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RESUMEN

Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) tiene beneficios para la salud con posibilidades
prometedoras para la industria alimentaria. El objetivo general fue estudiar el efecto del
desamargado, extrusion y secado por aspersion en los componentes nutricionales y
funcionales del tarwi (L. mutabilis). Tres genotipos (Altagracia, Andenes y Yunguyo) fueron
procesados bajo los siguientes tratamientos: desamargado (en agua); extrusion (después del
desamargado); y secado por aspersion con maltodextrina y goma ardbiga (después del
desamargado seguido de molienda humeda vy filtracion de sélidos gruesos). El tratamiento
de procesamiento presentd un efecto predominante sobre todos los componentes
nutricionales y funcionales mientras que el genotipo mostré un efecto limitado. Las proteinas
y los lipidos (47.4 y 16.2 g/100 g MS) del lupino amargo (control) se modificaron por el
procesamiento. Los extruidos tuvieron un mayor contenido de proteina (55.7 g/100 g) y
digestibilidad (68.1%), con bajo dafio térmico (8.7 mg de furosina/100 g de proteina), que
los lupinos desamargados. Se encontré dafio térmico en las muestras secadas con adicion de
maltodextrina (54.1+20.7 mg de furosina/100 g de proteina; 0.60 mg de
hidroximetilfurfural/kg; 0.58 mg de glucosilisomaltol/kg), y una alta digestibilidad (72.8-
74.0%). El procesamiento mejord la digestibilidad, sin inducir dafios térmicos relevantes. El
secado por aspersion afecto significativamente (p<0.05) a los compuestos fendlicos totales
(TPC) y su actividad antioxidante, disminuyéndolos en contenido. Los lipidos influyeron
negativamente en la cuantificacion de TPC; por esta razon, las muestras desengrasadas
tuvieron mas alto TPC y capacidad antioxidante que las muestras sin desengrasar. En todas
las muestras de lupino sin procesar y procesado se encontraron y-tocoferol en abundancia,
luteina en cantidades pequefias, y trazas de zeaxantina. EI desamargado y la extrusion no
afectaron significativamente (p>0.05) los contenidos de los tocoferoles y carotenoides. El
tarwi (lupino Andino) contiene nutrientes y compuestos bioactivos importantes para la

nutricién y la salud humana.

Palabras clave: Bebida de lupino; extrusion; dafio térmico; Lupinus mutabilis; secado por

aspersion.



ABSTRACT

Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) had health benefits with promising possibilities for the food
industry. The general objective was to study the effect of debittering, extrusion and spray
drying on the nutritional and functional components of tarwi (L. mutabilis). Three genotypes
(Altagracia, Andenes and Yunguyo) were processed under the following treatments:
debittering (water); extrusion (after debittering); and spray drying with maltodextrin and
gum arabic (after debittering followed by wet-grinding and filtering of coarse solids).
Processing treatment showed a predominant effect on all nutritional and functional
components while the genotype showed a limited effect. The proteins and lipids (47.4 and
16.2 g/100 g MS) of bitter lupin (control) were modified by processing. The extrudates had
higher protein content (55.7 g/100 g) and digestibility (68.1%), with low heat damage (8.7
mg of furosin/100 g of protein), than the debittered lupins. Thermal damage was found in
dried samples with addition of maltodextrin (54.1+20.7 mg of furosin/100 g of protein; 0.60
mg of hydroxymethylfurfural/kg; 0.58 mg of glucosylisomaltol/kg), and a high digestibility
(72.8 - 74.0%). Processing improved digestibility without inducing relevant heat damage.
Spray drying significantly affected (p<0.05) the total phenolic compounds (TPC) and their
antioxidant activity, reducing their content. Lipids negatively influenced TPC quantification;
for this reason, the defatted samples had higher TPC and antioxidant capacity than the non-
defatted samples. In all samples of unprocessed and processed lupin, were found v-
tocopherol in abundance, lutein in small quantities, and zeaxanthin in traces. Debittering and
extrusion did not significantly affect (p>0.05) the contents of tocopherols and carotenoids.
The tarwi (Andean lupin) contains nutrients and bioactive compounds important for nutrition

and human health.

Keywords: Lupin drink; extrusion; heat damage; Lupinus mutabilis; spray drying.



l. INTRODUCCION

El lupino Andino (Lupinus mutabilis Sweet), es una leguminosa y una de las cuatro especies
del género Lupinus cultivados en el mundo (Lupinus albus, Lupinus luteus y Lupinus
angustifolius). Las cuatro especies de lupino son ricas en proteinas y lipidos (ricos en acidos
grasos monoinsaturados y poliinsaturados) (Bahr et al. 2014; Carvajal-Larenas et al. 2016).
L. mutabilis es una fuente prometedora de nutrientes (Carvajal-Larenas et al. 2016; Hickisch
et al. 2016; Caligari et al. 2000; Gross et al. 1988), y tiene el mayor contenido de proteinas
y lipidos (32-53% y 13-25%, respectivamente) entre las especies de lupinos cultivadas
(Carvajal-Larenas et al. 2016). Los estudios nutricionales muestran que los lupinos se
pueden comparar con la soya por su contenido nutricional (Kaczmarska et al. 2018); ademas,
pueden ser empleados en el enriquecimiento de la harina de trigo para mejorar el equilibrio
de aminoacidos y aumentar el contenido de proteinas de muchos productos, tal como en la
panaderia y en la preparacion de alimentos funcionales y dietéticos (Villarino et al. 2015;
Gulemes-Vera et al. 2004).

El lupino Andino contiene muchos compuestos bioactivos que son importantes para la salud
(Berghout et al. 2015), tales como: los compuestos fendlicos, tocoferoles y carotenoides
(Ranilla et al. 2009; Czubinski et al. 2019); ademas estos compuestos bioactivos presentan
una alta actividad antioxidante dependiendo de la variedad y genotipo. Los compuestos
fendlicos son los mas abundantes metabolitos secundarios presentes en las leguminosas
(Duenias et al. 2009), como el lupino; ademés estos compuestos fendlicos se consideran
como antioxidantes naturales, que pueden prevenir el desarrollo de muchas enfermedades,

como arteriosclerosis, cancer, y otros (Arnoldi et al. 2015).

El mayor efecto terapéutico de los compuestos fendlicos, debido a la actividad antioxidante,
depende de su estructura quimica, incluyendo el nimero de grupos hidroxilo y su posicion.
Los antioxidantes son capaces de frenar la oxidacién de otras moléculas importantes para el
organismo (Oomah et al. 2006). La capacidad antioxidante producida por la presencia de los

polifenoles puede contrarrestar los radicales libres minimizando el dafio celular del



organismo (Lammi et al. 2016; Guerreo-Ochoa et al. 2015). Los tocoferoles presentan una
potente actividad antioxidante y tiene muchos beneficios para la salud humana, como
actividad anticancerigena (Saini y Keum 2016). Los carotenoides también presentan
actividad antioxidante. El consumo de carotenoides a traves de nuestra dieta alimenticia
puede reducir el riesgo de diabetes y enfermedades cardiovasculares gracias a su poder
antioxidante (Kourouma et al. 2019). El interés comercial por el lupino Andino procesado
se esta incrementando; por consiguiente, existe la necesidad de investigar que ocurre con los

compuestos bioactivos durante su procesamiento.

Todos los lupinos contienen factores antinutricionales, principalmente alcaloides amargos,
mas altos en L. mutabilis (28.0 g/kg) y més bajos en L. albus (1.8 g/kg; Carvajal-Larenas et
al. 2016), cuyo contenido debe reducirse seleccionando especies de bajo contenido de
alcaloides o adoptando procesos de desamargado, como hervir y remojar en agua corriente
(Musco et al. 2017). La extrusion mejora las propiedades de la fibra de las capas de semillas
de lupino, e inactiva muchas enzimas alimentarias (Zhong et al. 2019). El secado por
aspersion o tambien llamado atomizacion, es otro proceso tecnolégico que mejora el valor
nutricional, la solubilidad y la estabilidad del alimento, y reduce la degradacion de los

compuestos bioactivos (Sosnik y Seremeta 2015).

El proceso tecnologico (desamargado, extrusion y secado por aspersion) modifica muchas
caracteristicas quimicas, fisicas, enzimaticas y digestibilidad de las legumbres. Estos
procesos mejoran el valor nutricional (Palanisamy et al. 2018), y al mismo tiempo podrian
generar compuestos toxicos producto de un dafio térmico (hidroximetilfurfural, furosina)
(Islam et al. 2014). En tal sentido, es necesario estudiar el efecto del proceso tecnologico
durante la elaboracién de los alimentos, con fines de obtener productos de alto valor
nutricional y sin presencia de compuestos toxicos. Por lo tanto, el objetivo general de esta
investigacion fue estudiar el efecto del desamargado, extrusion y secado por aspersion en los
componentes nutricionales y funcionales del tarwi (L. mutabilis). Los objetivos especificos
de la investigacion fueron: (1) evaluar el efecto del proceso de desamargado, extrusion y
secado por aspersion sobre la composicion quimica proximal, la digestibilidad in vitro de las
proteinas y los marcadores de dafio por calor, en tres genotipos (Altagracia, Andenes y
Yunguyo) del tarwi; (2) estudiar el efecto del proceso de desamargado, extrusién y secado
por aspersion sobre los componentes fendlicos totales y su capacidad antioxidante, en tres

genotipos (Altagracia, Andenes y Yunguyo) del tarwi; y (3) determinar el efecto del proceso

2



de desamargado, extrusion y secado por aspersion sobre los tocoferoles y carotenoides, en

tres genotipos (Altagracia, Andenes y Yunguyo) del tarwi.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 LUPINO (L. mutabilis)

El lupino (L. mutabilis), es una leguminosa de la region andina de Sudamérica, ampliamente
utilizada por la poblacion como alimento, de forma tradicional (Camarena et al. 2012). En
Per( también es llamado Chocho por el norte o Tarwi por el sur y centro (Miano et al. 2015;
Camarena et al. 2012; Neves 1993) y su hébitat es en zonas elevadas. Esta leguminosa
presenta alto contenido de proteinas y lipidos (Carvajal-Larenas et al. 2014; Carvajal-
Larenas et al. 2016).

Existen muchos genotipos de L. mutabilis, en diversas partes del Peru, de los cuales los mas
conocidos son: AAHO (La Libertad); Altagracia, Cholo Fuerte y Vicos (Ancash); H6,
Moteado Beige y Compuesto Blanco Semiprecoz (Junin); Andenes (Cuzco); Yunguyo
(Puno) (Camarena et al. 2012; Neves 1993). Gross et al. (1988) indican que las especies: L.
albus, L. angustifolius y L. luteus, son originarios de Europa, en cambio el L. mutabilis es
originario de América. Segun Planchuelo (1999) los lupinos pueden ser agrupados como

“Lupino dulce” y “Lupino amargo”.

2.2 COMPOSICION NUTRICIONAL DEL LUPINO

El L. mutabilis se utiliza principalmente como fuente de proteinas en la nutricién humana y
animal en diversas partes del mundo, y su consumo ha aumentado en los Gltimos afios
(Glemes-Vera et al. 2004). Esta legumbre se esta considerando como un cultivo prometedor
para la mayoria de los paises, y especialmente en Per(, donde su produccion esta creciendo
desde que comenzd a ser incentivada por su composicidn nutricional que presenta el lupino
(Miano et al. 2015).

El L. mutabilis presenta 38.85 g/100 g b.h. (base hiimeda), de proteinas, segun Marrou et al.
(2011); segun Carbajal-Larena et al. (2013) presenta un contenido proteico de 41.4 g/100 g
b.s. (base seca). Los aminoacidos en promedio que se encuentran en el lupino son: alanina

(3.3 g/100 g proteinas), arginina (10.2 g/100 g proteinas), acido aspartico (9.6 g/100 g



proteinas), acido glutdmico (24.3 g/100 g proteinas), glicina (3.8 g/100 g proteinas),
isoleucina (4.2 g/100 g proteinas), leucina (7.0 g/100 g proteinas), lisina (5.8 g/100 ¢
proteinas), fenilalanina (3.5 g/100 g proteinas), prolina (3.8 g/100 g proteinas), serina (4.9
g/100 g proteinas), treonina (3.5 g/100 g proteinas), histidina (3.5 g/100 g proteinas),
triptéfano (0.8 g/100 g proteinas), tirosina (4.0 g/100 g proteinas), valina (3.8 g/100 g
proteinas), cistina (1.6 g/100 g proteinas) y metionina (0.8 g/100 g proteinas). En general, el
contenido de amino&cidos en lupino amargo y desamargado no difiere mucho. Por otro lado,
entre especies de lupinos existen pequefias diferencias en cuanto al contenido de
aminoécidos esenciales (Carvajal-Larenas et al. 2016).

En cuanto a los demas nutrientes, Marrou et al. (2011) indican que el lupino (L. mutabilis)
presenta: humedad (18.72 g/100 g), extracto etéreo (21.86 g/100 g), fibra cruda (6.18 g/100
g), carbohidratos (10.11 g/100 g), cenizas (4.28 g/100 g). Ademas, presenta los siguientes
minerales: potasio (153.46 mg/100 g), fosforo (344.67 mg/100 g), hierro (1.08 mg/100 g),
sodio (55.86 mg/100 g), calcio (72.85 mg/100 g). Asimismo, el lupino contiene algunas
vitaminas como: vitamina B1 (0.47 mg/100 g), Vitamina B2 (0.24 mg/100 g), Vitamina B3
(1.17 mg/100 g). Por otro lado, la composicion nutricional de las semillas de lupino, variedad
“Inti”, con bajos niveles de alcaloides cultivadas en el sur de Chile son 51, 16 y 14.7% de
proteinas, lipidos y oligosacaridos, respectivamente. La calidad de las proteinas de esta
variedad no es tan buena debido a los niveles bajos de aminoacidos de azufre que se
encuentra en sus proteinas. En cuanto a los acidos grasos, este lupino presenta: C16:0,
13.9%; C18:0, 3.0%; C18:1, 41.8%; C18:2, 38.9%); y CI8:3, 2.6% de &cidos grasos totales.
Ademas, los oligosacaridos son: rafinosa (2.49%); estaquiosa (10.1%), verbascosa (0.85%)
(Gross et al. 1988).

2.3 CALIDAD DE LAS PROTEINAS

La calidad de la proteina de los alimentos depende de muchos factores, por ejemplo, el
contenido de aminoacidos esenciales, biodisponibilidad de aminoacidos esenciales y
digestibilidad de las proteinas. Las proteinas del huevo y de la leche son generalmente
consideradas como las mejores proteinas de calidad; por esta razdn, la calidad de proteinas
de otras fuentes alimenticias puede ser determinada por una simple comparacion entre las
proteinas del alimento a evaluar y las proteinas del huevo o de la leche (Pires et al. 2006;
Hur et al. 2011; Almeida et al. 2015).



La calidad de las proteinas se evalla a través de ensayos de digestibilidad in vitro, midiendo
EAA (aminoacidos esenciales), AAS (score de aminoacidos) y PDCAAS (score de
aminoécidos corregido por la digestibilidad de la proteina) (Almeida et al. 2015). Los
ensayos EAA y AAS no consideran si realmente la proteina es digerible o no es facilmente
digerible (Mokrane et al. 2010). En cambio, el score de aminoacidos corregido por la
digestibilidad de la proteina (PDCAAS) es un método que toma en cuenta los ensayos de
AAS vy digestibilidad de la proteina del alimento para determinar la calidad de la proteina.
La digestibilidad de proteinas es un indicador muy potente para estimar la disponibilidad de
proteinas para la absorcion intestinal después de la digestion (Hur et al. 2011). En términos
generales, la calidad de las proteinas del lupino se ve afectada por la deficiencia de metionina
y triptéfano. Mayormente, la calidad aminoacidica se mejora mezclando harinas de
diferentes alimentos; como, por ejemplo una mezcla de cereales y leguminosas: quinua,

kiwicha, lupino y soya (Borquez 2008; Carvajal-Larenas et al. 2016).

2.3.1 Digestibilidad in vitro de las proteinas

El analisis de la digestibilidad in vitro de proteinas es un método muy utilizado para
determinar el parametro de digestibilidad de los alimentos. Este analisis simula, mediante
enzimas proteoliticas (ejemplo: pepsina, pancreatina, papaina), los procesos digestivos que

ocurren en el tracto gastrointestinal humano (Hur et al. 2011).

La utilizacion biolégica de una proteina depende principalmente de su digestibilidad por las
peptidasas gastricas, pancreaticas e intestinales; su composicion, particularmente con
respecto a los aminoacidos esenciales; y la absorcion o transporte de aminoacidos di- tri-
péptidos en la sangre. Los métodos in vitro desempefian un papel importante en el analisis
de la digestibilidad de las proteinas, y pueden utilizarse comercialmente para monitorear la

calidad de las proteinas (Glencross et al. 2010).

Las modificaciones que afectan cominmente a la digestibilidad de proteinas incluyen
proteolisis, desdoblamiento térmico, agregacion, reacciones de carbonil-amina, entre otros.
La estructura de muchas proteinas se desestabiliza por las condiciones acidas del estomago,
que ayuda a su hidrolisis y desestabilizacion adicional por pepsina (Burel et al. 2000).

Almeida et al. (2015) report6 que el aislado de soya tiene 55.2% y del de caseina un 83.7%



de digestibilidad in vitro. Asimismo, el haba cruda y el frijol crudo presentan 70.8 y 68.1%

de digestibilidad de proteinas in vitro, respectivamente (Alonso et al. 2000).

El método de digestibilidad in vitro de proteinas consiste en medir el porcentaje de proteinas
que se hidrolizan por las enzimas proteoliticas. Este método es mas rapido, mas asequible e
igualmente efectivo que los métodos in vivo (Pires et al. 2006). Segin Almeida et al. (2015)
la digestibilidad in vitro se calcula mediante la ecuacion:

Digestibilidad (%) = [(Ns — Nb)/Ns] x 100

Donde: Ns y Nb, representan el contenido de nitrogeno en la muestra y en el blanco,

respectivamente.

2.4 COMPUESTOS BIOACTIVOS

2.4.1 Fenoles totales

Uno de los grupos mas abundantes de metabolitos secundarios en las leguminosas son los
compuestos fenolicos (Duefias et al. 2009), antioxidantes naturales que pueden prevenir el
desarrollo de muchas enfermedades como aterosclerosis, cancer, y otros. Los diferentes
compuestos fendlicos encontrados en las semillas de lupino pueden influir en el sabor y el
color (Duefias et al. 2012) y también pueden actuar como fungicidas, y bacteriostaticos. Los
metabolitos secundarios son aquellos compuestos organicos sintetizados por el organismo
que no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccion del mismo (Siger et al. 2012).
A diferencia de lo que sucede con los metabolitos primarios, la ausencia de algun metabolito
secundario no le impide la supervivencia, si bien se verd afectado por ella, a veces

gravemente (Erbas et al. 2005).

No se conocen bien los factores que disparan la produccion de metabolitos secundarios
(Duenias et al. 2012). Al faltar C, N o P, se altera la produccion de metabolitos primarios y
se originan inductores de enzimas que daran lugar a metabolitos secundarios (Jiménez-
Martinez et al. 2007). La biosintesis de metabolitos secundarios suele estar restringida a
estados especificos del desarrollo y a periodos de estrés. Las células vegetales producen
metabolitos secundarios importantes y muchos de estos productos secundarios tienen uso en
la industria farmacéutica y en la produccion de test de diagndstico, de fragancias, de aditivos

alimentarios y de biocidas en general (Paraskevopoulou et al. 2012).
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En general, la composicion principal de los compuestos fendlicos identificados en las
diferentes especies de lupinos es: flavonas, acidos fendlicos e isoflavonas. Por ejemplo, en
L. angustifolius las flavonas, los &cidos fendlicos y las isoflavonas estan presentes en 76%,
19% y 4% del total de fenoles identificados, respectivamente (Duefias et al. 2009).
Asimismo, muchas de las isoflavonas presentes en pequefias cantidades en las diferentes
especies de lupinos tienen méas importancia que las flavonas, debido a su actividad
fitoestrogénica no esteroidal (Ranilla et al. 2009). Ademas, al igual que las flavonas, son

buenos antioxidantes.

Los compuestos fendlicos en el lupino se pueden encontrar en todas las partes de planta,
como: tallo, hojas, raices y semillas. Las concentraciones de los compuestos fendlicos varian
en funcion a las partes de la planta. En el caso de L. exaltatus se observé que presenta un
mayor contenido de isoflavonas en las raices que en los tallos (Garcia-Lopez et al. 2006).
Los compuestos fendlicos también varian en funcion a las especies, genotipos, ciclos de
crecimiento de la planta, lugares de crecimiento y estaciones del afio (Siger et al. 2012). Los
cambios en el contenido fendlico durante el ciclo de crecimiento de la planta se deben a que
en cada etapa tiene diferentes requisitos bioldgicos, enfrenta diversas condiciones
ambientales y desarrollan varios mecanismos de defensa. El L. albus, presentd un mayor
contenido de isoflavonas en plantas sembradas en otofio que en primavera (D'Agostina et al.
2008).

Se ha encontrado que el contenido total de extractos fenolicos (expresados en acido galico)
y procianidina (expresados como (+)-catequina) en acetona acuosa (70% v/v) de diferentes
especies de lupino (L. albus, L. angustifolius, L. luteus, L. mutabilis y L. hispanicus) varié
entre 7 - 70 g/kg y 70 - 530 mg/kg semilla, respectivamente (Ricardo-da-Silva et al. 1993).
Otro estudio muestra que los contenidos fendlicos totales de ocho genotipos de L.

angustifolius variaron de 11.9 a 14.7 mg/g equivalente de catequina (Oomabh et al. 2006).

Kalogeropoulos et al. (2010) estudiaron los compuestos fendlicos (expresados en acido
galico equivalente) en legumbres secas cocidas, incluido el lupino blanco (L. albus) y
encontraron: lupino (19.4 mg GAE/100 g de peso fresco), frijol con ojo negro (15.4 mg
GAE/100 g de peso fresco), habas (19.5 mg GAE/100 g de peso fresco), garbanzos (20.5 mg
GAE/100 g de peso fresco), lentejas (25.85 mg GAE/100 g de peso fresco), frijoles pintos
(18.1 mg GAE/100 g de peso fresco), arvejas partidas (12.7 mg GAE/100 g de peso fresco),
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frijol blanco (15.1 mg GAE/100 g de peso fresco). Asimismo, estos investigadores
encontraron una disminucion significativa en el contenido fendlico total durante el proceso
de coccion (remojo y ebullicion de las legumbres), debido a que algunos compuestos
fendlicos son sensibles a las altas temperaturas. Por otro lado, la cuantificacion total de los
compuestos fendlicos se realiza mayormente a través de técnicas espectrofotométricas. Esta
técnica demostrd ser un medio potencial para la cuantificacion de manera rapida y facil
(Martinez-Villaluenga et al. 2009).

2.4.2 Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas. La oxidacién es una reaccién quimica de transferencia de electrones de una
molécula que pierde un electrén y por lo tanto se oxida a otra que gana el electron y por lo
tanto se reduce (Oomah et al. 2006). Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales
libres que comienzan reacciones en cadena que dafan las células. Los antioxidantes terminan
estas reacciones quitando intermedios del radical libre e inhiben otras reacciones de

oxidacion oxidandose ellos mismos (Ranilla et al. 2009).

Debido a esto es que los antioxidantes como los polifenoles son a menudo agentes reductores
y ejercen funciones preventivas (neuroprotectoras) contra enfermedades tan importantes
como las coronarias (Tsaliki et al. 1999). La actividad antioxidante producido por la
presencia (estructura quimica) de los polifenoles. En general, los antioxidantes liberan los
radicales libres del organismo, estos radicales son moléculas altamente reactivas que pueden
dafar las células del organismo. Los antioxidantes contrarrestan los radicales libres

minimizando el dafio celular (Shihi et al. 2013).

La proteccion contra la enfermedad de los compuestos fendlicos puede estar asociada con
las poderosas propiedades antioxidantes y de barrido de radicales libres de estos compuestos
(Guerreo-Ochoa et al. 2015). Esta propiedad afecta al sistema autoinmune del organismo
consumidor. El contenido de fendlicos depende no sélo de la especie y variedad sino también

del grado de madurez (Martinez-Villaluenga et al. 2009).

Los fenoles como flavonas e isoflavonas también estan presentes en varias partes del lupino
(Ranilla et al. 2009), ademas los lupinos presentan una alta actividad antioxidante. EI mayor

efecto terapéutico de los compuestos fendlicos, como la actividad antioxidante, depende de
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su estructura, incluyendo el nimero de grupos hidroxilo y su posicion. En general, los
compuestos flavonoides presentan una actividad antioxidante mas fuerte que los no
flavonoides (Oomabh et al. 2006).

La actividad antioxidante del lupino es similar (Martinez-Villaluenga et al. 2009) o en
algunos casos inferior (Wang et al. 2008) en comparacion con otras leguminosas. Los
lupinos contienen compuestos fendlicos (taninos y flavonoides) (Oomah et al. 2006). Existe
cierta correlacion positiva entre el contenido fendlico total y la actividad antioxidante de los
lupinos (Siger et al. 2012); pero Rumiyati et al. (2013) mencionaron que no hay una
asociacion especifica entre el contenido fendlico total y la actividad antioxidante en el lupino
debido a que otros compuestos como los carotenoides y tocoferoles, también presentes en el
lupino, pueden contribuir a la actividad antioxidante. En tal sentido, las condiciones del
proceso de extraccion de antioxidantes también juegan un papel importante en el poder
antioxidante. Por ejemplo, segun Tsaliki et al. (1999) el extracto de metanol caliente muestra
una mayor actividad antioxidante que la del extracto frio. Por otro lado, las mediciones de
las actividades antioxidantes se hacen por técnicas espectrofotométricas, tal como lo sefialo
Martinez-Villaluenga et al. (2009).

Martinez-Villaluenga et al. (2009) investigaron capacidad antioxidante equivalente de
Trolox (TEAC) y actividad de eliminacion de radicales DPPH (DPPH-RSA) en diversos
productos de lupino. En los productos elaborados (harinas) de muestras de L. angustifolius
y L. albus, TEAC y DPPH-RSA disminuyeron (43% y 38%, respectivamente) en
comparacion a los granos crudos de lupino (control). La proteina aislada de L. albus presento
un TEAC mas bajo (24%) y un nivel dos veces més alto de DPPH-RSA que las muestras de
harinas de lupino tratadas. Los procedimientos tecnoldgicos, a-galactosido y aislamiento de
proteinas, proporcionan productos con alto contenido proteico, pero con menor capacidad
antioxidante y compuestos fendlicos totales que las semillas crudas, aunque los niveles de

capacidad antioxidante de estos productos de lupino se parezcan a los de los cereales.

La capacidad antioxidante de las semillas crudas de lupino, medida por el ensayo TEAC,
varié de 47 a 71 pmol de trolox/g en base seca, mientras que la actividad antioxidante por
eliminacion de radicales DPPH vario de 2.83 —3.09 umol de trolox/g en base seca (Martinez-
Villaluenga et al. 2009). Sin embargo, las semillas crudas de frijol y soya tienen valores mas
bajos de TEAC (Fernandez-Orozco et al. 2008).
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Lampart-Szczapa et al. (2003) examinaron las propiedades antioxidantes de harinas y
cascaras de lupino en extractos de etanol. El contenido de taninos (los antioxidantes naturales
de lupino) de las harinas fue varias veces mayor que en las cascaras. Se encontr6 actividad
antioxidante tanto en las harinas como en las cascaras del lupino. Asimismo, estos
investigadores probaron como influye la irradiacion sobre los antioxidantes del lupino: las
dosis crecientes de irradiacion disminuyeron los efectos antioxidantes de los extractos de

lupino; sin embargo, las actividades antioxidantes de algunas muestras fueron mayores.

2.4.3 Tocoferoles

Los tocoferoles son conocidos también como tocoles. Estos compuestos, que tienen dentro
de su estructura quimica un componente fendlico y una cadena apolar, presentan actividad
biologica de vitamina E (Shahidi y Ambigaipalan 2015). Existen cuatro tipos de tocoferoles:
a-, B-, y-, and é-tocoferol. Los tocoferoles presentan una potente actividad antioxidante y
tiene muchos beneficios para la salud humana, como actividad anticancerigena (Saini y
Keum 2016).

Los tocoferoles, comunmente conocidos como vitamina E, son considerados como
antioxidantes naturales, y son muy eficaces en la fase lipidica, debido a que inhiben la
peroxidacion lipidica. Los tocoferoles, al ser compuestos hidrofobos, juegan un papel
importante en la proteccion contra los radicales libres que se producen en los procesos de
oxidacion. La determinacion del contenido de tocoferol en los alimentos es de suma
importancia para poder determinar la importancia bioldgica y su aplicacion (Traber y
Atkinson 2007).

Los tocoferoles son uno de los antioxidantes vegetales mejor examinados y mas populares
en la industria alimentaria, debido a sus diversas aplicaciones. Adicionalmente, todos los
tipos de tocoferoles son presentes en las partes verdes de las plantas y en sus semillas, y
actGan como los principales antioxidantes en las membranas celulares. Cada uno de estos
tipos de tocoferoles tiene diferentes actividades bioldgicas y antioxidantes (Bramley et al.
2000; Kamal-Eldin y Appelqgvist 1996).

Las diferentes especies de lupinos contienen principalmente tocoferoles del tipo: a-tocoferol,

y-tocoferol y &-tocoferol. La presencia del B-tocoferol alin no ha sido detectada en ninguna
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variedad de lupino. La presencia y el contenido del tipo de tocoferol varian en funcion a las
especies del lupino. El y-tocoferol es el tocoferol més abundante y esté casi siempre presente
en todas las especies del lupino, mientras que a-tocoferol y o-tocoferol no se encuentran en
todas las especies del lupino. En L. angustifolius no se encontré 8-tocoferol; en L. mutabilis
no se encontraron a-tocoferol y 8-tocoferol (Boschiny Arnoldi 2011). Por otro lado, el aceite
de las semillas de lupino contiene grandes cantidades de tocoferoles totales en comparacion
con otros aceites populares extraidos de semillas, como la alcachofa (Hassanein et al. 2011).

Frias et al. (2005), encontraron que las concentraciones de a-tocoferol, y-tocoferol y &-
tocoferol en la semilla cruda de L. albus fueron 0.19, 20.1 y 0.25 mg/100 g de materia seca,
respectivamente. Ademas, estos investigadores observaron que después de un proceso de
germinacion de las semillas de L. albus las concentraciones de los tocoferoles cambiaron
significativamente, mostrando un aumento de a-tocoferol en 20 veces, y una fuerte
disminucion de y-tocoferol. Por otro lado, segun Kalogeropoulos et al. (2010) el proceso de
coccion causa una pérdida significativa de tocoferoles; asimismo estos investigadores
encontraron concentraciones bajas de d-tocoferol (0.02 mg/100 g de peso fresco) en semillas
de L. albus.

Lampart-Szczapa et al. (2003) encontraron a-tocoferol, y-tocoferol y 6-tocoferol en muestras
de aceites de L. luteus (var. Juno) y L. albus (var. Wat), y sobre todo y-tocoferol. En este
estudio se pudo evidenciar una relacion inversa entre el contenido de tocoferol y la cantidad
de grasa presente en el lupino. EIl contenido de tocoferol en el aceite obtenido de la harina
de L. luteus (var. Juno) fue aproximadamente un 30% mayor que en el L. albus (var. Wat).
Asimismo, en ambos lupinos, como en otras plantas oleaginosas, existe una mayor presencia
de y-tocoferol; ademas, se encontrd mas y-tocoferol (88.5%) en el L. luteus que en el L. albus
(86.1%). Ademas, el contenido de tocoferol presente en el lupino es similar al de la soja,

pero menor que el girasol y aceite de colza.

2.4.4 Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos naturales que se encuentran en diversos alimentos y
mayormente en frutas y vegetales. Estos compuestos son de naturaleza lipofilica y
responsables de diversos colores (amarillo, naranja, rojo) en los alimentos. Existen varios
tipos de carotenoides, como la luteina y zeaxantina (Rowles y Erdman 2020); asimismo, la

luteina y zeaxantina presentan ciertos efectos benéficos que promueven la salud de los ojos
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y la piel (Zhang et al. 2014). El consumo de carotenoides a traves de nuestra dieta alimenticia
puede reducir el riesgo de diabetes y enfermedades cardiovasculares gracias a su poder

antioxidante (Kourouma et al. 2019).

Segun Cazzonelli (2011) los carotenoides son pigmentos lipofilicos sintetizados vy
acumulados en los tejidos y érganos de los organismos fotosintéticos. Existen muchos tipos
de carotenoides: luteina, neoxantina, violaxantina, anteraxantina, zeaxantina, etc. Ademas,
los carotenoides juegan un papel en la pigmentacion, lo que confiere una coloracion amarilla

a roja en flores, frutos y semillas.

La distribucion y la funcion de los carotenoides en las semillas han sido poco estudiadas, a
pesar de sus papeles fundamentales en las plantas, que incluyen fotosintesis y sintesis de
fitohormonas, pigmentacion, estabilizacion de la membrana y actividad antioxidante. La
composicion y distribucion de los carotenoides fue estudiada en semillas de una amplia gama
de especies silvestres en las Fabaceae; durante el proceso de germinacion el contenido total
de pigmentos fotosintéticos aumento en paralelo a los cambios en cantidad (la zeaxantina y

anteraxantina disminuyeron y el B-caroteno aumento) (Fernandez-Marin et al. 2017).

Segun Meléndez-Martinez (2019) los carotenoides son ampliamente conocidos como
colorantes y algunos de ellos exhiben actividad de vitamina A. Existe amplia evidencia de
que los carotenoides (y sus productos derivados y metabolitos) pueden estar involucrados en
acciones bioldgicas que promueven la salud en humanos, ademas la luteina es uno de los
compuestos bioactivos del grupo de los carotenoides que se viene discutiendo sobre la
necesidad de establecer la ingesta dietética recomendada. Estos compuestos quimicos
pueden ser determinados a través de técnicas cromatogréaficas (HPLC) (Fernandez-Marin et
al. 2017).

Las legumbres son fuentes ricas en fitoquimicos (compuestos fendlicos y carotenoides),
aungue no exista informacion suficiente sobre los carotenoides presentes en el lupino. Las
lentejas han ganado gran interés debido a sus componentes bioactivos como luteina y
zeaxantina; ademas, estos carotenoides son dominantes en las lentejas (Zhang et al. 2014).
Los carotenoides también se encuentran en el aceite de soya y son de mucho interés, al igual

que los tocoferoles, debido a que estos compuestos también son componentes solubles en
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lipidos y beneficiosos para la salud. Los carotenoides presentes en el aceite de soya son:

luteina, criptoxantina y zeaxantina (Slavin et al. 2009).

Kan et al. (2018), analizaron el contenido de carotenoides en 29 leguminosas (soya, lenteja,
arveja, frijol, habas y otros) mediante HPLC, utilizando patrones de carotenoides mixtos
(luteina y zeaxantina) y otros. En este estudio, se encontraron 8 isomeros de luteina y
zeaxantina. Los dos picos principales identificados en los cromatogramas fueron: “all-trans-
lutein”'y “all-trans-zeaxanthin”. El frijol rojo y las lentejas presentaron el mayor contenido
de carotenoides, 8.29 - 20.95 pg/g y 4.53 - 21.34 ug/g, respectivamente, seguidos de la soya
negra (4.41 -6.09 pg/g) y el frijol caupi (6.62 - 9.46 pg/g). Sin embargo, el contenido de los
carotenoides en frijol mungo y frijol blanco fueron muy bajos: 0.03 - 0.07 pg/g y 0.05 - 0.25

ug/g, respectivamente.

Segun los resultados de Slavin et al. (2009) existe una gran variacion por contenido en
carotenoides en los diferentes tipos de aceites de soya. Los aceites de soya “Manokin” y
“MD 03-5517” tuvieron la mayor cantidad de luteina (5142 y 4887 pg/g, respectivamente)
y criptoxantina (13.5 y 24.1 pg/g, respectivamente). El aceite de soya “MD 03-5527” tuvo
la menor cantidad de luteina (1256 pg/g), y criptoxantina (0.1 pg/g). Asimismo, estos
investigadores no encontraron ninguna correlacion o efecto significativo entre el perfil de

acidos grasos y el contenido de carotenoides presentes en la soya.

2.5 PROCESAMIENTO TECNOLOGICO DEL LUPINO

2.5.1 Desamargado

El lupino contiene alcaloides del tipo quinolizidina, en diferentes especies del lupino. Estos
alcaloides son solubles en solventes organicos, como el agua. Entre los mas principales
alcaloides son la lupanina y esparteina. Los alcaloides son compuestos amargos Yy toxicos
(Carvajal-Larena et al. 2016). Por lo tanto, el proceso de desamargado es esencial para

remover los alcaloides presentes en el lupino.

El método més utilizado y tradicional para retirar los alcaloides es mediante una extraccién
con agua o lavado acuoso. Para ello es necesario hervir durante una hora aproximadamente,
colocandolo luego en bolsas de tela permeable y dejandolo en agua corriente por 10 dias.
Este método pierde un 45 por ciento de la materia seca (Faris et al. 2008). Asimismo,

Jacobsen y Mujica (2006) y Erbas (2010) mencionaron que el desamargado tradicional de
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los granos de lupino consiste de varias etapas, como la hidratacién, coccion, lavados
sucesivos en agua durante 5 a 7 dias y secado. Debido a la eficacia del método para retirar
alcaloides, las empresas optan por utilizar el método tradicional. Sin embrago, Ertas y
Bilgicli (2012) estudiaron diferentes métodos de desamargado, y concluyeron que el método

tradicional de desamargado es un método largo y demora mucho tiempo.

El lavado también se puede realizar mediante sistemas de ultrasonido para mejorar el proceso
de desamargado. El ultrasonido es una onda sonora con frecuencias por encima generalmente
de 15 kHz. La onda sonora transporta energia por medio del efecto de compresion y
expansion de las moléculas durante el lavado. En los liquidos generalmente el ultrasonido

hace que libere energia en las superficies de las partes a lavar (Wang et al. 2016).

El control residual de alcaloide méas simple del proceso de desamargado es mediante el
método por titulacion o por fotometria. Existen otros métodos para detectar el alcaloide
residual, tal como HPLC. Cortés-Avendafio et al. (2020) encontraron niveles residuales (en
promedio, 0.001 g/100 g de materia seca) de alcaloides mediante HPLC, en diez genotipos

de L. mutabilis, después del proceso de desamargado (lavado acuoso).

2.5.2 Extrusion

La extrusion se ha convertido en un importante proceso alimenticio en la fabricacion de
pastas, cereales listos para el consumo, bocadillos, alimentos para mascotas y proteinas
vegetales texturizadas (TVP). Un extrusor consiste en uno o dos tornillos que se ajustan
estrechamente y que giran dentro de un cilindro estacionario. Los ingredientes pre-
moldeados y acondicionados entran en el tornillo donde son transportados, mezclados y
calentados por una variedad de procesos. El producto sale de la extrusora a través de una
matriz donde suele soplar y cambia de textura a partir de la liberacién de vapor y fuerzas

normales (Ramos-Diaz et al. 2015).

El extrusor es un proceso de alta temperatura y corto tiempo, que minimiza las pérdidas de
vitaminas y aminoacidos, y modifica favorablemente el color, sabor, forma y textura del
producto. La extrusion ha sido ampliamente aplicada en la produccién de alimentos
nutritivos (Ramachandra y Thejaswini 2015). Una de las ventajas de la extrusion, en el caso
de las leguminosas, es la reduccidn de los compuestos antinutricionales y a la vez mejora la

digestibilidad. Asimismo, las legumbres se caracterizan mayormente por presentar un
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contenido relativamente grande de proteinas y carbohidratos complejos, y gracias a esta
técnica, estos nutrientes se pueden modificar favorablemente, creando nuevos productos
(Ghumman et al. 2016).

Alonso et al. (2000), investigaron el proceso de extrusion de algunas leguminosas, como el
haba y frijol. En sus hallazgos demostraron que la extrusion es el tratamiento térmico mas
eficaz, en comparacion con el proceso de descascarado, remojo y germinacion, para mejorar
la digestibilidad de las proteinas. Las habas y frijoles extruidos presentaron altos niveles de
digestibilidad in vitro de las proteinas (83 - 87.4%) y pequefias cantidades de factores
antinutriconales (inhibidores de tripsina y quimotripsina, &cido fitico). Por otro lado,
Ghumman et al. (2016), sefialaron que las condiciones de operacion del proceso de
extrusion, como la temperatura de extrusion y la humedad del alimento, influyen de manera
positiva en la digestibilidad in vitro y en la estabilidad térmica de las proteinas de las lentejas

y frijoles verdes (leqguminosa muy consumida en la India).

Palanisamy et al. (2018), realizaron el proceso de extrusion de concentrados de proteinas de
lupinos y mezclas de aislados, y demostraron que los parametros de extrusion: temperatura
del barril (138-180 °C), alimentacién de agua (40-68%) y tornillo velocidad (400-1800 rpm),
influyen en las propiedades del lupino extruido (color, fuerza de corte, rendimiento de
coccién, microestructura y digestibilidad in vitro). La temperatura de extrusion disminuye
la digestibilidad, mientras que el aumento de agua en la alimentacidn del extrusor incrementa
la digestibilidad in vitro de las proteinas del lupino. La velocidad del tornillo no tiene un

efecto significativo.

En el caso de la soya, Lin et al. (2002) demuestran que el factor mas importante durante el
proceso de extrusion es el contenido de humedad del alimento a la entrada del extrusor. Por
otro lado, el uso de la proteina de lupino y soya es factible para producir analogos de carne,

0 productos texturizados a través del proceso de extrusion.

2.5.3 Secado por aspersién

El secado por aspersion o también llamado atomizacion, es la produccion de polvos
altamente dispersados a partir de un alimento en estado liquido, por evaporacion del
disolvente (Ferragut et al. 2015). Esto se consigue mezclando un gas calentado con un fluido

atomizado (pulverizado) de gotitas de gran proporcion de superficie a masa, idealmente de
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igual tamafio, dentro de un recipiente (camara de secado), haciendo que el disolvente se

evapore uniformemente y rdpidamente a través del contacto directo.

El secado por pulverizacion se puede utilizar en una amplia gama de aplicaciones en las que
se requiere la produccién de un polvo que fluye libremente. Este método de deshidratacion
se ha convertido en el mas exitoso en las areas de bebidas (Wang et al. 2016; Corbo et al.
2014). La ventaja de este método es que brinda un producto final de calidad debido al corto
tiempo de contacto entre el alimento a secar y el calor. Otra ventaja del método, es que brinda
un producto final facil de transportar y almacenar a costos relativamente bajos (Jinapong et
al. 2008). En tal sentido, la atomizacion es un método apropiado para poder utilizarlo en la
deshidratacion de las bebidas de soya, lupino y otros. Asimismo, la encapsulacion por
atomizacion es una tecnologia emergente que permite lograr muchas innovaciones en el
segmento de la produccion de alimentos funcionales; por consiguiente, la encapsulacion de
diversos nutrientes mediante agentes encapsulantes, como la maltodextrina y goma arabiga,

puede aumentar considerablemente la estabilidad y vida util del producto (Uzun et al. 2007).

Existen varios trabajos de investigacion que estudiaron la produccién de polvos de leche de
soya mediante el método de secado por aspersion. Jinapong et al. (2008), estudiaron diversos
parametros, como: combinaciones de temperatura del aire de entrada, velocidad de
alimentacion, velocidad del atomizador en el aire de salida, temperaturas del producto, y
tamafo de particula de los polvos (soya en polvo). También se han llevado a cabo estudios
relacionados a la combinacién de procesos, como la ultrafiltracion y secado por aspersion
(Perez-Munor y Flores 1997). Asimismo, el secado por aspersion de la leche de soya se
realiz6 variando las concentraciones (0% - 20%; p/v) del agente encapsulante

(maltodextrina), siendo 10% la concentracién 6ptima (Jinapong et al. 2008).

En el caso del lupino, no hay suficiente informacion acerca de todo un estudio completo
sobre el secado por aspersion de bebidas o sustitutos lacteos a base de esta leguminosa.
Algunos investigadores como Hickisch et al. (2016), investigaron la influencia del
tratamiento térmico de las alternativas lacteas a base de lupino y diferentes bacterias del
acido lactico productoras de exopolisacarido (EPS) sobre las caracteristicas fisicas de yogurt
a base de las alternativas lacteas de lupino. Estos investigadores elaboraron una alternativa
lactea de lupino a partir del aislado de proteina de Lupinus angustifolius cv. Boregine.

Adicionalmente, existen mayormente investigaciones en torno a la elaboracién de leches
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vegetales a partir del lupino, como es el caso de los investigadores Jiménez et al. (2000),
quienes produjeron productos similares a la leche y al yogur a partir de semillas de Lupinus

campestris.

2.6 INDICADORES DE DANO TERMICO

2.6.1 Furosina

La furosina es un indicador de dafio térmico producida por hidrdlisis &cida de los compuestos
de Amadori (por ejemplo, N-fructosalisina). Los compuestos de Amadori son el resultado
de la transposicion de la base de Schiff, formando una cetona, a su vez estos compuestos son
los precursores de los productos de glicacién avanzada, durante la reaccion de Maillard
(Rufian-Henares et al. 2007). Los componentes de Amadori, se forman a partir de las
reacciones entre los aminoacidos y carbohidratos reductores, y generan una disminucion de
la disponibilidad de estos nutrientes. Estas reacciones ocurren con el aminoacido esencial
lisina (aminoacido limitante en muchas proteinas). La furosina y otros derivados de
furoilmetilo se forman a partir de los compuestos de Amadori. Los productos que genera la
reaccion de Maillard, durante el procesamiento de los alimentos, mas utilizados como
marcadores de la calidad nutricional de los alimentos procesados son: furosina,
hidroximetilfurfural, pirralina y pentosidina. La furosina fue uno de los primeros productos
representativos generados a partir del componente de Amadori “N-fructosalisina”, durante
las primeras etapas de reacciones de Maillard; asimismo, es un marcador directo de los
productos generados de la reaccion de lisina (Hidalgo et al. 2019; Delgado-Andrade et al.
2007; Rufian-Henares et al. 2007).

La furosina es un compuesto quimico, de relevancia analitica, tecnologica y nutricional, que
se genera en condiciones menos severas de tratamiento térmico. Por lo tanto, es de suma
importancia analizar los alimentos ligeramente procesados, con el fin de controlar la
formacidn de este compuesto quimico (Delgado-Andrade et al. 2007; Rufian-Henares et al.
2007). Este indicador de dafio térmico incentivd la investigacion en el campo del tratamiento
térmico de las proteinas. Asimismo, los métodos para analizar este indicador aumentaron
sustancialmente en todos los paises; ademas se convirtié en un tema de interés mundial.
Aunque estos métodos no parecen ser eficientes para alimentos procesados que contienen
bajos niveles de furosina (leche pasteurizada y queso mozzarella). Sin embargo, es un buen
indice de dafio por calor para los productos procesados a base de tomate y ajo deshidratado.

Por lo tanto, es un indicador muy sensible para la deteccién temprana de los cambios de
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calidad causados por la reaccion de Maillard y son adecuados para controlar el proceso de

deshidratacion (Rufian-Henares et al. 2008).

La rapidez y bajo costo del andlisis de este indicador, lo hacen atractivo para el control de
calidad de muchos alimentos, como productos de panaderia (Hidalgo et al. 2019) y productos
lacteos moderadamente tratados con calor (Delgado-Andrade et al. 2005; Tirelli y Pellegrino
1995). Nangpal et al. (1990), estudiaron el aumento de los valores de furosina en leche
calentada (UHT), en funcién de la temperatura, y observaron que el contenido de furosina
no aumenta linealmente con el aumento del calor. Ademds, en muestras mas severamente
calentadas, los contenidos de furosina disminuyen. En este estudio, explican que la razon de
la disminucion, es el progreso de la reaccion de Maillard, que lleva a la formacion de otros
productos intermedios y productos finales. Adicionalmente, Hidalgo et al. (2019),
encontraron contenidos de furosina (300 — 500 mg/100 g proteina) en galletas de agua; y
observaron que los contenidos de este compuesto aumentaron de acuerdo con los porcentajes
de enriquecimiento de las harinas para la elaboracion de galletas de agua. Asimismo, estos

investigadores concluyeron que se pudo procesar las galletas de agua con bajo dafio térmico.

Los contenidos de furosina han sido analizados en productos lacteos, cereales, pastas, miel
y otros productos donde se les aplico un tratamiento térmico moderado. Sin embargo, no hay
suficiente informacion sobre sobre el contenido de furosina en leguminosas procesadas,
especialmente en el lupino. La relevancia del contenido de furosina, en los productos
procesados a partir de leguminosas, cereales y otros, también es significativa para fines
reglamentarios (Hidalgo et al. 2019; Rufian-Henares et al. 2007; Delgado-Andrade et al.
2007; Nangpal et al. 1990).

2.6.2 Hidroximetifurfural (HMF)

Hidroximetilfurfural es un compuesto del grupo furano, que se forma como un intermediario
en la reaccion de Maillard, y por la deshidratacion directa de azucares en condiciones acidas
(caramelizacion) durante los tratamientos térmicos aplicados a los alimentos (Kroh 1994).
En condiciones acidas, el compuesto HMF puede formarse incluso a bajas temperaturas,
aungue sus concentraciones aumentan a medida que aumentan las temperaturas (Pérez-
Locas y Yaylayan 2008). Ademas de la temperatura, la tasa de formacion de HMF en los
alimentos también depende del tipo de azlcar, pH y actividad del agua que tiene el alimento
(Gokmen et al. 2008; Lee y Nagy 1990; Kroh 1994).
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El HMF se forma a través de las reacciones de Maillard y caramelizacion que ocurren
durante el procesamiento de alimentos; asimismo, estas reacciones contribuyen
favorablemente al color, sabor y aroma de los alimentos procesados. Desafortunadamente,
la formacion de HMF sigue las mismas vias de reacciones que conducen a compuestos
marrones y saborizantes. De la misma forma, se ha encontrado una alta correlacion entre el
contenido de HMF y el desarrollo del pardeamiento; por consiguiente, controlar la
temperatura y reducir el tiempo de calentamiento probablemente reduzca la presencia de
HMF y al mismo tiempo una reduccion de la formacion del color dorado, que este dltimo
potencialmente puede comprometer la calidad y la aceptabilidad del producto final (Capuano
et al. 2008).

Este indicador es un pardmetro utilizado por la industria de alimentos para evaluar el dafio
generado por el calor durante el procesamiento de productos alimenticios, como frutas
procesadas o deshidratadas, entre otros productos procesados (Rufian-Henares et al. 2008).
La cantidad de HMF presente en los alimentos estéd directamente relacionada con el calor
(producto del tratamiento térmico) y con la cantidad de carbohidratos presente en el
alimento. Otra fuente de la presencia de HMF en los alimentos procesados, esta representada
por los ingredientes utilizados en la formulacién, como, por ejemplo: las soluciones de
caramelo o la miel, entre otros. Las concentraciones de HMF en los productos procesados
pueden variar dependiendo del tipo de producto, incluso a veces superando 1 g/kg en ciertos
productos como: frutas secas y caramelos (Rada-Mendoza et al. 2004; Akkan et al. 2001;
Ibarz et al. 2000). Aunque las concentraciones de HMF son extremadamente altas en algunos
alimentos como: frutas secas, caramelo y vinagre; el pan y café son los alimentos que

contribuyen la ingesta de HMF (Murkovic y Pichler 2006).

Ait-Ameur et al. (2007) reportaron que la utilizacion de sacarosa en la elaboracién de
galletas produce un mayor nivel de HMF, cuando se hornea a temperaturas mayores a 250°C.
Pérez-Locas y Yaylayan (2008) mencionaron que se forma un cation fructofuranosilo
altamente reactivo a partir de sacarosa a altas temperaturas, que produce HMF muy
rapidamente. Sin embargo, Hidalgo et al. (2019), encontraron contenidos bajos de HMF (0.5
— 6 mg/kg de materia seca, aproximadamente) en galletas de agua; ademas observaron que
estos contenidos aumentaron de acuerdo con los porcentajes de enriquecimiento de las

harinas para la elaboracion de galletas de agua. Asimismo, concluyeron que se pudo procesar
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las galletas de agua con bajo dafio térmico. Adicionalmente, existe un efecto del pH de la
masa de harina sobre la formacion de HMF. En tal sentido, el aumento del pH de la masa de
harina da como resultado una disminucion de los contenidos de HMF en los productos de
panaderia (Gokmen et al. 2007). Por lo tanto, el pH bajo y un catalizador &cido, durante el
procesamiento con calor, promueve la descomposicion de los derivados del furano (Lee y
Nagy 1990).

HMF también se puede encontrar en productos de panaderia, malta, jugos de frutas, café y
vinagre. Sin embargo, no hay suficiente informacion sobre el contenido de HMF en
productos a base de leguminosas, ni mucho menos informacién sobre productos a base de
lupino. En general, el HMF podria usarse como marcador de calidad para una amplia gama
de frutas procesadas, cafe, miel y leche (Murkovic y Pichler 2006; Gokmen y Senyuva 2006;
Rada-Mendoza et al. 2004). HMF también se usa para monitorear los procesos de
calentamiento aplicados a productos de cereales como el secado de pasta, horneado de pan,
tostado de rebanadas de pan, asi como extrusion de cereales para bebés y cereales para el
desayuno (Rufian-Henares et al. 2006). El rango de contenido de HMF de algunos productos
alimenticios es: cereales para el desayuno (6.9 - 240.5 mg/kg) (Rufian-Henares et al. 2006),
tostadas de pan (11.8 - 87.7 mg/kg) (Ramirez-Jimeénez et al. 2000), galletas (0.5 - 74.5mg/kg)
(Ait-Ameur et al. 2007) y alimentos para bebes a base de leche (0.18 - 0.25 mg/kg) (G6kmen
y Senyuva 2006).

2.6.3 Glucosilisomaltol (GLI)

Glucosilisomaltol es un producto que se forma durante el calentamiento de la maltosa y
aminodcidos, especialmente la glutamina. Este compuesto es utilizado como un indicador de
la reaccion de la caramelisacion en cereales para infantes y en pan (Hidalgo y Brandolini
2011). EIl glucosilisomaltol es producido por la reaccion avanzada de Maillard en los
alimentos, como cereales, pan y alimentos para bebés, y es Gtil para controlar la reaccion de
Maillard durante el procesamiento y almacenamiento de cereales para bebés y la coccion del

pan (Solis-Casanova et al. 2011; Guerra-Hernandez et al. 2002).

El calentamiento de los azucares lactosa o maltosa, carbohidratos con enlaces 1,4-
glucosidicos con aminas primarias o secundarias en solucion acuosa tamponada durante un
tiempo prolongado produce derivados de isomaltol (Kramholer et al. 1992). Cuando las

soluciones (pH 6.5) de azucares (fructosa, glucosa, maltosa o maltotriosa) en presencia de
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aminoécidos (glutamina, asparagina o arginina) se calientan a 80°C durante 12 horas
producen glucosilisomaltol; asimismo, si se calienta a altas temperaturas y por tiempos
prolongados especificamente una solucion de maltosa con glutamina produce
glucosilisomaltol. Este indicador de dafio térmico se analiza mediante técnicas
cromatograficas (HPLC) (Solis-Casanova et al. 2011; Resmini et al. 1993). Los cereales
para bebés contienen cantidades considerables de maltosa y glutamina; por consiguiente,
estos productos pueden presentar contenidos de glucosilisomaltol. En tal sentido, el
glucosilisomaltol es Gtil para controlar los procesos de tostado, horneado y secado, y las
condiciones de almacenamiento de los diferentes productos a base de cereales (Fernandez-
Artigas et al. 2001).

Guerra-Hernandez et al. (2002) encontraron que el contenido de glucosilisomaltol en
muestras de cereales para bebes fue muy bajo (0.48 mg/kg), debido a que este compuesto
surge de la reaccion avanzada de Maillard. Asimismo, conforme aumento el tiempo de
almacenamiento de los productos a base de los cereales se incremento la concentracion del
glucosilisomaltol (0.68 — 1.23 mg/kg). Asimismo, Solis-Casanova et al. (2011) mencionaron
que la vida Util de los cereales para bebés es muy larga, y las condiciones de almacenamiento
pueden formar productos avanzados de la reaccion de Maillard (glucosilisomaltol);
asimismo, encontraron que el contenido inicial de GLI (0.48 mg/kg) generado durante la
fabricacion de los cereales para bebés aumentd 16 veces durante las cuatro semanas de
almacenamiento a 55 °C y 0.65 de actividad de agua. En tal sentido, el factor tiempo vy las

condiciones de almacenamiento tienen un efecto multiplicador de las concentraciones.

En pan antes de la coccién (horneado) no se encontraron cantidades detectables de
glucosilisomaltol; después de 10 minutos a 190 °C se detectaron 0.82 mg/kg, y después de
30 minutos aumentaron a 20.9 mg/kg, indicando que existe una correlacion lineal entre la
presencia de glucosilisomaltol y el tiempo de coccidn (horneado) (Guerra-Hernandez et al.
2002). Por otro lado, Hidalgo et al. (2019), encontraron contenidos de glucosilisomaltol
(GLI) en galletas de agua, dentro del rango 0.3 — 1.8 mg/kg de materia seca,
aproximadamente; asimismo, observaron que los contenidos de glucosilisomaltol
aumentaron de acuerdo con los porcentajes de enriquecimiento de las harinas con otros
cereales germinados. Sin embargo, se pudo procesar este tipo de galletas con bajo dafio

térmico.
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La mayoria de estudios respecto a este nuevo indicador de dafio térmico se han realizo en
productos alimenticios para bebes, productos hechos a base de cereales y harinas, pero
todavia se carece de informacion sobre este indicador en productos a base de leguminosas,

como lupino, soya, entre otros.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de investigacion y analisis de
alimentos de la Facultad de Ingenieria en Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional
Agraria La Molina, PerU; y en el laboratorio de ciencia de alimentos de la Universita degli
Studi di Milano, Italia.

3.2 MATERIAL ORGANICO

Se utilizaron tres genotipos de Lupinus mutabilis Sweet de diferentes regiones del Per(
(Altagracia de Ancash, Andenes de Cusco, y Yunguyo de Puno), suministrados por el
Programa de Leguminosas de Grano y Oleaginosas de la Universidad Nacional Agraria la

Molina, Lima, Pera.

3.3 REACTIVOS Y MATERIALES

Los principales reactivos que se usaron en los analisis fueron: goma arabiga (Frutarom),
maltodextrina (Frutarom), etanol 99.9% (Merck, Alemania), acido galico (Sigma-Aldrich,
EUA), folin-Ciocalteu (Merck, Alemania), carbonato de sodio (Merck, Alemania), metanol
(Merck, Alemania), diclorometano (Merck, Alemania), ABTS (Sigma-Aldrich, EUA),
Trolox (Sigma-Aldrich, EUA), DPPH (Sigma-Aldrich, EUA), pepsina (Sigma-Aldrich,
EUA), pancreatina (Sigma-Aldrich, EUA), estandares quimicos: glucosa, fructosa, maltosa,
sacarosa, furosina, hidroximetilfurfural, lucosilisomaltol, tocoferoles, luteina, zeaxantina
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Y otros reactivos principales adquiridos de Merck
(Alemania), como: &cido clorhidrico, hidroxido de sodio, azida de sodio. Los principales
materiales son: filtros de membrana de PTFE de 0.22 y 0.45 um (Diana Beck Scientific,
Angera, Italia).

3.4 EQUIPOS
Secador de bandeja de aire caliente (Xinhang, SW-10S, China); molino de cuchillas
Grindomix GM 200 (Retsch GmbH, Alemania); extrusor de laboratorio DSE32 (Jinan



Dingrun Machinery Co; China); licuadora (Oster®, BLSTBC4129-053, México); secador
de aspersion SD-Basic de laboratorio (LabPlant, Reino Unido); colorimetro Minolta Chroma
meter Il (Minolta Italia SpA, Italia); aqua Lab modelo Serie 3 TE (Decagon Devices, Inc;
Pullman, WA, USA); HPLC con los siguientes accesorios: columna de Prevail Carbohydrate
ES 5 um, 250 x 4.6 mm (Grace Davison Discovery Science, IL, USA), precolumnna Prevail
(Grace Davison Discovery Science, IL, USA), horno de columna L-2300 Elite LaChrom
(VWR, Hitachi, Japdn), bomba L-2130 Elite LaChrom (VWR, Hitachi, Japon); bafio
termostéatico (Heidolph, MR2002, Alemania); centrifuga Centrikon T-42K (Kontron

Instruments, Bletchley, Reino Unido); lector de micropozos (PowerWave XS2 Biotek).

3.5 PROCESAMIENTO DE LOS GRANOS DEL LUPINO

3.5.1 Desamargado

El desamargado de los granos de lupinos, necesario para eliminar los alcaloides, se realizo
mediante lavados sucesivos segin Jacobsen y Mujica (2006), Erbas (2010) y Ertas y Bilgicli
(2012), con modificaciones, tal como se indica a continuacion: los granos de lupino se
hidrataron durante 12 horas a temperatura ambiente con una relacion de lupino:agua de 1:6
(p/v). Los granos hidratados se cocieron a temperatura de ebullicion (granos hidratados:agua
1:3 p/v) durante 1 h, con cambios de agua cada 30 minutos; luego se almacenaron en agua
(1:3 p/v) a temperatura ambiente durante 5 dias, cambiando el agua a diario. Finalmente, los
granos se secaron a 50°C en un secador de bandeja de aire caliente (Xinhang, SW-10S,
China) durante 18 horas y posteriormente se almacenaron a oscuridad a temperatura

ambiente hasta el molido.

3.5.2 Molienda

Los granos de lupino amargos y desamargados fueron molidos con un molino de cuchillas
Grindomix GM 200 (Retsch GmbH, Alemania) a 6000 RPM durante 35 s; cada harina
(harina amarga y desamargada), tamizada a través de una malla de 2.0 mm, fue empaquetada
en bolsas de polietileno de alta densidad con cierre hermético y almacenada en refrigeracion

a 4°C, hasta su andlisis.

3.5.3 Extrusion
La extrusion se realizo a partir de la harina desamargada, con un extrusor de laboratorio
DSE32 (Jinan Dingrun Machinery Co; China) a una presion de 20 MPa. La harina

desamargada tuvo un 35% de humedad (antes de ingresar al extrusor) y las temperaturas en
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las diferentes secciones de la extrusora fueron 95, 120, 140 y 130 °C, respectivamente
(Lampart-Szczapa et al. 2006). El lupino extruido fue molido con un molino de cuchillas
Grindomix GM 200 (Retsch GmbH, Alemania) a 6000 RPM durante 35 s. La harina extruida
se envaso en bolsas de polietileno de alta densidad con cierre hermético y se almacenaron

en refrigeracion a 4 °C, hasta su posterior anlisis.

3.5.4 Secado por aspersion

Los granos enteros de lupino desamargados se hidrataron durante 12 horas a temperatura
ambiente (1:6 p/v de lupino:agua), se pelaron y se molieron durante 15 minutos en una
licuadora (Oster®, BLSTBC4129-053, México) después de agregar agua hervida fria
(relacién 1:4 wiv), luego se filtré a través de una malla de tela fina para eliminar el material
grueso, producto de la molienda. La bebida de lupino se introdujo en un secador de aspersion
SD-Basic de laboratorio (LabPlant, Reino Unido), con la adicion (6% p/p) de un agente de
recubrimiento (goma arabiga o maltodextrina). El secado por aspersion de la bebida de
lupino se realizd bajo las siguientes condiciones de operacion: temperatura de entrada 170
°C, temperatura de salida 80 - 90 °C (Boostani et al. 2017), 400 - 600 kPa y velocidad de
alimentacion 12.5 mL/min. EIl lupino en polvo, producto del secado por aspersion, fue
almacenado en frascos de vidrio oscuro hermeticos a 4 °C (refrigeracion), hasta el dia de su

analisis.

3.6 METODOS DE ANALISIS

3.6.1 Determinacion de la composicion quimica proximal

La composicion quimica proximal de todas las muestras fue determinada mediante los
métodos analiticos oficiales de la Asociacién de Quimicos Agricolas Oficiales (AOAC
2000): proteina (Método 920.87, factor de conversion de 6.25), lipido (Método 923.05),
ceniza (Método 923.03) y humedad (Método 925.10). El contenido total de carbohidrato se
determin6 por diferencia. Los resultados sobre el contenido de proteina, lipido, ceniza y

carbohidrato fueron expresados en base seca.

3.6.2 Determinacion de la digestibilidad in vitro de las proteinas

La digestibilidad in vitro de las proteinas en las muestras fue determinada mediante la
metodologia propuesta por Almeida et al. (2015), con modificaciones, tal como se detalla a
continuacion: se suspendieron exactamente 250 mg de cada muestra en 15 ml de HCI 0.1 N

que contenia 1.5 mg/mL de pepsina y se incubaron durante 3 horas a 37 °C en un bafio de
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agua. La hidrolisis de pepsina se detuvo con la adicion de 7.5 mL de NaOH 0.5N. La
digestion pancredtica se inici6 con la adicion de 10 mL de tampon fosfato de 0.2 mol/L (pH
8.0) que contenia 10 mg de pancreatina y de 1 mL de azida de sodio 0.005 mol/L para
prevenir el crecimiento microbiano; la mezcla se incubd durante 18 horas a 37 °C en un bafio
de agua. Después de la hidrélisis pancreética, se agregaron 1 mL de &cido tricloroacético (10
9/100 mL), después se centrifug6 a 1000 x g durante 20 minutos. El sobrenadante se
recolectd y el contenido de proteina total (N x 6.25) se determind mediante el método
Kjeldahl (AOAC 2000); se utilizé aislado de caseina en polvo como referencia. Los valores

de digestibilidad se calcularon con la ecuacion:

Digestibilidad (%) = (Ps/Pt) x 100

Donde Ps y Pt representan el contenido de proteina en el sobrenadante y el contenido de

proteina total, respectivamente.

3.6.3 Determinacion del color

El color, se midié con un colorimetro de reflectancia Minolta Chroma Meter 11 (Minolta
Italia SpA, Italia), y se expreso las unidades de color mediante el sistema de coordenadas
CIE L*, a*, b*, donde L* es luminosidad, a* es enrojecimiento y b* es amarillo; la diferencia

de color (AE) fue medida de acuerdo a la siguiente ecuacion:

AE = [(L* _ Lo*)2 + (a* _ ao*)z + (b* _ bo*)z]llz

3.6.4 Determinacion de la actividad de agua (aw)
La actividad de agua se determind utilizando el instrumento Aqua Lab modelo Serie 3 TE
(Decagon Devices, Inc; Pullman, WA, USA).

3.6.5 Determinacion de los azUcares

La fructosa, la glucosa, la maltosa y la sacarosa se determinaron mediante HPLC; la
preparacion de la muestra se realizo siguiendo el método descrito por Hidalgo y Brandolini
(2011), tal como se explica a continuacién: 1 g de muestra pesada en un matraz aforado de
25 mL y 10 mL de etanol al 80% (v/v) se agregaron juntos. EI matraz volumétrico se colocd
en un bafo termostatico (Heidolph, MR2002, Alemania) durante 30 minutos a 80 °C bajo

agitacién magnética. Después de enfriar, la muestra se coloco en un tubo de plastico de 10
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mL y se centrifug6 a 10000 x g durante 10 minutos utilizando una centrifuga Centrikon T-
42K (Kontron Instruments, Bletchley, Reino Unido); el sobrenadante se recogio y el residuo
se sometid a un ciclo adicional de extraccion (con 10 mL de etanol al 80%) y centrifugacion.

Los sobrenadantes de cada extraccion se agruparon y filtraron a través de una membrana de
PTFE de 0.45 um (Diana Beck Scientific, Angera, Italia). La solucion filtrada (20 pL) se
inyectd en el sistema de HPLC en las siguientes condiciones operativas: columna de Prevail
Carbohydrate ES 5 um, 250 x 4.6 mm (Grace Davison Discovery Science, IL, USA);
Precolumn Prevail Carbohydrate ES 5 pm, 7.5 x 4.6 mm, (Grace Davison Discovery
Science, IL, USA); horno de columna a 30 °C, L-2300 Elite LaChrom (VWR, Hitachi,
Japon); fase mévil acetonitrilo-agua (75:25, v/v); caudal 1 mL/min; bomba L-2130 Elite
LaChrom (VWR, Hitachi, Japon). Los azUcares fueron detectados por ELSD 3330
(temperatura 45 °C, ganancia 8, flujo de nitrégeno 1.5 mL/min; (Grace Davison Discovery
Science, Alltech, MI, Italia). El sistema de HPLC fue controlado por el software EZChrom
Client/Server version 3.1.7.

Para la cuantificacion de picos, las curvas de calibracion de azlcares se construyeron
utilizando 15 concentraciones diferentes de fructosa (entre 12.8 y 310 mg/L), 19
concentraciones diferentes de glucosa (entre 12.6 y 428 mg/L), 19 concentraciones
diferentes de maltosa (entre 12.1 y 482 mg/L) y 15 concentraciones diferentes de sacarosa
(entre 13.0 y 407 mg/L), como estandares (Sigma, St. Louis, MO, USA). Los limites de
deteccidn de las soluciones estandar de fructosa, glucosa, maltosa y sacarosa fueron 1.11,

1.09, 1.11y 1.09 mg/L, respectivamente.

3.6.6 Determinacion de los indices de dafio térmico

a. Furosina

La furosina se determind siguiendo el método descrito por Hidalgo y Brandolini (2011), tal
como se detalla a continuacion: se agregaron 8 ml de HCI 8 N a aproximadamente 400 mg
de muestra, pesados con precision en viales de Pyrex con tapa rosca de 10 mL. Después de
burbujear nitrdgeno durante 1 min, los viales se sellaron y se mantuvieron a 110 °C durante
23 h. Posteriormente, la muestra se filtr6 a través de una membrana de PTFE de 0.45 um
(Diana Beck Scientific, Angera, Italia). Se realizd una extraccion en fase sélida de un
volumen de filtrado de 0.5 mL en un cartucho Millipore Sep-Pak C18, previamente

humedecido con metanol y agua. La furosina se diluyo utilizando 3 mL de HCI 3 N, y se
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inyectaron 20 pL de la dilucién en un aparato de cromatografia liquida que consta de dos
bombas de 510 HPLC, un controlador de gradiente automatico 680 y un detector de longitud
de onda multiple programable 490, todos de Millipore Aguas (Milford, MA, USA). El
instrumento se conectdé a un Chromatointegrator D-2500 (Merck-Hitachi, Darmstadt,
Alemania).

Las condiciones operativas del analisis de HPLC de furosina fueron las siguientes: una
columna dedicada a furosina C8 (250 x 4.6 mm, Alltech Italia S.R.L; Milan, Italia);
temperatura de la columna de 35 °C; deteccion de longitud de onda multiple de 280 nm; fase
mavil (A) 0.4% de acido acético en agua, (B) 0.3% de cloruro de potasio en disolvente A;
caudal de 1.2 mL/min. El gradiente de elucion, expresado como proporcion del eluyente B,
fue: condicion inicial, 2% durante 13.5 minutos; de 2% a 50% en 7 minutos, 50% durante 1
minuto; del 50% al 2% en 1.5 min, 2% durante 10 min. Se construyo una curva de calibracién
utilizando nueve concentraciones diferentes en HCI 3 N (entre 0.33 y 5.13 umol/L de
dihidrocloruro de furosina) (NeoMPS, PolyPeptide Laboratories, Strasbourg, Francia). El
limite de deteccion fue de 0.11 umol/L para la solucion estandar. Los resultados son

expresados en miligramos de furosina/100 g de proteina.

b. Hidroximetilfurfural y glucosilisomaltol

Para la determinacion de hidroximetilfurfural “HMF” y glucosilisomaltol “GLI”, la muestra
se preparé siguiendo el metodo propuesto por Hidalgo y Brandolini (2011), que a
continuacion se explica: 5 mL de buffer de borato 1 M pH 8.2 se agregaron a 0.5 g de
muestra, se sonicaron durante 30 min a 35 °C y se centrifugaron a 13000 x g durante 15 min.
El sobrenadante se recogid y el residuo se sometio a dos ciclos adicionales de 2 mL de agua
para extraccion y centrifugacion. Los sobrenadantes de cada extraccion se agruparon y
filtraron a través de una membrana de nailon de 0.45 um (Diana Beck Scientific, Angera,
Italia). La solucion filtrada (20 pL) se inyecto en el sistema de HPLC siguiendo el método
propuesto por Rufian-Henares et al. (2006) citado por Hidalgo y Brandolini (2011), bajo las
siguientes condiciones operativas: columna Prevail C18, 5 um, 4.6 mm x 250 mm (Grace
Davison Discovey Sciences, Deerfield, IL, USA); precolumna Prevail C18, 5 um, 4.6 mm x
7.5 mm (Grace Davison Discovey Sciences, Deerfield, IL, USA); horno de columna a 32 °C,
L-2300 Elite LaChrom (VWR, Hitachi, Japdn); fase movil, acetonitrilo-agua (5:95, v/v);
caudal, 1 mL/min; bomba L-2130 Elite LaChrom (VWR, Hitachi, Japon).
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Los compuestos se detectaron a 280 nm por el Detector de Matriz de Diodos L2450 Elite
LaChrom (Merck, Hitachi, Japon). El sistema de HPLC fue controlado por el software
EZChrom Client/Server version 3.1.7. Para la cuantificacion de los picos, se construyeron
curvas de calibracion de compuestos utilizando 13 concentraciones diferentes (entre 0y 6.25
mg/L) de HMF (Safc, St. Louis, MO, USA). Sobre la base de las curvas de calibracion, los
limites de deteccion de HMF en las soluciones estandar fueron de 0.05 mg/L. La
cuantificacion de GLI se calculd considerando el factor de respuesta de HMF a 280 nm. Los
resultados se expresan en mg/kg de DM. Todas las mediciones analiticas se realizaron dos

veces; los resultados se presentaron como medias (+ desviacidn estandar).

3.6.7 Determinacion de la capacidad antioxidante

a. Método DPPH

Para la determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH de las muestras de lupino
andino, se utilizo las metodologias propuestas por Yilmaz et al. (2015) y Martinez-
Villaluenga et al. (2009) con modificaciones, que a continuacion se detallan: se peso 20 mg
de muestra de lupino andino y se afiadié 500 uL de solucion DPPH (previamente preparada
a la concentracion de 0.4 mg/mL con solucion acuosa de metanol al 80%). Luego, se afiadid
700 pL de solucién acuosa de metanol al 80% (v/v). Posteriormente, se mezclo en un vortex
a 1300 RPM durante 15 segundos. Para la extraccion de los metabolitos, la mezcla se agit6
a 200 RPM durante 1 hora en oscuridad, luego se centrifugé a 9000 RPM por 15 minutos, y
se retird0 el sobrenadante para la lectura de la absorbancia. Finalmente, se coloco
cuidadosamente 130 pL del sobrenadante en el micropozo de la placa, luego se leyo la
absorbancia a 517 nm en un lector de micropozos (PowerWave XS2 Biotek). Se utilizo
solucion acuosa de metanol al 80% como blanco. La capacidad antioxidante fue calculada a
partir de una curva estandar de Trolox (1.9 — 30.8 pg Trolox/mL) y los resultados fueron
expresados como pmol Trolox por gramo de muestra de lupino andino en base seca. La curva
estandar de Trolox fue ensayado bajo las mismas condiciones para una muestra de lupino

andino.

b. Método ABTS"

El anélisis de la capacidad antioxidante por ABTS" se realiz6 de acuerdo a la metodologia
de Yilmaz et al. (2015) y los extractos metanolicos 80% de lupino andino fueron preparados
de acuerdo a la metodologia de Martinez-Villaluenga et al. (2009), con modificaciones, tal

como se explican a continuacién: a la muestra se afiadid una solucién acuosa de metanol
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80% (1:10; p/v), luego se agité a 200 RPM por 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad.
Luego, se centrifugd a 1200 x g por 5 min a 4 °C en una centrifuga refrigerada,
posteriormente se recupero el sobrenadante (extractos metanolicos 80% de lupino andino).

Por otro lado, en primer lugar, se prepar6 el cation ABTS™ mezclando una solucién acuosa
de ABTS (78.4 mg de ABTS en 10 mL agua destilada) con una solucién acuosa de persulfato
de potasio (13.2 mg de K>S20g en 10 mL de agua destilada) en la proporcion de 1:1 (v/v) y
dejandolo reaccionar en un lugar oscuro a temperatura ambiente por 16 horas. En segundo
lugar, el cation ABTS™ fue diluida con metanol al 80% hasta ajustar la absorbancia a 1.1 +
0.02 a 734 nm en un lector de micropozos (1 mL del cation ABTS* con 22 mL de metanol
al 80%). Por ultimo, 150 pL de extracto metanolico 80% de lupino andino se mezclaron con
1350 pL de la solucion diluida del cation ABTS™, luego se agit6 en un vortex durante 10
segundos a 1200 RPM y posteriormente se dejo reaccionar la mezcla a temperatura ambiente
en oscuridad durante 6 minutos. Luego, se puso 150 uL de la mezcla en el micropozo de la
placa y luego se leyo la absorbancia a 734 nm en un lector de micropozos (PowerWave XS2
Biotek). Se us6 metanol al 80% como blanco. La capacidad antioxidante fue calculada a
partir de una curva estandar de Trolox (0.1 — 0.8 umol TE/mL) y los resultados fueron
expresados como pumol TE por gramo de muestra de lupino andino en base seca. La curva

estandar de Trolox fue ensayado bajo las mismas condiciones para una muestra.

3.6.8 Determinacién del contenido fendlico total (TPC)

El analisis de compuestos fenolicos totales y los extractos metanolicos 80% de lupino andino
fueron ensayados de acuerdo a la metodologia de Yilmaz et al. (2015) con modificaciones,
tal como se exponen a continuacion: a la muestra de lupino andino se le afiadié una solucion
acuosa de metanol al 80%, en la proporcion de 1:10 (p/v), esta mezcla fue agitada a 200
RPM durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad. Luego, se centrifug6 a 1200 x g

por 5 min a4 °C en una centrifuga refrigerada, y posteriormente se recuperé el sobrenadante.

Por otro lado, se prepar6 el reactivo diluido Folin-Ciocalteu en agua destilada en la
proporcion de 1:10 (Folin-Ciocalteu:agua destilada, v/v); también se prepard una solucién
acuosa de carbonato de sodio (Na2COs), adicionando 1 g de carbonato de sodio en 10 mL de
solucién en agitacion constante. Se tomo 100 uL del extracto metanolico 80% de lupino
andino, 100 pL del reactivo diluido Folin-Ciocalteu, 100 pL de la solucion acuosa de

carbonato de sodio, y 1000 pL de agua destilada, luego se agité la mezcla en un agitador por
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15 segundos a 1200 RPM. Seguidamente, la mezcla se puso en un lugar oscuro por 30
minutos para que ocurra la reaccion. Finalizado la reaccion, se puso 130 pL de la mezcla en
el micropozo de la placa, luego se ley6 la absorbancia a 726 nm en un lector de micropozos
(PowerWave XS2 Biotek). El contenido fendlico total fue calculado a partir de una curva
estandar de acido galico (0.001 — 0.010 mg AGE/mL) y los resultados fueron expresados
como mg AGE por gramo de muestra de lupino andino en base seca. La curva estandar de

acido gélico fue ensayada bajo las mismas condiciones para una muestra.

3.6.9 Determinacion de los tocoferoles

La cuantificacion de los tocoferoles se determind mediante HPLC en fase normal, siguiendo
la metodologia trabajada por Hidalgo y Brandolini (2011) e Hidalgo et al. (2016), que a
continuacion se describe: 2 g de muestra se pesaron exactamente en un tubo con tapa rosca
y se saponificd con nitrogeno durante 45 minutos a 70 °C, con la adicion de 5 mL de
pirogalol etanolico (60 g/L) como antioxidante, 2 mL de etanol (95%), 2 mL de cloruro de
sodio (10 g/L) y 2 ml de hidroxido de potasio (600 g/L). Durante la saponificacion, los tubos
se agitaron en un Vortex por 5-10 min. Posteriormente, se enfriaron en un bafio de hielo y
se afiadieron 15 mL de cloruro de sodio (10 g/L). La suspension se extrajo luego dos veces
con 15 mL de hexano:acetato de etilo (9:1 v/v). La capa organica se recogio y se evaporo al
vacio, seguido de un secado con nitrégeno; el residuo se disolvio en 2 mL de hexano:alcohol
isopropilico (90:10 v/v) y se filtro a través de una membrana PTFE de 0.22 um (Diana Beck

Scientific, Angera, Italia).

La solucion filtrada (50 pL) se inyect6 en un sistema de HPLC que incluye: una columna
Alltima SlI, 250 x 4.6 mm, 5 um (Alltech Associates Inc; Deerfield, IL, EE. UU.); una
columna de proteccion Alltima SI 7.5 x 4.6 mm, 5 um (Alltech Associates Inc; Deerfield,
IL, EE. UU.); fase movil, hexano:acetato de etilo: acido acético (97.3:1.8:0.9, v/v/v);
velocidad de flujo, 1.6 mL/min; bomba L-2130 Elite LaChrom (VWR, Hitachi, Japén);
detector fluorométrico Jasco 821 FP Intelligent Spectrofluorometer (Japon) a longitudes de
onda de emisidon de excitacion de 290 nm y 330 nm, respectivamente; conectado a un
integrador Hitachi D-7500 (Merck, Darmstadt, Alemania).

Las curvas estandar de los tocoles se construyeron utilizando 11 concentraciones diferentes
(entre 0.40 y 109.73 mg/L) de estandar a-tocoferol (Fluka BioChemika, Buchs, Suiza), 13

concentraciones diferentes (entre 0.38 y 72.20 mg/L) de estandar B-tocoferol (Supelco,
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Bellefonte, PA, EE. UU.), 16 concentraciones diferentes (entre 0.20 y 23.20 mg/L) de
estandar y-tocoferol (Supelco, Bellefonte, PA, EE. UU.), 11 concentraciones diferentes
(entre 0.05 y 9.35 mg/L) de estadndar &-tocoferol (Supelco, Bellefonte, PA, EE. UU.), en
hexano:2-propanol (90:10, v/v). Las concentraciones estdndar de la solucion madre se
confirmaron espectrofotométricamente utilizando un coeficiente de absorcion conocido de

cada compuesto.

A partir de las curvas de calibracion, los limites de deteccion fueron calculados como el
valor del intercepto de la linea de regresién mas tres veces el error estandar de la estimacion.
Las curvas de calibracion fueron lineales (r?> = 1.00; p<0.001) en los intervalos de
concentracion evaluados; los limites de deteccion fueron 0.39, 0.80, 0.52 y 0.31 mg/L,
respectivamente, en la solucion estandar. Todas las mediciones analiticas se realizaron dos
veces. Los resultados se presentaron como medias, expresados en mg/kg en base seca o

materia seca (MS).

3.6.10 Determinacion de los carotenoides

La cuantificacion de los carotenoides se determind mediante HPLC en fase normal,
siguiendo la metodologia de Hidalgo et al. (2010), que a continuacion se describe: 2 g de
muestra se pesaron exactamente en un tubo con tapa rosca y se saponificaron bajo nitrégeno
durante 45 minutos a 70 °C, con la adicién de 5 mL de pirogalol etandlico (60 g/L) como
antioxidante, 2 mL de etanol (95%), 2 mL de cloruro de sodio (10 g/L) y 2 mL de hidroxido
de potasio (600 g/L). Durante la saponificacion, los tubos se agitaron en un VVortex por 5-10
min. Posteriormente, se enfriaron en un bafio de hielo y se afiadieron 15 mL de cloruro de
sodio (10 g/L). La suspension se extrajo luego dos veces con 15 mL de hexano:acetato de
etilo (9:1, v/v). La capa organica se recogio y se evaporo al vacio, seguido de un secado con
nitrégeno; el residuo se disolvio en 2 mL de hexano:alcohol isopropilico (90:10 v/v) y se

filtr6 a través de una membrana PTFE de 0.22 um (Diana Beck Scientific, Angera, Italia).

La solucidn filtrada (20 L) se inyectd en el sistema de HPLC con las siguientes condiciones

de operacion: columna Alltima Si columna, 250 x 4.6 mm, 5 um (Alltech Associates Inc;

Deerfield, IL, EE.UU.); Columna de proteccién Alltima SI 7.5 x 4.6 mm, 5 um (Alltech

Associates Inc; Deerfield, IL, EE. UU.); horno de columna a 20 °C, L-2300 Elite LaChrom

(VWR, Hitachi, Japon); fase mévil, hexano:alcohol isopropilico (5%); caudal 1.5 mL/min;

bomba L-2130 Elite LaChrom (VWR, Hitachi, Japon). Los carotenoides fueron detectados
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a 450 nm por un Detector de Arreglo de Diodos L2450 Elite LaChrom (Merck, Hitachi,
Japon) dentro del rango de 200-650 nm. El sistema HPLC fue controlado por el software
EZChrom Client/Server version 3.1.7.

Para la cuantificacion de los picos, se construyeron curvas de calibracion utilizando 7
concentraciones diferentes (entre 0.3 y 3.0 mg/L) de la solucion madre del estandar de luteina
(B, e-caroteno-3,30°diol; Fluka, St. Louis, MO, EE. UU.), 10 concentraciones diferentes
(entre 0.05 y 1.03 mg/L) de la solucion madre del estandar zeaxantina (B, p-caroteno-
3,30’diol; Extrasynthese, Genay, Francia), diluido con alcohol isopropilico (10%) en
hexano. Las soluciones madre estandar de luteina y zeaxantina se prepararon en etanol; sus
concentraciones se confirmaron espectrofotométricamente utilizando el coeficiente de

absorcion conocido de cada compuesto.

A partir de las curvas de calibracion, los limites de deteccion fueron calculados como el
valor del intercepto de la linea de regresion mas 3 veces el error estandar de la estimacion.
Las curvas de calibracion de luteina y zeaxantina fueron lineales (r? = 1.00; p < 0.001) en
los rangos de concentracion evaluados, y mostraron limites de deteccion en la solucion
estandar de 0.06 y 0.01 mg/L, respectivamente. Todas las mediciones analiticas se realizaron
dos veces; los resultados se presentaron como medias, expresados en mg/kg en base seca o

materia seca (MS).

3.7 DISENO EXPERIMENTAL

En la figura 1, se muestran todas las operaciones y los analisis que se realizaron a los granos
de lupino. De manera general, en la investigacion se estudiaron dos factores: factor Genotipo
“tres tipos de genotipos”: Altagracia, Andenes y Yunguyo; y factor Tratamiento “control +
cuatro procesos tecnologicos”: lupino amargo (control), lupino desamargado, lupino
extruido, lupino secado por aspersion con maltodextrina y lupino secado por aspersion con

goma arabiga.

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de los ensayos se sometieron al analisis de varianza (ANOVA) considerando
los tratamientos (amargo “muestra control”, desamargado, extruido, secado por aspersion
con goma arabiga y secado por aspersién con maltodextrina) y los genotipos (Altagracia,

Andenes y Yunguyo) como factores y fueron expresados como valor medio + desviacion
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estandar. Cuando se encontraron diferencias significativas (p < 0.05), se utilizé la prueba de
rango multiple de Tukey para discriminar entre los valores medios, en un nivel de
significancia del 95%. Los analisis estadisticos se realizaron con el software Minitab v. 17
(Minitab Inc, State College, PA, USA).

Modelo aditivo lineal del experimento:

Yij=u+Ti+Gj+Ti-Gj+eij

Donde:

Y . Respuesta correspondiente a la combinacion de los factores T; y G;.

U : Respuesta media global de todos los tratamientos.

T; : Factor tratamiento “Amargo (muestra control), desamargado, extrusion, secado por
aspersion con goma arabiga y secado por aspersion con maltodextrina”

G; : Factor Genotipo “Altagracia, Andenes y Yunguyo”

T;.G;  Interaccion entre los factores T; y G;.

e;j . Error de los factores T; y G;.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En toda esta seccion, de acuerdo a los resultados del andlisis de varianza, el factor
tratamiento “fipo de procesamiento’ presentd un efecto altamente significativo al igual que
el factor genotipo, sin embargo la mayor variabilidad de los resultados sobre los
componentes nutricionales y funcionales fue generado por el factor tratamiento; por tal
razén, las Tablas mostraran solo los resultados medios de los tres genotipos para cada
tratamiento (amargo “muestra control”, desamargado, extrusion, secado por aspersion con
goma arabiga y secado por aspersion con maltodextrina), mientras que en los Anexos se

presentan una vista mas detallada sobre los resultados de cada genotipo.

4.1 EFECTO DE LOS PROCESOS DE DESAMARGADO, EXTRUSION Y SECADO
POR ASPERSION EN LA DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LAS PROTEINAS,
LA COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL Y EL DANO TERMICO

4.1.1 Andlisis de varianza para los procesos y genotipos

El analisis de varianza (Tabla 1) mostro diferencias altamente significativas entre

tratamientos (tipos de procesamiento y control), entre genotipos (Altagracia, Andenes y

Yunguyo) y su interaccion para casi todas las caracteristicas o parametros analizados en las

muestras; la excepcion fue con el contenido de maltosa, modificado solo por los

tratamientos. El efecto del tratamiento fue predominante (Anexo 1), explicando entre 72.4%

(a*) y 100% (humedad) de la variacidn total; las diferencias entre genotipos representaron

solo el 0.0 - 6.6%, mientras que la interaccion a veces describio una porcion considerable de

variacion, como para el caso de furosina (14.0%), glucosa (18.3%), fructosa (19.7%) y a*

(21.3%). Por lo tanto, para facilitar la presentacion de los resultados de esta investigacion,

las Tablas informaran solo los resultados medios de cada tratamiento (proceso y control),

mientras que en los Anexos se presentan una vista mas detallada sobre los resultados de los

diferentes genotipos bajo los diferentes tratamientos.



Tabla 1. Media del cuadrado del analisis de la varianza para todos los tratamientos.

Tratamiento (T) Genotipo (G) TxG

Grados de libertad 4 2 8
Humedad 10806.60*** 0.09***  (0.43***
Lipidos 529.76*** 59.12*** 4, 78***
Ceniza 21.15%** 0.49***  (,32***
Proteinas 1000.00*** 24.00%**  40.27***
Carbohidratos 2192.95*** 86.33*** 57,22%**
Digestibilidad de la proteina 278.05*** 11.92%**  172%**
Fructosa 0.308*** 0.056***  0.042***
Glucosa 0.131*** 0.020***  0.016***
Maltosa 2.683*** 0.006 0.005
Azucares reductores 3.724*** 0.030***  0.033***
Sacarosa 22.14%** 0.75***  (0.70***
L* 450.34*** 0.97*%**  4.04***
ax 3.12%** 0.25***  0.46***
b* 476.88*** 5.35***  §.39***
aw 0.102*** 0.001***  0.001***
Furosina 2317.81***  347.89*** 204.12***
Hidroximetilfurfural 0.405*** 0.003***  0.009***
Glucosilisomaltol 0.404*** 0.004***  0.004***
Capacidad Antioxidante 8.84297***  (0.3825*** (.3662***
Contenido de fenoles totales 0.8566***  0.07595*** (0.0109***
Tocoles 18810.2***  11116.6*** 768.3***
Carotenoides 0.389*** 0.442***  (0.019***

***: Nivel de significancia a p<0.001
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4.1.2 Efecto del proceso en la digestibilidad in vitro de las proteinas y la composicion
quimica proximal
a. Desamargado de los granos lupino
El lupino desamargado tuvo un mayor contenido de proteinas (54.4 + 2.61 g/100 g de MS)
que las semillas amargas (contenido de proteinas de 47.4 + 2.80 g/100 g de MS) (Tabla 2);
Altagracia fue el genotipo con el mayor valor proteico (57.8 g/100 g; Anexo 2). Se observo
un aumento de proteinas, después del remojo y lavado, en diferentes especies de lupino; para
el caso de L. mutabilis de 41.4 a 55.9 g/100 g (Carvajal-Larenas et al. 2014), mientras que
en L. albus aumenté de 41.3 a 51.6 g/100 g (Erbas 2010). El contenido aumentado de
proteinas es consecuencia de un cambio en la composicion de la materia seca debido a la
lixiviacion de moléculas hidrosolubles (minerales, alcaloides, flavonoides, azucares,
almiddn y otros oligosacaridos) y a algunas pérdidas de cascara de los granos durante el
proceso de desamargado.

El proceso de desamargado mejor0 significativamente la digestibilidad in vitro de las
proteinas (Tabla 2), que aumentd de 61.2% (harina amarga) a 63.7% (harina desamargada).
El remojo y la coccion reducen la presencia de antinutrientes como el acido fitico, los
taninos, la a-amilasa y los inhibidores de la tripsina; ademas, las etapas de calentamiento
desnaturalizan las proteinas, haciéndolas mas disponibles para la digestion (El-Hady y
Habiba 2003).

El contenido de lipidos de los lupinos amargos (16.2 + 1.03 ¢g/100 g) fue similar a los
resultados de L. mutabilis de Schoeneberger et al. (1982) y Gross et al. (1988), y es superior
a L. albus, L. luteus y L. angustifolius (Bahr et al. 2014; Erbas et al. 2005; Erbas 2010;
Musco et al. 2017; Sujak et al. 2006). Este contenido de lipidos aument6 a 24.8 g/100 g
después del proceso de desamargado; estos resultados concuerdan con Schoeneberger et al.
(1982), quienes notaron un aumento del 15.0 al 26.9% después de cocinar y lavar durante

tres dias los granos de lupino andino.
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Tabla 2. Media (+ desviacion estandar) de la digestibilidad in vitro de proteinas (%) y
composicion quimica proximal (9/100 g de MS) de harinas crudas y procesadas
de tres genotipos de lupinos andinos.

Digestibilidad  Proteinas Lipidos Ceniza Carbohidratos!
Amargo 61.18°+1.43  47.36°42.80 16.199#1.03 4.80°+0.21  31.65°+2.47
Desamargado  63.73940.82  54.44°+2.61 24.81°+1.29 1.83°40.15  18.92%+1.26
Extruido 68.06°+1.21  55.69%+2.03 24.82°+2.29 1.68%+0.34  17.81°+1.37
Bebida secada
poraspersion — 73.98°+1.66  31.89°t1.87 17.73°¢1.85 1.90°+0.58  48.48"+4.30
(goma arabiga)
Bebida secada

72.80°+1.22  31.69°+4.06 15.65%1.60 0.75°+0.09  51.90°+6.67

por aspersion
(maltodextrina)

! Calculado por diferencia.
T _as medias con diferentes letras en superindice en la misma columna son estadisticamente
diferentes (p < 0.05).

En L. mutabilis, los principales minerales solubles son Ca, P, Nay K (Marrou et al; 2011).
El contenido de cenizas de los lupinos amargos disminuyé de 4.8 + 0.21 g/100 g a 1.83 g/100
g despues del proceso de desamargado (Tabla 2). EIl contenido de cenizas de los lupinos
amargos fue casi similar a lo reportado por Carvajal-Larenas et al. (2014) y Carvajal-Larenas
et al. (2016) para L. mutabilis de Ecuador (5.0 g/100 g DM); ademas nuestros resultados se
encontraron dentro de rango (2.4 - 5.2 g/100 g DM) encontrado por estos autores. Asimismo,
también estos autores encontraron una tendencia de disminucion de cenizas (de 5.0 a 1.9
9/100 g) debido al proceso de desamargado. Mientras tanto, Erbas (2010) observaron una

reduccion mas limitada (de 2.57 a 2.55 g / 100 g) en L. albus.

El contenido total de carbohidratos fue de 31.7 £ 2.5 g/100 g en lupinos amargos, dentro del
rango (26.1 - 43.2 g/100 g) observado por Carvajal-Larenas et al. (2016). El contenido total
de carbohidratos fue modificado por el proceso de desamargado. El proceso de desamargado
tuvo un efecto negativo en el contenido total de carbohidratos (incluida la fibra), que
disminuyo de 31.6 a 18.9 g/100 g (Tabla 2), una disminucion de casi el 40% de los valores
de los granos amargos. Erbas (2010) observo que no hay muchos datos en la literatura sobre
el comportamiento de los carbohidratos durante el proceso de desamargado, pero encontro

una disminucién de 17.4 a 14.1 g/100 g, en L. albus. Asimismo, el proceso de desamargado
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elimind por completo todos los azucares que podrian estar implicados en reacciones de

degradacion, como Maillard y otros.

En la Tabla 3 y el Anexo 3 se reportan las concentraciones de los azucares en los diferentes
genotipos de lupino amargo; los azlcares reductores fueron escasos (0.86 g/100 g) y la
sacarosa fue mas abundante (4.34 + 1.33 g/100 g). Sin embargo, la concentracién de sacarosa
estuvo por debajo de los valores encontrados por Gross et al. (1988) en dos genotipos de L.
mutabilis chilenos de bajo alcaloide (9.0 - 9.9 g/100 g) obtenidos por fitomejoramiento, pero
fue muy similar a las descritas por Erbas et al. (2005) para L. albus (4.1 g/100 g para

sacarosa).

Tabla 3. Media (z desviacion estandar) del contenido de azucares (fructosa, glucosa,
maltosa y sacarosa, g/100 g de MS) de las harinas de tres genotipos de lupino

andino.
Fructosa Glucosa Maltosa Azucares Sacarosa
reductores

Amargo 0.522+0.33 0.30°+0.14 0.14°+0.02 0.86°+0.26 4.34%+1.33
Desamargado nd nd nd nd nd
Extruido nd nd nd nd nd
Bebida secada por
aspersion 0.19°+0.05 nd nd 0.19°+0.05  0.12°+0.05
(goma arabiga)
Bebida secada por
aspersion nd 0.328+0.02 1.528+0.12 1.84%+0.11 0.13°+0.00

(maltodextrina)

Las medias con diferentes letras en superindice en la misma columna son estadisticamente
diferentes (p<0.05).
nd: no detectado.

b. Extrusion de la harina desamargada

La extrusion rompe las estructuras de la pared celular y desencadena varios cambios
quimicos Yy reoldgicos; las nuevas interacciones hidrofébicas, los enlaces de hidrégeno y
disulfuro modifican profundamente el estado de agregacion de proteinas (Chen et al. 2011).

Uno de los problemas del proceso de extrusion es la pérdida de nutrientes durante la
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extrusion de los alimentos. En la presente investigacion fue posible ajustar los parametros
de extrusion (baja temperatura) para minimizar las pérdidas de lipidos. La concentracién de
proteina aumento ligeramente de 54.5 + 2.61 a 55.7 + 2.03 ¢/100 g de MS (Tabla 2) en
comparacion con la harina desamargada, debido a una pérdida minima de materia seca.
Lampart-Szczapa et al. (2006) mostraron una disminucion de las proteinas solubles entre
harinas crudas y extruidas en tres especies de lupino (L. luteus, L. albus y L. angustifolius);
segun ellos, las proteinas cambian a estructura fibrosa después de la extrusion debido a la
formacion de nuevos enlaces. Ademas, Frias et al. (2011) observaron un ligero aumento de
proteina de 23.6 a 24.1 g/100 g entre muestras de Pisum sativum crudas y extruidas, después

de un proceso de extrusion a 129, 135y 142 °C.

La extrusion mejoro significativamente la digestibilidad in vitro de las proteinas (Tabla 2),
que aumenté de 63.7% (harina desamargada) a 68.1% (harina extruida); EI-Hady y Habiba
(2003) mencionaron que la temperatura de extrusion desnaturaliza las proteinas y reduce la
presencia de antinutrientes, haciéndolas mas disponibles para la digestion. De hecho,
Palanisamy et al. (2018) descubrieron que la extrusion mejord significativamente la
digestibilidad in vitro de las proteinas de los extruidos de lupino (80.9 - 85.9%) en
comparacion con las harinas crudas (78.2%) y concluyo que los principales factores que
influyeron en fueron los cambios en la estructura de la proteina. EI-Hady y Habiba (2003)
notaron que la digestibilidad de proteinas in vitro aumentd de semillas crudas a semillas
extruidas en habas (del 75.4% al 80.4%), guisantes (del 74.5% al 78.1%), garbanzos (del
74.0% al 81.1%) y frijoles (del 70.6% al 79.3%). La extrusion mejoré la digestibilidad del

lupino, pero este nunca alcanzo el nivel del control, el aislado de proteina de caseina (87.1%).

El contenido de lipidos de la harina de lupino no cambi6 de desamargado a extruido (Tabla
2); sin embargo, Frias et al. (2011) en guisantes observaron aumentos moderados en la
concentracion de lipidos después de la extrusion. El contenido de cenizas mostrdé cambios
marginales (1.8 - 1.7 + 0.34 g/100 g), principalmente atribuibles al ecotipo Andenes.
Modificaciones menores similares fueron observadas por El-Hady y Habiba (2003) en
guisantes, garbanzos, frijoles y habas, asi como por Frias et al. (2011) en guisantes. Por otro
lado, la extrusion no cambié mucho el contenido de carbohidratos, que estuvo alrededor de
los 17.8 + 1.38 ¢/100 g (Tabla 2). En guisantes la estabilidad de la concentracion de

carbohidratos después de la extrusion fue observada por Frias et al. (2011). Los azUcares no
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fueron detectados en muestras extruidas (Tabla 3), debido a que estos fueron previamente

eliminados mediante el proceso de desamargado.

c. Secado por aspersion de la bebida de lupino

Al principio, la bebida de lupino (8.5% de sélidos totales), preparada en esta investigacion
como material de entrada para el proceso de secado por aspersion, tenia la siguiente
composicion quimica proximal: 45.28 + 4.28 g/100 g de proteinas, 35.69 + 3.01 g/100 g de
lipidos, 18.52 + 5.94 g/100 g de carbohidratos y 0.51 + 0.07 g/100 g de cenizas en MS. Por
lo tanto, la bebida de lupino tenia un contenido de proteinas (45.28 + 4,28 /100 Q)
significativamente menor que las harinas amargas, desamargadas y extruidas, porque el
tamiz de tela filtra (retiene) muchos solidos que probablemente contienen agregados de
proteinas complejas, permitiendo solo el paso de proteinas solubles. La bebida de lupino
experimento un aumento en la concentracion de lipidos (promedio: 35.7 + 3.01 g/100 g),
debido a la eliminacion de compuestos sélidos por el tamizado, pero también un contenido
muy bajo de cenizas (0.5 £ 0.07 g/100 g). Jiménez et al. (2000), en una bebida de L.
campestris, observaron un contenido de proteinas de 4.8 g/100 g y un contenido de lipidos
de 1.4 g/100 en una solucion de solidos totales del 11% (correspondiente a 43.6 g/100 g y
12.7 g/100 g, expresado en materia seca, respectivamente), lo que indica una baja densidad
de nutrientes en comparacion con L. mutabilis. Ademas, los sélidos eliminados durante la
preparacion de la bebida de lupino podrian utilizarse para la preparacion de nuevos productos
de valor nutricional, como propuesto para otros cultivos leguminosos (por ejemplo, soja;
McClement et al. 2019). La concentracion de carbohidratos fue de alrededor de 18.5 + 5.94
g/100 g; sin embargo, el genotipo Altagracia mostro valores mas altos que los otros dos
genotipos de lupinos (Anexo 2). La concentracion de aztcares en la bebida de lupino no fue
medida, porque ya estaban por debajo de los limites de deteccion en los granos de lupino

desamargados.

Después del secado por aspersion, la bebida secada (lupino en polvo) obtenida mostré un
contenido de proteina (31.7-31.9 g/100 g de MS) inferior a las harinas obtenidas por los otros
procesos estudiados. Este contenido fue similar cuando se utilizaron diferentes agentes
encapsulantes (materiales de pared), como goma ardbiga o maltodextrina, durante el secado
por aspersion (Tabla 2). La presencia de los agentes encapsulantes (6%), que tienen un

contenido proteico muy pobre/nulo, tuvo un efecto diluyente sobre el contenido proteico.
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La digestibilidad in vitro de proteinas del lupino en polvo fue del 74.0% con goma arabiga
y del 72.8% con maltodextrina; todos los genotipos mostraron comportamientos similares.
Por lo tanto, el secado por aspersion aumento significativamente la digestibilidad in vitro de
las proteinas en comparacion a la harina desamargada (63.7%), aunque no lleg6 al nivel del
aislado de proteina de caseina (control; 87.1%). Del mismo modo, Almeida et al. (2015)
reportaron una digestibilidad in vitro de proteinas de la soya en polvo (55.2%) mucho méas
baja que la caseina en polvo (83.7%). El valor nutritivo de las proteinas de las leguminosas
es inferior a las proteinas animales debido a menor digestibilidad, deficiencia de

aminoécidos ricos en azufre y presencia de factores antinutricionales.

La concentracién de lipidos también fue baja (15.7-17.7 ¢/100 g de MS), es decir
aproximadamente la mitad de la bebida de lupino, e inferior a los demas tratamientos; la
adicién de goma arabiga durante el proceso de secado por aspersion conservo un contenido

de lipidos marginalmente alto en comparacion con la maltodextrina.

La adicion de agentes encapsulantes durante el secado por aspersion contribuy6 a un ligero
aumento en el contenido de cenizas en comparacion con la bebida de lupino para la
maltodextrina afiadida (de 0.51 a 0.75 g/100 g de MS) y cuatro veces mayor para la goma
arabiga afiadida (de 0.51 a 1.90 g/100 g de MS) (Tabla 2), por el mayor contenido de cenizas
que tiene la goma arabiga (~2%) en comparacion con la maltodextrina (~0.45%). El genotipo
Altagracia con goma arabiga tenia una concentracion de cenizas que fue la mitad de los otros
dos genotipos (Anexo 2). Del mismo modo, los agentes encapsulantes contribuyeron al
aumento en el contenido de carbohidratos, alcanzando 48.48 g/100 g (muestras con goma
arabiga) y 51.90 g/100 g (muestras con maltodextrina). La presencia de azucares en el lupino
en polvo (ausentes en la bebida de lupino) se debio totalmente a los agentes encapsulantes:
en particular, la goma arabiga suministré fructosa y sacarosa, mientras que la maltodextrina

aporto glucosa, maltosa y sacarosa (Tabla 3).

4.1.3 Efecto del proceso en los marcadores de dafio térmico

a. Color y actividad de agua

Las L*, a* y b* del lupino amargo (Tabla 4) fueron 84.6 + 0.90, -2.10 £ 0.44 y 20.3 + 1.55,

respectivamente, lo que indica un tono amarillo verdoso palido. No hay mucha informacién

disponible sobre el color del lupino, pero Mohamed y Rayas-Duarte (1995) registraron 82.8

(L*), -1.98 (a*) y +21.3 (b*), mientras que Yorgancilar y Bilgicli (2014) observaron, en L.
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albus, valores para L*, a* y b* dentro del rango de 65.2 - 67.1, 3.4 - 7.0 y 16.5 - 20.3,
respectivamente. En L. angustifolius, Rumiyati et al. (2015) observaron para L*, a* y b*
valores de 90.6, -1.3 y 28.5, respectivamente.

El proceso de desamargado, condujo a una ligera variacion en los parametros de color en
comparacion con el lupino amargo, con AE = 5.03 = 1.32 (Tabla 4), posiblemente como
resultado de las operaciones de hidratacion y coccién aplicadas para eliminar los alcaloides
y que a su vez también terminaron eliminando algunos pigmentos. La extrusion (AE = 10.50
+ 3.25) redujo la luminosidad (75.1 + 1.72) y aument6 a* (-0.94 + 0.48) y b* (23.8 + 1.90).
Rumiyati et al. (2015) mencionaron que la alta temperatura de extrusion influye en el color
del lupino. El lupino en polvo con maltodextrina fue el méas diferente en cuanto al color (AE
=15.24 + 1.03) seguido del polvo con goma arabiga (AE = 14.56 + 1.05). Esas diferencias
se deben principalmente a la luminosidad de los lupinos en polvo, que fue superior (92.0 -
92.6) a los demaés lupinos procesados, mientras que b* fue menor (7.7 - 7.8): los agentes
encapsulantes mejoraron la luminosidad, pero la maltodextrina aumentdé L* mas que la goma

arabiga.

Tabla 4. Media (+ desviacion estandar) de las coordenadas de color (L*, a*, b*),
diferencia de color (AE) y la actividad del agua (aw) de las harinas de tres

genotipos de lupino andino.

L* ax b* aw AE
Amargo 84.5994+0.90 -2.10°+0.44 20.32°+1.55 0.57°+0.01 -
Desamargado 85.47°+0.51 -2.11°+0.18 15.41°+0.28 0.58°+0.01 5.03+1.32°
Extruido 75.09%1.72  -0.94°+0.48 23.82°+1.90 0.71%+0.03 10.50+3.25%
Bebida secada por  91.99°+0.32  -2.22°+0.33 7.80%1.13  0.40°+0.02 14.56+1.05%
aspersion
(goma arabiga)
Bebida secada por  92.56%+0.79  -2.46°+0.17 7.67°+1.03  0.41°40.02 15.24+1.03?

aspersion
(maltodextrina)

Las medias con diferentes letras en superindice en la misma columna son estadisticamente
diferentes (p<0.05).

La actividad del agua (aw) de las muestras amargas y desamargadas fue muy similar (0.57 +

0.01 y 0.58 + 0.01, respectivamente) y dentro del rango para la harina de soya (0.55 - 0.66)
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reportado por Paucar-Menacho et al. (2010). La extrusion aumento la aw (0.71 + 0.03); la
actividad de agua mas baja se report6 en las muestras secados por aspersion (goma arabiga:
0.40 £ 0.02 y maltodextrina: 0.41 £ 0.02). Un aumento en la actividad del agua (aw del lupino
amargo y desamargado) favorece la reaccion de Maillard y en consecuencia el desarrollo del
color marrén, pero después de que la actividad de agua alcanza alrededor de 0.7 (aw del

lupino extruido) las tasas de oscurecimiento disminuyen.

b. Furosina, HMF y GLI

La furosina fue el marcador mas sensible de dafio térmico para el caso del lupino andino. En
general, el dafio térmico de las muestras fue minimo (Tabla 5). El contenido de furosina fue
bajo en lupinos amargos, desamargados y extruidos (8.7 — 10.5 mg/100 g de proteina),
aumento ligeramente despues del secado por aspersion con goma arabiga (13.4 = 2.0 mg/100
g de proteina) y mostré un marcado aumento (54.1 = 20.7 mg/100 g de proteina) después del
secado por aspersion con maltodextrina. En particular, la presencia de furosina fue
abundante en el genotipo Andenes, que alcanzé 80.5 mg/100 g de proteina (Anexo 5); el
contenido de azUcares reductores fue similar entre los genotipos (Anexo 3), por lo tanto, la
mayor formacion de furosina en este genotipo (Andenes) puede estar relacionada con un
contenido diferente de e-aminoacidos. Estos valores son comparables a los reportados por
Arnoldi et al. (2007) (25.7 - 53.6 mg/100 g de proteina) para aislados de proteina de lupino
secado por aspersion, y muy por debajo de los 200 - 1000 mg/100 g de proteina reportados
para diez formulas infantiles (Rufian-Henares et al. 2008). La furosina es un indicador final
de los cambios de calidad asociados a la reaccion de Maillard (Rufidn-Henares et al. 2008).
Por otro lado, HMF y GLI, indicadores de dafio térmico que monitorizan el dafio térmico
durante los pasos intermedios avanzados de la reaccion de Maillard, se encontraron por
debajo del limite de deteccion en las harinas amargas, desamargadas y extruidas. El secado
por aspersion condujo a un contenido de HMF bajo pero detectable en las muestras con goma
ardbiga (0.11 £ 0.09 mg/kg); la goma arabiga no tiene maltosa; por lo tanto, no se observd
GLI. En muestras secadas por aspersion con maltodextrina se detectd una mayor
concentracion de HMF (0.60 + 0.09 mg/kg), junto con la presencia de GLI (0.58 + 0.00
mg/kg), lo que indica que este agente encapsulante (maltodextrina, un complejo de
oligosacaridos rico en monémeros de glucosa) estuvo involucrado en un dafio térmico mas

fuerte (pero a pesar de eso su contenido es minimo).
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Tabla 5. Media (+ desviacion estdndar) de los indices de dafio térmico (furosina,
mg/100 g de proteina; hidroximetilfurfural, HMF, mg/kg MS; vy

glucosilisomaltol, GLI, mg/kg MS) de las harinas de tres genotipos de lupino

andino.

Furosina HMF GLI
Amargo 8.87%+5.10 Nd nd
Desamargado 10.52°+2.84 Nd nd
Extruido 8.71%+2.42 Nd nd

Bebida secada por

aspersion 13.39P+1.99 0.11°+0.09 nd
(goma arabiga)

Bebida secada por
aspersion
(maltodextrina)

54.11%+20.68 0.60°+0.09 0.58+0.0

Las medias con diferentes letras en superindice en la misma columna son estadisticamente
diferentes (p<0.05).
nd: no detectado.

4.2 EFECTO DE LOS PROCESOS DE DESAMARGADO, EXTRUSION Y SECADO
POR ASPERSION EN LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y LOS
COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

En general, los valores obtenidos de capacidad antioxidante del lupino andino amargo por

DPPH (5.09 — 5.62 pmol trolox/g b.s.) y ABTS" (146.72 — 167.87 pmol trolox/g b.s.) fueron

diferentes para cada tipo de genotipo (Anexo 6); estos valores se encuentran por encima de

los resultados obtenidos por Martinez-Villaluenga et al. (2009), quienes encontraron valores
dentro de los rangos de 2.83 — 3.09 y 47.0 — 71.4 umol trolox/g b.s. respectivamente, en
diferentes semillas crudas de genotipos de L. angustifolius y L. albus. Adicionalmente,

Ranilla et al. (2009) encontraron valores de 0.82 — 1.6 umol trolox/g b.h. de capacidad

antioxidante por DPPH en cotiledones de diferentes genotipos de L. mutabilis. Ademas, en

diferentes genotipos de L. albus, la capacidad antioxidante por ABTS™ fue de 53 — 123 umol
trolox/g b.s. (Karamac et al. 2018). El contenido de fenoles totales (1.33 — 1.53 mg AGE/g
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b.s.) de lupino andino amargo, se encuentran por debajo de lo reportado por Martinez-
Villaluenga et al. (2009), quienes encontraron valores de 1.82 — 2.53 mg &cido ferulico/g
b.s, en diferentes semillas crudas de genotipos de L. angustifolius y L. albus. Sin embargo,
nuestros resultados estan por encima de los resultados de compuestos fendlicos obtenidos
por Jiménez-Martinez et al. (2007), quienes hallaron 5.8 mg &cido tanico/kg de semillas, en
muestras de L. mutabilis. Ranilla et al. (2009) reportaron valores dentro del rango de 9.67 —
11.35 mg catequina/g b.h. para diferentes genotipos de Lupinus mutabilis. Karamac¢ et al.
(2018) encontraron valores de 4.36 — 7.24 mg AGE/g b.s. en diferentes genotipos de L. albus.
Estas variantes de resultados entre muestras pueden probablemente deberse al método de

extraccion y cuantificacion de estos compuestos fendlicos con actividad antioxidante.

Tabla 6. Media (z desviacion estandar) de la capacidad antioxidante (DPPH y ABTS™)
y del contenido en compuestos fendlicos totales (TPC) de las harinas de tres

genotipos de lupino andino.

DPPH ABTS* TPC
(umol Trolox/g b.s.) (umol Trolox/g b.s.) (mg AGE/g b.s.)
SD D SD D SD D
Amargo 5.25%0.09 5.57%+0.10 150.11°%0.2 163.3*+0.78 1.36°+0.03 1.51°+0.04
Desamargado ~ 4.06°+0.12 4.47°+0.12 74.22°+0.32 75.79°+1.00 1.04°+0.01 1.20°+0.01
Extruido 4.10°+0.08 4.73%0.15 75.56°+0.94 76.88°+1.12 1.10°+0.01 1.33%0.02
Bebida secada
por aspersion 2.87°0.09 3.15°+0.04 52.10°40.90 62.42°¢1.33 0.66°¢0.02 0.75°+0.01
(goma arabiga)
Bebida secada
por aspersion 2.90°40.05 3.12°+0.06 50.65°+0.68 61.63°¢0.83 0.64°+0.01 0.76°+0.02

(maltodextrina)

Las medias con diferentes letras en superindice en la misma columna son estadisticamente

diferentes (p<0.05).
b.s.: Base seca

SD: Sin desengrasar
D: Desengrasadas

Después del proceso de desamargado, los valores de capacidad antioxidante y compuestos
fendlicos del lupino amargo se redujeron (Tabla 6); esto probablemente se debié a la
temperatura de coccion y los lavados sucesivos que se realizaron a los granos de lupino
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durante este proceso. Esta tendencia también fue observado por Tsaliki et al. (1999), quienes
mencionaron que durante el desamargado, por lavados sucesivos, la actividad antioxidante
y el contenido de polifenoles de L. albus disminuyen. Adicionalmente, Jiménez-Martinez et
al. (2007), mencionaron que el contenido de los compuestos bioactivos (como compuestos
fendlicos y antioxidantes) del lupino se reducen durante el proceso de desamargado, debido

a que algunos antioxidantes son solubles en agua e inestables a temperaturas de coccion.

La extrusion es un proceso rapido y el tiempo de permanencia del lupino desamargado dentro
de las secciones del extrusor fue cortos, en promedio 1 — 2 minutos. Por otro lado, la
capacidad antioxidante y el contenido total de fenoles de las muestras de lupino
desamargadas y extruidas fueron muy similares y sin diferencias significativas entre ellas
(p>0.05) (Tabla 6), esta similitud probablemente se debio a que las temperaturas (95 — 140
°C) no fueron muy lesivas para estos compuestos bioactivos; ademas, el lupino tiene altos
niveles de proteinas en su composicion quimica, que probablemente actuaron como un
amortiguador y evito la degradacion de los antioxidantes. Por el contrario, Anton et al.
(2009) reportaron una ligera disminucion de los componentes fendlicos durante la extrusion;
cabe indicar que estos investigadores realizaron el proceso de extrusion a 160 °C y trabajaron
con frijol. EI frijol no tiene altos niveles de proteina como el lupino y probablemente esto
ocasiono que los fenolicos fueran mas inestables. Por otro lado, Brennan et al. (2011),
mencionaron que el proceso de extrusion puede ocasionar un ligero aumento de
componentes fenolicos en el alimento extruido, probablemente producto de la degradacién
de algunos aminoacidos durante la extrusion; este enunciado concuerda con los resultados

obtenidos en la presente investigacion.

El proceso de secado por aspersion trabaja a altas temperaturas y seca al alimento en un corto
tiempo. Este proceso tiene muchas ventajas, como prolongar la vida util del alimento y
preservar componentes bioactivos (Zhang et al. 2020; Lim et al. 2011). En la presente
investigacion, el proceso de secado por aspersion se realiz6 a 170 °C y modifico
significativamente (p<0.05) la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales del
lupino desamargado (Tabla 6). Por consiguiente, la capacidad antioxidante se redujo
significativamente, probablemente debido a la forma de preparacién de la bebida de lupino
y a la temperatura elevada de secado. Lim et al. (2011) mencionan que el proceso de secado
por aspersion puede ocasionar una ligera reduccién de los compuestos antioxidantes que

tiene el alimento, debido a la temperatura y a las condiciones de secado. No existe

49



informacién puntual sobre valores de capacidad antioxidante y compuestos fendlicos de L.
mutabilis secado por aspersion para poder comparar nuestros resultados. Zarei et al. (2019)
demostraron que a mayor tiempo de tratamiento térmico se reduce mas el contenido fendlico.
El tipo de agente encapsulante (goma arabiga o maltodextrina) usado en el proceso de secado
por aspersién no afecté significativamente (p>0.05) la capacidad antioxidante y el contenido
de fenoles totales. Ademas, las muestras de lupino Andino encapsuladas con goma arabiga
tuvieron una mayor capacidad antioxidante que las encapsuladas con maltodextrina. Segun
nuestros resultados, la goma arabiga protegio a los antioxidantes de la degradacion durante
el proceso de secado por aspersion, de manera mas eficiente que la maltodextrina. Zhang et
al. (2020) obtuvieron similares resultados en muestras de fruta encapsuladas con goma
arabiga y maltodextrina.

En cuanto a las grasas, los lupinos tienen altos contenidos de lipidos (Gross et al. 1988;
Thambiraj et al. 2018); por tal razon, las muestras de lupinos fueron desengrasadas con el
fin de comparar el contenido de compuestos bioactivos (antioxidantes y compuestos
fendlicos) entre muestras procesadas sin desengrasar (muestras integras) y desengrasadas.
De la Tabla 6 se puede apreciar que todas las muestras desengrasadas (control y procesadas)
tuvieron méas cantidad de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante que las
muestras sin desengrasar. En términos generales, no hay suficiente informacion sobre el
efecto de la grasa en la cuantificacion de la capacidad antioxidante y compuestos fenolicos
totales, en el lupino procesado. Por otro lado, Cano y Arnao (2004) mencionaron que los
antioxidantes son compuestos quimicos de naturaleza hidrosoluble y liposoluble; ademas
estos investigadores encontraron en muestras de zumos de naranjas comerciales, que mas
del 98% de la actividad antioxidante es debido a los antioxidantes hidrosolubles; esos
hallazgos podrian explicar del porque nuestros resultados de capacidad antioxidante fueron
mas altos en muestras desengrasadas que en muestras sin desengrasar. Similares resultados
fueron obtenidos por Castro et al. (2016), quienes encontraron valores mas altos de
capacidad antioxidante y contenido de polifenoles en muestras de granos de cacao

desengrasados que en muestras sin desengrasar.

En general, el proceso tecnologico (desamargado, extruido y secado por aspersion) tuvo un
efecto negativo sobre el contenido de compuestos quimicos antioxidantes importantes para
la salud, disminuyéndolos en contenido (Figuras 2 y 3). Sun et al. (2019) observaron similar

fendbmeno en sus resultados de investigacion. Dichos autores evaluaron el efecto del
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tratamiento térmico sobre los antioxidantes de Chenopodium formosanum Koidz, e
indicaron que el tratamiento térmico convencional, como la coccion y pasteurizacion,
afectan negativamente a los antioxidantes. Los compuestos fendlicos pueden actuar como
antioxidantes (Plank et al. 2012), por tal razon, en esta investigacion se encontrd una
relacion proporcional entre los compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante para
el L. mutabilis; menor cantidad de compuestos fendlicos brinda una menor capacidad
antioxidante. Por lo tanto, el contenido de fendlicos del lupino Andino depende del proceso
tecnoldgico, tal como lo mencionaron Duefias et al. (2009) y Liu et al. (2019). Similares
resultados obtuvieron Mohammed et al. (2017), quienes describieron que el proceso de
germinacion, fermentacion, coccion y desamargado genera cambios en la composicion
nutricional y fitoquimica de Lupinus albus. De la Tabla 7, la capacidad antioxidante y el
contenido de fenoles totales de las muestras de lupino amargo disminuyeron dentro de los
rangos de 36.61 — 36.67 y 20.53 — 23.53%, respectivamente, durante el proceso de
desamargado. El proceso de extrusion no provocé pérdida de capacidad antioxidante, ni de
compuestos fenolicos totales. El proceso de secado por aspersion ocasiond una ligera

reduccion de capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales.
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Figura 2. Promedio de la capacidad antioxidante por DPPH y ABTS" de las harinas de
tres genotipos de lupino andino.
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Figura 3. Promedio de los compuestos fendlicos totales (TPC) de las harinas de tres
genotipos de lupino andino.

Ademas, de la Tabla 7 se puede observar que se perdieron mas compuestos fendlicos totales
y capacidad antioxidante en muestras de bebida secada por aspersién con maltodextrina en
comparacion a las muestras con goma arabiga; estos resultados evidentemente muestran que
la maltodextrina protege menos que la goma aradbiga. Los resultados obtenidos en la presente
investigacion también fueron observados por Martinez-Villaluenga et al. (2009), quienes
observaron una elevada disminucion de 38 — 73% de la capacidad antioxidante por el radical
ABTS", de 38 - 82% por DPPH y de 38 — 56% por TPC en diversas muestras de harinas de

L. angustifolius y L. albus con bajos contenidos de a-galactosida.
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Tabla 7. Porcentaje (%) de reduccion del promedio de la capacidad antioxidante y del
contenido de fenoles totales (TPC) de las harinas de tres genotipos de lupino

andino.
Capacidad antioxidante TPC
Sin Sin
desengrasar Desengrasadas desengrasar Desengrasadas
Proceso de desamargado 36.61 36.67 23.53 20.53
Proceso de extrusion N.P. N.P. N.P. N.P.

Proceso de elaboracion
de la bebida secada por 29.56 23.59 36.54 37.50
aspersion (goma arabiga)

Proceso de elaboracion
de la bebida secada por 30.16 24.44 38.46 36.67
aspersion (maltodextrina)

N.P.: no presentd reduccion de capacidad antioxidante y TPC.

4.3 EFECTO DE LOS PROCESOS DE DESAMARGADO, EXTRUSION Y SECADO
POR ASPERSION EN LOS TOCOFEROLES Y CAROTENOIDES

4.3.1 Efecto del proceso en los tocoferoles

Los tocoferoles se han investigado mas en los aceites comestibles, como por ejemplo en el
aceite de linaza (Dgbrowski et al. 2019), y muy poco en las harinas de leguminosas. En la
Tabla 8 se muestra el contenido de los tocoferoles (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y 8-
tocoferol) en diferentes muestras de lupino Andino procesado, siendo y-tocoferol el mayor
componente presente en el lupino. El contenido de y-tocoferol presente en la harina de lupino
amargo fue mayor en comparacion con diferentes genotipos de semillas de cebada
(Cavallero et al. 2004) y trigo espelta (Skrajda-Brdak et al. 2019). Sin embargo, el contenido
de a-tocoferol y B-tocoferol en harina de lupino amargo fue menor en comparacion con el
trigo espelta (Skrajda-Brdak et al. 2019). El genotipo influye en el contenido de tocoferoles
(Anexo 7), siendo el genotipo Yunguyo el que presentd més a-tocoferol, mientras Altagracia
tuvo mas o-tocoferol en, independientemente del proceso tecnoldgico. Estas variaciones
demuestran que las concentraciones de estos compuestos estan en funcién al tipo de

alimentos y sus genotipos; asimismo Jung et al. (2017) demostraron esa correlacion.
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El proceso de desamargado hizo que se modificaran los contenidos de o-tocoferol, B-
tocoferol y y-tocoferol, evidenciandose un ligero incremento significativo (p<0.05); en
cambio, é-tocoferol no varié significativamente; estos cambios de contenidos probablemente
se debieron a la variacion de la materia seca después del desamargado. EIl proceso de
extrusion no afectd significativamente el contenido de tocoferoles presentes en el lupino
desamargado. Jung et al. (2017) sefialaron que las concentraciones de tocoferoles
disminuyen cuando existe una oxidacion lipidica; en tal sentido, de los resultados de nuestra
investigacion se puede inferir que durante el proceso de extrusion no ocurri6 una oxidacion
lipidica severa, y por ende el contenido de tocoferoles en el lupino extruido no se redujo de

manera significativa.

El proceso de secado por aspersion tuvo un efecto significativo sobre el contenido de a-
tocoferol y y-tocoferol, disminuyéndolos. No existe suficiente informacion sobre el efecto
del proceso sobre los tocoferoles en leguminosas. El contenido de los tocoferoles (a-
tocoferol, pB-tocoferol, y-tocoferol y d-tocoferol) fueron menores en la bebida de lupino
secada por aspersion en comparacion con las otras muestras de lupino procesado
(desamargado y extruido). Similar efecto fueron observados por Giambanelli et al. (2020),
quienes reportaron un 15 - 30% de pérdida de tocoferoles durante la preparacion (tiempos
largos de coccidn y secado) de un producto a base de escafa. El tipo de agente encapsulante
usado en el secado por aspersion no influyd significativamente sobre el contenido de
tocoferoles, aunque las muestras de lupino con maltodextrina tuvieron valores ligeramente
mas altos que las muestras con goma arabiga: Estos resultados de tocoferoles fueron muy
inferiores a los resultados obtenidos por Hidalgo et al. (2019) en galletas de agua
enriquecidos con trigo y cebada, ademés estos autores mencionaron que el proceso de
horneado degrada algunos componentes antioxidantes, y probablemente el proceso de

secado por aspersion también degrad6 alguno de estos compuestos.
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Tabla 8. Media (£ desviacion estdndar) del contenido de tocoferoles (a-tocoferol, B-
tocoferol, y-tocoferol y &-tocoferol, mg/kg MS) y carotenoides (luteina y
zeaxantina, mg/kg MS) de las harinas de tres genotipos de lupino Andino.

o- B- v- 0- . :
tocoferol  tocoferol tocoferol tocoferol Lutelna  Zeaxantina
Amargo 0.56°+0.06 1.23°+0.39 225.61°+6.93 2.23%+0.53 1.22°+0.16 0.10°+0.01

Desamargado 0.67°+0.06 2.07*+0.71 314.07°+42.80 2.65%+0.32 1.20°+0.13 0.12*+0.01
Extruido 0.68°+0.04 2.59%0.62 312.00°+35.87 2.65%0.32 1.03%+0.22 0.10"+0.01

Bebida secada

poraspersion  0.52°+0.06 1.49%40.30 202.85°+36.44 2.11°+0.36 0.72°:0.22 0.06°40.01
(goma arabiga)

Bebida secada
por aspersion  0.55°+0.02 1.68°+0.33 211.68°£39.42 2.10%+0.27 0.79°#0.27 0.05°+0.02
(maltodextrina)

Las medias con diferentes letras en superindice en la misma columna son estadisticamente
diferentes (p<0.05).

4.3.2 Efecto del proceso en los carotenoides

Los carotenoides como la luteina y zeaxantina fueron encontrados en pequefias cantidades
en el lupino Andino (Tabla 8). En términos generales, se encontrd mas luteina que zeaxantina
en todas las muestras de lupino procesado. Por otro lado, no existe mucha informacion sobre
la presencia de los carotenoides en el lupino procesado o leguminosas similares, para poder

comparar y discutir.

En el lupino amargo, se encontrd poca cantidad de luteina (1.22 £ 0.16 mg/kg MS) y una
minima cantidad de zeaxantina (0.10 £ 0.01 mg/kg MS), valores muy cercanos a los
encontrados en la harina de trigo para pan por Hidalgo et al. (2019), quienes reportaron 1.6
y 0.1 mg/kg MS de luteina y zeaxantina, respectivamente. Por otro lado, la presencia de estos
carotenoides vario en funcion al tipo de genotipo del lupino, siendo Yunguyo el que tuvo
mas luteina (1.39 £+ 0.12 mg/kg MS) y Altagracia para el caso de zeaxantina (0.11 + 0.00
mg/kg MS) (Anexo 7). De la misma forma, Skrajda-Brdak et al. (2019) demostraron que la

luteina y zeaxantina varian de acuerdo al genotipo, en muestras de trigo espelta.

56



El proceso de desamargado (hidratacion, coccion y lavados sucesivos) no modificd
significativamente (p>0.05) el contenido de luteina del lupino amargo, pero lo disminuy6
ligeramente; esta reduccion (de 1.22 + 0.16 mg/kg a 1.20 £ 0.13 mg/kg MS) probablemente
se debi0 al factor coccion, debido a que durante la ebullicién se pudo observar un ligero
cambio de coloracion en el agua y en los granos. Similares resultados fueron obtenidos por
Giambanelli et al. (2020), quienes demostraron que la coccion disminuye el contenido de
luteina, en granos y espigas de trigo einkorn. El efecto del proceso de extrusion sobre los
contenidos de luteina y zeaxantina no fue significativo; sin embargo, las cantidades de
luteina y zeaxantina en la harina extruida fueron menores en comparacion a las muestras
desamargadas, esto probablemente se debieron a las modificaciones fisicas y quimicas que
sufrieron los granos de lupino desamargado durante el proceso de extrusion. El proceso de
extrusion afecta ligeramente a los carotenoides siempre en cuando se trabaje con los
parametros correctos (humedad, temperatura, velocidad de tornillo) de extrusion (Waramboi
et al. 2013); este enunciado se pudo corroborar con los resultados obtenidos en esta
investigacion. Por otro lado, Kourouma et al. (2019) mencionaron que los procesos
tecnoldgicos, como el proceso de tostado afectan significativamente a los carotenoides (-

caroteno y o-caroteno).

El proceso de secado por aspersion afecto significativamente a luteina y zeaxantina; por
consiguiente, la presencia de estos carotenoides fue menor en las muestras secadas por
aspersion frente a las desamargadas. La coloracion amarillenta de los granos de lupino
desamargado se fueron perdiendo durante el proceso tecnologico (elaboracion de la bebida
y secado por aspersion). El color del producto final obtenido (bebida de lupino en polvo) fue
blanquecino, y quizas esto sea uno de los factores del porque se encontré muy poca presencia
de estos carotenoides; tal como lo mencionaron Liang et al. (2020) que los carotenoides son
responsables mayormente del color amarillo, naranja y rojo en los alimentos. De acuerdo a
los resultados obtenidos en esta investigacion, la zeaxantina es menos estable que la luteina
durante el proceso de secado por aspersion. En cambio, en el proceso de horneado para la
elaboracion del pan tipo bollo, la zeaxantina es mas estable que la luteina (Paznocht et al.
2019). Por otro lado, los agentes encapsulantes (goma arabiga y maltodextrina) usados en el
proceso de aspersion no evitaron la degradacion de la luteina y zeaxantina presentes en el
lupino. De la misma forma, Lim y Roos (2018) observaron degradacion de carotenoides

independientemente del tipo de agente encapsulante usado durante el secado por aspersion.
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Ademas, no hubo diferencias significativas entre las muestras con maltodextrina y goma

arébiga; sin embargo, se encontré mas luteina que zeaxantina en muestras con maltodextrina.
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V. CONCLUSIONES

1. La composicion quimica proximal de las harinas de lupino fue modificada por los
procesos tecnoldgicos. La composicion quimica proximal de la materia seca del lupino
desamargado cambi6 (proteinas y lipidos aumentaron; cenizas y carbohidratos
disminuyeron). El proceso de extrusion y el proceso de secado por aspersion mejoraron
la digestibilidad in vitro de la proteina del lupino, sin inducir dafios térmicos relevantes,
debido a la reduccion del contenido de azlcares durante el proceso de desamargado. El
marcador de dafio térmico mas sensible identificado para el lupino fue la furosina. La
composicion quimica proximal y demas analisis realizadas en esta investigacion variaron
en funcion al genotipo, siendo mayormente Altagracia el que presentdé mejores cualidades

durante el procesamiento frente a los demés genotipos.

2. Los compuestos fendlicos totales y su capacidad antioxidante variaron en funcion al tipo
de proceso (desamargado, extrusion y secado por aspersion) y genotipo (Altagracia,
Andenes y Yunguyo). El secado por aspersion afecto significativamente (p<0.05) a los
compuestos fenodlicos totales (TPC) y su actividad antioxidante, disminuyéndolos en
contenido. La capacidad antioxidante de las muestras procesadas varié de 2.87 —4.10 y
3.12 — 4.73 pmol Trolox/g b.s. (método DPPH), en muestras sin desengrasar Yy
desengrasadas, respectivamente. El contenido de fenoles totales estuvo entre 0.64 — 1.10
y 0.75 — 1.33 mg AGE/g b.s, para muestras sin desengrasar y desengrasadas,
respectivamente. En la mayoria de los procesos, se observo que el genotipo Yunguyo fue
el que presentd més cantidad de TPC, y Altagracia en capacidad antioxidante, frente a los

demas genotipos.

3. Ely-tocoferol se encontré en mayor cantidad en todas las muestras de lupino sin procesar
y procesado; la luteina fue el carotenoide con mayor presencia y ademas se encontraron
trazas de zeaxantina. El desamargado y la extrusién no afectaron significativamente

(p>0.05) los contenidos de los tocoferoles y carotenoides. Por lo tanto, el efecto del



proceso tecnoldgico (desamargado, extrusion y secado por aspersién) no disminuyd
considerablemente los contenidos de tocoferoles y carotenoides. El contenido de
tocoferoles y carotenoides variaron en funcion al genotipo. Mayormente, el genotipo
Yunguyo tuvo mas tocoferoles y carotenoides que los demas genotipos, a lo largo de los
procesos tecnoldgicos. Los tocoferoles y carotenoides encontrados en el lupino sin

procesar y procesado son sustanciales para la alimentacion humana.
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VI. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los estudios realizados en la investigacion, y con fines de potenciar la

investigacion, se recomienda:

1. Evaluar la estabilidad de los componentes bioactivos de la bebida de lupino durante su

vida en anaquel.

2. Formular mezclas alimenticias preservando sus componentes bioactivos a partir de harina

desamargada y extruida de Lupinus mutabilis.

3. Elaborar formulas alimenticias a partir del lupino en polvo (bebida de lupino secado por

aspersion) para deportistas que requieren consumo de proteinas.
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VI1Il. ANEXOS

Anexo 1. Variacion total (%) explicada por el tratamiento, el genotipo, su interaccion

y el error.

Tratamiento (T) Cultivar (G) TxG Error
Humedad 99.99 0.00 0.01 0.00
Lipidos 93.51 4.17 1.69 0.63
Ceniza 96.11 0.90 2.93 0.06
Proteinas 91.63 0.88 7.38 0.11
Carbohidratos 93.49 1.47 4.88 0.16
Digestibilidad de la proteina 94.28 2.02 1.16 2.54
Fructosa 72.56 6.62 19.70 1.12
Glucosa 75.77 5.75 18.33 0.15
Maltosa 99.18 0.12 0.39 0.31
Azucares reductores 97.45 0.39 1.72 0.44
Sacarosa 92.59 1.57 5.82 0.03
L* 97.93 0.11 1.76 0.21
a* 72.37 2.93 21.26 3.44
b* 96.59 0.54 2.59 0.28
aw 98.14 0.36 1.47 0.03
Furosina 79.73 5.98 14.04 0.25
Hidroximetilfurfural 95.31 0.37 4.32 0.01

Glicosilisomaltol 97.30 0.54 2.14 0.02




Anexo 2. Composicion quimica proximal (g/100 g de MS) y digestibilidad in vitro de las

proteinas (%) de harinas crudas y procesadas de tres genotipos de lupinos

andinos.
Proteinas Lipidos  Ceniza  Carbohidratos! Digestibilidad

Amargo
Altagracia 51.0+0.2 16.0+#0.0 4.6+0.14 28.4+0.1 60.9+0.5
Andenes 44.9+0.2 17.4+0.0 4.8+0.07 32.9+0.0 59.9+1.0
Yunguyo 46.2+0.3 15.1+0.0 5.0+0.02 33.7+0.4 62.7£1.0
Desamargado
Altagracia 57.8+0.2 23.2+0.3 1.6+0.04 17.4+0.3 64.5+0.4
Andenes 52.1+0.6 26.1+0.0 1.9+0.03 19.8+0.8 63.2+0.5
Yunguyo 53.4+0.4 25.1+0.1 1.9+0.02 19.6+0.3 63.5+0.9
Extruido
Altagracia 58.3+0.4 22.3+0.1 2.0+0.02 17.4+0.4 69.5+0.5
Andenes 54.7+0.5 27.5+0.6 1.3+0.02 16.6+0.9 67.0+0.4
Yunguyo 541+ 248+  1.7+0.04 19.4+04 67.8+0.8
Bebida de
Altagracia 40.7£0.9 32.8+2.2 0.4+0.01 26.2+2.2 --
Andenes 448+0.5 38.9+1.2 0.5+0.01 15.8+0.7 --

Yunguyo 50.4+0.1 35.4+1.3 0.6£0.01 13.6+1.0 ~-

Lupino en polvo (goma arabiga)

Altagracia 29.4+0.2 15.3+0.1 1.1+0.02 54.1+0.3 75.3x1.5
Andenes 32.9+0.2 18.5+0.1 2.3+0.03 46.3+0.1 72.8+1.5
Yunguyo 33.4+0.4 19.3#0.2 2.3+0.04 45.0+0.7 73.8+1.3
Lupino en polvo (maltodextrin)

Altagracia 27.2+0.2 13.6£0.1 0.6+0.01 58.6+0.2 73.3+1.8
Andenes 31.3+0.4 16.2+0.4 0.8+0.01 51.7+0.6 72.0+0.8
Yunguyo 36.6+0.4 17.1+0.1 0.8+0.01 45.5+0.5 73.1+0.7

1 Calculado por diferencia.
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Anexo 3. Contenido de azucar (fructosa, glucosa, maltosa y sacarosa, g/100 g de MS)

de las harinas de tres genotipos de lupino andino.

Fructosa Glucosa Maltosa Azucares Sacarosa
reductores

Amargo
Altagracia 0.89+0.14 nd 0.16+0.01 1.05+0.15 4.26+0.12
Andenes 0.24+0.01 0.20+0.01 0.12+0.00 0.56+0.00 3.06+0.06
Yunguyo 0.43+0.02 0.40+0.02 0.13+0.01 0.96+0.04 5.71+0.10
Desamargado
Altagracia nd nd nd nd nd
Andenes nd nd nd nd nd
Yunguyo nd nd nd nd nd
Extruido
Altagracia nd nd nd nd nd
Andenes nd nd nd nd nd
Yunguyo nd nd nd nd nd
Bebida secada por aspersion
(goma arabiga)
Altagracia 0.23+0.01 nd nd 0.23+0.01 nd
Andenes 0.13+0.00 nd nd 0.13+0.00 0.08+0.00
Yunguyo 0.21+0.00 nd nd 0.21+0.00 0.15+0.00
Bebida secada por aspersion
(maltodextrina)
Altagracia nd 0.29+0.00 1.59+0.03 1.88+0.03 0.13+0.00
Andenes nd 0.33+0.02 1.59+0.14 1.92+0.16 0.13+0.00
Yunguyo nd 0.33+0.01 1.39+0.11 1.72+0.13 0.13+0.00

nd: no detectado.
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Anexo 4. Coordenadas de color (L*, a*, b*), la diferencia de color (AE) y la actividad
del agua (aw) de las harinas de tres genotipos de lupino andino.

L* a* b* aw AE
Amargo
Altagracia  84.9+0.5 -2.3+0.3 18.5+0.4  0.59+0.001 -
Andenes 83.5+0.2 -1.64£0.1 21.7£0.7 0.57+0.001 -
Yunguyo  85.4+0.1 -2.50.2 20.840.9  0.57+0.000 -
Desamarga
Altagracia  85.9%0.2 -2.310.2 15.2+0.1 0.57+0.003 3.49+0.36
Andenes 84.9+0.5 -1.940.2 15.740.1 0.59+0.002 6.19+0.79
Yunguyo 85.5+0.1 -2.140.1 15.4+0.3 0.57+0.001 5.42+0.68
Extruido
Altagracia  74.5%+0.3 -0.5+0.3 25.5+0.2 0.71+0.003 12.72+0.48
Andenes 77.3+0.3 -1.540.1 21.4+0.5 0.73%£0.000 6.18+0.48
Yunguyo 73.5+0.1 -0.840.1 24.6£0.6 0.67+0.004 12.58+0.14
Bebida secada por aspersion
(goma arabiga)
Altagracia  92.1+0.4 -1.8+0.1 6.4+0.3 0.38+0.006 14.10+0.57
Andenes 91.9+0.3 -2.5+0.2 8.4+0.5 0.41+0.002 15.76+0.21
Yunguyo 92.0+0.3 -2.4+0.1 8.6+0.2 0.40+0.001 13.83+0.90
Bebida secada por aspersion
(maltodextrina)
Altagracia  93.4%0.5 -2.320.2 6.3+0.3 0.39+0.007 14.81+0.35
Andenes 92.4+0.5 -2.610.1 8.2+0.2 0.41+0.001 16.22+0.85
Yunguyo 91.9+0.6 -2.5+0.1 8.5+0.3 0.43+0.001 14.41+0.94
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Anexo 5. Indices de dafio térmico (furosina, mg/100 g de proteina;
hidroximetilfurfural, HMF, mg/kg MS; y glucosilisomaltol, GLI, mg/kg

MS) de las harinas de tres genotipos de lupino andino.

Furosina HMF GLI

Amargo

Altagracia 2.4+0.0 nd nd
Andenes 11.4+0.3 nd nd
Yunguyo 12.3+0.4 nd nd
Desamargado

Altagracia 7.31+0.2 nd nd
Andenes 11.9+0.4 nd nd
Yunguyo 12.8+0.2 nd nd
Extruido

Altagracia 11.2+0.2 nd nd
Andenes 8.9+1.8 nd nd
Yunguyo 6.1+0.1 nd nd

Bebida secada por aspersion
(goma arabiga)

Altagracia 12.0£0.5 0.20£0.01 nd
Andenes 14.3+2.8 nd nd
Yunguyo 13.8+2.4 0.13+0.00 nd

Bebida secada por aspersion
(maltodextrina)

Altagracia 37.4+1.9 0.60+0.00 0.69+0.01
Andenes 80.5+0.0 0.69+0.01 0.57+0.01
Yunguyo 44.4+0.6 0.50+0.00 0.48+0.00

nd: no detectado.
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Anexo 6. Capacidad antioxidante (DPPH y ABTS™) y del contenido en compuestos

fenolicos totales (TPC) de las harinas de tres genotipos de lupino andino.

DPPH ABTS" TPC
(umol Trolox/g b.s.) (umol Trolox/g b.s.) (mg AGE/g b.s.)
Sin Sin Sin
desengrasar Desengrasadas  desengrasar  Desengrasadas desengrasar Desengrasadas
Amargo
Altagracia 5.39+0.09 5.62+0.12 146.72+0.99 161.01+0.32 1.33+0.04 1.50+0.03
Andenes 5.28+0.06 5.59+0.10 156.20+0.55 167.87+0.32 1.35+0.02 1.50+0.04
Yunguyo 5.09+0.11 5.50+0.08 147.39+0.32 161.05+1.69 1.42+0.03 1.53+0.04
Desamargado
Altagracia 4.15+0.11 4.76+0.10 72.15£0.37  73.34+2.45 1.03+£0.02 1.1940.01
Andenes 4.05£0.19 4.51+0.10 76.58+0.16  78.08+0.18 1.02+0.00 1.18+0.01
Yunguyo 4.00£0.05 4.16+0.15 73.9440.43  75.96+0.36 1.07+0.01 1.24+0.00
Extruido
Altagracia 4,1740.10 4.87+0.29 73.03£1.37 74.54+1.90 1.07+0.02 1.31+0.02
Andenes 4.11+£0.08 4.69+0.08 77.93£0.74  79.91+0.29 1.05+0.01 1.31+0.01
Yunguyo 4.03£0.06 4.64+0.07 75.73£0.72  76.19£1.19 1.19+0.01 1.35+0.04
Bebida secada por aspersion (goma arabiga)
Altagracia 2.31+0.09 2.47+0.01 46.66+1.42 58.59+1.07 0.52+0.01 0.56+0.01
Andenes 3.11+0.04 3.31+0.04 53.75+0.88  62.35+1.95 0.68+0.01 0.78+0.02
Yunguyo 3.21+0.14 3.68%0.07 55.88+0.40 66.33+0.97 0.78+0.03  0.92+0.01
Bebida secada por aspersion (maltodextrina)
Altagracia 2.26£0.04 2.44+0.05 44.71+0.61 57.08+0.42 0.50+£0.01 0.57+0.01
Andenes 3.03£0.05 3.12+0.09 50.80£0.36  62.02+1.01 0.72£0.01  0.82+0.02
Yunguyo 3.41+0.05 3.80+0.05 56.43£1.06  65.80+1.07 0.71£0.00 0.90+0.03
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Anexo 7. Contenido de tocoferoles (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y d-tocoferol,
mg/kg MS) y carotenoides (luteina y zeaxantina, mg/kg MS) de las harinas de
tres genotipos de lupino Andino.

- p- Y- - , i
tocoferol tocoferol tocoferol tocoferol Luteina  Zeaxantina
Amargo
Altagracia 0.51+0.07 1.60+0.50 224.68+1.49 2.81+0.23 1.06+0.01 0.11+0.00
Andenes 0.55+0.04 0.93+0.10 228.32+1.11 1.66+0.18 1.20+0.06 0.09+0.02

Yunguyo 0.61+0.00 0.17+0.16 223.83+14.61 2.23+0.03 1.39+0.12 0.09+0.01

Desamargado

Altagracia 0.63+0.09 2.72+0.08 275.37+12.60 3.02+0.22 1.04+0.01 0.11+0.01
Andenes 0.66+0.03 1.55+0.22 304.29+0.30 2.37+0.12 1.23+0.01 0.12+0.00
Yunguyo 0.72+0.02 1.95%+1.03 362.55+33.36 2.55+0.05 1.33+0.03 0.12+0.01

Extruido
Altagracia 0.64+0.04 3.35+0.12 275.66+5.71 2.95+0.07 0.76+0.00 0.10%0.02
Andenes 0.68+0.02 2.03+0.02 305.84+8.24 2.73+0.20 1.11+0.02 0.10%0.00

Yunguyo 0.73+0.01 2.38+0.19 354.50+1.36 2.29+0.03 1.24+0.01 0.11+0.01

Bebida secada por aspersion

(goma arébiga)

Altagracia 0.51+0.02 1.25+0.17 162.50+1.23 2.20+0.26 0.45+0.01 0.06+0.00
Andenes 0.51+0.03 1.50+0.07 202.15+2.82 1.97+0.24 0.92+0.01 0.07+0.01
Yunguyo 0.54+0.12 1.73+0.42 243.92+0.41 2.16+0.68 0.80+0.06 0.05+0.01

Bebida secada por aspersion

(maltodextrina)

Altagracia 0.55+0.01 1.50+0.06 169.31+2.63 2.27+0.10 0.44+0.01 0.05+0.01
Andenes 0.54+0.03 1.64+0.04 208.52+0.98 1.86+0.34 0.90+0.07 0.06+0.03
Yunguyo 0.56+0.03 1.89+0.62 257.21+2.08 2.17+0.26 1.01+0.09 0.04+0.01
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Anexo 8. Granos de lupino o tarwi (Lupinus mutabilis Sweet).
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Anexo 9. Granos de lupino desamargado de diferentes variedades.
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Anexo 10. Preparacion de la bebida a partir de los granos de lupino desamargado.
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Anexo 11. Bebida de lupino.
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Anexo 12. Secado por aspersion de la bebida de lupino.
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Anexo 13. Muestras de lupino amargo, desamargado, extruido y secado por aspersion.
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Anexo 14. Extracto de las muestras de lupino amargo, desamargado, extruido y secado

por aspersion.
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Anexo 15. Andlisis de los componentes funcionales en los laboratorios de la Universidad
de Milan - Italia.
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mileniras ous k3 Capackdad anSosidants AETS" varkd antre B, - TE.EE ¥ ©1,83 - TE, B8 wmnod Tirolcoig
bus., an rrsestras no desgrasadas § desgraz=adas, respectivarmenin. Por obro lado, os lipidos Influyeron
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atho.
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