ancash Peru 2015)
PLCO1 Huanuco Peru (Tapia, 2015)
Paton grande Trujillo Peru (Muijica et al., 2021)
Toralapa, Tarabuco - Bolivia  (Jacobsen & Mujica, 2006)
Inti - Chile (Jacobsen & Muijica, 2006)

FUENTE: Elaboracion propia

En la region de Puno se mantienen ecotipos caracterizados por la UnivesbiztaNdel
Altiplano de los cuales 6 des 14 ecotipos fueron evaluados por el Dr. Angel Mujica en
Puno(Cadema, Gandarillas, Ana, & Ravelo, 2019).

2.5. DESAMARGADO DEL TARWI

El tarwi 0 chocho es una leguminosa que por naturaleza los granos o semillas contienen
alcaloides, lo que es necesario el desamargado a fin de disminuir el alcaloide residual propia
de esta(Vivanco Cuaresma, 2018l tarwi desamargado manifiesta la eliminacion de
alcaloides mediante diversos procesos que buscan el cumplimiento de estandares nacionales
e internacionale@uispe @nca, 2015)es asi que el tarwi desamargado segun las normas
técnicasperuanas )ecuatorianas es considerado como un producto comestible, que ha

sufrido un proceso de desamargado, con un color predominantementeds&amag sabor
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y olor caracteristicdibre de olores extrafios y sobre todo del sabor anfiMg@ AL, 2018;
INEN, 2015)

2.5.1. Desamargado tradicional

El método trdicional para el desamargadotdewi fue desarrollado hace miles de afios con

el objetivo deaprovechar los alimentos téxicos en alimentos de agradable sabor, es asi como
iniciaron el desamargado del tarwi tras un proceso de coccion, hidratacion en riachuelos o
canales durante varios dias y luego eran consumidas directamente o se secaban para su
amacenamient¢Vivanco Cuaresma, 2018) Con el pasar del tiempo
una mejora del método tradicional con la reduccion de tiempo en epitézhialo y menor

pédida de los nutrientgQuispe Condori, 2012kste método consiste aamojar el grano

por 18 a 24 horas en una poza de agua, una vez remojada pasa a un proceso de coccion a
presion que puede realizarse en una olla de presién o en hornos sencillos utilizando como
combustible los mismos tallos y ramas de las plantas decaswi. Seguidamente se realiza

un lavado mecénico por turbulencia de 12 a 48 horas y finalmente este ya desamargado es
secado durante uno a dos dias bajo el\émanco Cuaresma, 2018pe acuerdo al Dr.

Antonio Garandillas el cual es el miembro de la funda&ldmmocion e Investigacion de
Productos Andinos (PROINPA) indica que el costo para eliminar los alcaloides es alto, el
consumo agua es mucho y requiere varios dias; con el alcaloide eliminado el grano se vuelve
muy susceptible ya que el tiempo de vida@saccon 2 a 3 dias a causa de pudricion por
bacterias, o que exige tener una cadena de frio para su comercializaciéon (Cadema et al.,
2019).

2.5.2. Tecnologia de desamargado por microondas

La técnica de extraccion asistida por microond@s\) produce onds de alta frecuencia
comprendido entre 300 MHz y 300 GHz con longitudes de ondas que se extienden entre
0.0011 m respectivament@apoore, Butler, Pandhal, & Vaidyanathan, 2018) energia

del microondas es emitida en forma de ondas que penetran la materia e interactia con las
moléculas polares para generar c@Rubio Garcia, 2016 pdemas estaergia es capaz de
proporcionar una mejora de la eficiencia y de la calidad del proceso, principalmente para los
materiales de baja conductividad térmiPéaza Gonzéalez, 2015)eniendo como ventajas

la velocidad de calentamiento rapida, osrtiempos de extraccion, proceso limpio que no

genera desechos y la reduccion del uso de disolventes orgéidns Garcia, 2016).as
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ondas electromagnéticas genesaplar el microondas son capaces de poder viajar a traves
del vacio, a diferencia de las ondas mecanicas que requieren de un medio material para poder

viajar (Vinatoru, Mason, & Calinescu, 2017)

La extraccion ast&la por micr@ndas es frecuentemenitdizada para extraer componentes
bioactivos y alcaloide¢Shankar et lg 2010) La vibracion del agua y otras moléculas
polaresdentro de la biomasa humeda genera el incremento de temperatura en los liquidos
intracelulares, lo que provoca una alteracion celidapoore et al., 2018l principio de
extraccion consiste en queslondas de microondas peneteenmuestras convirtiéndose en

calor teniendo como resultado la extraccion de compséegtactivosde las muestrasn
comparaciéon con otros métodos de extraccion como lo es por reflujo tradicional, la
extraccion soxhlet entre otrdXiong et al.,, 2016)Para la extraccién por microondas
depende del tipo de solvente, material vegetal, la potencia, las temperaturas, el tiempo de
extraceon, asi como la naturaleza de la planta y la mol§@khtar, Javad, Yousaf, Igbal,

& Jabeen, @19). Teniendo como ventaja de tener un tiempo de extra@wdo, una tas

de alta de extraccion y una buena calidad de producto, siendo ecoldgica en términos de
energia, disolventes y preparacion de la muagraomponentes bioactiv@Xiong et al.,

2016)

En la extraccion asistida poricroondas utiliza su vitalidad para concentrar los metabolitos

de las plantas con los disolventes, se ha demostrado su eficacia por la gran mayoria de los
especimenes debido a sus facilidades de manejo y estabilidad, siendo una técnica avanzada
gue se egtestudiando actualmenékhtar et al., 2019)

25.3. Tecnologia de desamargado por ultrasonido

El ultrasonidose definen como ondaer®ras con una frecuencia que sapel limite de la

audicion humang~ 20 kHz) y que viajan a través de un medio conductor, al igual que el
sonido esta se transmite a través de cualquier sustancia sélida, liquida o gaseosa, que posea
propiedades elasticd®wad, Moharram, Shaltout, Asker, & Youssef, 2012; Rodriguez
Barran, 2014)La ultrasonicacion como también se le conoce como las ondas acusticas con
una frecuencia mayor a los 18kHz o 20 kHz siendo inaudible para el oido htememalo

una amplia diversidad de aplicaciones en la medicina, industria y c{@nmelaMunoz et

al., 2017) Mientras queChemat et al. (2037 mencima que va desde 18 kHz y 100 kHz.

Hoy en dia los ultrasonidos de potencia estan considerados como una tecnologia emergente

y prometedora en la industria alimentaria utilizando ondas acusticas, el potencial de esta
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tecnologia tanto en sistemas sollpuido como en sélidgas ha despertado un gran interés
por su capacidad de acelerar los procesos de transferencia de (Radriguez Barran,
2014),

Existen dos niveles de potencia: ultrasonidos de alta poteociantensidades que varian

entre los 10 y 1000W*crhy los de alta potencia con baja frecuencia considerandose
ultrasonidos de potencia, que varian de un rango de frecuencia gesdealas 20 a 100

kHz, aplicandose en la industria alimentaria ya que su uso provoca cavitale@nat et

al., 2017) Sinembargoja gama de frecuencias, las aplicaciones dellkogsonidos en el
procesamiento, el analisis y el control de calidad de los alimentos pueden dividirse en baja
y alta energia, los ultrasonidos de energia pagaen utilizarse la supervision y analisis de
materiales alimentarios durante su procesamigtionacenamiento garantizando una alta
calidad y seguridad a la misma vez para realizar el control de calidad de alimentos y de
apoyar de forma no destructiva a la mejora genética del ganado y evaluar la composicion de
productos céarnicos crudos y fermeduds, los ultrasonidos de alta energia son disruptivas,
tienen efectos sobre las propiedades fisicas mecapicpgmicas/bioquimicas de los
alimentos, teniendo efectos prometedores en la seguridad y procesamiento de los alimentos,
a la vez como alternativgpara poder controlar la microestructura y modificar las
caracteristicas de los alimentos, sus propiedades funcionales, mejorar la \(idaadilet

al., 2012)

La extraccion asistida por ultrasonidosues tecnologia emergente gueede acelerar la
transferencia de calor y de mg&hemat et al., 2017Para experimentos de extraccion
existen varios tipos deltrasonicacion aultrasonido en uso para la extraccion asistida por
ultrasonido, con diferentes caracteristicas como: sistema de sonda ultrasonica, bafios de
ultrasonido y las unidades experimentales disefiadas que pueden ser de sonicacion directa o
indirectamentgen todasestas tecnologias el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio
puede generarse de varias formas: calentamiento directo para mejorar el movimiento de la
molécula y el uso de descargas eléctricas siendo esta Ultima una técnica poco usada ya que
perturbael estancamiento de cafdinatoru et al., 2017)Los efectos producidos por los
ultrasonidos a través de un medio son diversos (liquido, gaseoso, supercritico), de las
variables de procesos (temperatura, presiitensidad y de la estructura del producto
(Rodriguez Barran, 2014)
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Estas ondas de ultrasonido luego de interactuar con el material vegetal afectan su
propiedades fisicoquimicas y stecto de cavitacion facilita la liberacion de los compuestos
extraibles favoreciendo el transporte de masa debido al rompimiento de las paredes celulares
(Chemat et al., 2017).as microburbujas de vapor que se crean debido a la cavitacion se
forman y explotan de forma violenta en una fraccion de seguRiesdaMunoz et al.,

2017. Las burbujas colapsadgeneran espacios grandes, donde el cambio continuo de
cualquier capa estancada es extremadamente r@fiiitoru et al., 2017)Las burbujas
colapsadas actian como pequefios golpes de martillo generando una difusion de compuestos

extraibles como se muestra en la Figg(&hemat et al., 2017)

L4 Y o

Typel
diffusion

, Typell
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ggsy |, Typelll
diffusion

Rinsing
out

Figura 8. Posible mecanismo de difusion para EAU
FUENTE:Vinatoru et al.(2017)

La eleccion apropiada de ultrasonido para realizar el proceso de extraccion se debe tener en
cuenta en medio (liquido, gaseoso, supercritiva)jables de procesos (temperatura,
presion, intensidady la fuenteconsiderando la marca del equipo, sus &izes en el

control de los parametros frecuencia tiempo y potgiiah et &, 2020; Rodriguez et al.,

2014)

Recientemente, las extracciones innovadoras como la extraccion por microondas y la
extraccion asistida por ultrasonido (EAU) han demostrado ser una alternativa viable a los
procedimientos convencionales para la exitacde alcaloides bioactivos constephania
rotunda Lour y Stephania Dieica sinigaiesto que son mas eficientes, mas rapidas y
amigables con el medio ambiente ya que utilizan menos disolventes t(Ramyset al.,

2017)
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2.6. METODO DE CUANTIFICACION

Existen tres métodos de cuantificacion de alcaloides totales los cuales son: fotométrico,
titrimétrico y para la determinacion mas precisa de alcaloides individuales es la

cromatografigBaer et al.1979)

2.6.1. Cromatografia

Para obtenanna cuantificacion mas precisa y concisa se usa la cromatografia de gases y de
liquido combinado con un detector de espectrometro de niesgek et al., 2017)La
cromatografia es una técnica que permite separar, aislar e identificar los componentes de una
mezcla de compuestos quimicdsnde la muestra o analito es distribuida entre dos fases,
una fase estacionaria y otra mévil de tal modo que cada uno de los componentes del analito
es selectivamente retenido por la fase estaciondabldir et al., 1980). Permitiendo de esta
manera la cuantificacion de alcaloides del lupifWink, 1993) Esto se realiza
principalmente en Cromatografia de gases @S,chromatographycromatografia liquida

de alta presion (HPLGhigh-performance liquid chromatography la cromatografia de
capdfina (DC)(CarvajatLarenas et al., 2016; Wink, 1998n la cromatografiagicolumna,

la fase mavil puede ser liquido un gas, de acuerdo a ello se puede nombrar cromatografia
liquida y cromatografia de gases, esta fase mévil fluyevagrdel relleno de la columgae

esta rellena de un solido poroso finamente dividido, arrakirale esta manera los
componentes de la mezcla que son selectivamente retenidos por la fase estédicNana

et al., 1980). De acuerdo con la naturaleza de las fases involucradas y los mecanismos de

separacion es posible diferenciar o distinguir iésrentes tipos deromatografia.
- Cromatografia liquida de alta presion(HPLC)

La cromatografia liquida de alta presion (HPLC) es un principio de medida que permite
separar los componentes del analito en dos fases: fase estacionaria (un solidgoidain
adsorbido sobre un soporte soélido) y fase mavil (un liquido), una vez obtenidos los eluatos
(separacion de los analitos) y en funcién de sus propiedades fisicoquimicas estos pueden ser
identificados o cuantificadd®igo Bonnin et al., 2018)Jno de los métodos quimicos mas
utilizados es el andlisis de cromatografia, debido a las grandes ventajas que presenta debido
a su especificidad y la posibilidad de utilizarlos para analisis diddgay cuantitativos
sensiblegfWaksmundzkaHajnos & Sherma, 2011)
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Los instrumentales propios de la cromatografia de alta presion tienen las caracteristicas
propias como son la de versatilidad, rapidez, repribdidad y estabilidad, y porltimo de
sensibilidadMcNair et al., 1980). Utiliza un sistema instrumental automatizado incluye una
columna, un contenedor de fase mévil (eluyente), una bomba de fase movil, un inyector y
un detector siendo controlado por 8oftware el cual registra élempo de retencion, la

altura de pico, el area de superficie de un pico, eficiencia del sistema, el ancho del pico, etc,

y los perfiles cromatograficoéWaksmundzkadajnos & Sherma, 2011)
- Cromatografia liquida de ultra alta presién (UHPLC)

La cromatografialiquida de ultra alta presionUltra-high performance liquid
chromatographypor su sigla en inglés UHPLC), es la innovacién mas significativa en la
HPLC moderna, donde establece un nuevo punto de referencia de rendimiento para
separaciones con mayor ramdenayor resolucion, mayor precision, andlisis de alta
resolucién de muestras complejas, ahorro de disolventes, mayor sensibilidad de masas y

compatible con otros métodos de cuantifica¢idang & Guillarme, 2013)

2.6.2. Titulacion

Para la cuantificacion de alcaloides uno de los métodos mas usados es la descrita en la norma
técnica peruana (NTP 205.090:2018) de LEGUMINOSAS: Tarwi o checkrano
desamargado(INACAL, 2018). Donde se indicalos requisitos fisicoquimicos y
microbiol6gicos que debe cumplir el grano para el consumo humano hace referencia para la
determinacién de alcaloides teniendo en caidatestudiado povon Baer et al., (1979)
utilizando 6xido de aluminio, hidroxido de potaserg luego pasar por una centrifugacion

junto a la muestra con cloroformo y de mas reactivos y procesos. Esta metodologia que al
final se basa en la titulaciéon considerando como principal componente de la muestra a la

lupanina por lo que se expresan losilt@gdos con la siguiente (ecuacidn 1

A OR Ay T = R 2 8 - Y
PpAl AAT 1T-FAAD 66666666666 (ec. 1)

Donde: 1 ml de b5Q:0.01N equivalerm 2.48 mg de lupanina.
2.7. ESPECTROSCOPIADIELECTRICA DE MICROONDAS (MDS)
La espectroscopidieléctrica es una técnica el cual describe las propiedades eléctricas de un

flujo de fotones (particula elemental que transmite la fuerza electromagnética) lo que genera

interacciones eléctricas y magnéticas al atravesar un medio cuglgqseraefecto viene
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definido por las relaciones de Maxwell, esta particula de fotén al moverse genera o transmite
una fuerza el cual se produce por la vibracién transversal (eléctricas) y longitudinal
(magnéticajJosé VelazqueYarela, Fito Suiier, & Castro Giraldez, 20]lgenerandondas
electromagnéticas en un campo eléctrico y un campo magnético como se @rséav

Figura 3(Castro Giraldez, Fito Maupoey, Toldra Vilardell, & Fito Sufier, 20&0¥otén

como el gluon son particulas carentes de masa moviéndose a una velocidad maxima a la que
se mueve una particula, p O el cual se consideran como bosofgarticulas
transmisoras de fuerza universal) porque no tiene interaccion con el campo dglbkggs

VelazquezVarela et al., 2014)

CAMPO N
ELECTRICO ]
.

Figura 9. Onda electromagnética

FUENTE:Castro Giraldez et al(2010)

El nivel de flujo de las interacciones eléctricas de los fotones depende del nivel de flujo d

energia, dividiéndose en dos mecanismos de interaccion:

a) Foton con poca energia, siendo de orientacion e induccién molecular puesto que tiene
una vibracion leve y una frecuencia de vibracion baja@Hiz), siendo su efecto
sobre la materia leve y su indecion estara asociada a la resonancia de las ondas
producidas por la vibracion del fotghose VeldzqueXarela et al., 2014)

b) Fotdén con mucha energia, se divide en dos tramos, @bpdenero tramo los fotones
colisionan con los electrones de valencia, aumentando su energia y por ende su orbital
el segundo tramo la colisibn se producird a mayor energia lo que generara el
desplazamiento de los electrones de valencia fuera del aidjaaido radicales libres

en el medi o, denomi n8§ndose de esta maner
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hard que vibre con mas intensidad a una elevada frecuenciaZf@Hzsiendo el
efecto sobre la materia mayor cuando mayor sea el nivel del fliataiees(José

VeladzquezVarela et al., 2014)

En la Figura 10se muestnalas diferentes regiones del espectro electromagnético el cual se
caracteriza por diferentes tipos de radiacion en funcion de la longitud de onda y de la

frecuenciaJosé VelazqueYarela et al., 2014)
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Figura 10. Esquema del espectro electromagnético

FUENTE:José VeldzqueYarela et al.(2014)

El microondas se encuentra en medio de las ondas de radio de baadi@dos infrarrojos

y luz visible a altas frecuencias en el espectro electromagnético, comprendiendo un rango
de longitud de onda desde los 3 m hasta 3 mm y un rango de frecuencia de 100 MHz a 100
GHz no siendo suficientes para romper los enlaces qosnoienover electrones por lo que

forma parte de las radiaciones no ionizaf@&esstro Giraldez et al., 2010)

En laespectroscopia dieléctrica por microondas (MDS) el espectro electromagnético que
comprende la region de microondas es de BB a 300GHz, utilizandose para las
aplicaciones de calefaccion, radar, entre otros, pero su aplicacion se extiende aiun mas como
analizar y diferenciar muestras electroquimicas en funcion a la frecuencia, conociéndose
también comaespectroscopide impedancia. En el desarrollo de las investigaciones para
obtener la calidad e inocuidad de los alimentotaendustria alimentaria seqfundizado

en gran medida el deseo de entender y optimizar el como procesar los materiales utilizando
microondas para poder tener un control mas eficaz de los compuestos contaminantes,

biotéxicos y quimicos en la elaboracion de alimeBbskey & MoralesPartera, 2015)
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2.7.1. Espectroscopia dieléctrica de microondas en alimentos

La espectroscopia dieléctrica surge con el fin de reemplazar los métodos tradicionales de
analisis puesto que en la actualidad el control de calidad de los procesos en la industria
alimentaria requiere y exige método no destructivos en los alimentos ajuaagpedos
precisos y no muy tediosos mejorando su eficiencia en el control de procesos,
proporcionando informacién valiosa sobre los constituyentes y la estructura de los alimentos
(M. CastroGiraldez et al., 2012)

Normalmente en el alimenfmedominan los componentes que interaccionan con el campo
eléctrico, asumiendo una permeabilidad igual a la del yaciof 1t p 1 (ji siendo
posible despreciar el término magnético en este tipo de esti@hstro Girdldez et al.,
2010)

La permitividad complejer() es la propiedad dieléctrica el cual describe el comportamiento
de un alimento frente a la influencia de aampo electromagnéti¢. CastroGiraldez et

al., 2012; Castro Giraldez et al., 20,1@¢finiéndose powrl siguiente ecuacion:

A

R R R

Donde en la ecuacion anteriér VI p, la parte real de la permitividad compleja se llama
constante dieléctricar lo que refleja la capacidad del material para almacenar energia
cuando el alimento esta sometido a un carefgxtrico y la parte imaginaria de la
permitividad se llama factor de pérdida relacionada con la absorcion y disipacién de
energia en otras formas de energia como la térmica, la interaccion del campo magnético con
los alimentos dentro del rango de cmaondas produce laYdispersion el cual esta
estrechamente relacionada con el contenido de agua y su movifher@astroGiraldez

et al., 2012; Castro Giraldez et al., 2Q08@)o un dieléctrico perfecto puede almacenar y
liberar la energia de las ondas sin absorberlas, siendo estas absorciones de energia son
causadas por diferentes fac®rpie dependen dedatructuracomposicion y frecuencia de
medicion(Marta CastreGiraldez, Fito, Chenoll, & Fito, 2010)

J. Velazque/arela, CastreGirdldez, & Fito, (2013 menciona que la espeascopia
dieléctrica por microondas es una técnica no destructiva puesto que en los ultimos afios se
han utilizado otras técnicas con el objetivo de mejorar la calidal] fecientemente este

método comaontrol de calidad de los alimentos o de prodaiseoesta aplicando en linea,
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esta técnica de espectroscopia dieléctricas de microendagecnologia de los alimentos
estateniendouna amplio uso como de controlar la deshidrataoEmotica de manzanas y

kiwis como también ddeterminar el contenidaedsal en mantequilla, la maduracion de las
manzanas, detectar el suero desnaturalizado de proteinas, determinar las propiedades
dieléctricas de un gel de proteinas de suero, una mezcla de proteinas de suero, la
caracterizacion de bebidas alcohdlica, proasinflado de inflado de semillas de amaranto
entre otros(M. CastroGiraldez et al., 2012)Otros campos en donde se utiliza la
espectroscopidieléctrica een la medicina, la industrias farmacéutica y la ciencias de los
materialeqJ. Veldzque/arela et al., 2013)

Otra investigacion que resalta esta técnica como un método no destructivo, rapiisoy pre
es en la fermentacion de la malta de cerveza por parte de la levadura en condiciones

anaerobicas mediangspectroscopidieléctrica (J. VelazqueXarela et al., 2013)

2.8. REQUISITOS ESPECIFICOS DEL TARWI
2.81. Norma técnica peruangNTP)

En la Noma Técnica Pruana (NTP) de tarwi o chocho mencionan los requisitos especificos

gue se debera cumplir para el consdmamanogue se indica en la Tabla 5

Tabla 5. Requisitos fisicos quimicos del tarwi o chocho desamargado

Requisitos Unidad Valor Método de
ensayo
Humedad product 0 . AOAC
fresco o max. 75 2001.12
Humedad product 0 . AOAC
deshidratado & max. 15 2001.12
Proteina (en bas 0 : AOAC
Yo min. 35
seca) 2001.11
Alcaloide (en base 0 Anexo A
seca) & 002007 NP 205.090

FUENTE: NORMA TECNICA PERUANA, LEGUMINOSAS. Tarwi o chocho. Grano
desamargado. Requisitos y métodos de endd&GAL, (2018)

31



2.8.2. Norma técnica ecuatoriana

Las Normas TécnicascHatorianas (NTE) indican algunos requisitos que el tarwi debera
cumplir a fin de considerarlo de consumo humano, mostrando porcentajes del contenido de

alcaloices quese muestra en la Tabla 6

Tabla 6. Composicion quimica proximal del tarwi desamargado

REQUISITOS UNIDAD VALOR METODO DE ENSAYO
Humedad % 727 75 INEN 1 235
Materia Seca % 281 25 INEN 1 235
Proteina % 5071 52 AOAC 955.04
Grasa % 197 24 AOAC 920.85
Fibra % 719 AOAC 962.09
Cenizas % 1,97 3,0 AOAC 942.05
ELN. (ver nota 1) % 12,01 22,0 Por diferencia
Energia cal/g 5369 6 Aplicacion de Ecuacion
476
Alcaloides % 0,02- 0,07 Von Baer, D. y

colaboradores.
1979(ver nota 2)
Nota 1: ELN. = Extracto Libre de Nitrégeno = 10(fibra + proteina + grasa -
cenizas].
Nota 2: Método modificado por Vera, C., Escuela Politécnica Nacional, 1982, (

FUENTE: Leguminosas gran@siamargado de chocho requisiftdEN, (2015)
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CAPITULO 1lI

MATERIALES Y METODOS

3.1. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

Parala presente investigacion se presentaron las siguientes hipotesis:

3.1.1.Hipdtesis general

- La relacion de los espectros dieléctricos y la cuantificacion de lupanina por
UHPLC validara el método no invasivo en las diferentes matriceSadsi

(Lupinus mudbilis).

3.1.2.Hipotesis especificas

- Los espectros dieléctricos a diferentes concentraciones de la lupanudidos

para el desarrolldel método de cuantificacion.

- Los resultados de la cuantificacién de lupanina por UHRDGra rela@n con la
cuantificacion por espectroscopia dieléctrica para vadibiarétodo
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3.2. MATERIALES

3.2.1.Lugar de la ejecucion

El trabajodetesisse realizd en los siguientes laboratorios de investigacion:

- Laboratorio de Fisicoquimicay Cromatografia de la Escuela Profesiomuial
Ingenieria en Industrias Alimentarias deJaiversidad Nacional de Juliasade

Ayabacag Juliaca.

- Laboratorio del Instituto de investigacion del Mejoramiento productivo de la

Universidad Nacional Autbnoma de Ghao

3.2.2.Materia prima

Parala investigacion en estudio se utilizé el ecotipo blanca de Yunguyo, la muestra de
tarwi fue obtenidadel banco de ecotipos de tamha la Unversidad Nacional del Altiplano

Punode la facultad de Ingenieria Agronémica.

3.2.3.Materiales de laboratorio

- TermoOmetro digital 607 300°C)

- Vasos de precipitado pirex (50 mL, 500 mL y 1000 ifMarca Boeco Germaiwy
- Pipetas graduadas (1 mL y 10 ){Marca Pirex)

- Micropipeta (100" 1000uD) (Marca BioRad)

- Micropipeta (10 100uL) (Marca BicRad)

- Balanza (d=0.01g) (Marca Radwag WTC 2000)

- Digital Caliper o vernier (Marca STAINLESS HARDENED @50mm).

- Tamiz (N°20 y 16) (Marca wstyler)

- Probeta graduada (100 m({Marca Isolab Germany)

- Probeta graduada (1000 iniMarca IsolabGermany)

- Tubos de ensayd5 mL) (Marca Pirex)
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Mortero de porcelana con pistilo
Pera de decantacion (125 j(Marca LB Germany)
Soporte niversal

Vortex mixer (Marca Kyntel)

3.2.4.Reactivos e insumos

Agua destilada

Agua ultrapura

Acido dorhidrico(HCL) 0.5 N

Hidroxido de amonio (NEOH) 25%

Diclorometano (CHCI2) (PM=84.93 g/mol)

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

Agua grado HPLC (kD) (PM=18 g/mol)

Acetonitrilo grado HPLC (CECN) (PM=41.05 g/mol)
Acido fosférico grado HPLC (HPQy) (PM=97.99 ghol).

Metanol grado HPLC (CkDH) (PM=32.04 g/mol)

3.2.5.Equipos

Ultrasonic Bath(Bransonic Model M3800HE, 110 w 40Khz).
Microondas (LG mod)

Secador (Estufa) (Modelo DH@023A, Marca ICSA)
Congelador (Marca Alpicoal)

Centrifugador (5000pm) (Bio Lion CC-L5).

Rotavapor (Boeco Germany RVO 400SD)

pH-metro (Hanna HI 4221)
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- Cromatégrafd liquido detector de espectrometria acoplado de +mesza

- Analizador de redes vectorial, modelo N 9918#eysight Technologies, conectado
a una sonda coaxial der@nacion abierta (N1501-Q01).
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3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.3.1.Validacion del método no invasivo para el analisis de lupanina en el tarwi

a. Disefio experimental

TARWI ECOTIPO
YUNGUYO

A
TARWI HIDRATADO

A

HIDRATADO (TAH)

MICROONDAS (TDAM)

CONGELADO
y Y v
) T2.TARWI DESAMARGADO T3: TARWI DESAMARGADO
TLTARWI AMARGO ASISTIDA POR ASISTIDA POR

ULTRASONIDO (TDAU)

v
| |

-Frecuencia a 750MHz

&915MHz )
a2450MHz

&5800MHz

MDS UHPLC
[ ]:40Q 30Q 20Q [ 1:400 30Q 20Q
10Q 40 ppm 10Q 40 ppm

!

COTEJO DE
DATOS

y

VALIDACION DEL
METODO NO INVASIVO

Figura 11. Disefio experimental del método no invasivo
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b. Preparaciéon dela muestra

Los granos de tarwi fueron obtenidos del banco de ecotipos en Camacani de

la Facultad de Ingenieria Agronémica de la Universidad Nacional del Altiplano.

- Tarwi hidratado

Para empezar con la preparacion de la muestra se seleccionaron granos con
estados de maduracién completa y homogénea, para luego ser hidratados durante 24
horas a temperatura ambiente en la Fi@@del Anexo 1, se muestrasg granos de

tarwi en procesoalhidratacion, como tarmén se muestra en la siguienigu¥al2.

PR L U e

Figura 12. Hidratado de los granos de tarwi de maduracién completa y homogénea
- Congelacion

Las muestras hidratadas se sometieron a congelacitB &J a-20°C), en
unacongeladora con la capacidaar@ podetlegar a estas temperaturas, las que
se pusieronen recipientescon una cantidad de agua que cubra todas las semillas
durante 2 digsen este caso se utilizé una proporcion de 1:2.(Gno se muestra

en la Figura 3y enla Figura29 del Anexol.
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C durante 2 dias
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v " £

Figura 13. Grano de tarwi ongelado

C. Desamargado asistida por microondas

Las muestras congeladas de los dos ecotipos, fueron introducidas al
microondas con una relacid@e semilla (Tarwi) y agua (1:1Qo/v) que representa
298.839¢g de tarwi aproximadamente frent@@88.39ml de agualestiladacomo se
muestra en laifura32y 33b del Anexo 1se trabajoé con una sola potenaid0%

gue representa 630 W en un tiempo de 9 minutos

d. Desamargado asistida por ultrasonido

La muestra quéue sometidaal desamargado por ultrasdaifueron en una
relacion de B (p/v) lo que representa 298 g de tarwi en 1494.92 ml de agua destilada
aproximadamenteomo se muestra en las Figurgk y 33 del Anexo 1 se trabajo

con una potencia de 40 kHz:AW en un tiempo de 15 minutos.

e. Cuantificacién de los alcaloide®uinolizidinicos

- Preparacion de la muestra para la extraccion de alcaloides

Pararealizar la cuantificacion de alcaloides primeramesagteivo que realizauna
extraccion shdo-liquida del alcaloidpesandd.g de tarwi con tamafio de particula
< 0,5 mm(Reinhard et al., 2006e acuerdo éa metodologia planteada paéfink,
(1993) se homogeniz6 en 10 ml de HCIl a 0.5 N, después deirB@ temperatura
ambiente, se centrifugé durante 10 miBCA0 rpm. El sobrenadante se alcaliniz

con una solucién de NI@H al 25 % o 4 Mhastaalcanzar un pH de 1D1 La
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solucion alcalina se eluyé con diclorometano (20 mi@lE), en un rotavapor a 45
°C como lo describiero@ortésAvendano et al.(2020) Ganzera et al. 2010; Resta
et al. 2008) con ligeras modificaciones. El resto es disuelto en 4 ml de metanol para

luego pasar a los vial¢g/aksmundzkaHajnos & Sherma2011)

En las mismas circunstancias los autétestou, Tsipi, Oreopoulou, & Tzia, (2001)

y Puig (2016) evaluaron la extraccion tradicional con solventes y embudos de
separaciénla cual es comparada con la SPE en cartuchgseélut’, y resultaron
tener la misma funén, pero et dtimo de mas precision en la separacion liquido

liquido.
Calibracion del estandar

Para la calibracion se revalidéd metodologia planteada por Dubois et @019) y
Ganzereet al., (2010), preparando una solucion del patrén 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
columnalLuna® mega 1. 6 ¢ nic@aumreloO x 21 n8m, i pbe columna
ULTRA CartridgesUHPLC Fully Porous polaiC18 2.1to 4.6 mmilb columnsCon una

fase movil de: Acido fosférico (0.01NsAQx), metanol (CHOH), acetonitrilo (CHCN)

y agua (HO). La gadiente pogramada se detalén la Téla 7.

Operado a 30 AC, con un flujo de 0.150
una longitud de onda entre UV 205 nm y 220 nm (WaksmurHalaos & Sherma,
2011; Oliveira, 2014)Obteniendo un fSquare de 0.¥parala calibracion con el

estandar y los parametros antes mencionados.
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Tabla 7. Programacion de la gradiente para el UHPLC

Tier_npo %A %B %C %D
(min)

0 10 40 40 10

2 10 50 30 10

4 10 60 20 10

A: Acido fosférico
B: Metanol

C: Acetonitrilo

D: Agua

- Cuantificacion de alcaloides quinolizidinilicos en Cromatografia Liquida de Ultra
Alta Resolucion UHR.C

Para la cuantificacién en el Ultra high performance liquid chromatografhy
(UHPLC) la solucién ya concentrada se disolvié en metanol en relacion dg ¥ en
se filtro a través de uiiltro de membranade®. e m haci a | os vi al e
se realiz6 por duplicado para iniciar con la cuantificacion en el UHPLC.

- Sistema de adquisicién del especttieléctricoi Calibracion Estandar

Previamente pra poder obtener las propiedades dieléctricas (constante
dieléctrica- r y factor de pérdida dieléctricar ) de la muestra del estdndar de
lupanina a diferentes concentraciones (400; 300; 200; 100; 40, mamiuvo
encendido el Analizador de redes vedcitas (VNA) por undaoraaproximadamente
para evitar la inestabilidad de sefial entre el sensor y el egaiguidamente
calibrdndose en secuencia acuerdo como lo describkiu & Guo, (2018 en tres
pasos: calibracion en sistema abiertitizando el aire como medi@ortocircuito y
agua bidestilada altrapuragrado HPLCa 20°Ccomo se muestran la kgura 49
del Anexo1l. Posteriormente los valore®l sistema diéctrico del equipo fueron
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configurados para su obtencién en el rang@5a 5800 MHz dividiéndose en 401

bandas con un ancho de banda de H& una potencia de salida-d® dBm

El sistema que se utilizd6 para la obtencion de los espectros dieléctricos (las
propiedades dieléctricas) fue una sonda coaxial de terminacion abierta (N1501A
001) acoplado a urnalizador de redes vectorial (VNA) (N 9915A, Keysight
Technologies), conectadoun ordenador portatil (Legion Y520, Lenovodmo se
muestra en laigural4.

o
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vector Network
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Figura 14. Sistema de adquisicion de permitividad relativa pgrano de tewi,

utilizando sonda coaxial de terminacién abierta

Cuantificacion de alcaloides quinolizidinilicos en Espeascopia Dieléctrica De
Microondas

Para la cuantificacion de los alcaloides quinolizidinilicos se analizZfrgranos de

tarwi parcialmente deshidratados de cada tratamiebteniéndosdos valores de

los coeficientes de reflexion obtenidos mediantedada coaxial de terminacion
abierta con la superficie de cada granoTdewi como lo explicanChuquizuta,
Arteaga, & Yarleque(2021), de esta manera calculandaonstate dieléctrica y el
factor de pélida, para ello fue necesario utilizael software de medicion de
materiales N1500A FG (Keysight Technologies)no se muestra en la Figusa

del Anexo 1, se analizaron los tres tratamientos de los granos, el hidratado y los

desamargados por ultrasonido y microondas.
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f.Andlisis estadistico

Paraeste trabajo de investigacién experimental se realiz@nalisis de varianza
(ANOVA) con el fin de determinar si existen diferencias significativas entre los
tratamientos usados, igualmente se realizaron pruebas de compamadiijphe
Tukey a fin de precisar las diferencias entre los tratamientos con un nivel de
confianza del 95% wyn analisis estadistico del Chi cuadrgdwoa la validacion del
método dieléctrico con bs datos obtenido de la®rrentracionesse realizd
regresiones linealgmra validar las calibracioneBara la realizacion de los analisis
estadisticos de los disefios experimestake utilizo el software Rtudio version
4.0.2 (R Core, 2020).
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CAPITULO IV

RESULTADOSY DISCUSION

Los resultados estarganizados de acuerdo a los objetivos planteados:

4.1. DETERMINACION DE LOS ESPECTROS DIELE CTRICOS A DIFERENTES

CONCENTRACIONES DE LA LUPANINA

Se realiz6 ladeterminacion de los espectros digfiéos en las concentraciones gim,

100ppm, 200 ppm, 30Ppm, 400ppm tenienddos siguientes resultados:

4.1.1 Determinacién de la curva de calibraciorde las propiedades dieléctricas

Pesamos 2.6 mg del patron de lupanina obteniendo disoluciones acuosamgana la
curva de cabracion del patréestandaen los espectros dieléctricos de microondas con los
datos de la lectura de las concentraciones 40 ppm, 100 ppm, 200 pgom,3@Mppm, en
cuatro frecuencias 750 MHz, 915 MHz, 2450 MHz, 5800 MHz, en un rango de M5 a 9
GHz yen un ancho de banda de @08z, logrando registrar dos-$&guare @timas en las
frecuenciade 750 MHzcon un Rsquare déR?= 0.9633) y 5800 MHzon unR-square de
(R>=0.8731) como se muestra en la Figura 15 y Tabla, $ag recuencias con lsquare

bajo fueron 915 MHz (R= 0.1778) y2450 MHz (R = 0.2038) como se muestra en la Figura
16 y Tabla8 y 9.son frecuenciasstablecidas para aplicaciones industriales de acuerdo a
(Datta & Davidson, 2000)
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Figura 15. R-square de la lupanirge las frecuencias 750 MHz y 5800 MHz
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Figura 16. R-square de la lupanina de las frecuencias 915 MHz y 2450 MHz
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Los resultados de las correlaciones lineales optohtenidas en la investigaciéigura 15

se asemejan a los obtenidod& investigacion realizada p@elasquez et gl(2021) donde

utilizo laespectroscopidieléctricagpara evaluar el efecto de la madurez y sedada cereza

del café trabajand@ una frecuencia de 0.3 GHz a 0.9 GiHuvo wa correlacion lineal de

0.82 y 0.88para el contenido de humedad y actividacgea, enfatizadotambién que el
rendimientos de los modelos se a@l®.3 GHz.En la investigacion realizada p8oltani

Firouz et al, (2021)para la identificacion y cuantificacion de la adulteracion de aceites de
sésamo trabaj6 con un rango de frecuencias de 40 kHz a 20 MHz obteniendo una correlacién
linealde 0.9604 y 0.9192

Tabla 8. Calibracion de las propiedades dieléctricas a diferentes concentraciones

de lupanina

Concentracion Factor de pé&dida (e")

de Lupanina
(ppm)
750 MHz 915 MHz 2450 MHz 5800 MHz
400 4.083+0.019 4534+0.016 11.629+0.149 24.498+0.129
300 3.864 +0.014 4.346 +0.013  10.941 +0.022 24.269 + 0.072
200 3.134+£0.050 4.503+0.050 11.375+0.049 23.657 +0.187
100 2.917 +0.006 4.363+0.007 11.526+0.010 23.792 +0.039
40 2.679+0.017 4.421+0.022 10.715+0.029 23.203 + 0.063

En la Tabla 8,tenemos los resultados del promedid @mctor de pérdidagde las
concentraciones cdas frecuencias de estudjocse puede observar que hay una tendencia
creciente de acuerdo a las concentraciones en la frecuencia de 750 MHz y 58@@$dHz,
contrario paa con las frecuencias 915MHz y 2450 MHz ya que se puede observar que no

hay un orden creciente.

Es probable que eng resultados obtenidos en las frecuencias de 915 MHz, 245@&dtHz
las correlaciones lineales bajas se pueden deber a que estas dos fresapndidéizadas
normalmente para el procesamiento de alimentos por microoodaslo mencion®atta

& Davidson (2000) la frecuencieen 2450 MHz es utilizadas para hornos disticosy
ambasse emplean para el calentamiento industdaldestaca también que en los Estados
Unidos se utilizan frecuencias de 483MHz, 896 MHz y 2375 MHz, sin embargo estas

frecuencias no estan asignadas por la Comisién Federal de Comunicaciones (FCC).
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En la Taba 9 se muestran los resultados de las correlaciones lineales con un buen
rendimientocon respecto das concentraciones tlgpatron estandar deipanina en las
frecuencias de 750 MHeniendo el mejor resultado seguido5890MHz. En la revision
realizada pomBlakey & Morales-Partera (2015) las mejores relaciones linealestaban
dentro del rango de 0.21& GHz,como muestra en la investigacion realizadaoKeown,
Trabelsi, Tollner, & Nelson2012)en la determinacién de humedad en cebaoltdsvieron

una funcién que permitié la prediccion del contenido de humedad con una alta predsion (R
= 0.93) a una frecuencia de 502 MHz ¥ €R0.99) a una frecuencia de 13.360 GHz

Tabla 9. Ecuaciones y correlaciones lineales en 750 y 58@61z para £ frente a la

concentracion de lupanina

Frecuencia Ecuacion R2

750 MHz  y=0.0041x + 2.4837 0.9633
5800 MHz  y=0.0033x +23.202 0.8731

4.1.2. btencion de los espectros dieléctricos a diferentes concentraciones de lupanina

Una vez realizado el andlisis de las concentraciquuesel método de espectroscopia
dieléctrica de microondas se obtuvo los valores medios de los espeekéosridos como

se muestra en Isiguiente Figurd7. Segun el grafico se logra presenciar una diferencia entre

las concentciones tanto en el factor derghélas como en la constante dieléctricag) ee

debe a que el factor de pérdiflee 0) est 8 m8s rleméntosde espeaieso0 C O n
guimicasy a la absorcién y disipacion de energia en otras formas de energia como puede ser

la térmica de acuerdoGastro Giraldez et al(2010)
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Figura 17. Espectro dieléctrico de las concentraciorks lupaninaa) Constante
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4.2 VALIDACION DEL METODO NO INVASIVO DE CUANTIFICACION DE LA
LUPANINA EN DIFERENTES MATRICES POR ESPECTROSCOPIA

DIELECTRICA DE MICROONDAS CON EL UHPLC

Luego de haber realizado la determinacion de los espectros dieléctricos, se realizé la curva
de calibracién del UHPLC para poderadizar los tratamientos con los distintos tipos de
extraccion dealcaloide no convencionales en el grand_dpinus Mutabilishidratado por

24 horas, por microondas con una potencia de 630 W en un tiempo de 9 minutos y
ultrasonido a una potencia de 40Z&H00 W en un tiempo de 15 minutos, se realizaron los
analisis tanto el dieléctricas como en UHRUGgrando la validacion del método no

invasivo.

4.2.1.Determinacion de la curva de calibraciéren elUHPLC

Se obtuvo la curva de calibracion a difererascentraciones en el UHPLC pesando 5 mg

del patron estandar de lupanina encontrandose la lupanina en un UV/vis 1 de 206 nm, co
un volumen e inyeccién de 3 pkbon un tiempo de retencion de 4 minutos de la muestra,
ubicandose la lupanina en 1.687 minutosno se observa en la Figura y{8abla 10
Construimos la curva de calibracion del patron de la lupanina con los datos de la lectura de
las soluciones de concentracion 40 ppm, @@, 200 ppm, 300 ppm, 4@pm, lograndose
registrar con un Rquare de (R= 0.999)como se observa en la Figuraylén la Figurat4

delAnexo1l.

En el estudio realizado p@anzera et gl(2010) para la calibracién en HPLC de cuatro
alcaloides mas predominantes thlwvi que fueron la lupanina, esparteina, angustifolina y
13-hidroxilupanina, teniendo mas interés en la lupanina puesto que este alcaloide ocupa casi
el 60% de la cantidad total de alcaloides se obtuvo-squRre de (R= 0.999) siendo igual

a lo obtenid en la investigacion. De acuerdoDang (2005) uno de los criterios de
aceptacion para la calibracién del HPLC es que la R sea 0.999, siendo igual a lo obtenido,
lo que indica que el procedimiento de la metodologia para la calibracion es ideal, sin
embargo también los otrasiterios @ aceptacion como el UV/Vis 251 + 3 nm a 350 + 3

nm? en comparacion con el UV/vis que fue de 1 de 205 nm en donde se encontrd la lupanina,
esta variacion de criterios se debe al tipo de compuesto que se esta estudiando como lo

menciona el mismo autor.
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Enla tesis Cinética de desamargado del tabwp{nus mutabilispor congelacién acoplado

con microondas y ultrasonido realizada parcra, (2020)obtuvo un Rsquare de (R=

0.988) siendo inferior a lo que se obtuvo en esta investigacion, esto se debe a que antes de
realizar la cuantificacion de la lupanina se eliminaron las burbujageemilos viales,

optimizando en analisidel patrén estandar

4 SECUENCIA DE CALIBRACION DE LUPANINA2021 - 3 #2 [manually integrated] UV_VIS_1 WVL:205 nm
mAU
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Figura 18. Cromatrogramale la molecula de Lupanina
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Tabla 10. Datos de calibracion con el estandar de la lupanina

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

min mAU*min mAU %
UV VIS 1 UV VIS 1 UV VIS 1 UV VIS 1 UV VIS1UVVIS1
LUPANINA LUPANINA LUPANINA LUPANINA LUPANINA LUPANINA
LUPANINA40PPM 1.690 15.304 108.348 40.975 100.00 BMB
LUPANINA1OOPPM  1.730 28.797 221901 100.036 100.00 BMB
LUPANINA200PPM  1.683 51.162 355.637 197.931 100.00 BMB

LUPANINA3OOPPM  1.683 74.599 538.015  300.517 100.00 BMB

» (62 H w N

LUPANINA400PPM  1.687 97.451 660.447  400.540 100.00 BMB

400~

300 -

Amount

2001 y = 1x - 0.0005

R*=0.9999

100 -

100 200 300 400
Concentraciones

Figura 19. R-square de la lupanina en UHPLC

Del ajuste de la regresion lineal para los datos de concentracién en ppm del estandar de
lupanina, se obtiene la ecuacion de la curva de calibracién para obtener la caatidad

lupanina en las muestras de tarwi con los tratamientos de desamargado.
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9 p8 mMEmmvu
Donde:

Y = es la cantidad de lupanina leida
X = es la concentracion de la muestra leida en ppm de lupanina

4.2.2 Cuantificacién de la lupanina en los granos de tarispor UHPLC

Luego de realizado el preparado de las muestras para sus concentraciones de alcaloides, los
alcaloides eluidos por diclometano fueron disueltos en 4 rde metanol para luego ser
filtrado por un filtro de membrana de 0.2 um de porosidad logrando separar asi los
compuestos que pueden dafar la columna con el que se trabajé en este caso el C18 del
UHPLC como se observa en I@&guras 40 y 41del Anexo 1), en la siguiente tabla se

observa las cantidades de lupanina en cada tratamiento

Tabla 11. Cantidad de lupaninaen elgrano de tarwi por cada tratamiento

Amount
Tratamiento UV VIS 1
Lupanina
TAH 478.870 + 105.647
TDAM 333.552 +20.379
TDAU 594.576 + 51.221

Como se puede observar en bl 11, la cantidad de lupanina en cada tratamiento varia,
donde en la extraccion ldalcaloide asistido por microondas (TDAM) fue el tratamiento el
cual tuvo mayor efectividad de extraccion de la lupanina en comparacion de las demas
siendo ligeramente similar a los resultados obtenido€padésAvendario et al(2020) el

cual cuantificé la cantidad de lupanina del varios ecotipos incluyendo el ecotipo Yunguyo
el cual es el ecotipo en estudio para la validacion de este trabajo de investigacin.
Figura 20, se muestra la comparacion de medias de los tratamientos de desamargado del
grano de tarwidonde podemos observar que los tratamientos TAH y TDAU son ligeramente
similares, a comparacion del tratamiento TDAM que es distinto y se ve reflajaldo e

cuantificacion realizada por UHPLglie se muestra en labla 11.
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Figura 20. Comparacion de medias de los tratamientos en la cuantificacion de lupanina
por UHPLC

De acuerdo a los analisis de varianZagxo 3, Tabla25) se observa que existe diferencias
significativas p < 0.0®ntre los tres tratamientos (TAH, TDAM, TDAU), representando asi
gue lamejor técnica de extraccion de lupanina es la realizada por el tratamiento de
desamargado asistido por microongas lo cual es el tratamientpjue menos cantidl de
lupaninase enconty en el grano de tarwPara evaluar esta comparacion se realiz6 una
prueba de comparacidnultiple de test de TukefAnexo 3, Tabla26) mostrandonos que el
tratamiento TDAM presenta mayor diferenct@nrespecto btratamientoTDAU muestra

gue existe undéigera similitudcon eltratamiento TAHcon relacidn a la cuantificacion de

lupanina.

Estos resultados se pueden comprar canvistigaciomrealizado poiYucra, (2020), donde

los resultados obtenidos en cada tratamiento de extraccion de lupanina con microondas y
ultrasonido son similares a los obtenidos en esta investigacion siendo el tratamiento por
microondas el mejor tratamiento con los mejores resultadesidecion siendo la potencia

de 630 W por un tiempo de 9 minutos la que mejor difusividad tuvo y siendo esta la que se
empled en esta investigacidle acuerdo coAkhtar et al., (2019¢ste menciona que a altas
potencias con exposicion prolongada conlleva el riesgo de degradacion térmica, lo cual es la
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ruptura repentina de las células, causando un aumento en la cantidathd®,eit que
explica porque el tratamiento por microondas es el mas efitegmbargoXiong et al,

(2016) menciona que no se tiene que descuidar los rangos de extraccion de la potencia y
tiempo ya que pueden dafar la estructuréiodecomponentes en el akmtopor lo tanto

limitar su extraccion.

El resultado en la cuantificacion de la lupanina extraida pioateimiento de desamargado

por ultrasonidose puede deber a que la potencia registrada del generador de la energia
acustica o poder ultrasénico, se presenta en forma calorimétrica como lo désatbeu

et al, (2017)por lo que spresentacomo una desveaja ya que la potencia generada que

entra realmente a la mezcla de extraccién no lewde clara.

De acuerdo a la investigacion realizada pang et al.,(2011) para la extraccién de
alcaloides d&€atharanthus roseu$a mayor potencia se registré a 250 W con 50 kHz y esta

fue la de mayor eficiencia siendo necesarios superar los 20 min para que se rompa mas las
paedes celulares, en la investigacion realizada,pbtenciaque utilizamospara el
desamargado del grano de tarwi fue de 40 kHz con 100 W en un tiempo de 15 minutos
pudiendo repercutir de alguna maneran la extraccion de lupanina por ende su

cuantificacion

4.2.3 Cuantificacién de la lupanina por espectroscopia dieléctrica de microondas

(MDS) -Propiedades dieléctricas

Para poder obtener los espectros dieléctricos se tuvo que analizar 50 granos de tarwi
respectivamente desamargados lostratamientos no convencionales donde se obtuvo el
factor de pérdida dieléctriga ) teniendo como resultado un espectro dieléctmmo se

ve en laFigura20 el cual nos muestra un diferencia entre los tratamientos TDAM y TDAU

y una ligeravariaciénconel tratamiento TAHy TDAM, las frecuencias de analisis fueron

750 MHz, 915 MHz, 2450 MHz, 5800 MHz en un rango de 0.5 a 9 GHz como lo describe
Chuquizuta et al(2021)
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Figura 21. Espectro dieléctrico del tarwi con diferentes tratamientos de desamargado

En la Figura 2Bkepresenta el factor de pérdidas de las muestras en funcion de la frecuencia.
El factor de pérdias del grano de tarwiresentdvalores bajos para las muestiam
tratamientos de deshidratado esto se debe a@tiene una buena carga electrolitibe

acuerdo aMarta CastreGiraldez et al.,(2010) en su investigacion menciona qlaes
moléculas de azucar producen una disminucion de los espectros de la constante dieléctrica
y del factor de pd@lidadel agua pura en frecuencias de dispersion pplesto se debia a

gue las moléculas de azucar formaban enlaces de hidrégeno con los dgdagua por

lo tanto limita su movimiento y disminuygu capacidad de polarizacidoor lo que la

dispersion dipolar se desplaza a frecuencias menores del espectro.
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Tabla 12. Cantidad de lupanina en el grano de tarwi por Espectroscopia

dieléctrica de microondas encada tratamiento

Tratamiento Factor de pédidas (e")

750 MHz 915 MHz 2450 MHz 5800 MHz

TAH 981.67 + 260.19 9217.55 + 5053.2( -4977.88 + 712.6! -5587.66 + 258.41
TDAM 943.26 + 278.69 8720.46+5423.23 -4884.54 + 733.1: -5521.19 + 265.38

TDAU 1418.37 + 339.2117925.51 + 6591.3 -3562.38 + 917.1. -4949.86 + 348.97

Comose puede observar ea Tabla 12 la cantidad de lupaninauelve a variaen cada
tratamiento, dondee evidencia quen la extraccion de alcaloide asistido por microondas
(TDAM) fue el tratamiento el cual tuvo mayor efectividad de extraccion de la lupasiaa

se puede deber también por la sinergia que se genera de los solventes con el microondas ya
gue los mecanismos de transferencia de calor y masa salen en el misdmoggmresto a

las técnicas de extraccion convencionales, debido a los cambios en la estructura celular

causada por ondas electromagnét{€assa, Ferrari, & Veronesi, 281

En la Figura 22se muestréa grafica de caja y bigote de comparacién de medias de los
tratamientos de desamargado de los granos de ddawWrecuencia de 750 MKHzonde se
observanuevamente que los tratamientos TAH y TDAU son ligerameméases, a
comparacion del tratamiento TDAM que es distilst@ue indica que hay mayor cantidad

de lupanina en el grano en comparacién a los otros tratamientos, se observa lo mismo con
los resultados obtenidos a la frecuencia de 5800 (#igrura 23) conla diferencia que los

datos son negativos, lo que indica que a esa frecuarzaatidad déupanina en los granos

de tarwi es nula viéndose reflejaden la cuantificacion de lupaninen el grano por

espectroscopia dieléctrica déecnoondas que se muesten la Bbla 12
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Esta comparacion de medias entre los métodos, de acuerdo al analisis de eariEnza
frecuencia de 750 MH#ZANexo 3, Tabla27) se observa que existe diferencias significativas

p < 0.05 entre los tratamientos (TAH, TDAM, TDAlWgprroborandajue la mejorécnica

de extraccion de lupanina es la realizada por el tratamiento de desamargado asistido por
microondas. Para evaluanejoresta comparacionese realiz6 una prueba de comparacion
multiple de test de Tukeyfexo 3, Tabla28) mostrandonos que ldsatamients TDAM y

TAH tienen similitud respecto al tratamiento TDAWEN el andlisis de varianza en la
frecuenca de 5800 MHzAnexo3, Tabla 29 se vuelve a observar que si existe diferencias
significativas p < 0.05 entre los tres tratamientos, de Em@imanera en la prueba de
comparacién multiple dest de TukeyAnexo3, Tabla 30 los tratamientos TDAM y TAH
tienen similitud respecto al tratamiento TDAU que si presenta diferencia con relacion a la

cuantificacion de lupanina.

4.2.4. Validacion del métodono invasivo

Para la validacion del método se opto por realizehieduadrado para ver si heglacion
entre los resultadosle cuantificacion por UHPLC y espectroscopidieléctricas de
microondas(MDS), trabajando comas dos frecuencias Optimas para eladeslo de la
cuantificacion de lupanina que son 750 MHz y 5800 IMiénun margen de error del 5%,

los resultados obterod se muestran en la siguientblal3.

Tabla 13. Validacion del método

750 MHz 5800 MHz
x-square  df p-value X-square df p-value
14.521 2 0.0007028 - 2 inf

De acuerdo dos resultados se puede validarmétodo con el empleo de la frecuencia de
750MHz ya quelos resultado®n lacuantificacion déa lupaninaen los granos de tarse
relaciona significativamente(P < 0.05)con los obtenidos por el UHPL.@comparacion de

la frecuenciade 5800MHz ya que sus resultada$e cuantificaciorse alejabarcon los

obtenidos por el UHPLC talomo se aprecian ersldablas 11y 12.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

A patrtir de los resultados obtenidos es posible concluir que:

Las frecuencias 6ptimas de los espectros dieléctricos de microondas a diferentes
concentraciones del patron estandar de lupanina, determinado a través de una
correlacion lineal, fueron las frecuencias de 750 MHz y 5800 MHz con una
correlacion lineal Rde 0.9633 y 0.8731, ubicandose estas frecuencias dentro de un
rango de 0.5 a© GHz, demostrando que existe una correlacion entre las propiedades
dieléctricas {a lupanina, sin embargo, las regresiones lineales en las frecuencias de
950 MHz y 2450 MHz no fueron prometedoras ya que son mas de uso aiddustri
Ademas,con la obtencion de la ecuacion de la curva de calibracion se podra
cuantificar la lupanina dentel grano de tarwi mediante los espectros dieléctricos

de microondas.

Las cantidades obtenidas de la lupanina en los granos de tarwi en las diferentes
matrices de tratamiento por UHPLC logr6 validar el métodoinvasivo de
cuantficacion por espectroscopia dieléctrica de microondas en la frecuencia de 750
MHz demostrando que existe una relacién significativa (P < 0.05) con los resultados
del cromatégrafo. Por otro lado, también se pudo observar que la cuantificacién de
lupanina @cae a frecuencias superiores a 1000 MHz, como es el caso de la frecuencia
de 5800MHz que a pesar de tener una relacién lineal relativamente buena en su

cuantificacion mostraba cantidades nulas de lupanina en los granos de tarwi.

Se concluye que la mejfnecuencia para cuantificar la lupina en el grano de tarwi
por el método de espectroscopia dieléctlieanicroondas es la de 750 Midiendo
la primera vez que se realiza analisis de espectroscopia dieléctrica de microondas en

tarwi comparado con una moldla en particular que es la lupanina
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5.2. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar mas investigaciones con el método de espectroscopia
dieléctrica de microondas ya que ha mostrado ser una herramienta simple y

econdmica teniendo la capacidad aceptable gietectar impurezas.

Se recomienda realizar trabajos de investigacién mas profundos y mas detallados con
mayor cantidad de concentraciones y de la misma manera trabajar con frecuencias

igual o menores a 750 MHz.

Se recomienda evau qué efectos pueden generar los tratamientos de desamargado

en la composicion intracelular del grano de tarwi.
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ANEXOS

ANEXO1: PANEL FOTOGRAFICO OBTENIDO DURANTE LA EJECUCION DE

LA INVESTIGACION

Figura 24. a) Semillas de tarwsin seleccionar del ecotipo Yunguyb) Semillas de

tarwi seleccionadagel ecotipo Yunguyo

QKT e

Figljré 25. Patrén de Iupaniné
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Ultrasonic
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Figura 26. Pesado dgbatron de lupanina

Figura 27. Figura: Pesaddel grano de tarwi
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Figura 29. Grano congelado ecotipo Yunguyo.
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Figura 31. Desamargado del grano de tanar pltrasonido a 4KHz-100W.
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Figura 33. Grano de tarwdesamargado por a) Ultrasonidy.Microondas
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Figura 34. Liquido del grano de tarwi después del desamargado por ultrasonido y

microondas

Figura 35. a)Grano de tarwi sin deshidratar. bjaBo de tarwi deshidratado
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Figura 36. a) Gano de tarwi molido en mortert) Tamizado del grano de tarwi

molido.

Figura 37. a) Tarwi molido y tamizadob) pesado del tarwi molido y tamizado
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Figura 39. Extraccion de los alcaloidéspreparacion de la muestra para la extraccion

de los alcaloides centrifugado
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Figura 40. Extraccion de alcaloidéis preparacion de la muestra para la extraccion de

los alcaloide$ Elucion en el rotavapan fase liquida para &IHPLC.
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Figura 41. Preparacion di&a muestrgpara el UHPLC
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Figura 42.

Figura 43. Extraccion de las burbujas de las muestras por el sonicador antes de entrar
al UHPLC.
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Figura 44. Equipo de UHPLC de la Escuela Profesional de Ingenieria en Industrias
Alimentariasi Sede AyabacaNAJ.
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Calibration

Calibration Details Lupanina
Calibration Type Lin, WithOffset Offset (CO) 5.9425
Evaluation Type Area Slope (C1) 0.2285
Number of Calibration Points 5 Curve (C2) 0.0000
Number of disabled Calibration Points 0 R-Square 0.9999
Calibration Plot Lupanina
110,04 Lupanina External UV_VIS_1
100.0
87.5-
75.04
62.5
8
<
50,04
37.5
25.04
12.54
0 O-I L T T L L L S T L ™1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Amount
Calibration Results Lupanina
No. Injection Name Calibration X Value Y Value Y Value Area Height
Level mAU*min mAU
UV_VIS_1 UV_VIS_1 Uv_Vis_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
Lupanina Lupanina Lupanina Lupanina Lupanina
2 400PPM 1 400.0000 97.4506 97.4506 97.451 660.447
3 300PPM 2 300.0000 74.5992 74.5992 74.599 538.015
4 200PPM 3 200.0000 51.1623 51.1623 51.162 355.637
5 40PPM 5 40.0000 15.3038 15.3038 15.304 108.348
14 100PPM 4 100.0000 28.7969 28.7969 28.797 221.901

Figura 45. Calibracion deEstandar de lupanina
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|Chromatogram |
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Figura 46. Presentacién deCromatogramadel UHPLC a) Cromatograma de las

muestras de Tarwi amargo sin tratamiento, b) Cromatograma de muestras de tarwi
hidratadas
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[Chromatogram |
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Figura 47. Presentacién del Cromatograma del UHPLC. a) Cromatograma de las

muestras asistidapor ultrasonidp b) Cromatograma denuestras asistidas por
microondas
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Figura 49. Equipo dieléctricaanalizador de redes vectoriales conectado a una sonda
coaxial de terminacion abiertaniversidad Nacional Autbnoma de Chota
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Figura 50. Secuencia de atibracion del equipo dieléctrico analizador de redes

vectoriales con ébtandaide Lupanina de acuerdo a @mcentraciones de trabajo
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Figura 51. Muestias de tarwi en el laboratoridel Instituto de nvestigacion del

Mejoramiento productivde la universidad Nacional Autbnoma de Chota

Figura 52. Analisis del grano de tarwi parcialmente deshidrataji®@ondacoaxial de
terminacion abiertaon la muestra del grano de Tarw) Obtencién de losalores
de los coeficientes de reflexidon
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Figura 53. Espectros dielectricos a diferentes concentraciones de lupanina
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