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RESUMEN

La espectroscopia infrarroja media es una técnica instrumental que proporciona un analisis
rapido y de bajo costo, empleado para identificar y cuantificar diversos compuestos. El
objetivo del presente estudio fue desarrollar modelos de calibracién que estimen el contenido
de proteinas y de compuestos fendlicos totales en 52 ecotipos peruanos de tarwi (Lupinus
mutabilis) amargo y desamargado utilizando espectroscopia del infrarrojo medio (4000 - 700
cm?) y analisis multivariado (Regresién de Minimos Cuadrados Parciales, PLSR). Los
porcentajes de proteina en tarwi desamargado (40.49 - 55.83 %) fueron superiores al del
tarwi amargo (34.46 - 43.76 %). Respecto al contenido de compuestos fendlicos, hubo una
pérdida considerable de estos en el tarwi desamargado (94.45 - 204.67 mg equivalentes de
acido galico EAG /100 g) en comparacion al amargo (428.49 - 526.8 mg EAG /100 g). Los
modelos se procesaron empleando la segunda derivada. Las bandas representativas del
modelo para proteinas estan centradas en 1507 y 1550 cm™ (amida 11) y 1691 cm™ (amida
). La presencia de compuestos fenolicos se relaciono a la vibracion del anillo aromatico
(1450 cm™) y de enlaces correspondientes a flavonoides (1690 cm™). EI modelo PLSR para
proteina de los 52 ecotipos, amargos y desamargados, indicé una correlacion de calibracion
de 0.95 y validacién cruzada de 0.95, un SECV (Error Estandar de Validacion Cruzada) de
2.17 % y SEC (Error Estandar de Calibracion) de 2.11 %. Para determinar el contenido de
fendlicos totales, se emplearon modelos independientes de tarwi amargo y desamargado que
consideraron 37 y 40 ecotipos, respectivamente. Ambos modelos de fendlicos obtuvieron
altos valores de error (entre 10 y 17 mg EAG / 100 g) y valores medios de r? (< 0.83).
Finalmente, los parametros indican que el modelo de proteina es confiable; pero los modelos
sobre el contenido fendlico alcanzaron parametros de valor medio que brinda solo

contenidos aproximados.

Palabras claves: tarwi, proteinas, compuestos fendlicos, espectroscopia MIR

regresion PLS.



ABSTRACT

Infrared spectroscopy is an instrumental technique that provides a faster and lower cost
analysis, being useful for the identification and quantification of different compounds. The
objective of the present study was to develop calibration models to estimate total protein and
phenolic content in 52 Peruvian bitter and debittered ecotypes of tarwi (Lupinus mutabilis)
using medium infrared spectroscopy (4000-700 cm™) and multivariate analysis (Regression
of Partial Least Squares, PLSR). The percentage of protein in debittered tarwi (40.49 - 55.83
%) were higher than in bitter tarwi (34.46 - 43.76 %). Regarding the phenolic compounds
content, there was a considerable loss of these in debittered tarwi (94.45-204.67 mg EAG /
100 g) compared to the bitter tarwi (428.49-526.8 mg EAG/100 g). The calibration models
were pre-processed by the second derivative. The representative bands of the model for
protein content was centered in 1507 y 1550 cm-1 (amide 11) and 1691 cm-1 (amide I). The
presence of phenolic compounds was related to the vibration of the aromatic ring (1450 cm-
1) and of bonds corresponding to flavonoids (1690 cm-1). The PLSR model for protein of
the 52 ecotypes, bitter and debittered, indicated a calibration correlation of 0.95 and cross
validation of 0.95, a SECV (Standard Error of Cross Validation) of 2.17 % and SEC
(Standard Error of Calibration) of 2.11%. To determine the total phenolic content,
independent models of bitter and debittered tarwi were used, which considered 37 and 40
ecotypes, respectively. Both phenolic models obtained high error values (between 10 and
17 mg EAG / 100 g) and mean values of r? (< 0.83). Finally, the parameters indicate that the
protein model indicates a prediction of high reliability; however, the phenolic content models

reached parameters of average value that indicates only approximate contents.

Keywords: tarwi, protein, phenolic compounds, MIR spectroscopy, PLS regression.



l. INTRODUCCION

Un gran atributo de las leguminosas es su alto valor proteico, de entre todas resalta el tarwi
(Lupinus mutabilis) por su contenido elevado de este macronutriente (41 - 51 %), superando
incluso al de la soya (34 %) (Jacobsen & Mujica, 2006). A su vez, el tarwi es una fuente
importante de metabolitos secundarios como los compuestos fenolicos (Da Silva et al., 1994;
Galvez et al., 2009) que son importantes por sus propiedades antioxidantes (Porras & L6pez,
2009). Diversos estudios indican que el tarwi es un alimento excepcionalmente nutritivo. No
obstante, el mayor inconveniente para su consumo es la presencia de alcaloides, por lo que

requiere pasar por un proceso de desamargado para ser de consumo humano.

El tarwi se origino a lo largo de los Andes, actualmente se cultiva predominantemente en
Ecuador, Per( y Bolivia (Chirinos, 2014), habiendo potencial de desarrollo agronomico y
agroindustrial en nuestro pais. Por ello, ha surgido un gran interés en investigar y desarrollar

productos en base a tarwi, y que requerira el control de procesos como el del desamargado.

Entonces, surge como alternativa una moderna herramienta analitica: la espectroscopia de
infrarrojo medio con transformada de Fourier (FTIR) que muestra mayor rapidez de analisis
y menor costo (Hesse et al., 2005) frente a técnicas como la cromatografia. Ademas, Nielsen
(2008) asegura que la espectroscopia en el infrarrojo medio es muy atil para analizar

cualitativa y cuantitativamente diferentes alimentos y bebidas como vinos y aceites.

Junto a la espectroscopia, es necesario emplear también ciertas técnicas estadisticas como la
calibracion multivariable para el analisis cuantitativo, siendo la mas empleada la regresion
de Minimos Cuadrados Parciales (PLSR), la que relaciona la concentracion de algin
componente con el espectro (Araujo et al., 2005) de un alimento, expresado en un modelo

guimiométrico.



Por tanto, la presente investigacion se planted sobre los siguientes objetivos:

Objetivo general:

- Desarrollar 3 modelos de calibracion para determinar el contenido proteico y fendlico
en 52 ecotipos de tarwi empleando espectroscopia infrarroja media y la regresién de

Minimos Cuadrados Parciales.

Obijetivos Especificos:

- Cuantificar el contenido de proteinas y de compuestos fendlicos totales en 52
ecotipos de tarwi amargo y desamargado por el método Kjeldahl y Folin Ciolcateau.

- Identificar las bandas relacionadas a proteinas y compuestos fendlicos totales en el
espectro infrarrojo del tarwi amargo y desamargado.

- Establecer un modelo de calibracion al relacionar el contenido proteico con los
espectros del tarwi amargo y desamargado.

- Establecer dos modelos de calibracion al relacionar el contenido de los compuestos
fendlicos totales con los espectros del tarwi amargo y del desamargado.

- Validar la solidez del modelo quimiométrico mediante parametros estadisticos.



II.  REVISION DE LITERATURA

21. TARWI

2.1.1. ASPECTOS GENERALES

El tarwi (Lupinus mutabilis) es una leguminosa almidonosa originaria de los Andes. Sus
granos son de consumo humano. Es conocido como “chocho” en Ecuador y en el norte de
Peru; “tarwi” en el centro del Perti; “tauri” en el sur del Pert y Bolivia (“chuchus” en

Cochabamba, Bolivia) (Jacobsen & Mujica, 2006).

Los cultivos de tarwi crecen en zonas templadas y frias del Altiplano boliviano-peruano y
Ecuador, en valles interandinos de 2.000 - 3.850 m.s.n.m., aunque algunos estudios han
obtenido buenos rendimientos a nivel del mar (Jacobsen & Mujica, 2006). Asi mismo, su
cultivo requiere entre 350 - 800 mm de precipitacidn al afio, por lo que es exclusivo en zonas
secas pues es susceptible al exceso de humedad, y moderadamente susceptible a la sequia
durante la floracion y envainado. Durante la formacion del racimo y madurez no puede
soportar las heladas, aunque algunos ecotipos a orillas del lago Titicaca si han presentado
mayor resistencia al frio. Prefiere suelos francos y franco - arenosos, un buen drenaje y un
pH entre 5y 7 (Mayhua, 2012).

La coloracion de la flor cambia desde cuando se empieza a formar hasta cuando madura de
azul claro hasta uno muy intenso, por ello deriva su nombre cientifico “mutabilis”, es decir

que varia. Cominmente, los colores son distintos tonos de azul y parpura (Tapia, 2000).

En una vaina de entre 5 a 12 cm se llega a encontrar un niamero variable de semillas y de

diversas formas (redonda, ovalada a casi cuadrangular), que alcanzan a medir entre 0,5a 1,5



cm cada una (Jacobson & Mujica, 2006). Segun Tapia (2000), un kilogramo contiene 3500
a 5000 semillas, dependiendo del tamafio y el peso de estas. La variacién en tamafio depende

tanto de las condiciones de crecimiento como del ecotipo o variedad.

El grano de tarwi presenta pigmentacion que van desde blanco, amarillo, gris, ocre, pardo,
castafio, marrdén, negro y hasta combinados, con formas como marmoleado, media luna, ceja,
salpicado y combinacion (Gross, 1982; citado por Tapia, 2000) de estas como se observa en
la Tabla 1. Ortega et al. (2010) indica que el color amarillo de la semilla es debido al
contenido de grasas y carotenoides. Ademas, estima que las semillas de tarwi cuentan con
un tegumento de espesor de 0.20 mm, por tanto, es el cotileddn la parte mas representativa
con un 84.66% del peso total y solo un 10.74 % de la semilla se compone por un tegumento

blanco de textura plastica y resistente.

Tabla 1: Distribucion del color secundario del grano de tarwi

DISTRIBUCION VALORACION MUESTRA

Ausente 0
Media luna 1 @
En ceja 2 @
En lomo 3 Q
Salpicada 4
En bigote 5 Q
Veteada 6 @
En media luna veteada 7
En ceja veteada 8
Manchada 9

FUENTE: NTE INEN 2 389 (2004), citado por Baldedn (2012)

Garay (2015) clasifica taxonomicamente al tarwi como se indica la Tabla 2.



Tabla 2: Clasificacién taxonomica del tarwi (Lupinus mutabilis)

CLASIFICACION

Nombre Cientifico Lupinus mutabilis
Division Espermatofitos
Sub-Division Angiosperma
Clase Dicotiledoneas
Sub Clase Arquiclamideas
Orden Rosales
Familia Papilionoideas
Sub — Familia Genisteas
Geénero Lupinus
Especie Mutabilis

FUENTE: Garay (2015)

2.1.2. ECOTIPO

Las especies ecoldgicas se denominan cominmente “ecotipos” o “ecospecies”. Estos han
surgido por las diferentes combinaciones de factores ambientales y bioticos y, a través de la
seleccion natural. Un ecotipo es una poblacién o individuos de una especie que son
genéticamente diferentes. Los diferentes ecotipos de una especie en particular, pueden diferir

en sus requisitos edaficos, microclimaticos o bidticos (Pushkar, 2001).

En el tarwi, los diferentes ecotipos se expresan en factores como el periodo vegetativo,
contenido de alcaloides, tolerancia a enfermedades, rendimiento y valor nutritivo. En la
Tabla 3 se indica una lista de ecotipos de tarwi en el Per(, los cuales han sido conducidos en
diferentes ambientes del Programa de Leguminosas de Grano y Oleaginosas de la

Universidad Nacional Agraria La Molina (Camarena et al., 2012).

Cabe indicar que una variedad hace referencia también a un ecotipo considerando sus
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y genéticas que son especificas, como la resistencia
a enfermedades y el rendimiento (Harper et al., 2007; MINAGRI, 2008).



Tabla 3: Algunos ecotipos de tarwi en el Perud

VARIEDAD LOCALIDAD ORIGEN
Altagracia Huamachuco, La Libertad
Puno Puno
H6 Huancayo
Andenes 80 Camani
SCG -09 Cusco
Yunguyo ILLPA
Blanco Huamachuco La Libertad
Blanco Cajamarca Cajamarca

Tauribamba — Sihuas

Sihuas, Ancash

Huallanca Huallanca, Ancash
SGC-22 San Juan de Yanamuclo
Tarwi PLGO 13-1 (UNALM 13) Marcara, Ancash
Chacas Chacas, Ancash

FUENTE: Camarena et al. (2012)

2.1.3. PRODUCCION DE TARWI

Actualmente los cultivos de tarwi estan en su mayoria en Ecuador, Peru y Bolivia, bajo
diferentes sistemas de produccion (Suca & Suca, 2015; Jacobsen & Mujica, 2006). En el
Peru, la sierra de La Libertad, Cuzco, Puno y Huanuco son las regiones con mayor
produccién como se muestra en la Figura 1, seguin un reporte del MINAGRI durante el 2014
— 2015. Asimismo, Tapia & Fries (2007) indican centros de produccion de tarwi, en las
partes medias (2200 - 3500 m.s.n.m.) de los valles interandinos como en el valle del Mantaro,
el valle del Vilcanota (Cusco), Ayacucho y Abancay en Pert y Cochabamba, Potosi, Sucre
en Bolivia que son a la vez grandes centros de diversidad. Alrededor del Lago Titicaca, las
provincias Yunguyo y Pomata son las que concentran mas cultivos en suelos arenosos a 3

800 m.s.n.m. y ademas de tener variedades mas tolerantes al frio y de crecimiento precoz.



Suca & Suca (2015) indican que la productividad actual del tarwi es muy similar a las

leguminosas mas consumidas en Per como el frijol, pallar, garbanzo, lenteja, haba y arveja.

La produccion total de tarwi para el 2014 alcanz6 12 100 toneladas con un rendimiento de

1,3 t/ha. En la Figura 2 se diagrama la produccion de tarwi para el Peru, viéndose un

comportamiento fuertemente ciclico desde 1980 al 2000; incrementandose la produccion de

manera mas sostenida a partir del 2006. De forma adecuada y proporcionando todos los

requerimientos oportunamente, puede llegarse a producirse de 3500 a 5000 Kg/ha, segun lo

reportado por Jacobsen & Mujica (2006).
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Figura 1: Principales regiones de tarwi en el Peru
FUENTE: Suca & Suca (2015)

2.1.4. COMPOSICION QUIMICA DEL TARWI
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El grano de tarwi (Lupinus mutabilis) es rico en proteinas y grasas, tanto que representan

incluso mas de la mitad de su peso. Por lo general se le compara con la soya (33.4 % proteina

y 16.4 % de grasa) por su valor nutritivo, ya que ciertos ecotipos de lupino superan en

proteina y grasa a esta popular leguminosa (Jacobsen & Mujica, 2006).
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Figura 2: Produccion de tarwi en el Perud
FUENTE: FAO (2015), citado por Suca & Suca (2015)

Investigaciones en mas de 300 genotipos de tarwi muestran que su contenido de grasa esta
entre 14 a 24 % (Gross et al., 1988; citado por Jacobsen & Mujica, 2006) predominando los
siguientes acidos grasos: oleico 40.4 %; linoleico 37.1 %; linolénico 2.9 % y palmitico 13
% (Tapia & Fries, 2007). Quispe (2015) reporta que el proceso de desamargado disminuye
el extracto etéreo en lupino por la pérdida de fosfolipidos, pero finalmente se obtiene un

aumento relativo a causa de la pérdida de materia seca.

Los carbohidratos totales en el Lupinus mutabilis varian entre 28 a 34 % en tarwi amargo y
de 7 a 10 % para tarwi desamargado (Quispe, 2015) los cuales se encuentran mayormente
en la cascara que en el cotileddn. Baldeon (2012) indica que esta leguminosa presenta un

mayor contenido de oligosacaridos frente al bajo contenido de sacarosa y almidon.

Sobre el porcentaje de fibra, este representa mas del 6%, pues la cubierta seminal que esta
ligado al contenido de fibra abarca el 10 % del peso de la semilla (Allauca, 2005). El
desamargado provoca un incremento porcentual de fibra cruda (Quispe, 2015), la cual al ser

en mayor parte soluble se pierde en los lavados, causando esta se concentre finalmente.

En la Tabla 4, se presenta una comparacion del analisis bromatolégico del tarwi antes y

después del desamargado.



Tabla 4: Composicion proximal del tarwi

COMPONENTE TARWI AMARGO TARWIDESAMARGADO

Proteina (%) 47.8 54.05
Grasa (%) 18.9 21.22
Alcaloides (%) 3.26 0.03-0.01
Almidon total (%) 4.34 2.88
Fibra (%) 11.07 10.37
Ceniza (%) 4.52 2.54
Potasio (%) 1.22 0.02
Magnesio (%) 0.24 0.07
Calcio (%) 0.12 0.48
Fosforo (%) 0.6 0.43
Hierro (ppm) 78.45 74.25
Zinc (ppm) 42.84 63.21
Manganeso (ppm) 36.72 18.47
Cobre (ppm) 12.65 7.99

FUENTE: Lara (2003), citado por Allauca (2005)

Sobre sus minerales, el predominante es el calcio, que se localiza en la cascara por lo que es
recomendable consumir el tarwi en forma integral (sin pelar). Sigue en importancia el
fosforo (Allauca, 2005) y el potasio de entre 1.1% - 1.4 %, de magnesio con un 0.2 - 0.3 %
(Asociacion Internacional de Lupino (1990), citado por Rodriguez (2009)). De los

microelementos contenidos en el tarwi, sobresale el hierro.

2.1.5. DESAMARGADO DE TARWI

El desamargado de tarwi es un proceso mediante el cual se reducen los compuestos amargos
de los granos, para emplearlos en la alimentacion humana y animal. Este contenido de

alcaloide de los granos de tarwi, puede ser minorado tanto por métodos fitotécnicos como



por métodos tecnoldgicos (Cutipa, 2014). Incluso, actualmente se cuenta con normativas
respecto al nivel permitido de alcaloides, como la norma INEN 2390:2004 que indica un
méaximo de 0.02 a 0.07 %.

Una de las técnicas mas difundidas es la del desamargado acuoso, la cual se basa en tres
etapas basicas: remojo, coccion y lavado. En el Per, el método es llamado “Tradicional”
consistiendo en 12 horas de remojo materia prima: agua (1: 6), coccién de 1 hora con cambio
de agua cada 30 minutos materia prima: agua (1: 3) y posterior un lavado de 5 dias materia
prima: agua (1:3) con cambio de agua de cada 6 horas (Jacobsen & Mujica, 2006).

Dentro del proceso del desamargado del tarwi, el remojo o hidratacion consiste en el contacto
de la semilla con agua a temperatura ambiente por un tiempo determinado para acondicionar
la semilla, hidratando los tejidos para facilitar la salida de los alcaloides (FAO, 1982; citado
por Quispe, 2015).

Respecto el proceso térmico de coccion, la etapa es necesario debido a (Tintaya, 2017):

- Destruccion del poder germinativo.

- Destruccion de las enzimas propias de la célula, tales como lipasa, que causan la
descomposicion de las grasas.

- Destruccion de microorganismos adheridos a las semillas, que pueden producir
toxinas, asi como causar la descomposicion de sustancias nutritivas.

- Desintegracion de las células de las semillas, mediante lo cual se facilita la extraccion
de alcaloides.

- Coagulacion de las proteinas de las semillas con lo que se reduce la pérdida de

proteinas durante el proceso de extraccion.

En la etapa del lavado, el grano cocido permanece en agua en reposo con cambios de agua
periddica o en agua en circulacién, por un determinado tiempo a temperatura ambiente, para

completar la salida de alcaloides por solubilizacion (Quispe,2015).
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Finalmente, el chocho luego de pasar por el proceso de desamargado termina como un
producto limpio, himedo, de color blanco - crema, sabor y olor caracteristico, libre de olores
extrafos y sabor amargo (Baldeon, 2012).

2.2. PROTEINAS

2.2.1. ESTRUCTURA QUIMICA

Las proteinas son polimeros lineales construidos a partir de unidades monoméricas de
aminoacidos. Aunque es importante mencionar que las funciones de cada proteina no
dependen exclusivamente de la secuencia de aminodcidos que la constituyen. Los
aminoacidos se enlazan unos con otros para formar proteinas a traves de los grupos amida.
Cada uno de estos grupos amida recibe el nombre de enlace peptidico cuando se ha formado
mediante aminoacidos. Los enlaces peptidicos son producto de una reaccion de
condensacion entre el grupo carboxilo (-COOH) de un aminoéacido y el grupo amino (-NHy)

de otro aminoéacido, como se observa en la Figura 3.

2.2.2. PROTEINAS EN LUPINO

Estudios realizados en mas de 300 diferentes genotipos de lupino muestran que el grano
contiene entre 41- 51 % de proteina (Gross et al., 1988; citado por Jacobsen & Mujica, 2006).
Es asi que, cuando se compara el tarwi con otras leguminosas, como la soya o frijol, es clara
la diferencia en proteinas a favor del tarwi. Este aumento en el porcentaje de nutrientes es
resultado del tiempo de remojo, coccion y lavado sobre el contenido de alcaloides y
proteinas, encontrando un 48.2 % de proteina con tiempo de remojo de 12 horas, de coccion

30 minutos y lavado de 4 dias (Palacios y Ortega, 1995; citado por Ojeda & Salazar, 2011).

La calidad proteica de una proteina puede medirse por su concentracion, digestibilidad y por
el contenido de aminoacidos esenciales que componen su estructura. Respecto a la proteina

del grano de tarwi, cabe decir que es rica en globulinas y albiminas (Camarena et al., 2012).
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Figura 3: Formacion del enlace peptidico
FUENTE: Devlin (1999)

En la Tabla 5 se muestra el contenido de los 9 de los aminoacidos esenciales que posee el
tarwi, sin embargo, es deficiente al igual que la mayoria de leguminosas en cistina y
metionina (amino&cidos azufrados), a excepcion del triptéfano que también presenta

deficiencia en el grano (Tapia, 2000).

Tabla 5: Contenido de aminoacidos del tarwi

PATRON DE AMINOACIDOS

AMINOACIDOS ’
(mg / g proteina)

Isoleucina 28
Leucina 66
Lisina 58
Metionina + cistina 25
Fenilalanina + tirosina 63
Treonina 34
Triptofano 11
Valina 35
Histidina 19

FUENTE: Tapia (2000)

12



Como primer indicativo de la disponibilidad de estos aminoacidos del tarwi, esta leguminosa
cuenta con una digestibilidad alta (sobre 80 %), ya que la mayoria de leguminosas como
arvejas y frijoles tienen valores por debajo este porcentaje (Schoeneberger et al., 1983).

2.3. COMPUESTOS FENOLICOS

2.3.1. ESTRUCTURA QUIMICA Y CLASIFICACION

Entre los compuestos funcionales en alimentos, el grupo que actualmente esta generando
mayor interés es el de los compuestos fendlicos, también ampliamente denominados
polifenoles, a pesar de su diversidad estructural (Balasundram et al., 2006). Existen
actualmente mas de 8000 compuestos fendlicos de origen natural identificados, los cuales
poseen una caracteristica estructural en comun, un grupo fenol (anillo aromaético) con al
menos un grupo hidroxilo (OH) como sustituyente (Pefiarrieta et al., 2014; Paliyath et al.,
2008), como se muestra en la Figura 4.

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios sintetizados por los vegetales para el
regular desarrollo y como respuesta a condiciones de estrés (polucion, radiaciones UV,
temperaturas extremas, entre otras). La cantidad de compuestos fenolicos presentes en la
planta depende de factores como la especie o variedad, técnica y condiciones de cultivo,
estado de maduracion, asi como la son condiciones de procesado y almacenamiento, entre
otras (Naczk y Shahidi, 2006).

OH

Figura 4: Estructura quimica del fenol

FUENTE: Pefiarrieta et al. (2014)
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Los compuestos fendlicos en las plantas no se han distribuido uniformemente a nivel de
tejido, celular y subcelular; por lo que estas se han concentrado mas en las capas exteriores.
Incluso, los compuestos fendlicos insolubles se encuentran en las paredes celulares
(enlazados a diversos compuestos que contribuyen a darle resistencia), mientras que los
solubles se encuentran en vacuolas (Naczk y Shahidi, 2006; Pandey & Rizvi, 2009).

Los criterios para clasificar estos compuestos no estan claramente establecidos; Harborne
(1989), citado por Bravo (1998), indica que puede clasificarse acorde la naturaleza y el
ndmero de carbonos de su estructura quimica bésica. Por ello, los polifenoles pueden
extenderse desde simples moléculas, como los &cidos fendlicos, hasta compuestos altamente

polimerizado, como los taninos.

En la Figura 5 se muestran las familias de los compuestos fendlicos, los cuales en la
naturaleza suelen estar presentes como conjugados con mono Yy polisacaridos o como
derivados funcionales como ésteres o metilésteres. De éstos, los acidos fendlicos, los

flavonoides y taninos son los principales compuestos fendlicos (Balasundram et al., 2006).

En general, la biosintesis de los compuestos fendlicos ocurre a través de diferentes rutas, por
lo que se produce un grupo heterogéneo de compuestos. No obstante, las dos rutas

principales son: la ruta del acido shikimico y la ruta malonico (Paliyath et al., 2008).

2.3.2. FUNCIONES DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

En las plantas, los compuestos fendlicos desempefian importantes funciones morfologicas y

fisiologicas (Cozzolino, 2015):

- Participan en el crecimiento y la reproduccidn (las semillas acumulan representativas
cantidades de fenoles en sus cubiertas que filtran el oxigeno para que no alcance al

embrion de la semilla lo que inhibe su germinacion) (Bravo, 1998).
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FUENTE: G6mez (2010)

- Protege de las radiaciones UV, ya que los polifenoles pueden absorber luz de cortas
longitudes de onda, por ello se acumulan en las capas superficiales (Paliyath et al.,
2008).

- Establece relaciones quimicas entre la planta y su entorno: son componentes de
esencias y pigmentos de frutos, asi como de sabores o texturas desagradables
(Paliyath et al., 2008).

- Los pigmentos como muchos de los polifenoles mitigan el estrés oxidativo (actividad

antioxidante) y extienden la vida atil y dan firmeza a las frutas (Paliyath et al., 2008).



Cheynier (2005) y Ozcan et al. (2014) indican que los compuestos fendlicos son, uno de los
principales responsables de las caracteristicas organolépticas de los alimentos y bebidas
procedentes de las plantas: en verduras, frutas, legumbres, cereales, granos y semillas.
Ademas, contribuyen en su color (pigmentos amarillos, naranjas, rojos y azules), sabor

(amargor y astringencia), olor y estabilidad oxidativa.

2.3.3. PROPIEDADES Y BENEFICIOS A LA SALUD

Los estudios epidemiolégicos han mostrado repetidamente una asociacion inversa entre el
riesgo de enfermedades humanas cronicas y el consumo de la dieta rica en polifenoles, ello
especialmente por su capacidad antioxidante (Pandey & Rizvi, 2009). EI comportamiento
antioxidante de los compuestos fendlicos en los componentes celulares parece estar
relacionado con su capacidad para quelar metales, ya sea manteniendo o incrementando su

actividad catalitica o reduciéndolos (Porras & Lopez, 2009; Pandey & Rizvi, 2009).

De igual manera, investigaciones sugieren fuertemente efectos positivos contra
enfermedades cardiovasculares, puesto que los polifenoles tienen efecto antinflamatorio,
antiplaquetarios y son potentes inhibidores de la oxidacion de LDL (colesterol de baja
densidad). Asimismo, se han identificado varios mecanismos de accion de los polifenoles,
respecto a su efecto anticancerigeno al actuar en la detencion del ciclo celular y regulando
del sistema inmunolégico (Garcia et al., 2009). En tanto, Youdim & Joseph (2001) denotan
el impacto de flavonoides contra la neurodegeneracion, mediante la proteccion de neuronas
contra el estrés oxidativo, mejorando de la funcion neuronal existente o estimulando la

regeneracion neuronal.

Entre otros efectos beneficiosos de los polifenoles para la salud, esta su accion preventiva
en el tratamiento del asma y diabetes y de proteccion contra el dafio de la piel inducido por
el sol. Asi también, debido a sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias, se ha

encontrado una actividad eficaz contra el envejecimiento (Pandey & Rizvi, 2009).
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2.3.4. COMPUESTOS FENOLICOS EN LUPINO

Segln Oomah et al. (2006), las cantidades relativas de compuestos fendlicos presentes en
lupino difiere significativamente entre genotipos y ubicaciones.

Estudios indican la presencia de compuestos fendlicos en lupino como los flavonoides y de
taninos condensados (dimeros, oligdmeros y polimeros de flavan-3-oles) o hidrolizados
(esteres de &cido galico y derivados) en L. albus y L. mutabilis (Oomah et al., 2006; Da Silva
et al., 1994; Lampart et al., 2003). En adicion, Galvez (2009) atribuye la potencialidad del
L. mutabilis Sweet de Pert como antioxidante a la presencia de isoflavonas.

Por su ubicacion, la capacidad antioxidante del lupino, la cual se relaciona con el contenido
de fendlicos, que se muestra en la Tabla 6, se hace presente en un contenido
significativamente mayor en el cotiledon (mas del 80%) y el resto esta distribuido entre la

cascara y el hipocotilo del tarwi (Galvez et al., 2009).

Tabla 6: Contenido de fendlicos totales en cultivares de tarwi de Peru

FENOLICOS TOTALES

(mg catequina equivalente / 100 g grano)

CULTIVAR
CASCARA  COTILEDON HIPOCOTILO SEENMrIELé_AA
H-6 449 + 6 1167 + 25 1325 + 24 1102 + 21
SCG-22 141 + 3 1221 + 20 1214 + 10 1119 + 15
Andares 137 + 3 1106 + 13 1140 + 15 1021 + 21
Yunguyo 137 +2 1067 + 28 1125 + 15 967 + 7
SLP-1 169 + 6 1196 + 13 1238 + 23 1095 + 12
SLP-4 284+ 4 1242 + 29 1230 + 16 1135 + 31

FUENTE: Galvez et al. (2009)
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2.4. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

2.4.1. DESARROLLO HISTORICO

El primer antecedente asociado a la espectroscopia fue la llevada a cabo por Isaac Newton
alrededor de 1665, cuando estudié la descomposicion de la luz blanca en bandas de
diferentes colores con el empleo de un prisma triangular (Hollas, 2004).

En el afio 1800, el astrbnomo William Herschel midi6 la temperatura de las bandas de luz
producidas al descomponer la luz blanca, y se percat6 del aumento de temperatura conforme
se pasaba del extremo azul del espectro al rojo. Més alla todavia, en la zona en la que el ojo
humano no percibia color alguno, la temperatura continuaba en aumento. Denomind
infrarrojo a esta parte del espectro, que esta “mas alla” del color rojo (latin infra). Asi,

Herschel habia descubierto el infrarrojo cercano (Nielsen, 2008).

Respecto a los primeros espectrografos, en 1830, Leopoldo Nobili describe el termopar, cuyo
principio de funcionamiento es fundamental en la espectroscopia infrarroja, se produce una
corriente eléctrica debida al calor generado. Por otra parte, Langley construye en 1881 el
primer bolometro, dispositivo que detecta el calor producido por la radiacion infrarroja al

producir cambios en alguna propiedad fisica del material que lo constituye (Ventura, 2007).

La espectroscopia FTIR naci6 con la invencion del interferometro de Michelson. El usé el
interferometro para medir exactamente la longitud de onda de la luz, lo que le valié el permio
Nobel en Fisica en 1907. Michelson emple6 esta invencién para colectar varios
interferogramas. Poco después, Rayleigh consiguié aplicar la transformacion de Fourier al

patrén de interferencia obteniendo un espectro (Subramanian & Rodriguez-Saona, 2008).

Para la quimica analitica, el uso de técnicas instrumentales espectroscopicas surge desde
finales del siglo XIX con los trabajos de Abney y Festing en 1881, quienes obtienen
espectros infrarrojos de varias sustancias. En 1900 la espectroscopia IR se convirtié en una
importante herramienta para la identificacion y caracterizacion de compuestos y materiales

quimicos (Theophanides, 2012). Para 1940, la espectroscopia infrarroja ya se habia
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convertido en una gran herramienta en la identificacion de grupos funcionales en los
compuestos organicos (Nielsen, 2008). Estudios posteriores mostraron que la espectroscopia
IR también podria usarse para estudiar moléculas bioldgicas, tales como proteinas, ADN y
membranas siendo posible su empleo en biociencias (Theophanides, 2012).

En 1950, las primeras investigaciones acerca de las macromoléculas como las proteinas en
alimentos realizadas por Elliot y Ambrose, demostraron la correlacion entre la forma de las
bandas de amida | y Il y la estructura de polipéptidos. En la década de 1960, Miyazawa y
Blout mostraron una evaluacién detallada de la banda de amida I, en que cada tipo de
estructura secundaria (hélice, hoja, y al azar) se asocia con una o mas frecuencias

caracteristicas (Dufour, 2009).

Uno de los mayores avances en el campo de la computacion de la transformada de Fourier
ocurrié en 1965 con la invencion del Fast Fourier Transform (FFT) del algoritmo de Cooley-
Tukey. Este algoritmo incremento la resolucion mientras reducia el tiempo de anélisis

(Subramanian & Rodriguez-Saona, 2008).

Para 1970 fueron presentados los instrumentos comerciales de reflectancia del infrarrojo
cercano (NIR), los cuales proporcionaron determinaciones cuantitativas rapidas en
alimentos, como los cereales (Nielsen, 2008). A partir de ello, la investigacion en el campo

de la espectroscopia infrarroja prosigue con éxito (Ventura, 2007) hasta la actualidad.

2.4.2. ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

Ventura (2007) conceptualiza a la radiacion electromagnética como una forma de energia
radiante que se propaga en forma de ondas transversales. Su vibracidn es perpendicular a la

direccion de su propagacion, lo cual imparte un movimiento ondulatorio a la radiacion.

El espectro electromagnético abarca un gran intervalo de energias (frecuencias) y, por lo
tanto, de longitudes de onda (distancia que ocupa un ciclo completo), siendo este Gltimo el

criterio para dividir en regiones. Al reciproco de la longitud de onda se Ilama niimero de
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onda, y es la cantidad de ondas que hay en una longitud unitaria, o sea la distancia por ciclo
(Christian, 2009; Skoog et al., 2015).

La relacion entre longitud de onda y frecuencia es:

cla

donde £ es la longitud de onda (cm), v es la frecuencia (Hz), y c es la velocidad de la luz

(3 x 10° cmy/s). EI nimero de onda se representa ¥ en cm™ (Christian, 2009):

<

Il
> =
Il
alc

La unidad de £ que se prefiere en las regiones UV-visible e infrarrojo cercano es el
nanometro (nm), y se prefiere el micrometro (um) para la region del infrarrojo medio
(Christian, 2009; Dufour, 2009).

Cada uno de estos términos energéticos se corresponde con transiciones de niveles de energia
en los que estan implicados electrones, vibraciones, rotaciones y traslaciones de la molécula
(Christian, 2009). Es asi que, para la region del infrarrojo medio (MIR) (2500 - 25 000 nm
0 4000 - 400 cm?) que retiene informacion para identificar moléculas organicas y
caracterizar la estructura y la conformacion de estas, tiene una absorcion de un cambio de

energia que oscila entre 2 y 10 kcal mol* (Dufour, 2009).

2.4.3. ESPECTROSCOPIA

La espectroscopia se ocupa de la produccion, el registro y la interpretacion de los espectros
que se derivan de la interaccion de la radiacion electromagnética con la materia (Skoog et
al., 2015; Dufour, 2009).
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La Figura 6 muestra las regiones del espectro electromagnético que son utilizadas para los
analisis espectroscopicos y los tipos de transiciones atdmica y molecular que resultan de las
interacciones de la radiacién con una muestra (Skoog et al., 2015).

Los métodos espectroscopicos se diferencias segun la naturaleza de las especies que se
analiza (espectroscopia molecular y atomica), del tipo de interaccién entre la radiacion y la
materia (tal como absorcion, emisidn o difraccién) y de la region del espectro
electromagnéticos utilizada en el analisis (frecuencia ultravioleta, visible, infrarrojo u ondas
de radio), que se esquematiza en la Figura 6. Estos son muy informativos y ampliamente
utilizados para los analisis, tanto los cuantitativos como los cualitativos (Nielsen, 2008).

Respecto a la espectroscopia de absorcion, medimos la cantidad de luz absorbida como
funcion de la longitud de onda. Estas mediciones pueden brindar informacion cualitativa

como cuantitativa acerca de una muestra (Skoog et al., 2015).

Cabe sefialar, que el nimero de formas en que una molécula puede vibrar esta relacionado
con el numero de atomos y, por tanto, con el nimero de enlaces que estas contienen. Aun
para la molécula mas simple, el namero posible de vibraciones es grande (Skoog et al., 2015)
como por ejemplo para una molécula de 5 &tomos y con cuatro enlaces se pueden dar hasta

11 modos normales de vibracidn (Stuart, 2004).

2.4.4. ESPECTROSCOPIA DEL INFRARROJO MEDIO

La espectroscopia de infrarrojo (IR) se basa en el estudio de transiciones vibracionales y
rotacionales que provocan cambios en el estado de la molécula. Cabe indicar que, no suscita
transiciones electronicas, puesto que la energia dada por la radiacion infrarroja es

insuficiente para ello (Skoog et al., 2015).

21



Cambio de

. . Cambio d Cambio d Cambio de
Tipo de cambio Cambio de espin ambio de ambio €e orientacion configuracion
cudntico P orientacion  configuracion ..
) ey - 5. s " s electronica g nuclear L
N - -
C—@ | & ) o—
1 e ~ ok ) St N T
| - 'ﬁr }H' o hi'E:“' f "J.I"—-;itl '.:.;::"I" .. ."."' ) 'f-:-h"‘lllll B oy
___al- = ""I :-- I\!_‘_'-,:'_.-.' \‘-:_:';_' | '-.:'-\.I.‘_,.-"I |,\___'...-l. ||. ! - L
4 = \",_ - ':' -"‘-:‘-u-.__'_ - "'H.._\_____,_-" e
i t:_: |1- ‘l'll' IJII-' s e
— o
108 | 100 s 10" 0% Humurudilz
1 ' ‘ : : . onda, cm-
10m 100 em 1cm 100 prm 1000 nm 10 nm 100 pm Longilud de
1 : . 1 : F onda
. Frecuencia,
310 3x10f 31010 3x 1012 3% 10M 3 x 107 i
1 1 1 1 ! 1
Encrgia,
107 10! 10 Ll 105 107 107 Jimol
1 L 1 I ! 1
Tipo de EMN Microondazs  Infrarrojo 113“'_]“ ¥ Ravos X Ravos -
espectroscopia ESR ] ultravicleta : yosT

Figura 6: Regiones del espectro electromagnético
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Rios et al. (2012) sefialan que la region infrarroja del espectro electromagnético se suele
dividir en tres partes, como se indica en la Tabla 7, debido a las diferencias de energia y
también al caracter de las transiciones involucradas en cada caso, asi como la configuracion

de la instrumentacion requerida para la obtencion de los correspondientes espectros.

Tabla 7: Regiones del Infrarrojo

) LONGITUD DE ONDA NUMERO DE ONDA
REGION

(£) pm (®) cm*
Cercana (NIR) 0,78-2,5 12800 a 4000
Media (MID) 2,5-50 4000 a 200
Lejana (FIR) 50 - 1000 200 a 10

FUENTE: Jurado (2012)

La region del infrarrojo medio comprende longitudes de onda correspondientes a las
vibraciones rotacionales fundamentales (de baja energia hasta el primer estado excitado)
mientras que sobretonos (excitacion normal de vibracion al segundo estado excitado o
superiores) o bandas de combinacién de la transicion fundamental (excitacion de dos o mas
modos de vibracidn) se asocian con la region del infrarrojo cercano, como se muestra en la
Figura 7. Por su parte, el infrarrojo lejano aparece bandas de adsorcion correspondientes a
torsion a baja frecuencia y rotacion interna y vibraciones. Para que ocurra es necesario que
las moléculas sean polares o0 que se produzca una variacion del momento dipolar de las
mismas como consecuencias de cambios vibracional o rotacional al interaccionar con la

radiacion infrarroja (Rios et al., 2012; Jurado, 2012).

En el caso del estudio del espectro infrarrojo de muestras sélidas y liquidas sélo se tienen en
cuenta los cambios entre estados de energia vibracionales (Osborne et al., 1993; citado por
Macho, 2002).
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Segun Skoog et al. (2015), la espectroscopia de absorcion infrarroja permite identificar
compuestos organicos e inorganicos puros porque, a excepcion de las moléculas

homonucleares, todas las especies quimicas moleculares absorben radiacion infrarroja.

Segun Nielsen (2008), son las regiones del infrarrojo cercana y media del espectro, las mas

atiles para el analisis cuantitativo y cualitativo de los alimentos.

Los movimientos vibracionales de las moléculas se distinguen por la forma de los enlaces al
desplazarse, conociéndose como vibraciones de tension o flexion (Figura 8). Las tensiones
provocan un estiramiento o estrechamiento del enlace y las flexiones generan una
deformacidn del enlace. Si el nimero de atomos que forman un enlace es de tres 0 mas, los
movimientos pueden ser simétricos si los enlaces se desplazan en direcciones contrarias, y

asimétricos, cuando el movimiento es en la misma direccion o sentido (Barraza et al., 2013).

2.4.5. ASIGNACION DE BANDAS ESPECTRALES DEL INFRARROJO MEDIO

Actualmente, la espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) obtiene
informacion Unica sobre la estructura e interacciones proteina-proteina y proteina - lipido sin

introducir perturbaciones (Dufour, 2009).
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Figura 8: Tipos de vibraciones moleculares por absorcion infrarroja
FUENTE: Skoog et al. (2015)

Las bandas de amida I, Il y Ill son sensibles a la conformacion adoptada por la cadena
principal de la proteina. Las estructuras secundarias de proteinas se pueden deducir de sus
espectros FTIR desde las correlaciones entre la banda de amida | (1700-1600 cm™) y los
niveles de a-hélice, B-hoja (Dousseau & Pézolet, 1990; citado por Dufour, 2009). Aunque
los enlaces peptidicos son esencialmente responsables de la absorbancia de las proteinas, las
cadenas laterales de varios aminoécidos (acido glutamico, acido aspartico, glutamina,
asparagina, lisina, arginina y tirosina) pueden contribuir a la sefial en la region amida Il
(Goormaghtigh et al. 1990, citado por Dufour, 2009). La Figura 9 muestra las principales
bandas de absorcidn caracteristicas de las proteinas. La Tabla 8 indica las frecuencias y tipo

de vibraciones correspondientes a las bandas relacionadas a la proteina (enlaces amida).

Cabe considerar que, el agua absorbe también algunas regiones correspondientes a las
proteinas y ello puede afectar la interpretacion de los espectros. El agua es un absorbente de

infrarrojo muy fuerte con bandas prominentes centradas en 3360 cm-1 (banda de
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estiramiento H-0), a 2130 cm-1 (banda de asociacion de agua) y a 1640 cm-1 (la vibracion

de flexién H-O-H) (Safar et al., 1994; citado por Dufour, 2009).
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Figura 9: Espectro del infrarrojo medio de las bandas amida I, 11y 111

FUENTE: Dufour (2009)

Los carbohidratos son otras macromoléculas importantes que se encuentran en los productos

alimenticios. Los espectros MIR de carbohidratos muestran cuatro zonas principales de

absorbancia: aproximadamente 3220 cm-1, una banda intensa resultante del estiramiento de

laglucosa enenlace O - H; el enlace C - H muestra bandas de flexion asimétricas y simétricas

a 1470 cm-1 y 1380 cm-1, respectivamente; bandas por las vibraciones C - Oy C - C se

observan a aproximadamente 1100 cm-1 y en la region cercana a 920 cm-1 dos vibraciones

de estiramiento asimétrico C-O-C, correspondiente a a y 3 andmeros (Dufour, 2009).

Para los lipidos, las regiones espectrales de 3.000 - 2.800 cm-1, 1.800 - 1.400 cm-1 y 1.200-

500 cm-1 presentan en general un contenido de acidos y grasas, remarcando la region de
1.800-1.650 cm-1 (C = 0) y 1.650-1.380 cm-1 (C-H) (Oliveira et al., 2016).
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Tabla 8: Bandas de las amidas en la region del infrarrojo medio

TIPO DE
BANDA 3 FRECUENCIA (cm™)
VIBRACION

Estiramiento C-O
Amida | Estiramiento C-N ~ 1655 1690 - 1600
Flexién C-C-N

Agitacion N-H
Estiramiento C-N
Amida Il Agitacion C-O ~ 1560 1575 - 1480
Estiramiento C-C
Estiramiento N-C

Agitacion N-H
Estiramiento C-C
Amida I o ~ 1300 1301 - 1229
Estiramiento C-N
Agitacion C-O
Amida A Estiramiento N-H ~ 3300 ~ 3300
Amida B N-H ~ 3100
Torsion C-N
Amida V o ~ 660 800 - 640
Agitacion N-H

FUENTE: Dufour (2009); Kong & Yu (2007) y Sjahfirdil et al. (2012)

Los carbohidratos son otras macromoléculas importantes que se encuentran en los productos
alimenticios. Los espectros MIR de carbohidratos muestran cuatro zonas principales de
absorbancia: aproximadamente 3220 cm™, una banda intensa resultante del estiramiento de
laglucosa enenlace O - H; el enlace C - H muestra bandas de flexion asimétricas y simétricas
a 1470 cm? y 1380 cm?, respectivamente; bandas por las vibraciones C - Oy C - C se
observan a aproximadamente 1100 cm™ y en la region cercana a 920 cm™ dos vibraciones

de estiramiento asimeétrico C-O-C, correspondiente a o y f andémeros (Dufour, 2009).
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Para los lipidos, las regiones espectrales de 3.000 - 2.800 cm™, 1.800 - 1.400 cm™ y 1.200-
500 cm™ presentan en general un contenido de acidos y grasas, remarcando la region de
1.800-1.650 cm™ (C = O) y 1.650-1.380 cm™ (C-H) (Oliveira et al., 2016).

Los alcoholes y fenoles producen bandas infrarrojas caracteristicas debido al estiramiento
O- Hy estiramiento C = O, que son ambos sensibles al enlace de hidrégeno. Para los fenoles
la banda de estiramiento O - H, aparece entre 3550 - 3500 cm™ (Stuart, 2004). Respecto a
ello, Tlrker & Huck (2017) reportan a la misma banda entre 3500 - 3200 cm™. Por otro lado,
también esta la banda de 1640 cm™, que puede ser debido a la vibracion de estiramiento del
enlace C = C de los flavonoides y la deformacion del anillo aromético (Oliveira et al., 2016).

En la region comprendida entre los 3.600 a 3.000 cm™, se observan absorbancias
caracteristicas de tensiones del enlace O - H (hidroxilo) y de N - H (amino), grupos
funcionales que son muy variables en el momento del anélisis espectral, debido a ello, a la
cantidad de agua y a posibles enlaces y puentes de hidrogeno generados por resonancia,

muchas veces se descarta esta region para el analisis (Oliveira et al., 2016).

2.4.6. INSTRUMENTACION PARA ESPECTROMETRIA INFRARROJA

En los laboratorios modernos pueden encontrarse tres tipos de instrumentos infrarrojos
(Skoog et al., 2015):

a) Espectrometros infrarrojo dispersivos

La obtencion del espectro IR con un equipo dispersivo implica la dispersion de un haz de
radiacion procedente de una fuente mediante un prisma o una red de difraccién. La longitud
de onda de la radiacion que atraviesa la muestra es seleccionada con un monocromador, que
deja pasar una estrecha franja de radiacion. Para obtener un espectro de absorcién es
necesario rotar el prisma o la red de difraccion, de tal modo que la muestra reciba un estrecho
haz de radiacién de longitud de onda diferente para cada punto del espectro hasta
completarlo. Este barrido de longitud de onda se traduce en unos tiempos de medida del

orden de minutos para la adquisicion de un Gnico espectro (Ventura, 2007).
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b) Espectrometro de Transformada de Fourier

La técnica de la transformada de Fourier aprovecha la tecnologia moderna de
almacenamiento y procesamiento de grandes cantidades de datos mediante un ordenador.
Esta técnica se ha impuesto como método estandar (Hesse et al., 2005).

El principio basico es el registro simultdneo de todas las frecuencias del espectro infrarrojo
(IR) por parte del detector, que hace superfluo el gran consumo de tiempo que se invierte en
el barrido. Esto se consigue si la luz policromética de la fuente luminosa IR, con la misma
intensidad y banda de frecuencias, se transforma en todo momento por medio de un
interferémetro, en un interferograma, que no es una funcion de la frecuencia, sino del tiempo
(es decir, transformacién del dominio de frecuencias al dominio tiempos). Despues del paso
de la radiacion “preparada” a través de la muestra, se vuelve a convertir el interferograma
en un espectro mediante una operacion matematica, la transformacion de Fourier (es decir,

se vuelve al dominio de frecuencias) (Hesse et al., 2005).

Esta técnica requiere un disefio de aparato totalmente distinto. La parte fundamental es un
interferometro de Michelson. La radiacion IR se dirige hacia él a través de una placa
semitransparente (KBr o Csl recubierto con germanio) que funciona como separador de haz.
La mitad del haz luminoso incide en un espejo fijo, la otra mitad incide sobre un espejo
movil, cuya distancia al interferémetro se puede variar. Ambos espejos reflejan la radiacion
hacia la placa, donde se produce la interferencia. En la Figura 10 se muestra el diagrama del
equipo y la secuencia para realizar la lectura de un espectro por un espectrometro de

transformada de Fourier.

Cabe sefalar que como la radiacion IR es policromatica, el interferograma obtenido es una
superposicion o suma de interferogramas correspondientes a todas las frecuencias
individuales. A continuacion, la radiacion modulada atraviesa la muestra, donde esta se
absorbe selectivamente, dependiendo de las vibraciones de excitacién de la muestra. El
detector registra la luz IR emergente que llega como interferograma, transforma las sefiales
dpticas en eléctricas y las almacena en un ordenador. Este convierte la informacion sobre las
frecuencias, contenida en el interferograma mediante la transformacion de Fourier, en

frecuencias aisladas y produce asi el interpretable espectro de bandas (Hesse et al., 2005).
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Figura 10: Diagrama del instrumento para un espectrometro de transformada

de Fourier
FUENTE: Skoog et al. (2015)

El interferograma de una radiacibn monocromatica es una funcién sinusoidal, expresada
como coseno. El interferograma de una radiacion policromatica equivale a la suma de las
funciones coseno de cada radiacion monocromatica que la compone. Mediante la
transformada de Fourier (FT) se consigue convertir esta funcién sinusoidal de sefial frente a
camino éptico en otra funcién sinusoidal de sefial frente a longitud de onda o frecuencia

(Spraggs, 2000), como se muestra en la Figura 11.
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FUENTE: Ventura (2007)

Este algoritmo matematico FFT (Fast Fourier Transform) fue desarrollado por Cooley y
Turkey en 1965 y permite realizar la computacion de la transformada de Fourier en un

brevisimo lapso de tiempo (Spraggs, 2000).

Este algoritmo matematico FFT (Fast Fourier Transform) fue desarrollado por Cooley y
Turkey en 1965 y permite realizar la computacion de la transformada de Fourier en un

brevisimo lapso de tiempo (Spraggs, 2000).

El intervalo de frecuencias que se pueden identificar a partir del interferograma depende de
la longitud de éste, siendo necesarios al menos dos puntos por cada ciclo de la frecuencia
mayor (criterio Nyquist). Si no se aplica este criterio no se pueden asignar los puntos
inequivocamente a una Unica frecuencia, es decir, que la sefial obtenida para una frecuencia

es indistinguible de la obtenida para otra (Curbelo, 2000).

Por otra parte, la resolucion del espectro depende del espaciado de las frecuencias
proporcionado por la FT, que esta determinado por el recorrido del interferometro. Las
frecuencias utilizadas en una FT son las que ajustan un namero exacto de ciclos en la

diferencia Optica maxima del interferémetro (Curbelo, 2000).
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Las ecuaciones esenciales para una transformacion de Fourier relacionan la caida de la
intensidad en el detector I (8), donde o es la diferencia del camino Optico, a la densidad de

potencia espectral en un nimero de onda en particular v, dado por B (v): (Stuart, 2004)

+00
1(3) :[ B(v)cos (2mvd)dv
0

que es el medio par coseno de la transformada de Fourier, siendo este:

+00
BO®) = [ I(8)cos (27v8)ds

fo's]

Estas dos ecuaciones son interconvertibles y se conocen como transformada de Fourier par.
El primero muestra la variacion en la densidad de potencia como una funcion de la diferencia
en el “pathlength”, que es un patron de interferencia. El segundo muestra la variacion en
intensidad como funcidn del nimero de onda. Cada uno puede convertirse en el otro por el

método matematico de transformacion de Fourier (Stuart, 2004).

2.47. VENTAJAS DEL ESPECTROMETRO DE INFRARROJO CON
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Comparado con los instrumentos dispersivos; un espectrometro con transformada de Fourier
brinda una mejor relacion sefial/ruido para una determinada resolucion, mayor exactitud de
frecuencia, velocidad (ahorro de tiempo considerable) y posibilidades para incorporar
procesado de datos. Esta mejora se debe principalmente a que el espectrometro con
transformada de Fourier usa la energia de todo el espectro, en lugar de analizar
sucesivamente pequefias bandas de onda procedentes del monocromador. La reproduccion
precisa de la posicién del nimero de onda de un espectro al siguiente, propia de los
espectrometros con transformada de Fourier, permite promediar las sefiales de multiples
barridos, para mejorar aun mas la relacion sefial / ruido. La precision del nimero de onda y
los bajos niveles de ruido permiten restar espectros que difieren poco entre si, y utilizar estas

pequefas diferencias (Harris, 2012; Hesse et al., 2005).
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2.4.8. TECNICAS DE MUESTREO

Existen diferentes métodos de muestreo, teniendo cada técnica sus propias ventajas y
limitaciones. Los métodos de transmitancia y reflectancia, son parte de aquellos que
permiten su uso en ambas espectroscopias de FT- NIR y FT- MIR (Subramanian &
Rodriguez-Saona, 2008).

Las técnicas de reflectancia se pueden utilizar para muestras que son dificiles de analizar por
métodos de transmitancia, pues la preparacion de muestra es mas facil y rapida, no es
destructivo y no esta influenciado por el grosor de la muestra, por lo que, tiene un amplio
uso en andlisis de alimentos. Ademas, la profundidad de penetracion en la muestra no se
conoce con exactitud y la superficie de esta influencia los espectros mas que el interior. Sin
embargo, estas desventajas son normalmente ensombrecidas por la simplicidad y la
velocidad de la técnica. Basado en el tipo de reflectancia de la muestra, la técnica incluye
reflectancia especular, reflectancia difusa y reflectancia total atenuada (Subramanian &
Rodriguez-Saona, 2008).

La reflectancia total atenuada (ATR) es una de las técnicas cominmente empleada. Cuando
un rayo infrarrojo viaja desde un medio de alto indice de refraccion (cristales de materiales
como los mencionados en la Tabla 9) a un medio de bajo indice de refraccion (muestra),
cierta cantidad de luz se refleja nuevamente al medio de bajo indice, como se esquematiza
en la Figura 12. En un angulo de incidencia particular, casi todas las ondas de luz se reflejan
hacia atras. Este fendmeno se llama reflexion interna total. En esta condicion, cierta cantidad
de la energia de la luz escapa del cristal y se extiende una pequefia distancia (0.1 - 5 um) mas
alla de la superficie en forma de olas. Esta ola invisible se llama ola evanescente. La
intensidad de la luz reflejada se reduce en este punto. Este fendmeno se llama reflectancia
total atenuada. Cuando la muestra se aplica sobre el cristal, la cantidad de radiacién infrarrojo
que penetra mas alla del cristal es absorbida por la muestra. Esta absorbancia se traduce al
espectro infrarrojo de la muestra. Sin embargo, esta técnica esta limitada por la
homogeneidad de la muestra caracteristicas bien definidas (Subramanian & Rodriguez-
Saona, 2008).
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Tabla 9: Materiales usados como cristales de ATR y sus propiedades

RANGO INDICE DE
MATERIAL (cm™) REERACCION PROPIEDADES
] Soluble en bases, ligeramente
Yoduro de talio 17 000 — )
2.4 soluble en agua, insoluble en
(KRS-5) 250 o o
acidos, toxico
) Insoluble en agua, solventes
Seleniuro de 20 000 — o o
) 2.4 organicos, acidos y bases
zinc (ZnSe) 500 I
diluidas
_ Insoluble en agua,
Germanio (Ge) 5000 — 550 4.0 )
muy delicado
FUENTE: Stuart (2004)
Sample

2.5.

(a0
@)

Source

Detector

Figura 12: Diagrama de la técnica de muestreo por reflectancia total atenuada

FUENTE: Stuart (2004)

QUIMIOMETRIA

La Quimiometria es la disciplina que utiliza métodos matematicos y estadisticos para disefiar

o0 seleccionar procedimientos dptimos y con ello obtener la maxima informacién quimica

mediante el anlisis de datos quimicos (Ramis & Garcia, 2001).
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Dicha disciplina mejora el entendimiento de la informacién quimica y la correlaciona a
parametros de calidad o propiedades fisicas de la informacion de un andlisis instrumental.
Con el avance de la tecnologia en las computadoras, los métodos quimiométricos se han
convertido en una importante herramienta pues son rapidos (Bansal et al., 2014).

2.5.1. CALIBRACION MULTIVARIABLE

La calibracion se define como el conjunto de operaciones que establecen, en las condiciones
especificas, la relacion entre los valores indicados por un instrumento de medida (la sefial
obtenida) y los valores conocidos correspondientes a la propiedad analitica que se pretende
medir (Uribe, 2010). Para Mufioz (2013), la analogia matematica que relaciona la sefial
analitica con la concentracion se denomina modelo o ecuacion de calibracion y la
representacion grafica recibe el nombre de curva de calibracion. La calibracion multivariable

es una de las més frecuentes herramientas de la quimiometria (Gezahegn, 2018).

Entre todas las técnicas quimiometricas existentes, la méas utilizada por el sector industrial
es la de la calibracién multivariable, empleada para el analisis cuantitativo. Esta técnica
permite correlacionar dos tipos de medidas aplicadas sobre una misma muestra, una medida
obtenida de forma rapida, directa, econémica y que proporciona multiples variables a la vez,
con otra mas compleja de obtener, que suele ser méas cara y/o laboriosa en su preparacion o
en el analisis que se requiere. Esta Ultima es la que se toma como medida de referencia. Con
ambos tipos de datos se pueden construir modelos de calibracion que pueden predecir las
concentraciones del analito de interés a través de la sefial analitica registrada mediante la

técnica rapida (Mufioz, 2013).

Por otro lado, no hay bibliografia sobre el nUmero de muestras necesarias para una buena
calibracion, pero si se sabe que un gran niUmero de muestras proporciona modelos confiables
pues la regresion de Minimos Cuadrados Parciales tiene la propiedad de que la precisién de
los parametros del modelo mejora con el niumero creciente de variables relevantes y

observaciones (Porcel, 2001).
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25.2. ETAPAS PARA CONSTRUIR UN MODELO DE CALIBRACION
MULTIVARIABLE

Los pasos a tener en cuenta en un desarrollo de una calibracion multivariable se encuentra
perfectamente sistematizados en la norma ASTM E 1655-97 (Standard Practices for
Infrared, Multivariate, Quantitative Analysis) y son las siguientes (Rios et al., 2012):

A) Seleccion del conjunto de calibracion

El conjunto de calibracion o de entrenamiento, es crucial para asegurar la fiabilidad del
modelo. Las muestras de calibracion deben contemplar todas las posibles fuentes de
variacion que posteriormente se van a encontrar en las muestras a analizar. De esta forma el
efecto de los deméas componentes de la muestra se modela y es posible la cuantificacion de
un analito. Por otra parte, deben cubrir un intervalo de concentracion suficientemente grande

de poder para poder construir un modelo fiable (Rios et al., 2012).

En el caso de muestras de origen natural (por ejemplo, alimentos), es necesario disponer de
un conjunto muy grande que contemple tanto la variabilidad en concentracion como la
diferencia estacional o de origen o factores como el tipo de suelo, variedad conllevan a
obtener un modelo de calibracion mas confiable. En este caso el problema reside en

seleccionar un conjunto representativo de muestras (Rios et al., 2012; Zossi et al., 2010).

B) Registro de los espectros

Una vez disefiado el conjunto de calibracion deben obtenerse las sefiales analiticas
sometiendo los distintos objetos al procedimiento instrumental. La obtencidn de la sefal
consiste en el registro de los respectivos espectros dentro de la regién que se considere
conveniente. Después de que el instrumento proporciona los datos, estos se almacenan y

quedan disponibles para su posterior tratamiento (Uribe, 2010).
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C) Seleccion del algoritmo de calibracion

Para Martens & Naes (1989), construir un modelo de calibracién consiste en aplicar una
serie de herramientas matematicas sobre la sefial analitica que permitan establecer la relacién
entre ésta (concentracién de un analito) y la propiedad o pardmetro que se pretende

determinar de la muestra, en caso el modelo sea por un andlisis cuantitativo.

D) Aplicacion del modelo a muestras desconocidas (Validacion)

La validacion consiste en el analisis de un grupo de muestras independiente al utilizado en
la calibracion (conjunto de validacion) y comprueba que no existe un error sistematico entre
las predicciones que realizan el modelo y los valores proporcionados por el método de
referencia para un tipo dado de muestras. También se mide el grado de concordancia entre
las predicciones del modelo y los valores del método de referencia (Macho, 2002; Uribe,
2010). Aungue si el nimero de muestras disponibles es limitado, la metodologia a seguir es
la denominada “validacion cruzada”, la cual utiliza muestras del bloque de calibracion para

comprobar el modelo (Rios et al., 2012).

2.5.3. REGRESION DE MINIMOS CUADRADOS PARCIALES (PLS)

El método de Minimos Cuadrados Parciales (PLS, Partial Least Squares) es un método de
calibracion multivariante que es capaz de relacionar la concentracion de elementos

directamente con espectros medidos o porciones de ellos (Araujo et al., 2005).

Este método es ideal para construir modelos predictivos cuando las variables son muchas,
incluso mayor al nimero de observaciones, y son altamente colineales (Martinez & Barrios,
2016). Notese que el énfasis estd en predecir las respuestas y no en tratar de entender la

relacion existente entre las variables (Tobias, 1996; Araujo et al., 2005).

Rios et al. (2012) indican que si hay relacién entre los espectros y los valores del pardmetro
que se cuantifica, la variacion en Y debe ser a causa de la variacién en X. Un modelo PLS

intenta encontrar la direccion en el espacio de las X (variables espectrales) que explica la
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maxima varianza en el espacio de las Y (matriz de concentraciones). Para ello descompone
simultaneamente ambas matrices de forma que se maximiza la covarianza entre ambas. El
modelo PLS puede considerarse como consistente de dos relaciones externas (matrices X e
Y) y una relacion interna (Araujo et al., 2005). Cada una de las matrices se descompone, de

forma que, simultaneamente se calculan:

X=TPT +E
Y=UQ"+F

donde, si tenemos n muestras, A factores (variables latentes), p variables y m variables
dependientes de la concentracion, las matrices T y U, de dimensiones (n x A), son,
respectivamente, las matrices de puntuaciones (scores) de los bloques X e Y. Las matrices
PTy QT son las matrices de cargas (loadings) de los blogues X e Y, con dimensiones (A x p)
y (A xn),y EyF son las matrices residuales del bloque X y del bloque Y, respectivamente.
El método PLS maneja el problema de colinealidad comprimiendo la matriz X de datos X =
[ X1, X2, . . ., Xp], en un nimero de A variables T = [y, to, . . ., ta] (Rios et al., 2012; Araujo et
al., 2005).

En esencia, la relacion interna es un ajuste de minimos cuadrados entre el bloque de scores
X'y el bloque de scores cuando todos los scores y loadings son calculados, el modelo PLS

final queda como:

Y=BTQ +F*

en la cual la matriz F* es la matriz que contiene los residuales (variaciones no descritas por
el modelo) y un coeficiente denominado B (Araujo et al., 2005). En la Figura 13 se muestran

graficamente las relaciones expuestas en las ecuaciones mencionadas.

El método PLS comprime las variables originales en un nimero de factores o variables
latentes. La primera variable latente tiende a describir la variancia sistematica en los datos
(relacion entre espectros y concentraciones) y en menor extension el ruido. Cuando el

nimero de factores se incrementa, la contribucién del ruido se incrementa. Si este es el caso,
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no se estd modelando la variancia en los datos sino el ruido, lo que se conoce como un
sobreajuste u over-fitting, obteniendo un modelo con baja capacidad de prediccién. En
consecuencia, obtener el nUmero optimo de factores un punto clave para la calibracion
(Araujo et al., 2005; Martinez & Barrios, 2016; Tobias, 1996).

En adicién, Porcel (2001) sefiala que para determinar el nimero 6ptimo de factores se debe
realizar el método de validacion cruzada o cross validation. Para lo cual, hay que calcular
diferentes modelos con distinto nimero de factores y validando cada uno, asegurandose que
al representar el valor de Error Estandar de Validacion Cruzada (SECV, Standard Error of
Cross Validation) sea el minimo frente al nimero de factores (Infometrix, 2014; Ferré,
2006). Seguin se muestra en la Figura 14, el modelo predice mejor con 3 factores; puesto que
con 1 o 2 factores estaria sub ajustado, es decir, estos pocos factores no son suficientes para
modelar todas las variaciones relevantes de los espectros y no “afinan” la prediccion. Los
modelos con més de tres factores estan sobreajustados, describen mas ruido que informacion

relevante, lo que empeora la prediccion del modelo (Ferré, 2006).

La técnica de validacion cruzada dejar-uno-afuera (LOOCV, leave- one- out cross
validation) es generalmente utilizada cuando esta disponible solamente un nimero limitado
de muestras para construir y validar una calibracion. Cada muestra es excluida del conjunto
de datos y el modelo PLS es construido basado en las muestras restantes. Una vez construido
el modelo de calibracion, la muestra excluida es predicha y la desviacion se almacena. Esto

se realiza hasta que todas las muestras son excluidas una vez (Araujo et al., 2005).

Por otra parte, Rios et al. (2012) recomienda tomar en cuenta aspectos relevantes para la

construccion del modelo como que:

- Muestras de calibracion andmalas (outliers). La presencia de estas muestras
(espectrales o de concentracion) en el set de calibracion reduce considerablemente la

calidad del modelo, por lo que han de ser detectadas y eliminadas.
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Figura 13: Representacion gréafica de las relaciones (matrices) del modelo PLS
FUENTE: Araujo et al. (2005)

X: variables espectrales

Y': matriz de concentraciones

n: nimero de muestras

A: factores (variables latentes)

p: variables

m: variables dependientes de la

concentracion

T y U: matrices de las puntuaciones
(scores) de los bloques X e Y.

PTy Q: loadings de los bloques X e
Y.

B: coeficiente de regresion
E: matriz residual del blogue X

F: matriz residual del bloque Y
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Figura 14: Error estandar de validacion cruzada vs el nUmero de factores de

un modelo
FUENTE: Ferré (2006)

- Intervalo de longitudes de onda. Aunque es habitual utilizar todo el espectro, la
eliminacion de los intervalos en que el analito no absorbe, o en los que hay presente una

mayor cantidad de ruido, mejora la precision del modelo.

- Si en los datos espectrales existe una fuente de variabilidad muy grande no

relacionada con la concentracién del analito es posible que influya en la descomposicién de
matrices.

2.5.4. PRE TRATAMIENTO DE LOS ESPECTROS

El pretratamiento de los espectros tiene como finalidad mejorar la capacidad de prediccion
del modelo y eliminar o reducir los efectos o contribuciones no asociadas con la informacion

buscada, las cuales afectan significativamente la precisién y exactitud de las predicciones
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del modelo, su eficiencia en la reduccién del ruido depende de su naturaleza y del método

de pretratamiento usado (Campoverde, 2013).

Los métodos de pre procesamiento de datos se dividen en tres categorias:

- Métodos para eliminacion de ruido y filtrado: estos métodos no tienen supervision y
se aplican antes de la modelizacion, ayudan a eliminar la influencia de la variacién aleatoria

sin afectar la sefial (Campoverde, 2013).

- Métodos clasicos para normalizacion espectral y la derivacion (por ejemplo, la
segunda derivada) que son métodos sin supervision y se aplican antes de modelar sin

considerar la respuesta (Campoverde, 2013).

- Métodos para la seleccion de variables y reduccion de la dimensionalidad eliminando
sistematicamente la variacion presente en X que no es importante para la prediccion de Y
(Campoverde, 2013).

La ventaja de la derivatizacion se aprecia mas facilmente para espectros mas complejos y
como muestra la Figura 15, el espectro cambia al usar la derivacion para resolver y localizar
picos (Riba, 2012). Las bandas se mejoran a expensas de las amplias y esto puede permitir
la seleccidn de un pico adecuado, incluso cuando hay una banda ancha debajo. Es decir, la
segunda derivada proporciona un pico negativo para cada banda y hombro en el espectro de
absorcion (Stuart, 2004).

2.5.5. EVALUACION DEL MODELO DE CALIBRACION

Acerca de la calidad de un modelo de calibracion se tiene en cuenta los parametros como: el
Error Estandar de Calibracion (SEC, Standard Error of Calibration) que tiene las mismas
unidades de la variable dependiente, el Error Estandar de Validacion Cruzada (SECV,

Standard Error of Cross Validation) y el coeficiente de determinacion de calibracion (r¢?) y
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de validacion (rv?) que nos indica la capacidad predictiva del modelo (Grijalva et al., 2018;
Shenk y Westerhaus, 1993, citado por Cozzolino, 2002).
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(A) Espectro original (B) Espectro de la segunda derivada

Figura 15: Mejora de la resolucion de un contorno de banda complejo de

bandas infrarrojas superpuestas

FUENTE: Kong & Yu (2007)

Para calcular la segunda derivada de los datos espectrales se utiliza el algoritmo de Savitzky

y Golay que no dafia la relacién sefial-ruido (Riba, 2012).
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Los modelos de calibracion seleccionadas se dan sobre la base de minimizar los parametros
estadisticos SECV, SEC (Cozzolino, 2002; Zossi et al., 2010) y la cantidad de factores que
optimiza el ajuste de los datos al observar la varianza (Gayo et al., 2006; citado por Rohman
etal., 2011). Ademas, Sapienza et al. (2008) recomiendan que los valores SECV y SEC sean
cercanos, puesto que si difieren significativamente el modelo de prediccién es débil.
Referente al coeficiente de determinacion r?, es un valor adimensional que indica el mejor
ajuste de los valores pronosticados frente a los valores de referencia asociados. Es asi que
un r? de 1 significa que el 100% de la varianza del analito se explica por la ecuacion de
prediccién (Sapienza et al., 2008; Martinez, 2005).

El error estandar de calibracion se calcula como (Zossi et al, 2010):

DN AY
SEC =1
n—it—1

Donde:

y i = valores de laboratorio usados en la calibracion
Y i = valores predichos del modelo

n = numero de muestras

t = nimero de componentes principales
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I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realizo de enero del 2017 a marzo del 2018 en los laboratorios
de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), siendo los siguientes:

- Laboratorio de Ingenieria de Alimentos: Lectura de espectros con el equipo portatil
de espectroscopia infrarroja FTIR-ATR.

- Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos: Desgrasado y preparacion de las
muestras de tarwi molido amargo y desamargado.

- Laboratorio de Fisico-quimica: Cuantificacion de proteinas en las muestras de tarwi
amargo y desamargado por el método Kjeldahl.

- Laboratorio de Microbiologia de Alimentos: Cuantificacion de fendlicos totales en
las muestras de tarwi amargo y desamargado con el lector de micropozos.

- Laboratorio de Semillas del Programa de Leguminosas: Lectura de humedad y

pesado de las muestras de tarwi amargo y desamargado.

3.2. MATERIA PRIMA

Para la realizacion de esta investigacion, el Programa de Leguminosas de Grano y
Oleaginosas brindaron 150 gramos de semillas de 52 ecotipos diferentes de tarwi (Lupinus
mutabilis), los cuales se encuentran listados en el Anexo 1. EI nimero variable de unidades

de muestra de cada regién peruana fueron seleccionados de manera aleatoria.

La poblacion considerada fueron los ecotipos de Lupinus mutabilis de las regiones de La
Libertad, Junin, Cuzco, Ancash, Puno, Huanuco, Huancavelica, Apurimac y Cajamarca y
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3.2.1

3.2.2.

3.2.3.

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

MATERIALES

Bureta de 25 mL (Pyrex, USA)

Pipetas de 5 mL

Gradilla

Tubos ependorf de 1,5 mL (Simport, Canada)

Vasos beaker de 50 mL y 250 mL (Pyrex, USA)

Fiolas de 50 mL y 10 mL (Pyrex, USA)

Probeta graduada de 50 mL y 100 mL (MArienfeld

Micropipeta Rainin de 20 - 200 pL (Mettler Toledo, USA)
Micropipeta multicanal Rainin de 30-300 pL (Mettler Toledo, USA)
Micropipeta Rainin de 100-1000 pL (Mettler Toledo, USA)

Tips para micropipeta 200 pL, 300 puL y 1000 pL (Deltalab, Esparia)
Micro plate de 96 pocillos (Corning, USA)

Embudo Bushner

Matraces de 250 ml (Pyrex, USA)

Matraces Kitazato de 500 ml (Pyrex, USA)

Bombilla

Pizeta

Papel filtro (filtracion rapida)

Balones de digestion Kjeldahl

Tubos de destilacion Kjeldahl (Velp Scientifica)

Soporte universal

EQUIPOS

Bomba de vacio
Molino de laboratorio 3100 (Perten Instruments)
Balanza analitica Pioneer Analytical (Ohaus)

Balanza electrdnica de precision PA1602 (Ohaus)
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- Balanza de Humedad BL-MB23 (Ohaus)

- Estufa Venticell (MMM)

- Centrifuga U-320R (Boeco)

- Bario de ultrasonido UCS-05 (Lab Companion)

- Agitador magnético ARE (Velp Scientifica)

- Espectrémetro portétil de Infrarrojo con transformacion de Fourier (Tru Defender
FT, Thermo Fisher Scientific)

- Lector de Micropozos Power Wave XS2 (Biotek)

- Destilador Kjeldahl UDK129 (Velp Scientifica)

3.2.4. REACTIVOS

- Folin Ciocalteau 2N (Merck)

- Carbonato de sodio (Merck)

- Acido galico (Merck)

- Alcohol etilico absoluto (Fermont)
- Hexano (Tedia)

- Acido sulfurico (J.T. Baker)

- Acido clorhidrico (J.T. Baker)

- Rojo de metilo (Merck)

- Verde de bromocresol (Merck)

- Hidroxido de sodio (Merck)

- Acido bdrico (Merck)

- Naranja de metilo

- Fenolftaleina (Merck)

- Sulfato de cobre pentahidratado (Merck)
- Sulfato de potasio (Merck)

- Metanol (J.T. Baker)

3.2.5. SOFTWARES

- Varian Resolutions Pro (Version 4.0)
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- Gen 5 (Version 1.09.8)

- Modelado Quimiométrico Integral Pirouette ® (Infometrix) (Version 4.0)

3.3. METODOS DE ANALISIS

3.3.1. CONTENIDO DE HUMEDAD

Se determiné la humedad por el método rapido de termobalanza (NMX-F-428-1982)

3.3.2. CONTENIDO DE PROTEINA

El andlisis de proteinas se realizé por el método oficial de Kjeldahl AOAC 920.87 (2005).

3.3.3. CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

La extraccion de compuestos fendlicos se realizd segun Quiroz et al. (2013), con ciertas
modificaciones. La relacion tarwi molido parcialmente desgrasad (g): solvente (ml) fue de
1:20. El solvente fue una solucion etanol al 50%. La mezcla fue sonicada dos veces en un
bafio de ultrasonido, siendo cada periodo de 30 minutos a temperatura ambiente. Posterior,
se centrifugd a 3000 RPM por 15 minutos a 5°C.

La cuantificacion del contenido fendlico se realizo por el método de Folin Ciocalteau de
Swain y Hillis, reportado por Glorio (2010) para formato de micropozos. Para ello se requirio
obtener una curva de calibracion con acido galico, la que se realizd bajo el procedimiento
del Anexo 2. Las curvas de calibracién empleadas para la cuantificacion de compuestos
fendlicos se muestran en el Anexo 3 (tarwi amargo) y 4 (tarwi desamargado), las cuales estan
diferenciadas debido que se trabajaron en diferentes dias como forma de considerar las

mismas condiciones para un mismo grupo de muestra.

Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de acido galico (EAG)/ 100

gramos de muestra (tarwi integral) en base seca. Por lo cual, para cada muestra se determind
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el contenido de humedad (Anexo 5) y los valores de reduccion de grasa (Anexo 6), siendo

este ultimo afadido al contenido de materia seca del tarwi molido parcialmente desgrasado.

3.3.4. ANALISIS ESPECTROSCOPICO

a) Preparacién de muestras:

Se empled para la calibracion de proteinas, muestras integrales de tarwi molido amargo y
desamargado. Por el contrario, las muestras para la calibracion de fendlicos totales fueron
extractos metandlicos. Para lo cual, se pesé 0.1 g de tarwi integral molido en tubos ependorf,
se agreg6 0.4 ml de metanol y se sonicé en un bafio de ultrasonido por 15 minutos. Posterior,
se centrifugd a 3000 RPM por 15 minutos a 5 °C. La lectura se realiz6 luego de esperar que
se evaporard el solvente de los aproximadamente 20 puL del extracto muestreado, una vez

ubicado sobre el sensor del equipo de infrarrojo FTIR-ATR.

b) Medicion de espectros

Los espectros fueron obtenidos usando un espectrometro portatil de infrarrojo con
transformacion de Fourier (Tru Defender™) (FTIR) con ATR (reflectancia total atenuada).
Aproximadamente se dispondra una minima cantidad de muestra (molido o extracto) de cada
uno de los 52 ecotipos por separado. El espectro fue escaneado por duplicado a temperatura
ambiente en un rango de 4000 — 700 cm ™! de nimero de onda. El procedimiento se indica
en el Anexo 7. Se recolectaron espectros de tarwi amargo y desamargado con una resolucion
de 3 cm? (region del infrarrojo medio, MIR) y a partir de 8 barridos para cada lectura.
Previamente, se obtuvo el espectro del fondo o background del aire. Todas las repeticiones

de los espectros se utilizaron para la Regresion de Minimos Cuadrados Parciales (PLSR).

3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.4.1. PREPARACION DE MUESTRAS

En la Figura 16 se observa la secuencia para la obtencion de tarwi molido desgrasado de

cada ecotipo, con las operaciones descritas a continuacion:
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. Seleccidn: Se retiraron las impurezas de las muestras (piedrecillas, pajas, otros) y granos

de tarwi que estaban dafados.

. Pesado: Se pesaron los granos de tarwi amargo para calcular la cantidad de agua a utilizar

en el remojo.

. Remojo: El remojo o hidratacién se realiz6 en la proporcion materia prima: agua de 1:6
(w/v). Ello se realizé en recipientes de plastico. El tiempo de remojo fue en promedio de
12 horas a temperatura ambiente.

. Coccion: La muestra remojada y escurrida fue cocida 2 veces (cada vez por 30 minutos)
en la proporcion de materia prima: agua 1:3 (w/v). El registro de tiempo de coccion inicio

cuando el agua alcanzé la temperatura de ebullicion.

. Lavado: La proporcion de grano: agua fue de 1:3 (w / v). El lavado se realizé por 5 dias

a temperatura ambiente, donde cada 12 horas se hizo cambio de agua.

Secado: Los granos fueron secados en estufa a 50 °C por 18 horas. Posterior, se

almacenaron en bolsas de polietileno hasta su molienda.

. Molienda: Los granos secos fueron molidos en un molino de laboratorio.

Desengrasado: En un matraz se pesé tarwi molido y se adiciond hexano en una relacién
de 1:35 (w/v), dicha mezcla se agit6 durante 10 minutos con un agitador magnético (Nadal
et al., 2011). Se filtr6 al vacio para separar el solvente con grasa de la muestra molida
parcialmente desgrasada, esta Ultima se deposito en placas Petri dentro de la campana
extractora para eliminar residuos de solvente. Se separé la grasa del sobrenadante usando

el equipo Soxhlet, para luego cuantificar el peso de grasa de cada muestra.

Envasado: Las muestras se envasaron en bolsas de polietileno y se cubrieron con papel

aluminio para evitar la exposicion a la luz y se almacend a temperatura de refrigeracion.
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mp: hexano
1:35

Granos de tarwi amargo

)

Seleccibn
Pesado Pesado
. mp: agua .
Molienda 1:6 Remojo
mp: agua .,
Desengrasado 1:3 —*>|  Coccion
mp: agua
Envasado 1:3 —» Lavado
Secado
Molienda
mp: hexano
1:35 —» | Desengrasado
Envasado

12 horas
T° ambiente

T* ebullicion
1 hora, con cambio
agua ¢/ 30 min

5 dias
Cambio agua c/12 h

18 horas
50 °C

Figura 16: Flujo de operaciones para la obtencion de tarwi molido parcialmente

desgrasado

FUENTE: Adaptado de Mujica & Jacobsen (2006) y Nadal et al. (2011)

Para la obtencion de las muestras molidas de tarwi amargo y desamargado requeridas para

el analisis de proteinas, se siguid la secuencia de operaciones mostradas en la Figura 16, con

excepcion del proceso de desengrasado.
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3.4.2. DESARROLLO DEL MODELO DE CALIBRACION

De acuerdo al objetivo planteado, se desarroll6 un modelo de calibracion para el contenido
de proteina y dos modelos independientes para el contenido de compuestos fendlicos totales,

uno de tarwi amargo y otro de tarwi desamargado.

Se recepcionaron 52 ecotipos diferentes de tarwi, que fueron seleccionados por el Programa
de Leguminosas de Grano y Oleaginosas. Parte del contenido en grano de cada ecotipo, se
desamargd como lo indica la Figura 16. Es asi que, finalmente se tuvieron 104 unidades

muestrales, las que fueron molidas para los analisis.

Para la calibracion, primero se determind el contenido de proteinas y compuestos fendlicos
totales (en base seca) por métodos de referencia como Kjeldahl y Folin Ciocalteau,
respectivamente. Posterior a ello, se registraron los espectros con el equipo portatil (FTIR-
ATR) en el rango del infrarrojo medio (MIR) en todas las muestras molidas.

Para poder visualizar los espectros, codificarlos y convertirlos a un formato compatible
(spc.) al programa estadistico se empleo el software Varian Resolutions Pro. Para el analisis
estadistico con el software de Modelado Quimiomeétrico Integral Pirouette, se introdujeron
los datos espectrales de las muestras por duplicado y sea adicionaron los valores de proteina
y de compuestos fendlicos totales correspondientes. Al correr varias veces la Regresion
Parcial de Minimos Cuadrados (PLSR) con todos los espectros, se observaron datos outliers
que fueron excluidos y en algunos casos se retiraron también ciertas muestras para poder
ajustar el modelo segun los estadisticos recomendados Yy siguiendo los criterios de la Tabla
10. Ademas, fue necesario realizar un tratamiento matematico de los espectros (segunda
derivada de la absorbancia respecto del niimero de onda (d? A/d v?)). El programa Pirouette
permitioé realizar la validacion cruzada que se ejecuta extrayendo un espectro con su
respectivo contenido quimico (sea proteina o de compuestos fendlicos) y probando su poder
de prediccion con el modelo creado de la data restante. Toda esta secuencia de actividades
estd diagramada en la Figura 17 para la calibracion del contenido proteico y en la Figura 18,

para los compuestos fendlicos totales.

52



Tabla 10. Estadisticos evaluados para la seleccion de modelos MIR

ESTADISTICO PARAMETRO OBSERVACION
n El mayor nimero El modelo debe tener la mayor cantidad de
posible n
SEC EI menor posible -
SECV Valores lejanos al SEC indica un modelo
Cercano al valor SEC de prediccion débil
I cal Cercano a 1 Indica alta confiabilidad en la prediccion
2 - -
r2 val Cercano a 1. No debe ser menor al r* ca, pues indica un
set de calibracion no homogéneo
4 ) . 4 )
Recepcion de Molienda de ??gt'é?:]z(if Uso del software
tarwi amargo y muestras de Varian
desamargado » tarwi » 'ecwr&?;pec”o » Resolutions Pro
- J - J
h
4 ) 5
Registro de Registro de Uso del software Conversion de
datos quimicos « datos « Quimiométrico « espectros a
(proteinas) espectrales Pirouette formato spc.
- J
h N
De(t)eu(;lci'grr; de Desarrollo del Validacion Seleccion del
» modelo » cruzada » mejor modelo
espectrales )

Figura 17. Protocolo para el desarrollo de la calibracién del contenido de

proteinas en tarwi
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Anélisis de
fenodlicos totales
» de tarwi

Recepcion de Molienda de
tarwi amargo y » las muestras de

desamargado tarwi

Desgrasado de
tarwi

"

desarasado

Resolutions Pro de tarwi del tarwi molido
Registro de

datos quimicos
» (fendlicos
S totales) )

Registro de
datos
espectrales

Uso del software
Quimiométrico
Pirouette

Conversion de
espectros a »
formato spc.

»

b
4 N\
Deteccion de

Desarrollo del .
« « outliers
modelo

4 )

Seleccion del Validacion
mejor modelo «

- J

cruzada

espectrales

Uso del software Lectura MIR Extraccion de Uso del
Varian « de los extractos « fendlicos totales « software Gen 5
[ J [ J [ \

Figura 18. Protocolo para el desarrollo de la calibracion del contenido de

fenolicos totales en tarwi

3.5. DISENO EXPERIMENTAL

La Tabla 11 indica las operaciones y analisis realizados en la presente investigacion, el cual
parti6 de la obtencion de muestra hasta la calibracién del contenido de proteinas y de

compuestos fendlicos. Ademas, se muestra en la Tabla 12 la matriz de consistencia.
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Tabla 11: Esquema del disefio experimental para la calibracion de proteina y compuestos fenoélicos totales

PREPARACION DE
MUESTRAS ) DESARROLLO DE
ANALISIS .
) o @) . ; MODELO VALIDACION
< &) < Q| z QUIMICO ANALISIS .
o g a f,‘:) © i 3 ESTADISTICO CRUZADAY
< . £/ z|<|8| (METODODE ESPECTROSCOPICO ] )
| RECEPCION | g W| x| 2 (CALIBRACION EVALUACION
2| 3| 2| @| REFERENCIA)
sl S| Y| x MULTIVARIABLE)
w w |
(@] @)
@ @ @
- O @
—@ O
52 ECOTIPOS I Y0 S S PPN O
DE TARWI Q@@+ | | || e [ YN SO @
. I I S Y0 RSP NS y S——
--------------------- e o
________ ®.| SRR R SN -
........ . ...
. . - NUmero de factores
) - ) Me'todo Kieldahl Regresion Minimos
% Reduccion de | (proteinas) Espectrémetro ATR - SEC
= - Método Folin B Cuadrados Parciales
:ZEE grasa Ciolcateau (fendlicos FTIR (PLSR) - SECV
totales) “Teal 2 Y lva

— Para la calibracion de proteina

Para la calibracion de compuestos fendlicos totales




Tabla 12: Matriz de consistencia

PROBLEMA

OBJETIVO

HIPOTESIS

VARIABLES

METODOLOGIA

Actualmente existe un

gran interés por

desarrollar  productos
nutritivos, es asi que el
tarwi cuenta con un gran
potencial como materia
prima en nuestra region,
sin embargo, requiere
ser desamargado previo
a su consumo. Dicho
proceso acuoso genera
no solo la peérdida de
alcaloides sino de otros

nutrientes.

El problema es que no

existen métodos rapidos

Desarrollar 3 modelos de
calibracion para determinar el
contenido proteico y fendlico en
52 ecotipos de tarwi empleando
espectroscopia infrarroja media y
la  regresion de  Minimos

Cuadrados Parciales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar el contenido de
proteinas y de compuestos
fendlicos totales en 52 ecotipos
de tarwi amargo y
desamargado por el método

Kjeldahl y Folin Ciolcateau.

Es posible realizar
modelos de
calibracion para
realizar estimaciones
rapidas  de los
contenidos de
proteinas y fendlicos

en tarwi.

Variable independiente:
X (variables espectrales)

Variable dependiente:
Y (Contenido del analito)

Unidad de Analisis:
Cada

(amargo y desamargado)

ecotipo de

Poblacion:

Ecotipos de

mutabilis de las regiones de

La Libertad, Junin, Cuzco,

Ancash, Puno,

Huancavelica, Apurimac y

Cajamarca.

tarwi

Lupinus

Huéanuco,

Tipo de investigacion:
Experimental.

Nivel de investigacion:
Descriptivo cuantitativo
Disefio de Investigacion:

Cuantitativa.

Técnicas de recoleccion
de datos.

- Método de Kjeldhal para
el contenido proteico.

- Método Folin Ciocalteau
para el contenido de
fendlicos.

- Medicion de espectros en
el rango infrarrojo de 4000

a 700 cm™.




Continuacion ...

y  confiables que
cuantifiquen ciertos
compuestos como
proteinas y fendlicos
totales en tarwi antes y

después de desamargar.

e [dentificar las bandas
relacionadas a proteinas y
compuestos fendlicos totales
en el espectro infrarrojo del
tarwi amargo y desamargado.
eEstablecer un modelo de
calibracion al relacionar el
contenido proteico con los
espectros del tarwi amargo y
desamargado.

e Establecer dos modelos de
calibracion al relacionar el
contenido de los compuestos
fenodlicos totales con los
espectros del tarwi amargo y
del desamargado.

e Validar la solidez del modelo
guimiométrico mediante

parametros estadisticos.

Muestra:

Se seleccion6 de modo
aleatorio un nimero variable
de unidades de muestra de
cada region peruana. Se
colectaron en total 52
ecotipos de tarwi.

Anélisis de contrastacion
de hipotesis.

Estadistico matematico
(Minimo Cuadrado
Parciales)

Parametros estadisticos
para evaluacion del error y
ajuste al modelo: SEC,
SECV, r caiy I’ val




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente investigacion, se logro establecer un modelo de calibracion confiable para
predecir el contenido de proteina de los 52 ecotipos peruanos de tarwi amargo Yy
desamargado. En caso de los 2 modelos de calibracién para determinar el contenido de
compuestos fendlicos totales en tarwi amargo y desamargado se logré una prediccién de
contenidos aproximados. Estas calibraciones (modelos quimiométricos) se obtuvieron
relacionando contenidos quimicos, determinados por métodos referenciales, con los
espectros de tarwi en la zona del infrarrojo medio (MIR). Dichos modelos se trabajaron
empleando andlisis multivariado de Regresion de Minimos Cuadrados Parciales (PLSR)
fueron validados internamente y evaluados por los parametros estadisticos del error que

indican la confiabilidad de estos.

Considerar que, las muestras desgrasadas se emplearon en el analisis de compuestos
fendlicos para evitar que los lipidos y sus productos de oxidacion que se extraen también
con soluciones alcoholicas, afecten los resultados de la determinacion (Lampart et al., 2003;

Tsaliki et al., 1999). Para el analisis de proteinas, se usaron las muestras de manera integral.

4.1. CONTENIDO DE PROTEINA EN TARWI

En el Anexo 8 y 9 se presentan los contenidos de proteinas y fendlicos totales,

respectivamente; de las muestras molidas de 52 ecotipos de tarwi amargo y desamargado.

En la Figura 19 se presenta un histograma sobre el contenido de proteina en muestras molidas
de tarwi amargo con barras de intervalo de 1.4 %. Ademas, se aprecia que las variedades con
mayor nivel proteico, que se encuentran en un rango de 41.6 a 44.5 %, fueron: Altagracia,
PLGO 3, Paton grande, Cholo fuerte y Yana tarwi y Yanamuclo PLGO, provenientes de las
regiones de La Libertad, Ancash y Junin, como indica el Anexo 1. En el siguiente rango,

entre 38.7 a 41.6 % de proteina se encuentran la mayoria de ecotipos amargos analizados.
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Figura 19. Histograma del contenido de proteinas en tarwi amargo (52 ecotipos)



Los ecotipos denominados Puno 2, Yunguyo beige y Puno 1, provenientes de la region Puno,

fueron los que presentaron el menor contenido proteico.

Mediante la prueba estadistica Chi cuadrado (o= 0.05), se obtuvo que la poblacion de
muestra muestras de tarwi amargo respecto a su contenido de proteinas siguid una

distribucion normal, que se observa también en la Figura 19.

El histograma de la Figura 20 indica la cantidad de ecotipos de tarwi desamargado segln sus
contenidos proteicos, con intervalos de banda de 2.5 %. De manera decreciente, las
variedades que mostraron contenidos mas altos de proteina (55.4 a 57.9 %) fueron: Pallasca,
Cajamarca y Yanamuclo PLGO, provenientes de las regiones Ancash, Cajamarca y Junin,
respectivamente. Cabe sefialar que, entre 45.5 a 55.4 % de proteina, se registraron la mayor
cantidad de ecotipos de tarwi desamargado. Los ecotipos Lircay-Huancavelica, Compuesto
blanco semi precoz, Puno 2, Cholo fuerte y H6 INIA blanco alcanzaron el menor porcentaje
(40.5 a 45.5 %) que son de las regiones Huancavelica, Junin, Puno y Ancash. Ademas, la
Figura 20 presenta los contenidos de proteinas del tarwi que se distribuyen normalmente
desarrollado por la prueba estadistica Chi cuadrado (a = 0.05). Es decir, a pesar del cambio
en la composicion en el tarwi por el desamargado, los contenidos proteicos se encuentran

dentro del rango determinado para una misma poblacion.

4.2. CONTENIDO DE FENOLICOS TOTALES EN TARWI

En la Figura 21 se presenta la distribucion de ecotipos segun su contenido fenolico en el
tarwi amargo (intervalos de 98.3 mg EAG / 100 g), y en la Figura 22, de los ecotipos
desamargados (intervalos de 110.2 mg EAG / 100 g).

En la ultima banda de la Figura 21, se muestra las variedades de tarwi amargo que alcanzaron
mayor contenido de fendlicos totales, correspondiente al rango entre 518.9 a 533.9 mg EAG
/ 100 g, los cuales fueron: Compuesto blanco semiprecoz, CD Junin 2, Andenes INIA, CD
Junin 3, CD Junin 1, Moteado beige, provenientes de la region Cuzco y principalmente de

Junin. Ademas, la mayor parte de los ecotipos analizados obtuvieron contenidos superiores
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Figura 20. Histograma del contenido de proteinas en tarwi desamargado (52 ecotipos)
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a 458.6 mg EAG / 100 g y solo 4 variedades (PLGO3, Andes UNALM, Chacas y Huanuco
1B/N) estan por debajo de este contenido, pero hasta un minimo de 428.5 mg EAG / 100 g.

Ademas, la distribucion del contenido de compuestos fendlicos totales en tarwi amargo
indican una distribucion normal con un nivel de significacion de 0.05 (Figura 19).

Cabe sefialar que, los ecotipos reportados con mayor contenido de fendlicos totales fueron
principalmente correspondientes a semillas sin pigmentacién en el tegumento. Las
variedades mencionadas de la Figura 21, tampoco indican alguna tendencia, pues los
contenidos de los granos con tegumento oscuro, que se muestran en el Anexo 1, estan
divididos sin ningun orden en particular. Por tanto, no se evidencia ninguna relacion entre el
contenido de fenolicos totales y la coloracion del tegumento en los ecotipos de tarwi
estudiados. Ello puede ser debido a que, como muestra la Tabla 6, los ecotipos de tarwi
presentan mayor contenido de fendlicos totales en el cotileddn que en la cascara (Galvez et
al., 2009). En contraste, Seczyk et al. (2019) sefialan que las legumbres, como el frijol que

cuenta con variedades altamente pigmentadas si contienen mas compuestos polifendlicos.

Respecto al tarwi desamargado molido, los ecotipos con menor contenido de compuestos
fendlicos contenian de 94.5 al 111.3 mg EAG/ 100 g. No obstante, la mayoria de los ecotipos
estudiados reportaron contenidos entre 111.3 a 195.7 mg EAG / 100 g. El ecotipo Huallanca
blanco obtuvo el mayor contenido de fendlicos (204.7 mg EAG / 100 g). Se realizo la prueba
Chi cuadrado (a. = 0.05) que determin6 que las muestras de tarwi molidas sobre su contenido
de fendlicos totales pertenecen a una misma poblacion, pese a la gran pérdida que se dio en

el desamargado.

4.3. EFECTO DEL DESAMARGADO EN EL CONTENIDO DE PROTEINA

En la Tabla 13 se muestra el rango y promedio del contenido proteico y de compuestos
fendlicos de las 52 muestras molidas de tarwi amargo y desamargado. Para el tarwi
desamargado se obtuvo un contenido porcentual entre 40.5 a 56.8 % de proteina. Estos
valores abarcan totalmente el rango de proteina cruda reportado por Quispe (2015), que fue

de 43 a 53 % obtenido a partir de 10 ecotipos desamargados de Lupinus mutabilis.
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Figura 22. Histograma del contenido fenolico en tarwi desamargado (52 ecotipos)
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Cabe indicar que, el presente estudio emple6 una mayor variedad de ecotipos de tarwi,
presentandose asi una mayor diferencia en el contenido proteico. En promedio, el tarwi
desamargado alcanz6 un 50.13 % de proteina, siendo comparable al de la harina de tarwi
de 49.6 %, reportado por Tapia (2000). Ademas, Palacios y Ortega (1995), citado por
Ojeda & Salazar (2011), obtuvieron con un menor tiempo de coccion (30 minutos) y de

lavado (4 dias), un 48.2 % de proteina.

Tabla 13. Contenido de proteinas y compuestos fendlicos en tarwi

AMARGO DESAMARGADO
CONTENIDO ) ] ; )
PROTEINA FENOLICOS PROTEINA FENOLICOS
(%) (mg EAG/ 100g9) (%) (mg EAG/ 100g)

Promedio 39.60 489.71 50.13 147.31
Minimo 34.46 428.49 40.49 94.45
Maximo 43.76 526.80 56.75 204.67
Desviacion 1.92 21.66 3.44 28.61
estandar

n = 52. 2 repeticiones. Valores en base seca (b.s.)

mg EAG = miligramos equivalente de acido galico

Como se observa en la Figura 23, por efecto del proceso de desamargado acuoso se
produjo un relativo incremento porcentual de proteina comparado al contenido inicial
para todos los ecotipos evaluados. Este aumento aparente de proteina, es debido a que
algunos compuestos del grano se concentran durante el proceso de desamargado, puesto
que los compuestos solubles se separan por lixiviacion en el agua de la etapa de lavado;
como son los carbohidratos, oligosacaridos, minerales, alcaloides, fibra soluble, e incluso
algunos lipidos (Quispe, 2015; Mostafa et al., 2013). Este cambio en la composicion de
la materia seca explica el relativo incremento en el porcentaje de proteinas. Dichos
incrementos relativos de proteina se dieron alrededor del 10 % y alcanz6 hasta 40 %;
siendo en la mayoria de los ecotipos, de 20 %. Estos valores son similares al cambio

porcentual (alrededor de 20 a 10 %) reportado por Quispe (2015).
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Cabe indicar también que lo ecotipos de tarwi que alcanzaron mayor concentracion de
proteina luego del desamargado, no fueron los mismos del tarwi amargo; similar a lo
acontecido en el estudio de Quispe (2015). Ello puede ser por particularidades de cada
variedad, por diferencia del tamafio del grano o del tiempo de almacenamiento, pues se
observd diferencia en el comportamiento de la semilla durante la hidratacion. Tapia
(2000) observo esta diferencia al hidratar semillas de tarwi de distintas variedades, que lo
relaciond al efecto de tener tegumento endurecido (poco permeable).

Ademas, la Tabla 13 muestra el rango del contenido fendlico, tanto en las muestras de
tarwi amargo como luego del desamargado. Segun Oomah et al. (2006), la cantidad
relativa de compuestos fendlicos en lupino difiere significativamente entre genotipos y
lugar de origen. Sin embargo, como se observa en la Figuras 21 y 22, los contenidos no
se han distribuido de manera homogénea para identificar una sola region con el mayor o
menor contenido de fendlicos totales. Esta variacion entre los ecotipos resultdo en un
amplio espectro del contenido de fendlicos totales en tarwi amargo que va desde 428.5 a
526.8 mg EAG / 100 gy, en el desamargado, de 94.5 a 204.7 mg EAG / 100g.

Con un promedio de 489.7 mg EAG / 100 g de tarwi amargo molido, resulta un contenido
fendlico menor al reportado para Lupinus mutabilis, que es de 799.1 mg EAG / 100 g; sin
embargo, este valor aun es cercano a otra variedad de lupino (Lupinus angustifolius) que
presenta un contenido entre 535.1 - 578.4 mg EAG / 100 g) (Wang & Clements, 2008).

Posterior al proceso de desamargado, el promedio del contenido fenolico fue de 174.3 mg
EAG /100 g. Este valor es similar a otras leguminosas como la lenteja cocida que contiene
150 mg EAG / 100 g y de la soya con 150 - 180 mg EAG / 100 g (Rachel, 2012).

Debido al proceso de desamargado, se generd una gran pérdida de compuestos fendlicos
respecto al contenido inicial en todos los ecotipos, como se observa en la Figura 24. Dicha
reduccion porcentual de fenolicos fue aproximadamente de 60 a 70 %. Esto es cercano a
la disminucién reportada sobre el contenido de fenoles en las leguminosas (73 %) por
accion de la coccion (Barroga et al., 1985; citado por Singh et al., 2011) debido a la

formacién de complejos entre los polifenoles y otros compuestos organicos que se elimina
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en el agua (Helbig et al., 2003) o a alteraciones en la estructura quimica de los polifenoles,
dandose reacciones de polimerizacion o roturas estructurales, lo que repercute en la reaccion
necesaria para el método colorimétrico (Silva et al., 2018; Bressani & Elias, 1979). Ello
puede estar en relacion con la pérdida de proteina luego del desamargado (Quispe, 2015) al
interactuar con los polifenoles del tarwi. Ademas, Ali et al. (2012) determiné que el &cido
fendlico de un solo anillo tiene una tendencia a la uniébn mucho mayor a las proteinas en
comparacion con la isoflavona de anillo multi aromético de la soya, las cuales estan también

presentes en el tarwi.

Ademas, se ha demostrado que la etapa de remojo por tiempos prolongados afecta
significativamente el contenido de taninos, &cidos fendlicos y flavonoides, compuestos
fendlicos en las leguminosas. En lupino especificamente, Tsaliski et al. (1999) reportan la
pérdida de polifenoles y flavonoides. En adicion, Khandelwal et al. (2010) explican que, en
esta etapa, la pérdida puede ser simplemente por lixiviacion o por la activacion de la
polifenol oxidasa que degrada a los polifenoles, todo ello considerando los 5 dias de la etapa

de lavado del tarwi.

44. ESPECTRO MIR DE TARWI AMARGO Y DESAMARGADO

La Figura 25 muestra la tendencia de los espectros ATR - FTIR de tarwi amargo y
desamargado en un intervalo de nimero de onda de 4000 a 700 cm™. Se observan claramente
bandas de absorcion comunes en ambas curvas, aunque con variacion en el contenido de sus

componentes reflejado en la absorbancia, descritos en la Tabla 14.

Los picos en ~ 3280 cm™ correspondiente a tarwi amargo y desamargado, fueron debido al
estiramiento del enlace O-H relacionado generalmente al agua, como lo reportan Turker &
Huck (2017) en un rango de 3500 a 3200 cm™ y Berthomieu & Hienerwadel (2009) entre
3600- 3100 cm™. Cabe indicar que, el agua es un compuesto que se absorbe fuertemente en
laregion MIR (Dufour, 2009) lo que es corroborado en la Figura 25, donde la primera banda

del espectro de tarwi abarca un amplio rango.
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En el Anexo 5 se reporta los contenidos de humedad de los 52 ecotipos de tarwi. Estos
porcentajes muestran que los ecotipos de tarwi amargo son mas himedos que los de tarwi
desamargado. Esta variante en el contenido de agua en el tarwi se pudo observar
graficamente en la primera banda del espectro en la Figura 25.

Cercano a la banda correspondiente al agua, se observa un pequefio pico ubicado en los
~3007 cm?, el cual esta asignado a vibraciones simétricas de extension = C-H de los
alquenos (enlace olefinico) debido a los &cidos grasos insaturados (Muneategui et al., 1992;
Chiplunkar & Pratap, 2016; Castorena et al., 2011). Para los siguientes picos de ~ 2922 y
~2853 cm™, se dieron vibraciones intensas de estiramiento simétrico (~ 2850 cm™) y
asimétrico (~ 2920 cm™) de CH; en las cadenas de acilo de los lipidos (Dufour, 2009; Garidel
& Schott, 2006). Ademéds, la banda centrada en ~ 1744 cm™ relacionada también a los
lipidos, se dio por el estiramiento del enlace C= O éster carbonilo presente en los triglicéridos
y fosfolipidos (Castorena et al., 2011; Stuart, 2004). Como se observa en la Figura 23, los
niveles de grasa relacionadas a vibraciones a ~ 2922, ~ 2853 y ~ 1744 cm™, incrementaron

luego del desamargado por efecto de la concentracion de sus compuestos.

Debido a la remocién de alcaloides con el proceso de desamargado, se generd diferencia
entre las absorbancias alcanzadas en las bandas con estiramientos de enlaces N - H (3237
cm?), C - H (2925 cm?), C = O (1640 cm?), C - N (1322 cm?) dadas en alcaloides
(Fachriyah et al., 2017; Schulz & Baranska, 2007) y que son posibles en las estructuras de
la lupanina y esparteina, alcaloides quinolizidinos predominantes en lupino (Resta et al.,
2008). Relacionado a dichas bandas, pueden ser los picos a ~ 2922, ~ 1630y ~ 1312 cm™ en
los espectros de tarwi estudiado; sin embargo, contrario a una reduccién se observa el
aumento de la absorbancia que puede estar relacionado, a la concentracion de compuestos
mayoritarios, ya que Quispe (2015) sefiala que los alcaloides totales se reducen

significativamente.

La region entre 1400 y 750 cm™ muestra que puede estar relacionada con las vibraciones de
estiramiento de C- H, C- O,y C - C y de flexion C - H que constituyen el esqueleto quimico

de los carbohidratos, polifenoles y &cidos organicos (Anguebes et al., 2016).
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Figura 25. Espectro FT - MIR del tarwi (Lupinus mutabilis)

Tabla 14. Bandas (cm™) en el espectro MIR del tarwi (Lupinus mutabilis)
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Absorciones a 1055 y 1142 cm, corresponden a la vibracion de estiramiento simétrico del
enlace C - C y C - O planteados dentro de 950 - 1200 cm?, dado por los carbohidratos
(Wiercigroch et al., 2017; Ibrahim et al., 2006; Nikonenko et al., 2002). Ello estaria
relacionados a la presencia de almiddn, ya que la region de 1075 - 1020 cm™ es caracteristica
de polisacaridos como la amilosa (Enriquez et al., 2013). Puntualmente para la banda en
1142 cm? existe la vibracion del enlace glicosidico de las unidades galactosilo (Wiercigroch
et al., 2017), las cuales estarian relacionadas a los galactosidos que son los oligosacaridos
mayoritarios en tarwi (Baldeon, 2012).

4.4.1. BANDAS MIR ASOCIADAS A LAS PROTEINAS

Segun Cuellar et al. (2011), los enlaces peptidicos que son de tipo amida, son los
responsables de la absorbancia de polipéptidos y proteinas ocurrida entre 1700 y 1500 cm™.
Por consiguiente, los picos 1532, 1539 y 1630 cm™ del espectro de la Figura 25, estan
relacionados a la proteina presente en el tarwi. Es asi que las bandas en esta region muestran

variacion en su absorbancia, es decir, en su contenido proteico.

El pico a 1630 cm™ se encuentra dentro de lo reportado para la banda amida I, la que resulta
de la vibracién de estiramiento del grupo carbonilo peptidico C = O entre 1700 - 1600 cm™
(Haris, 2013; De Campos & Mello, 2011; Rieppo et al., 2012).

Las bandas en 1532 y 1539 cm™, son resultado de la flexion de N — H y el estiramiento en
C— N en la region entre 1575 - 1480 cm™ relacionado a la amida Il (Sjahfirdil et al., 2012).

Mata et al. (2017) reportan que bandas a 1396 cm™ se deben a las vibraciones de extension
COO- de las cadenas laterales de aminoacidos. La absorcion en 1312 cm™, corresponde a la
vibracion de agitacion de N - Hy C - O, y estiramientos de C - Cy C - N que vibran a ~
1300 cm™ 0 en la region de 1347 a 1280 cm™ que estan relacionadas a las amidas tipo 111
(Dufour, 2009; Gezahegn, 2018). Ademas, Castorena et al. (2011) indica que a 1237 cm™*
se da la vibracion de las extensiones asimétricas del grupo fosfato de la amida Ill, la cual

estarian relacionadas a las bandas 1233 y 1236 cm™ en el espectro de tarwi.
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4.4.2. BANDAS MIR ASOCIADAS A LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Las vibraciones dadas en 1233 cm™ y 1236 cm™ corresponderian al doblamiento del enlace
O - H, del estiramiento de C - C de los fenoles que absorben a 1260-1180 cm™ y del
estiramiento C - O que produce bandas en la region 1260-1000 cm? (Silverstein et al., 2005).

La banda de 1532, 1539 y 1458 cm™ que esta dentro del rango de 1584 a 1450 cm™,
relacionado a la vibracién de la estructura aromatica de pueden ser de grupos fendlicos (He
et al., 2007) asi como a la vibracion de flexién de C - H en CHz y CHy, en anillos aromaticos
y flavonoides (Delgado et al., 2015). En adicion, Danciu et al. (2017) sefialan bandas de
absorcidn caracteristicas de algunos acidos fendlicos provenientes de lupino; alrededor de
1600 cm™ por el estiramiento simétrico y asimétrico en C = O; entre 1430 - 1580 cm'*
corresponde al estiramiento en el anillo (C —C); y en el rango 1030 — 1180 cm™ por la
deformacion plana del anillo (C - H).

45. CALIBRACION PLS DE TARWI

Los modelos de calibracién para determinar el contenido de proteina y fendlicos totales
fueron seleccionados sobre la base de minimizar los estadisticos de error, como el error
estdndar de la validacién cruzada (SECV), el error estandar de la calibracion (SEC)
(Cozzolino, 2002; Zossi et al., 2010) y el numero de factores (Gayo et al., 2006; citado por
Rohman et al., 2011). Para ello, se delimitaron ciertas regiones del espectro MIR
considerando las bandas relacionadas a las vibraciones generadas por grupos amida y por
fenoles. Asimismo, se empled como pre procesamientos la segunda derivada y se retiraron

muestras outliers lo que permitié un mejor ajuste de los modelos.

De igual manera, se considero la forma del vector de regresion, ya que si parece ruidoso o
muy irregular indica que el modelo esta sobre ajustado. En la grafica de este vector es
importante las variables (bandas) con altos coeficientes que contribuyen significativamente

en el modelo de regresion para predecir (Infometrix, 2014).
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4.5.1. CALIBRACION PLS DE PROTEINA

La calibracion de proteina del tarwi amargo y desamargado se trabajaron en la region MIR
de 1734 a 1432 cm?, abarcando en total 106 variables (nimeros de onda) y considerando
todas las muestras integrales molidas (n = 104, 52 de tarwi amargo y 52 del desamargado).
En este caso, la segunda derivada de la absorbancia respecto del niimero de onda (d? A/d v?)
mejord la resolucidn de la amida I que suele consistir en un nimero de bandas sobrepuestas
(Winnicki et al., 2019).

Los modelos PLS consisten principalmente en un vector de regresion, el cual se considera
como la suma ponderada de las cargas o pesos en el modelo. Variables con coeficientes
cercanos a cero no contribuyen significativamente a la prediccion (Infometrix, 2014). El
vector de regresion de la Figura 26 muestra las bandas luego del tratamiento de los datos, en
donde algunas son negativas, pues se han formado de cada banda y hombro del espectro de
absorcion original que suelen aparecer superpuestos (Fabian & Mantele, 2006). Los picos
observados fueron a: 1458 cm™ que se debe al estiramiento del enlace C - C, 1507 y 1550
cm? correspondiente a la banda amida 11 por la vibracion C = O (Haris, 2013) y 1691 cm™

por la flexion de N — H y el estiramiento en C — N de la amida | (Sjahfirdil et al., 2012).

Como se ve en la regresion PLS de proteina en tarwi de la Figura 27 y cuya ecuacion se
describe en el Anexo 10, indica que se obtuvo un buen ajuste (r? ca = 0.95) de los datos que
relaciona el contenido proteico medido con la prediccion que se estima a partir del espectro.
Este mismo valor también se reporta para el coeficiente de correlacion de validacion. Es
decir, que las ecuaciones generadas del modelo con estos altos coeficientes de determinacion

indican una alta confiabilidad en la prediccién (Molano et al., 2016).

El nimero de factores 6ptimo de este modelo fue de 4 como se indica en la Tabla 15, a través
de la relacion con el SECV que se muestra en el Anexo 11, obtenido por el método de
validacion cruzada leave-one-out. Los parametros estadisticos SEC y SECV fueron 2.11 %
y 2.17 %, respectivamente; los cuales son bajos y similares entre si como lo recomiendan
Sapienza et al. (2008) y Vivar (2009). Ademas, este numero de factores explica ampliamente

a la varianza en un 99.92%. En un estudio sobre forrajes de leguminosas y gramineas se
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obtuvo un buen ajuste del modelo en la region del infrarrojo cercano (NIR) para proteinas
con los pardmetros R2 a1 y R% var altos (0.99 y 0.83, respectivamente) y bajos valores del error
expresado en el SEC (0.8 %) y SECV (0.9%) (Molano et al., 2016). Al comparar, es
recomendable valores menores al error obtenido; sin embargo, aun son aceptables
considerando que parte de las muestras han pasado por un proceso de desamargado que

genero la variacion en su composicion en general.

1691

1550

(o)}

1458

Vector de Regresion (E +04)
N

1
[\

1507

Numeros de onda (cm_l)

Figura 26. Vector de Regresion de la calibracion de proteina en tarwi

Tabla 15. Resumen del analisis estadistico multivariado para proteina en tarwi

ESTADISTICO
Numero de muestras 104
Factores 4
SEC? 211 %
SECV P 2.17 %
r? cal © 0.95
r? val ¢ 0.95

a Error estandar de calibracion ° Error estandar de validacion cruzada © Coeficiente de determinacion
de calibracién ¢ Coeficiente de determinacion de validacion
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Por tanto, este modelo de calibracion de proteina es confiable pues es posible determinar con
alta precision el contenido de proteina por espectroscopia FTIR e incluso discriminar entre

una muestra de tarwi amargo y desamargado.

4.5.2. CALIBRACION PLS DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Para la calibracion de los compuestos fendlicos se emplearon las regiones del infrarrojo entre
1751 — 1602 y 1501 — 1401 cm* abarcando 89 variables (nimeros de onda) en total, como
se muestra en la Figura 26.

Como se muestra en el Anexo 12, los contenidos de fenolicos totales en tarwi amargo y
desamargado no se distribuyeron en toda la recta, sino solo en los extremos de esta debido a
la gran diferencia del contenido fendlico antes y después de desamargar. Al no contar con
una distribucion adecuada, se trabajaron modelos independientes, uno para tarwi amargo y

otro para desamargado considerando las 52 muestras iniciales.

Las bandas sobresalientes para la calibracion del contenido fenolico (Figura 28) en tarwi
amargo de la regién mencionada, fueron a 1450 y 1654 cm™ y, en tarwi desamargado se
obtuvo una curva irregular (bandas a 1447, 1490, 1665, 1688 cm™) que puede deberse a un
sobre ajuste del modelo (Infometrix, 2014). Dichas bandas estan relacionadas a la vibracion
de la estructura aromatica de grupos fendlicos y flavonoides que se dan entre 1455 a 1450
cm?por la vibracion C - H de grupos CHz y CHs y del anillo aromatico (Delgado et al, 2015;
He et al., 2007) y al estiramiento del carbonil C = O (1760 - 1600 cm™) que se caracteriza
también por la presencia de flavonoides (Raja et al., 2011). Las ecuaciones para el modelo
de calibracion de fenolicos totales del tarwi amargo se detalla en el Anexo 13 y para tarwi

desamargado se indica en el Anexo 14.

Por otro lado, se observa en la Figura 29 y 30, los datos estan relativamente dispersos
comparado a la regresion PLS obtenida para la calibracion de proteina, lo que se refleja en
los valores medios de los coeficientes de determinacion en la calibracion (amargo: 0.82,
desamargado: 0.79) y validacién (amargo: 0.78, desamargado: 0.74) como muestra la Tabla

16. Cabe resaltar que, los valores r? de validacion cruzada son menores en comparacion a
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los r? de calibracion, lo que indica que el set de muestras de tarwi empleadas para la
calibracion no es homogéneo, no obstante, se podria mejorar afiadiendo espectros y valores
de referencia de muestras adicionales (Bonierdale et al., 2009). Es asi que, comparado a un
modelo trabajado con 287 muestras de sorgo que si se alcanza un buen ajuste (r’ca y r? va de
0.97 y 0.95, respectivamente) y alto poder de prediccion para determinar compuestos
fendlicos, el modelo obtenido solo puede darnos predicciones aproximadas sobre el
contenido de fendlicos totales debido a que su r? esta entre 0.66 y 0.81 (Molano et al., 2016).

1490

1447 1638

10

1634

1413 //
AN pal

\/ /\1/’ 1720

Vector de Regresion (E +04)

5 1450 654
1418
1665
1751 1602 1501 1 1401
Numeros de onda (cm )
Tarwi amargo Tarwi desamargado Zona no calibrada

Figura 28. Vector de Regresion de la calibracién de fendlicos totales en tarwi

Para la regresion PLS para fendlicos en tarwi amargo se obtuvo un SEC de 10.80 y SECV
de 11.60 mg EAG / 100 g empleando 5 factores (Anexo 15); lo que explica el 99.80 % de la
varianza. No obstante, ello solo se obtuvo con una parte de las muestras iniciales (n=37) las
cuales se mencionan en el Anexo 16. Para el modelo de tarwi desamargado, se obtuvo
mayores valores de los parametros SEC (16.05 mg EAG / 100 g) y SECV (16.98 mg EAG/
100 g) con un nimero éptimo de 6 factores (Anexo 17), lo que explica 99.91 % de la varianza

de 40 muestras, las cuales se mencionan en el Anexo 18. Al comparar con investigaciones
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como la de Dykes et al. (2014) realizada en sorgo, los pardmetros del error obtenidos para
el tarwi son muy superiores (sorgo: SEC 1.03y SECV 1.41 mg EAG / 100 g).

De acuerdo a esto, los modelos deberian ser mejorados aumentando el nimero de muestras,
ya que el tarwi presenta diferentes compuestos que son detectados en el espectro MIR y
dificulta la correlacién debido a la superposicién de bandas (Danciu et al., 2017).

Tabla 16. Resumen del andlisis estadistico multivariado para fenolicos totales

NUMERO a b 2 malc 2 yald
COMPUESTO MUESTRAS FACTORES SEC? SECV® rccal® r°val
Fenolicos totales en
) 37 5 10.80 11.60 0.82 0.78
tarwi amargo
Fenolicos totales en
40 6 16.05 16.98 0.79 0.74

tarwi desamargado

a Error estandar de calibracion ° Error estandar de validacion cruzada ¢ Coeficiente de determinacion de

calibracion ¢ Coeficiente de determinacion de validacion
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Figura 29. Regresion PLS del contenido de fenodlicos totales de 37 ecotipos de tarwi amargo
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V. CONCLUSIONES

. Se obtuvo un solo modelo de calibracion PLS que determina el contenido de proteinas
en tarwi amargo y desamargado y 2 modelos independientes (uno de tarwi amargo y

otro del desamargado) que predicen el contenido de compuestos fendlicos totales.

El colectivo de los 52 ecotipos de tarwi amargo presentd contenidos entre 34 a 44 % de
proteina y entre 428 a 527 mg EAG/ 100g para fendlicos totales, mientras que el tarwi
desamargado tuvo un incremento relativo de proteina (40 a 56 % de proteina) y una
reduccion que alcanzé entre 94 a 205 mg EAG /100g para fendlicos totales, todo
reportado en base seca.

Las bandas del infrarrojo medio relacionadas a las proteinas en tarwi fueron las del
grupo amida Il (1507 y 1550 cm™) y amida | (1691 cm™) y respecto a los compuestos
fendlicos involucraron la vibracidn del anillo aromatico (1450 cm™) y del grupo carbonil

por la presencia de flavonoides (1690 cm™).

El modelo PLS de proteina obtenido con los 52 ecotipos para tarwi amargo y
desamargado obtuvo altos coeficientes de determinacion (0.95) y bajos valores de SEC
y SECV (< 2.3 %), por lo que se considera un modelo confiable para la prediccion de

proteina con la lectura en el espectrometro portatil FTIR.

Los modelos del contenido de fendlicos totales para tarwi molido amargo (n = 37) y
para el desamargado (n = 40), obtuvieron valores medios de coeficientes de
determinacion (< 0.83) y relativamente altos respecto al error (entre 10 a 17 mg EAG/

100 g), por lo que solo brinda contenidos aproximados.



VI. RECOMENDACIONES

La ejecucidn de los analisis por los métodos de referencia y la lectura de espectros
deben realizarse lo mas pronto posible a la obtencion de la muestra para evitar

modificaciones de su composicion en el tiempo.

Se podria optimizar los modelos con espectros obtenidos de un espectrometro de

infrarrojo mas sensible como un equipo de mesa.

Se sugiere analizar un mayor nimero de muestras para determinar un modelo

confiable respecto al contenido de fenolicos totales.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1

CARACTERISTICAS DE 52 ECOTIPOS DE TARWI

Foto
Compuesto
Cadigo Nombre T1 Altagracia T2 blanco semi T3 Cholo fuerte T4 |  Andenes INIA
precoz
Regidn de origen La Libertad Junin Ancash Cuzco
Color de cascara Crema Crema Crema Crema
Ausente (0) Ausente (0)

Color secundario (valoracion)

Ausente (0)

Ausente (0)




<<Continuacién>>

Foto

Cddigo

Nombre

T5 Huéanuco 2

T6 Paton grande

Lircay —

T7 .
Huancavelica

Huancavelica

T8 (Sihuas)

Region de origen Huanuco La Libertad Huancavelica Huancavelica
Color de céascara Crema Crema Crema Crema
Color secundario (valoraciéon) | Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0)

Ausente (0)

Foto
Cadigo Nombre T9 Puno 2 T10 Puno 1 T11 Cajamarca T 12 | Moteado beige
Regidn de origen Puno Puno Cajamarca Junin
Color de cascara Crema Crema Crema Crema
Color secundario (valoracion) | Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0) Beige (1)




<<Continuacién>>

Foto
.- Cheje Copani Yanamuclo
Caodigo Nombre T 13 blanco T 14 H6 INIA T15 008-2 T16 Yunguyo
Region de origen Puno Junin Junin Puno
Color de céascara Crema Crema Crema Crema
Color secundario (valoraciéon) | Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0)

Foto
Cadigo Nombre T 17 Yagﬁrguoclo T18 Huénuco 1 T19 | Andenes—80 | T 20 Pallasca
Region de origen Junin Huanuco Ancash Ancash
Color de cascara Crema Crema Crema Crema
Color secundario (valoracion) | Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0) Beige (1)




<<Continuacién>>

Foto

Cddigo Nombre T21 Higﬁﬁ?g?gg 4 T 22 Comercial T 23 Chacas T 24 | H6 INIA plomo
Region de origen Huanuco - Ancash

Color de cascara Crema Crema Crema

Color secundario (valoraciéon) | Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0)

Foto

Cadigo Nombre

T 25 CD Junin 1

T 26 CD Junin 2

T 27 CD Junin 3

T 28 CD Junin 4

Regidn de origen Junin Junin Junin Junin
Color de cascara Crema Crema Crema Crema
Color secundario (valoracién) | Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0)




<<Continuacién>>

Foto
Cddigo Nombre T29 CD Junin 5 T30 CD Junin 6 T31 CDJunin9 | T32 SGC 22
Region de origen Junin Junin Junin Cuzco
Color de céascara Crema Crema Crema Crema
Color secundario (valoraciéon) | Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0) Beige (1)

Foto
Cadigo Nombre T33 | CDJunin10-1 | T 34 | Yunguyo beige | T35 Glr\]l(’j:ﬂ?\; T 36 | Yunguyo negro
Regidn de origen Junin Puno Lima Puno
Color de cascara Crema Beige Crema Negro
Color secundario (valoracién) | Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0) Crema (3)




<<Continuacién>>

Foto
Cédigo | Nombre T 37 Cheﬂ;grgpa”i T 38 T(g‘l‘r:f;as;“bf‘ T39 | CDJnin7-1 | T40 | CDJunin7-2
Region de origen Puno Ancash Junin Junin
Color de cascara Negro Crema Crema Crema
Color secundario (valoracién) | Crema (3) Negro (1)

Negro (1y 3)

Foto
Cédigo | Nombre T# Abancay T42 Vicos T 43 Ta‘t‘)'lr;tr’]ig‘ba T 44 | CD Junin 10-2
Regidn de origen Apurimac Ancash Ancash Junin
Color de cascara Crema Crema Crema Crema
Color secundario (valoracién) | Ausente (0) Ausente (0) Ausente (0) Negro (1)




<<Continuacién>>

Foto
Codigo | Nombre T 45 Hgf‘;mca T46 | H6 INIAblanco | T47 | Yanatarwi | T 48 Ya”amusc'o 008-
Region de origen Ancash Junin Ancash Junin
Color de cascara Crema Crema Negro Crema
Color secundario (valoracién) | Ausente (0)

Ausente (0)

Ausente (0)

Ausente (0)

K't

Foto
Cédigo | Nombre T 49 T(";‘:;Lb;sr;‘ga T50| Huanuco2 | T51 PLGO3 | T52 | Huanuco 1 B/N
Regidn de origen Ancash Huéanuco La Libertad Huanuco
Color de cascara Crema Negro Crema Crema
Color secundario (valoracién) | Beige (1, 3y 9) Ausente (0) Ausente (0) Negro (1y9)




ANEXO 2
DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Preparacion de soluciones

1. Solucién Folin Ciocalteau 0,25 N. Tomar 1,25 mL de Folin Ciocalteau y enrasar
a 10 mL con agua destilada en una fiola.

2. Solucién de Acido Galico. Pesar 25 mg de &cido gélico y enrasar a 100 mL con
agua destilada, de esta solucion tomar 2 mL y enrasar a 10 mL.

3. Solucién de Carbonato de Sodio al 20%. Tomar 2g de carbonato de sodio y
agregar agua destilada hasta enrase de 10 mL en una fiola, agitar y calentar a 70°C
y 80°C hasta disolucion y enfriar.

Curva estandar

1. En tubos ependorf de 1,5 mL, afiadir solucién de acido galico.
2. Afadir 100 pL de solucién de Folin Ciocalteau, agitar y reposar por 5 minutos.
3. Afadir 50 pL de solucion de carbonato de sodio a cada tubo ependorf, agitar y

enrasar con agua destilada hasta 1250 puL homogenizar y reposar 2 min.

4. Leer en el espectrofotometro a 726 nm.

Preparacion del extracto fenélico

1. La relacion de de tarwi molido desgrasado (g): solvente (ml) fue 1:20; siendo el
solvente una solucion de etanol al 50%.

2. La mezcla fue sonicada dos veces en un bafio de ultrasonido, siendo cada periodo de 30
minutos a temperatura ambiente.

3. Posterior, se centrifugd a 3000 RPM por 15 minutos a 5°C. Separar el sobrenadante del

extracto del sélido en tubos.
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Cuantificacion en el extracto de la muestra

1. Tomar 400 pL del sobrenadante del extracto y enrasar a 100 pL.
2. Tomar 300 pL de la dilucién y colocar en tubo ependorf.
3. Afadir 100 pL de solucién de Folin Ciocalteau, agitar y reposar 3 minutos.
4. Afadir 50 pL de solucion de carbonato de sodio al 20%, agitar, y reposar por 7 minutos.
5. Enrasar adicionando 800 pL de agua destilada y homogenizar.
6. Dejar reposar por 20 minutos.
7. Depositar cuidadosamente 200 pL de muestra y/o estandar en cada pocillo y programar
la lectura en el espectrofotometro a 726 nm.
Tabla 17. Composicion de las soluciones para la curva estandar de fendélicos totales
en micropozos
Extracto Solgc!én de Soluci(?n Solucion de Agua
Tubo de A’c[do qle Folin Carbonato | destilada Total
muestra galico Ciocalteau (uL) (uL) (uL)
(ML) (ML) (ML)
1 - 50 100 50 1050 1250
2 - 100 100 50 1000 1250
3 - 150 100 50 900 1250
4 - 200 100 50 800 1250
5 - 250 100 50 700 1250
6 - 300 100 50 600 1250
Blanco - - 100 50 1100 1250
Muestra 300 - 100 50 800 1250
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ANEXO 3
CURVA DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES EN TARWI AMARGO

0,70
0,60
0,50

0,40

Absorbancia

0,30

0,20 .

y =39.482x + 0.0112
0,10 ¢ R2=0.9977

0,00
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016 0,018

Concentracion (mg &c. galico/ml)

ANEXO 4
CURVA DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES EN TARWI DESAMARGADO

0,80
0,70
0,60
0,50

0,40

Absorbancia

0,30 e

020 e y = 42.766x + 0.0221
R = 0.9867
0,10

0,00
0,000 0,002 0,004 0006 0008 0010 0012 0014 0016 0,018

Concentracion (mg ac. galico /ml)
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ANEXO 5

CONTENIDO DE HUMEDAD DE LOS 52 ECOTIPOS DE TARWI

HUMEDAD (%)

CcODIGO NOMBRE DE ECOTIPO
Ecotipo amargo Ecotipo desamargado

T1 Altagracia 8.44+£0.10 7.23+£0.04
T2 Compuesto blanco semi precoz 7.46 £0.11 8.58 +0.03
T3 Cholo fuerte 8.98 £0.11 8.33+£0.23
T4 Andenes INIA 8.47 £ 0.06 7.63+0.25
T5 Huénuco 2 9.01+0.11 8.22 +0.33
T6 Patdn grande 8.39+0.12 6.77 £0.05
T7 Lircay —Huancavelica 8.08 £0.23 8.38£0.23
T8 Huancavelica (Sihuas) 8.36 £0.16 6.49 £0.28
T9 Puno 2 8.40 £ 0.07 8.81 +0.43
T10 Puno 1 8.25 £ 0.07 7.34£0.49
T11 Cajamarca 8.01£0.45 7.86 £0.08
T12 Moteado beige 8.34 £0.02 7.68 £ 0.45
T13 Cheje Copani blanco 8.31+£0.26 6.16 £ 0.37
T14 H6 INIA 8.35+£0.28 5.90+0.14
T15 Yanamuclo 008-2 8.07+£0.13 7.85+0.21
T 16 Yunguyo 8.88 £ 0.37 7.90x0.14
T17 Yanamuclo PLGO 8.00+£0.14 555+0.21
T 18 Huénuco 1 8.39£0.19 7.75+0.07
T19 Andenes — 80 8.55+£0.35 6.00£0.0
T20 Pallasca 8.75+0.14 7.65+0.21
T21 Churibamba Huénuco 7.55+0.35 6.76 £0.32
T22 Comercial (mezcla) 8.15+0.49 7.82£0.25
T 23 Chacas 9.80 +0.28 6.99 £0.12
T24 H6 INIA plomo 7.70+0.0 5.60+£0.13
T 25 CD Junin 1 8.27 +0.52 4.77 +0.07
T 26 CD Junin 2 9.13+0.35 7.00 £ 0.08
T 27 CD Junin 3 8.87+0.04 8.28 +0.54
T 28 CD Junin 4 8.79+0.18 5.19 £ 0.04
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<<Continuacién>>

T29 CD Junin 5 8.58 + 0.45 5.06 £ 0.13
T30 CD Junin 6 8.72+0.04 6.33+0.40
T31 CD Junin 9 7.70+0.0 7.80+0.0
T 32 SGC 22 7.90+0.14 5.60 £ 0.28
T33 CD Junin 10-1 8.40 £ 0.57 7.70£0.42
T34 Yunguyo beige 7.65 £ 0.49 5.65 £0.02
T35 Andenes UNALM 7.60+0.28 8.00+0.0
T 36 Yunguyo negro 7.60 £0.28 7.55%0.35
T37 Cheje Copani negro 8.65+0.23 6.00 £ 0.0
T 38 Tauribamba (Sihuas) -1 9.60 £0.28 5.24 £0.03
T 39 CD Junin7-1 9.90+0.14 5.90+0.0
T 40 CD Junin7 -2 8.11+0.16 7.85x0.21
T41 Abancay 7.65+0.13 5.47 £0.28
T42 Vicos 7.75£0.07 5.90+0.0
T 43 Tauribamba blanco 7.73+0.20 5.65+0.21
T44 CD Junin 10-2 8.60 £ 0.18 7.85+0.21
T 45 Huallanca blanco 7.78 £0.26 590+0.14
T 46 H6 INIA blanco 8.35+0.49 6.90 £ 0.28
T 47 Yana tarwi 7.75£0.07 6.40 £ 0.09
T 48 Yanamuclo 008-3 8.50 £0.85 5.95+0.07
T 49 Tauribamba (Sihuas)-2 7.51+£0.26 7.70£0.0
T50 Tauribamba (Sihuas)-3 8.09 £0.23 7.50+0.0
T51 PLGO 3 9.60 £0.28 7.60 £0.28
T52 Huénuco 1 B/N 7.90 +0.14 570 0.0

*2 repeticiones. Promedio + Desv. estandar
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ANEXO 6
PORCENTAJE DE REDUCCION DE GRASA EN TARWI MOLIDO

REDUCCION DE GRASA REDUCCION DE GRASA
CODIGO (%) CODIGO (%)
Amargo Desamargado Amargo Desamargado

T1 13.42 11.42 T27 13.24 10.92
T2 14.07 17.84 T28 14.55 19.98
T3 12.78 18.63 T 29 13.96 16.13
T4 13.58 12.31 T 30 13.06 16.38
T5 11.01 8.27 T31 13.69 9.72
T6 12.33 16.56 T32 15.67 18.72
T7 15.10 14.6 T33 10.56 19.91
T8 12.26 13.12 T34 14.24 16.43
T9 14.01 18.83 T35 12.12 19.51
T10 16.03 16.16 T 36 11.60 17.46
T11 13.74 11.07 T 37 14.00 12.16
T12 14.51 16.96 T38 12.37 17.87
T13 14.20 15.03 T 39 13.23 16.32
T14 16.03 21.41 T 40 14.13 14.48
T15 13.99 17.94 T4 10.41 14.06
T16 14.17 16.48 T 42 14.13 14.96
T17 9.77 16.60 T43 13.10 10.78
T18 11.08 18.78 T 44 13.50 17.63
T19 15.94 13.87 T 45 10.04 18.37
T20 12.58 11.89 T 46 14.56 19.95
T21 13.95 20.02 T 47 13.12 12.77
T22 13.43 13.31 T 48 12.81 15.95
T23 13.63 17.29 T 49 13.83 20.10
T24 11.57 8.58 T 50 15.61 15.71
T25 11.09 16.54 T51 11.14 20.07
T26 12.65 16.69 T52 11.63 15.66
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ANEXO 7

MEDICION EN EL INFRARROJO CON EL ESPECTROMETRO PORTATIL

ok~ WD

(TRU DEFENDER FT)

Figura 31. Equipo portatil ATR-FTIR

Encender el equipo con el boton & (ON/OFF)

Del men( inicial seleccionar la opcion TOOLS con la tecla « (OK)

Posterior seleccionar la opcion MANUAL SCAN, con la tecla « (OK).

Retirar la tapa.

Limpiar completamente el cristal de diamante (@ 2mm) en donde se ubicara la muestra,
esta se ubica en la parte superior del equipo portatil.

Seleccionar la opcion BACKGROUND SCAN, con la tecla « (OK). Dejar por unos
segundos registrar esta lectura.

Posterior colocar la muestra de manera tal que cubra completamente el cristal de
diamante.

Ubicar la tapa de modo que cubra la muestra y encaje en el equipo.
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10.

11.

12.
13.

Seleccionar la opcion SAMPLE SCAN, con la tecla < (OK). Dejar por unos segundos
registrar la lectura del espectro (4000 a 700 cm™).

Concluida la lectura, se puede observar el espectro en su totalidad; para ello presionar
la tecla « (OK), y seleccionar la opcion VIEW ESPECTRUM.

Para exportar (guardar) el espectro, primero volver al mend presionado la tecla X (atras).
Luego presionar la tecla # (OK), seleccionar la opcién EXPORT y guardar en el
formato spc.

Para realizar la siguiente lectura, presionar cualquier tecla.

Luego continuar con el procedimiento mencionado anteriormente desde el paso 5, para

cada repeticion y/o muestra.
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CONTENIDO PROTEICO EN TARWI AMARGO Y DESAMARGADO

ANEXO 8

PROTEINA (%)

CODIGO
AMARGO DESAMARGADO

T1 43.76 +0.08 51.51 +0.78
T2 40.22 +0.37 42.07 +0.17
T3 42.94 + 0.57 44.72 +0.30
T4 38.90 + 0.99 49.50 + 1.67
T5 39.39 +0.18 49.20 + 0.05
T6 43.23+0.26 51.27 +0.21
T7 39.30 + 0.07 40.49 +0.22
T8 37.66 + 0.52 47.51 +0.09
T9 37.00 +0.13 44.24 +0.19
T 10 34.46 +0.32 50.57 +0.91
T11 41.32 +0.08 55.83 + 0.06
T12 41.43 +0.24 52.43 +1.09
T13 37.65 +0.48 52.09 + 0.52
T 14 38.10 £ 0.10 54.61 + 0.86
T15 40.74 + 0.61 54.74 + 0.66
T 16 38.33+0.13 50.81 + 0.05
T17 41.88 +0.24 55.43 + 0.33
T 18 40.04 +0.10 45.88 + 1.02
T19 37.72+0.19 47.92 +0.09
T 20 41.55 +0.14 56.75 + 0.16
T21 41.59 +0.32 52.94 + 0.50
T22 40.75 + 0.51 53.43 + 1.86
T23 37.61+0.19 52.03 +0.79
T 24 38.80 + 0.63 53.11 + 0.45
T25 40.29 + 0.88 50.4 +0.31
T 26 39.12 + 0.52 50.39 + 0.97
T 27 39.14 £ 0.74 52.30 + 0.55
T 28 38.21+1.33 48.98 +1.23
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T29 40.21 £ 0.35 50.51+1.33
T30 37.64 +£0.54 54.24 + 0.07
T31 40.81 £ 0.57 54.80 £ 0.32
T 32 39.75 £ 0.46 54.04 +0.03
T 33 38.03 +£0.32 49.48 + 0.09
T34 35.95+0.28 46.49 +1.36
T35 38.72 +0.10 47.78 +£0.09
T 36 37.54+£0.84 49.70 £ 023
T 37 37.91+0.17 47.31+0.20
T 38 39.71+0.20 51.23+0.25
T 39 40.27 £ 0.36 50.42 £ 0.61
T 40 38.03+1.16 47.99 +1.06
T41 40.99 £ 0.80 51.28 £ 0.40
T 42 40.48 £0.15 50.63 +£1.42
T 43 38.63 £ 0.01 49.70 +0.28
T44 38.73£0.33 47.86 +0.12
T 45 39.11 £0.15 49.41 +0.19
T 46 40.79+£0.92 45.12 + 0.47
T 47 42.87+£1.22 52.00 +0.02
T 48 40.15+0.30 50.65 +0.41
T 49 39.77 £0.39 45.83 +0.77
T 50 38.10 £ 0.16 46.96 + 0.09
T51 43.49 +£0.20 49.96 + 0.49
T 52 40.43+0.72 52.03+0.31

Gramos de proteina en 100g de tarwi integral molido (base seca). n=2. Promedio + Desv.

estandar
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ANEXO 9

CONTENIDO DE FENOLICOS TOTALES EN TARWI AMARGO Y

DESAMARGADO

FENOLICOS (mg EAG/ 100 g)

CODIGO
AMARGO DESAMARGADO
T1 505.32 + 0.93 174.02 +5.57
T2 526.80 + 6.24 103.17 +2.76
T3 510.78 + 7.41 96.50 + 2.12
T4 522.75 + 3.95 179.55 + 1.09
T5 479.63 + 6.56 176.97 + 3.40
T6 498.50 +0.77 156.18 + 0.99
T7 495.37 + 6.24 112.44 + 2.44
T8 487.81 +12.92 146.96 + 2.44
T9 461.31 + 6.61 94.45 + 0.62
T 10 486.88 + 5.34 156.50 + 4.91
T11 469.97 + 3.04 111.54 + 4.10
T12 519.94 + 17.42 127.13 £ 4.20
T13 510.87 + 9.36 136.05 + 1.12
T14 484.90 + 14.39 164.42 +6.01
T15 474.19 + 15,51 174.36 + 1.37
T 16 513.39 + 0.54 187.89 +2.92
T17 503.63 + 2.04 152.74 + 1.21
T 18 469.26 + 6.48 163.81 + 0.22
T19 508.32 + 1.71 116.33 +2.12
T 20 494.19 + 0.39 155.59 + 3.46
T21 489.93 + 14.40 119.53 +0.76
T22 472.71 £5.42 190.12 + 0.95
T23 449.52 + 18.39 160.62 + 1.03
T 24 496.35 + 10.93 162.42 + 6.07
T25 520.43 + 1.93 157.69 + 1.05
T 26 526.71 £ 3.5 149.40 + 2.82
T 27 520.91 + 11.18 150.44 + 2.92
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T 28 505.52 +2.46 148.18 £ 3.34
T29 480.49 + 7.78 144.40 £ 0.23
T30 487.16 + 8.27 192.31 £3.12
T31 490.06 + 3.66 108.91 £ 0.95
T 32 483.09 + 5.34 125.92 +1.29
T 33 487.48 + 15.49 168.18 + 0.68
T34 466.65 + 3.86 164.89 + 3.39
T35 437.39 + 3.65 135.82£1.91
T 36 473.68 +10.88 193.70 £ 7.40
T 37 508.78 +13.21 185.42 + 4.06
T 38 496.12 +9.97 156.34 + 4.29
T 39 476.27 +11.80 182.27 +1.61
T 40 488.81 + 3.58 14473 £ 4.37
T41 509.58 + 11.13 184.54 +7.37
T 42 494.95 + 0.83 135.50 + 2.64
T 43 480.46 + 5.47 133.33 +6.61
T44 492.34 +11.99 131.97 + 1.57
T 45 499.12 + 3.82 204.67 £0.95
T 46 494,77 + 4.44 106.79 +1.13
T 47 488.77 +10.41 113.63 +1.99
T 48 483.50 + 10.08 147.23 +0.70
T 49 494.62 + 3.95 128.72 + 4.93
T 50 460.91 + 2.89 126.17 + 3.26
T51 428.49 +1.79 102.96 + 1.02
T 52 455.44 +11.72 116.84 + 3.70

mg AGE/100 g = Miligramos equivalente de acido galico en 100 g de tarwi integral molido

(base seca). n=2. Promedio + Desv. estandar
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ANEXO 10
VECTOR DE REGRESION DEL MODELO DE CALIBRACION PARA EL
CONTENIDO DE PROTEINA EN TARWI AMARGO Y DESAMARGADO

Ecuacion de calibracion: Y (contenido de proteina) = a1 A1 + a2 A2+ az Az + ... + a106 A106

a: Cargas o pesos a determinado nimeros de onda
A: Absorbancia a determinado nimero de onda

NMERO VECTOR DE NUMERO VECTOR DE
DE ONDA REGRESION DE ONDA REGRESION

1432.74 a -1050.6633 1584.92 854 -3542.2192
1435.61 a2 -368.6135 1587.79 as5 -4022.2217
1438.48 a3 358.6154 1590.66 8s6 -4632.5020
1441.36 aa 1036.2831 1593.53 as7 -4671.8477
1444.23 as 1754.2692 1596.40 as8 -4665.3862
1447.10 a6 2610.3953 1599.27 859 -5031.0151
1449.97 ar 3175.2383 1602.14 aso -4741.1104
1452.84 as 3800.2554 1605.02 ap1 -5412.2920
1455.71 a9 4445.3696 1607.89 862 -5516.9775
1458.58 aio 4550.5420 1610.76 a63 -5206.9966
1461.45 au 4453.7476 1613.63 ap4 -4911.1895
1464.33 a12 4304.7778 1616.50 865 -4731.0894
1467.20 a3 3969.5154 1619.37 a66 -4364.9976
1470.07 a4 3335.3420 1622.24 ap7 -4033.7988
1472.94 a5 2786.9236 1625.11 a68 -3622.7185
1475.81 a6 2087.1045 1627.98 869 -3376.2302
1478.68 a7 1335.9985 1630.86 aro -3033.4453
1481.55 a8 587.4310 1633.73 arn -2476.3333
1484.42 a9 -41.3418 1636.60 ar2 -2560.7170
1487.29 a20 -177.6357 1639.47 ars -2428.5139
1490.17 821 -897.4223 1642.34 ars -2360.5659
1493.04 822 -1658.1483 1645.21 ars -2148.9880
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1495.91 @23 -2282.6458 1648.08 are -2152.1689
1498.78 az4 -2926.6860 1650.95 ar -1933.6611
1501.65 azs -3419.4189 1653.83 ars -1928.2565
1504.52 az6 -3865.4614 1656.70 aro -1730.4662
1507.39 8a7 -4438.9365 1659.57 aso -1422.6399
1510.26 azs -4387.7495 1662.44 as1 -842.3301
1513.14 @29 -4338.7378 1665.31 as2 -63.7862

1516.01 830 -3920.3501 1668.18 as3 802.1117

1518.88 as1 -3066.0347 1671.05 as4 2140.4878
1521.75 as2 -2312.4353 1673.92 ags 3587.4709
1524.62 as3 -1276.5013 1676.80 ass 5021.8130
1527.49 as4 -266.3657 1679.67 ag7 6326.1211
1530.36 ass 919.9883 1682.54 dss 7422.5801
1533.23 ass 2059.1990 1685.41 as9 8060.6982
1536.11 as7 3094.8489 1688.28 a0 8744.0605
1538.98 ass 4026.4543 1691.15 o1 8878.6445
1541.85 as9 4865.2842 1694.02 892 8611.7061
1544.72 a0 5442.9204 1696.89 893 7849.7310
1547.59 a1 5612.5986 1699.77 a4 7102.1289
1550.46 a2 5714.6655 1702.64 ags 5198.9243
1553.33 a3 5601.3940 1705.51 a6 4251.7119
1556.20 Qa4 4967.8335 1708.38 a7 2714.3320
1559.08 Qs 4461.5815 1711.25 aos 1236.5493
1561.95 Qs 3609.2971 1714.12 a9 -211.0225
1564.82 a7 2551.4963 1716.99 a100 -1236.4249
1567.69 aus 1386.4486 1719.86 a101 -2304.1165
1570.56 849 -14.1493 1722.74 a102 -2929.0645
1573.43 as0 -1109.5426 1725.61 a103 -3726.9795
1576.30 851 -2164.8511 1728.48 a104 -3892.6445
1579.17 852 -2861.9985 1731.35 a105 -4051.3572
1582.05 as3 -3370.3245 1734.22 a106 -4355.3379
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ANEXO 11
NUMERO OPTIMO DE FACTORES PARA EL MODELO PLSR
DE PROTEINA EN TARWI AMARGO Y DESAMARGADO

# of Factors

ANEXO 12
PREDICCION DEL CONTENIDO DE FENOLICOS TOTALES EN
TARWI AMARGO Y DESAMARGADO
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ANEXO 13
VECTOR DE REGRESION DEL MODELO DE CALIBRACION PARA EL
CONTENIDO DE FENOLICOS TOTALES EN TARWI AMARGO

Ecuacion de calibracion:

Y (contenido de fendlicos totales) =a; Ai+az Az +as Az +...+ age Asgo

a: Cargas o pesos a determinado nimeros de onda
A: Absorbancia a determinado nimero de onda

NUMERO VECTOR DE NUMERO VECTOR DE
DE ONDA REGRESION DE ONDA REGRESION
1401.16 | a 4720.1177 1627.98 | as -17784.0508
1404.03 | a 9651.8467 1630.86 | as -17675.1875
1406.90 | as 15050.9336 1633.73 | as -19334.9336
1409.77 | a 19097.4590 1636.60 | a9 -26147.3555
1412.64 | as 19665.8906 1639.47 | aso -30896.2422
141551 | ag 16464.8262 1642.34 | as1 -36833.5469
1418.39 | ar 12820.4092 1645.21 | as -42469.0430
1421.26 | as 8806.1133 1648.08 | ass -48148.0898
142413 | ag 598.6898 1650.95 | ass -51873.5352
1427.00 | a0 -9196.8447 1653.83 | ass -55187.7109
1429.87 | an -19965.6309 1656.70 | ass -54274.6953
1432.74 | ar -29155.1445 1659.57 | as -51587.6719
1435.61 | a3 -40122.7031 1662.44 | ass -46567.7734
1438.48 | aw -51687.7031 1665.31 | aso -40524.2031
1441.36 | as -61319.8945 1668.18 | aso -34002.8359
1444.23 | as -70753.8906 1671.05 | as -28888.4512
1447.10 | ary -74397.5781 1673.92 | as -24138.2383
1449.97 | as -78296.1172 1676.80 | ass -18861.2188
1452.84 | ag -77846.1172 1679.67 | ass -14276.6553
1455.71 | ax -76048.4141 1682.54 | ass -11783.8369
1458.58 | ax -72728.7734 1685.41 | ass -8796.2920
1461.45 | ax -68832.2422 1688.28 | as7 -6352.9717
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1464.33 a3 -63687.4102 1691.15 ass -997.8177
1467.20 a4 -55549.6797 1694.02 as9 3040.2493
1470.07 azs -47072.4688 1696.89 arn 3927.6763
1472.94 | az -35439.2070 1699.77 arn1 2434.8413
1475.81 az7 -21742.6523 1702.64 arn 399.4279
1478.68 azs -6901.3721 1705.51 az3 -1762.3767
1481.55 a9 10894.0166 1708.38 ar4 -5316.3188
1484.42 aso 31633.5430 1711.25 ars -11561.8604
1487.29 as1 50664.9180 1714.12 are -14848.2266
1490.17 as2 69833.3047 1716.99 arz -16428.6523
1493.04 | as3 89266.7578 1719.86 ars -17077.2754
1495.91 as4 107603.8516 1722.74 arg -14727.5430
1498.78 ass 123416.8906 1725.61 aso -12147.8164
1501.65 ass 134487.5156 1728.48 as1 -6703.9722
1602.14 | as7 -83522.6563 1731.35 as2 -1169.3368
1605.02 ass -69874.9766 1734.22 ass 5537.2427
1607.89 asg -54958.6523 1737.09 as4 17292.2910
1610.76 a40 -39933.3242 1739.96 ass 25354.7520
1613.63 1 -33061.2344 1742.83 ase 32996.1836
1616.50 42 -27769.2266 1745.71 as7 40833.2734
1619.37 43 -21750.9785 1748.58 ass 48357.0195
1622.24 | au -19273.0176 1751.45 asg 53871.0625
1625.11 45 -17572.9355
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ANEXO 14
VECTOR DE REGRESION PARA EL MODELO DE CALIBRACION DEL
CONTENIDO DE FENOLICOS TOTALES EN TARWI DESAMARGADO

Ecuacion de calibracion:

Y (contenido de fendlicos totales) = a; A1 + a2 Ao+ az Az + ... + ago Ago

a: Cargas o pesos a determinado nimeros de onda
A: Absorbancia a determinado nimero de onda

NUMERO VECTOR DE NUMERO VECTOR DE

DE ONDA REGRESION DE ONDA REGRESION
1401.16 | a -78020.9453 1625.11 | ase -6122.9243
1404.03 | a -78734.7344 1627.98 | as -7071.9702
1406.90 | a3 -77351.5625 1630.86 | ass -422.4891
1409.77 | a4 -80680.7266 1633.73 | au 3781.7490
1412.64 | as -82221.5156 1636.60 | aso 971.2373
141551 | as -83631.6719 1639.47 | as -1751.2656
1418.39 | a -83640.6797 1642.34 | as -10374.8447
1421.26 | ag -79032.5000 1645.21 | ass -16069.2393
142413 | ag -76318.3359 1648.08 | asq -23616.6992
1427.00 | awo -69488.0703 1650.95 | ass -34932.7148
1429.87 | an -59284.0703 1653.83 | ase -51501.1055
1432.74 | an -40740.0820 1656.70 | as -66512.2031
143561 | a3 -19143.2715 1659.57 | ass -82857.0859
1438.48 | au 312.7792 1662.44 | as -96535.9688
1441.36 | ais 19983.3848 1665.31 | aso -105615.8516
1444.23 | as 32484.5371 1668.18 | as -101897.6172
1447.10 | a7 42637.1172 1671.05 | ag -90063.0000
1449.97 | ais 41782.2734 1673.92 | ags -74066.7344
1452.84 | a9 38139.1523 1676.80 | a4 -47105.3906
1455.71 | a0 37202.4805 1679.67 | ags -18127.3809
1458.58 | ax 35079.8945 1682.54 | age 13601.2949
1461.45 | ax 30268.3203 1685.41 | a7 40297.8203
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1464.33 a3 28903.9727 1688.28 ass 47084.8125
1467.20 a4 28995.4863 1691.15 as9 46592.0664
1470.07 azs 29154.3027 1694.02 aro 37372.5664
1472.94 a6 32449.9688 1696.89 an 16759.9023
1475.81 az7 34536.1914 1699.77 ar2 -7313.3525
1478.68 azs 37372.9727 1702.64 az3 -30002.9414
1481.55 a9 42175.2461 1705.51 ar4 -46637.7695
1484.42 aso 49510.1328 1708.38 ars -55470.5469
1487.29 as1 50355.3320 1711.25 aze -62311.4180
1490.17 as2 57480.2695 1714.12 arz -64088.8633
1493.04 as3 56583.3477 1716.99 ars -61743.4922
1495.91 as4 53254.9531 1719.86 arg -63216.0391
1498.78 ass 46228.1797 1722.74 aso -58660.9219
1501.65 ass 41382.4570 1725.61 as1 -56560.3281
1599.27 asz -22759.1563 1728.48 as2 -49404.5039
1602.14 ass -22605.1816 1731.35 ass -43453.5273
1605.02 asg -23523.9980 1734.22 as4 -40036.0625
1607.89 40 -25854.0547 1737.09 ass -34085.5078
1610.76 1 -21167.1270 1739.96 ase -29792.1250
1613.63 42 -18361.1094 1742.83 as7 -19934.5918
1616.50 3 -16846.1152 1745.71 ass -12305.8848
1619.37 4 -12608.9805 1748.58 asg -3053.8103
1622.24 U5 -8094.7471 1751.45 ag 7782.8286
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ANEXO 15

NUMERO OPTIMO DE FACTORES PARA EL MODELO
PLSR DE COMPUESTOS FENOLICOS EN TARWI AMARGO

SEV

# of Factors
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ANEXO 16
ECOTIPOS AMARGOS PARA LA CALIBRACION

DE FENOLICOS TOTALES

CODIGO NOMBRE CODIGO NOMBRE
T1 Altagracia T 28 CD Junin 4
T3 Cholo fuerte T30 CD Junin 6
T4 Andenes INIA T31 CD Junin 9
T5 Huénuco 2 T 32 SGC 22
T6 Paton grande T 36 Yunguyo negro
T7 Lircay — Huancavelica T 37 Cheje Copani negro
T8 Huancavelica (Sihuas) T 39 CDJunin7-1
T9 Puno 2 T 40 CD Junin 7 -2
T 10 Puno 1 T41 Abancay
T11 Cajamarca T 42 Vicos
T13 Cheje Copani blanco T 43 Tauribamba blanco
T14 H6 INIA T 44 CD Junin 10-2
T 17 Yanamuclo PLGO T 46 H6 INIA blanco
T 18 Huanuco 1 T 47 Yana tarwi
T 20 Pallasca T 48 Yanamuclo 008-3
T21 Churibamba Huanuco 4384 | T 49 Tauribamba (Sihuas)-2
T24 H6 INIA plomo T 50 Tauribamba (Sihuas)-3
T25 CD Junin 1
e oD Junin 3 T52 Huénuco 1 B/N
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ANEXO 17

NUMERO OPTIMO DE FACTORES PARA EL MODELO PLSR
DE COMPUESTOS FENOLICOS EN TARWI DESAMARGADO

# of Factors
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ANEXO 18
ECOTIPOS DESAMARGADOS PARA LA CALIBRACION

DE FENOLICOS TOTALES

CODIGO NOMBRE CODIGO NOMBRE

T1 Altagracia T 27 CD Junin 3

T3 Cholo fuerte T 28 CD Junin 4

T4 Andenes INIA T 29 CD Junin 5

T5 Huénuco 2 T 32 SGC 22

T6 Paton grande T 33 CDJunin10-1
T7 Lircay — Huancavelica T 34 Yunguyo beige
T9 Puno 2 T35 Andenes UNALM

T 10 Puno 1 T 36 Yunguyo negro
T11 Cajamarca T 37 Cheje copani negro
T12 Moteado beige T 38 Tauribamba (Sihuas) -1
T13 Cheje Copani blanco T 39 CD Junin 7- 1
T14 H6 INIA T 40 CD Junin 7 -2
T16 Yunguyo T 42 Vicos

T17 Yanamuclo PLGO T 43 Tauribamba blanco
T18 Huanuco 1 T 44 CD Junin 10-2
T19 Andenes — 80 T 48 Yanamuclo 008-3

T 20 Pallasca T 49 Tauribamba (Sihuas)-2
T21 Churibamba Huénuco 4384 | T 50 Tauribamba (Sihuas)-3
T25 CD Junin 1 T51 PLGO 3

T 26 CD Junin 2 T 52 Huanuco 1 B/N
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